Jméno obor semindrni skupina

Cvi€eni 2
Priprava a sterilizace Zivinych medii
Asepticka prace, desinfekce, antiseptika, sterihzace

Cil cvieni

e Vjakém laboratornim skle budou pldy pfipravovany?
e Kcemu sloud tekutd media (bujony) a pevna media (s pifidavkem agaru
1,5 - 3%) ve zkumavkach (Sitkmé agary) a Petriho miskach (agarové plotny)?
e Jak bude zajisténa sterilita prace, jak mizeme na laboratornim stole zabranit
kontaminaci?

Teoreticka ¢ast

Z4sady pfipravy mikrobiologickych pad:

Nutno pracovat s vysterilizovanym nadobim ve sterilnim prostfedi, co nejrychleji na
ukor objemové piesnosti (tzv. asepticka prace), tzn. poudvat sterilni Petriho misky, sterilizovat
media ve zkumavkich autoklavovanim, sterilné rozlévat do misek za Zihani hrdla baniky
s mediem v plameni kahanu a za co nejkratsiho a neyjmensiho otevirani sterilni Petriho misky.

Kultivaéni pady v mikrobiologii:

Kultivace mikrobii je zikladnim postupem slouzicim k jejich pfimému prikazu.
Charakter rtastu bakterie je dlezitym identifikaCnim znakem; nevyhodou je vSak zdlouhavost
gsme  zavisli na  délce rastu  daného  kmene, napfiklad kmeny  druhu
Mycobacterium tuberculosis rostou 9 tydni, vétSina bakterii vsak 24-48 hodin).

Mikroorganismy (bakterie, kvasinky) se v mikrobiologickych laboratofich kultivuji na
sterilnich Zivnych padach spliujicich vSechny pozadavky na vyZivu, majicich optimalni pH,
osmotické pomeéry a optimalni redoxpotencial. Samozieymosti je dostatek vody pro zZivotni
pochody a pfitomnost zivin: zdrojii energie (heterotrofi - zdroj energie je shodny se zdrojem
uhliku, 'u fototrofl je zdrojem energie svétlo a u litotrofii anorganickd latka!), uhliku (cukry,
bilkoviny, org. kyseliny, alkoholy; pro autotrofni bakterie je zdrojem uhliku CO.!), dusiku
(amonné 1onty, dusi¢nanové ionty, AMK, bilkoviny nebo jejich ¢asteCné hydrolyzaty (peptony),
malo pak plynny dusik) a biogennich prvka (anorganické soli), pficemz hodnoty uvedenych
podminek musi zlstat optimalni po celou dobu kultivace.

Podle ,,oddefinovatelnosti sloZeni lze media d€lit do dvou zikladnich skupin, kdy do
prvni patii pidy syntetické (defmované) s presné definovanym slozenim (istojné roztoky,
zdrojem uhliku obvykle glukéza, zdrojem dusiku (NH.).SO: nebo NH.(Cl, €isté aminokyseliny,
vitaminy a rastové faktory). Prikladem jsou minimalni media, na nichZ rostou jen prototrofi,
saprofyti. Pudy pFirozené (komplexni) maji ve svém zikladu Zivny bujon a nejsou chemicky
definovany, jsou tvofeny slozkami ziskanymi po kyselé hydrolyze (HCI) kasemu nebo Zelatiny
nebo po enzymatické (fermentativni) hydrolyze masa (pepsin, trypsin, pankreatin).

Podle konzistence pak rozeznavime pudy tekuté (mléko, masopeptonovy bujon,
cukrové pudy, sladina), polotekuté, ztuzené a tuhé (mrkev, brambor). Vyhodou tekutych medii
je snadny prFistup vody a Zivin a bakterie v nich snize rostou; nevyhodou je rist bakterii
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projevujici se zakalenim, sedimentem nebo blankou (dle nirokii na kyslik) a nepozname tedy,
zda se jedn3 o €istou kulturu nebo smés vice kmenii.

Pro ptipravu ztuzenych piid pfidavame k bujonovému zikladu vétsinou agar, méné pak
Zelatinu (nevyhoda nizsi teploty tani — nemusi zlstat tuhd pifi pokojové teploté) €1 kiemicité
gely. Vyhodou kultivace na pevném mediu na Petrtho misce je moznost pozorovani
IZOLOVANYCH KOLONII (- klon z jedné buiiky), tedy izolovanych kment; v jedné kolonii
jsou pak stovky miliard bunék. Kolonie ur¢itého bakteridlniho druhu je ttvar charakteristicky a
taxonomicky vyznamny makroskopicky znak.

V jaké koncentraci se ztuZovadla do pud pfidavaji? Zelatina tvofena bilkovinou
(kolagen, osein, chondrogen) je do media pfidana v mnozstvi 10 - 209% obsahu. Jeji nevyhodou
je, Ze je ztekucovana jiz za teploty kolem 35 °C; tedy v 1ét€¢ se mize pfi pokojové na misce
rozpustit a ztratime nartst bakterii. Agar je smeési polysacharidi (agaropektinu, agardzy)
z motskych tas (Gelidium, Gracilaria). Pro piiprava pud je idealni - rozpousti se pi1 90 °C a
tuhne pti 40 °C; slouzi jen jako gelifikacni piisada, neni bakteriemi vyuZivin jako zdroj Zivin!
Piidava se jako 1- 5% obsahu.

Ne vSechny mikroorganismy rostou na vsech ptdach. Pady univerzilni svym sloZenim
vvhovuji pozadavkim na vyZzivu Sirokého spektra organismi (masopeptonovy bujon, sladinovy
agar). Pudy selektivni svym sloZzenim zvvhodnwji rust jednoho druhu nebo cilové skupiny
organismu, rust ostatnich druhti je inhibovan (Pf: Ashbyho agar - je bez dusiku, roste na ném
tedy jen druh bakterie, kterd umi dusik fixovat ze vzduchu - na agaru tedy cilen¢ zachytime rod
Azotobacter, ktery umi dusik fixovat a nepotfebuje jej v mediu, dalsim pfikladem selektivni
pudy je Staphylococcus medium - obsahuje 109 NaCl, které statylokokiim nevadi, vétSina
rodil je vSak v rastu mhibovina. Do téchto pud je tedy pfidina néaka inhibi¢ni slozka nebo
naopak néktera slozka chybi, coz zvyhodnuje a cilené izoluje prokazované rody a druhy). Pidy
selektivné diagnostické pak svym slozenim potlacuji rst vétSiny mikroorganismi a umoZznui
rist jen velmi malé skupin€, coz se projevi ristem samotnym a indikdtorem zplsobenou
zménou barvy media biochemickou reakei (napt. Endova ptada).

Priklady kultiva¢nich pud:

*  Masopeptonovy agar (MPA) - obsahuje vytazek z masa, pepton, sole a agarovou fasu, je
zakladem pro dalsi ptudy

e Krevni agar (KA) - pfipravuje se pfidinim 5-109% defibrinované zviteci krve k MPA
zakladu, nepvice pouzivana puda, roste na ni vétSina bakterii; na KA lze odecCitat
hemolyzu, pokud bakterie tvofi hemolyziny - vznik tplného projasnéni, u netuplné
hemolyzy neni projasnéni uplné

* Endova ptida (Endoagar, EA) - je to selektivni diagnostickd ptda pro stfevni bakterie
(Celed Enterobacteriaceae), obsahuje laktdzu. Indikatorem jejiho kvaSeni je bazicky

fuchsin odbarveny sifi¢itanem sodnym. Je-h laktéza kvaSena, méni se barva svétle
fialovoCervena do temné fialové vlivem zmény pH. Bakterie, které kvasi laktozu maji
tmave fialové zabarvené kolonie, bakterie, které nezkvasuji maji kolonie rizové.

e XLD (agar) - pada pro zichyt patogennich stfevnich bakterii (Shigella, Salmonella).
Piada obsahuje laktézu. Laktozu kvasici bakterie jsou zluté, laktoza nekvasici maji
kolonie v barvé pidy. Ddle lze rozpoznat tvorbu H.S - projevi se ¢ernym stfedem
kolonii
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e Sabouraudova plda - pro ziachyt kvasinek a plisni, obsahuje glukozu nebo maltozu, pH
5,0

* Fortnerova ptda - pro zachyt anaerobti (obsahuje redukujici substance)

* Lowenstein - Jensenova puda - pevnd puda pro ziachyt mykobakterii, obsahuje vejce,
glycerin, skrob, malachitovou zelen

e Slanetz-Burtley agar (SB pada) - selektivné diagnostickd ptida pro bakterie rodu
Enterococcus. Je chuda na Ziviny (enterokoky jsou nendaro¢né oproti jinym bakteriim),
kolonie enterokokti maji v masivnim nartstu fialovohnédou barvu

*  Wilson-Blairova ptida - selektivni piida pro Salmonely (€erné kovoveé lesklé kolonie s
C¢ernym okolim)

e Claubergova ptda - diagnosticka ptida pro Corynebacterium diphtheriae (Cerné kolonie
s kovovym leskem)

» Cokoladovy agar - obsahuje krev pfidavanou do horkého agaru (pfi 80 °C) pro uvolnéni
potiebnych latek, slouzi ke kultivact naro¢nych mikrobi

Selektivni diagnostickd chromogenni media - velmi specificky prikaz:
*  Detekce salmonel: Medium Rappaport a Vassiliadis
*  Staphylococcus aureus: ORSAB Medium
e Stanoveni listerii: Rapid L-Mono medium, Medium Oxford
*  Bacillus cereus: Medium PEMBA

Az na vyjimky uchovavime puady v lednici tak, aby nevysychaly - pokud v miskdch, tak
dnem vzhtru a zabalené. Cerstvé pudy nesmi mit pfed ockovanim bakterii mokry povrch -
pred zaCatkem prace se davaji susit na nékolik hodin.

Desinfekce, antisepse, asepse, sterilizace, dekontaminace:

Odstranéni mikroorganismti z prostiedi - dekontaminace - mtze byt zabezpeceno
riznym zpusobem a tomu odpovida t€z dosazeny efekt. Prosty tklid, myti nebo prani a Zehleni
snizuje vyskyt mikroorganismt az o 909%. Tim se zvySuje GCinnost nasledné€ provadéné
dezinfekce nebo sterilizace.

Dezinfekce s pouzitim chemickych dezinficiencii nebo dezinfekce fyzikalni je
definovana jako niceni ¢i zneskodnovani vegetativnich bunék patogennich mikroorganisml na
nezivych predmétech, ve vn&iSim prostfedi (ve vodé, ve vzduchu apod.) a v infekénim
materidlu. Cilem  dezinfekce je uéinit pfedméty (zevni prostiedi) neinfekéni. Uéinnost
dezinfekce je zavisla na rezistenci mikroorganismu vi¢i t€émto prostfedkim. Dobré dezinficiens
by mélo mit baktericidni Géinek na vétsinu patogennich mikroorganismi.

Antisepse je zneSkodiovani patogennich ziarodkt v prostfedi zivych tkani, v ranach, na
sliznicich a na kiizi s pouzitim antiseptik. Je namifena hlavn€ proti mikrobtim vyvolavajicim
hnisani. U antiseptik neni striktni poZadavek na baktericidni G¢inek jako u dezinficiencii, staci
bakteriostatické plisobeni. Antiseptika musi splilovat pozadavek nejedovatostt a  dobré
snasenlivosti zivymi tkanémi. Na rozdil od dezinficiencii proto podléhaji schvileni jako kazdy
jiny 1ék. U antiseptik neni nutna dobra rozpustnost ve vodé.

Asepse je souhrn opatfeni vedoucich ke stavu, kdy v prostiedi je minimum
mikroorganismil. Asepse si klade za cil zabranit pfistupu mikroorganismt k zivym tkdnim pii
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chirurgickych operacich a to pouzivanim sterilnich nastroji, obvazovych litek, Siciho materialu,
pryZovych rukavic, pfipravou operacniho pole, dezinfekci chirurgovych rukou, pouzivianim
ustenek apod. Pojem asepse zahrnuje také laboratomi a vyrobni metody, u nichZ je snaha
zabranit mikrobidlni kontaminaci napf. u mikrobiologickych laboratomich praci a pi1 vyrobé
nékterych 1éki.

Sterilizace je zniCeni vSech zivych mikroorganismi, véetné vysoce rezistentnich
bakterialnich spor fyzikalnimi nebo chemickymi postupy.

A) Fyzikilni metody sterilizace

1) Sterilizace vlhkym teplem:

e PferuSovand, frakcionovana sterilizace je sterilizace varem (100 °C) ptisobicim po dobu
30 minut v 18-24 hod. intervalech ti1 dny po sobé€. Sterilizovana latka musi byt v mezidobi
ulozena pi1 pokojové teploté, aby termorezistentni spory, které var prezily, mohly vykliCit.
Nasledujici var je pak ni€i jako vegetativni formy bakterti.

e Tyndalizace se pouziva ke sterilizaci termolabilnich roztokli bilkovin, které koaguluji jiz
pii1 teploté 60°C. Postup je podobny jako pi1 frakcionované sterilizaci. Roztok se zahtiva ve
vodni lazni pti 56 - 58 °C (resp. pi1 60 - 80 °C) po 30 - 60 minut 3 dny po sobé.

. Sterilizace nasycenou vodni parou pod tlakem (v autoklavu) se provadi nejCastéi za
pretlaku 100 kPa pii teplot¢ 120 °C po dobu 20 - 30 minut. Tento zplsob sterilizace
umoziuje zni¢it bezpeéné vsechny formy mikroorganismii. Autoklav je tlakovy sterilizitor
opatfeny vodoznakem pro stav vody ve vyvije€i pary (pokud neni pfimo napojen na piivod
pary z centralniho zdroje). Dile je vybaven pojistnym ventilem, dvéma manometry (jeden k
méfeni pretlaku pary ve vyvije€i, druhy v pracovnim prostoru), odvzdusiovacim ventilem,
vodni vyvévou a teplomérem (obr. 1). Dokonalé odvzdusnéni pracovniho prostoru na
zaCatku sterilizace je predpokladem tspésného autoklavovani (smés pary se vzduchem pii
120 °C a 30 minutové expozici nema spolehlivy sterilizaéni efekt). V autoklivu lze
sterilizovat rizné roztoky, kovové lékafské nastroje, pryzovy material. Pii sterilizaci
bakteriologickych piid je tfeba dat pozor na moznost hydrolyzy disacharidii a poskozeni
termolabilnich latek.

2) Suché teplo

je méné Gcinné nez para pod tlakem. M4 nizsi koeficient vodivosti a proto sterilizace

probiha pr¥i vyssi teploté a po delsi expozi¢ni dobu

. Otevieny plamen - se pouziva pii Zihani bakteriologické klicky, k likvidact pokusnych
zvitat a nékterych pfedméti malé hmotnosti, napt. kontaminovanych obvaz.
. Horkovzdusna sterilizace skla, porcelianu, kovil, se provadi v horkovzdusnych
sterilizatorech. Doba vlastni sterilizace se po€ita od okamZiku dosaZeni predepsanych
teplot. V pfistrojich s nucenou cirkulaci vzduchu sterilizyjeme obvykle bud’ pii 160°C 60
minut, nebo pi1 180 °C 20 minut.

3)  Sterilizace filtraci:
slouzi k odstranovani bakterii z tekutin tam, kde je jiny zptisob dekontaminace nevhodny.
Viry ale prochizeji vétsinou bakteridnich filtri.
Podle konstrukce a pouzitého materialu délime filtry na:
. Azbestové Seitzovy filtry - lisované z azbestu a celulozy. Filtry zadrzujici bakterie jsou
oznaCeny EK (Entkeimung). Filtrani vloZky jsou jednotcelové a sterilizuji se 1 s filtracnimi
nalevkami v autoklavu.



Jméno obor semindrni skupina

4)

Sklenéné jenské filtry z borosilikitového skla ve formé poréznich destiCek zatavenych v

nalevkach. PouZivaji se opakované. Po pouziti se Cisti konc. kyselinou sirovou nebo
chromsirovou a promyvaji dukladné¢ vodou. Sterilizuji se horkym vzduchem nebo v
autoklavu.

*  Membranové ultrafiltry

z nitrocelulozy s riznou velikosti pértt a prioméru se u nas vyrab¢&ji pod nazvem

Synpor. Vkladaji se do specialnich kovovych ndlevek a sterilizuji se v autoklavu nebo UV
zafenim germicidni lampou po dobu 20-30 minut ze vzdilenosti asi 50 cm. Filtrace vySe
uvedenymi filtry se provadi za pouziti negativniho tlaku pomoci vyvévy.

Sterilizace zafenim

Ultrahalové zateni (UV) - optimalni baktericidni tc¢inek je pii vinové délce kolem
254 nm, kdy je zafeni maximalné absorbovano nukleovymi kyselinami. Jako zafice
se pouzivaji obvykle germicidni lampy. UV zifeni slouZi ke sterilizaci vzduchu a
pracovnich ploch pfimo vystavenych paprskiim. Pouziva se k vyzafovani
operacnich sdlt, aseptickych boxt, piteven, odbérovych mistnosti v 1é¢ebnach
tuberkulozy apod. Vyzifeni nemiize nahradit uklid pomoci dezinfekénich
prostiedkd. Uginnost UV klesd se &tvercem vzddlenosti ozafovaného objektu.

Ionizujici zafeni - je vyhodné, protoZze penetruje, ale nezahfiva sterilizovany
pfedmét a neméni vlastnosti vétSiny sterilizovanych litek. Zdrojem gama zafeni v
praxi je obvykle radioaktivni kobalt (60CO). Gama zafeni se pouziva k primyslové
sterilizact (obvazovy material, plasty). Mezinarodné stanovena sterilizaCni davka je

27 kGy.

B) Chemické prostiedky dezinfekce
Specificky iémek chemickych latek na mikroorganismy se projevuje v zavislosti na jejich

koncentraci a dobé€ ptisobeni (expozice).

Kriteria kvality dezinfekénich prostiedki pro volbu jejich pouziti:

siroké spektrum ucinku, jen malo latek ptisobi zaroven baktericidng, virocidné 1

fungicidné,

pii trvalém pouZzivani nevznika rezistence,

nejsou toxicka,

maji rychly dezinfekéni iéinek,

maji afinitu k mikroorganismuiim,

k dezinfikovanému predmétu jsou inertni,

dezinfekéni ucinek je staly za riznych zmén vnéjsich podminek (teplota, vihkost

vzduchu, pH).

Mechanismus u¢inku

Antimikrobni latky nejCastéi piimo poskozuji strukturu mikroorganismt nebo narusuyi
jejich zakladni metabolické procesy, napf. oxidaci (slouc¢eniny chloru, peroxidy, peroxid
kyseliny), redukci (aldehydy), hydrolyzou (kyseliny, louhy), dehydrataci (alkoholy),
koagulaci bilkovin (alkoholy, fenoly), zménou permeability (detergencni latky).

Zasady a kyseliny:
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Siln€ anorganické kyseliny a zdsady se pro své toxické a agresivni a¢inky pouZivaji v
praxi ziidka. Napf. vapenné mléko, kyselina borita, kyselina peroctova, persteril (32-
36% roztok kyseliny peroctové s 109% H202 a 19% H2504.

Oxidaéni prostiedky:
peroxid vodiku, manganistan draselny

Slouc¢eniny halogenti:
chlorové vapno, Chloramin B, Dikonit. Jod a jeho slou¢eniny: jodova tinktura, jodofory,
Jodonal B, Jodisol.

Slou€eniny tézkych kovi:
Famosept, Merfen, Merthiolat, Thiomersal.

Alkoholy:
etanol, n-propanol, etylenoxid.

Aldehydy:

formaldehyd, formalin, glutaraldehyd.

Fenolové derivaty:
krezoly, Lysol, Orthosan BF 12.

Povrchové aktivni latky:
Ajatin, Septonex, Ophthalmo-Septonex.

Pomiicky praktického cvi¢eni:

e 2600 mg komer¢niho masopeptonového media (MPB - meat pepton broth)
* agar

* destilovana voda

e sterilni Petrtho misky

e sklenéné biologické zkumavky

* Erlenmeyerovy banky
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e vatové zatky
e odmérny vilec
e autoklav

Pozn: sloZeni 2600 mg MPB ¢€. 1: Beef extrakt 600 mg, pepton 1 000 mg, NaCl 1 000 mg,
destilovand voda 200 ml, agar 4 000 mg
pH 6,8 -7

Postup:

V postupu je potieba promyslet délku a naslednost sterilizace medii autoklavovanim — zda se
jedna o rozvateni agaru ¢i sterilizaci media; kultivacni piidy neni dobré autoklavovat vice nez
dvakrat — ztrata vlastnosti.

e Pracuyjeme ve dvojict s objemem 200 ml media

e Na obalu komer¢niho media je doporu€eno navazit 13g pudy na 1 litr vody

¢ Na 200 ml objemu destilované vody navazime 13/5 g = 2,6 g media
Mozno upravit doporu¢ené pH pomoci n€kolika kapek 1M NaOH nebo 1M HCI

e 7. toho objemu odpipetyjeme do 2 zkumavek a 5 ml, sterilizace 20 min, 0,15 MPa,
121°C = tekuté medium ve zkumavce se zatkou (kovovou nebo vatovou), kterd brani
nasledné kontaminaci

¢ Do zbytku objemu piidame 4 g agaru (mél by byt v koncentraci 1,5 - 3 %, tedy
pfiblizné 16 g na litr media) a dobfe promichame

e Agar v mediu rozvafime v autoklavu nebo v mikrovince

¢ Do 4 zkumavek odpipetujeme rozvateny agar (4 5 ml) a zazitkujeme, nasleduje
sterilizace

e 7bytek media v Erlenmeyerove baiice zazitkujeme a pfipravime znovu pro sterilizaci,
bude slouzit pro nalévani Petriho misek

e Sterilni agar MPB rozlévame do 6-ti Petriho misek a cca 20ml (postupujeme rychle,
nemluvime). Bantku po kazdém naliti oZzihame nad kahanem

e Zkumavky se sterilnim agarem jesté za tekutého stavu uloZzime do sikmé polohy

Naékres: priprava pud pro pro pristi cviceni pro dvojici studentt
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m 2.6 g komerllniho media

200 ml destilované
vody

1’ 1.nalid 2ks zkumawvek rekutého meédia

St St
hadake! veedinim

2. pfidavek 4 grami agaru a jeho rozvareni v autoklavu

STERILNI RYCHL& PRACE -
ZiHANfHRDLA BA#KY, NEMLUVIT

3. naliti 2 zkumavek,
zazatkovani a sterilizace v O O O
autoklavu
5. sterilni naliti 6ti

St Sk Petriho misek
l 4 usikmeni sterilniho O
;" -~ media ve zkumavkach

Vyhodnoceni:

e Jak byla zajsténa sterilita prace a jak a kdy j1 miizeme zkontrolovat?

e Jakou vyhodu ma sikmy agar oproti agaru v Petriho misce?
Proc¢ se charakter riistu kolonii hodnoti na Petritho misce a nikoli v bujonu?

[
Zaveér:

Pripraveni media budou v pfistim cvi€eni slouzZit nejen k o¢kovani, ale 1 k naslednému

makroskopickému pozorovani kultur mikroorganismi.

Zajimavosti

Louis Pasteur a Robert Koch
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- zakladatelé 1ékatské bakteriologie

- pracovali nejprve s tekutymi ptidami Robert Louis
Koch Pasteur
Pasteur — vyvar z kvasnic Byla to vsak chuda Robert Koch pouZzival
N media pro vétSinu komorovou vodu
= 74 patogennich z o¢i jate¢niho 6
QM bakterii dobytka, zaved]

kultivaci na zelating
¢ Pozdé&ji Koch zavedl kultivaci na extraktu z hovéziho masa zpevnéném Zelatinou.
Kultivaci na pevné piidé tak mohl zjistit pocet druhti bakterii (dle vzhledu kolonie) a pocet

bunék ve vzorku (= po¢et kolomnii) a ziskat ¢istou kulturu.

Nevyhoda Zelatiny: ztekucovani pii 25°C a vlivem bakterialnich enzymn.

s Walter Hesse - na radu své manzelky nahradil Zelatinu agarem.
Petriho misky - zavedeny Richardem Petrim v r.1887.

Masovy vytazek je sice nabit ristovymi faktory, ale na Ziviny je pomérné chudy.
¢ Frederick Lofler (spoluobjevitel pivodce zaskrtu) - vylepsil masovy extrakt pfidavkem
peptonu (produkt enzymatického natraveni masa, obsahuje peptidy i volné AMK) a
NaCl = zivny bujon.

>

s Komer¢ni susené kultivaéni pidy - po r.1914



