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Bakteridalni druh

o jasné vymezend skupina navzdjem pribuznych kmenu, zahrnujicich typovy kmen

o bakteridini kmeny jednoho druhu maji promérnou nukleotidovou identitu 95 - 96%
(Average Nucleotide Identity, ANI)

o druh vykazuje, az na vyjimky, shodné fenotypové znaky a soucasné md nékteré
odlisné znaky od jinych bakteridlnich druht

o https://help.ezbiocloud.net/bacterial-species-concept-explained/
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Kultura

o odhaduje se, Ze pouze 2 % vsech mikroorganismu jsou kultivovatelnd v
laboratornich podminkdch na zivnych médiich

o cCistd kultura (jeden druh) x smisend (nékolik druhu) x technickd (vyzkum, provoz)

o preockovdvani - prenos kultury na cerstvé médium (oziveni, izolace, odecet
vliastnosti, diagnostika)

o bakteridlni kolonie = klon jedné bunky

o Colony forming unit (CFU) = bunka schopnd vytvorit kolonii; udavano v CFU/m
indikuje mnozstvi zivotaschopnych bunék, které jsou schopné reprodukce a tim
padem tvorby jednotlivych kolonii




Smisenad kultura




|Izolace bakterialniho kmene

o = ziskani Cisté kultury

o mohou se vyuzit selektivni média - vyroste jen dany
taxon

o metoda izolace = Krizovy roztér

= postupné zredovdani puvodni kultury za Ucelem zisku

jednotlivych kolonii, které pak hodnotime

o jak udélat spravny krizovy roztére
o https://www.youtube.com/watch?v=zfmdZ4C4SPl&feat
ure=youtu.be

o https://youtu.be/qeXS92cWjw8
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Izolace cisté kultury z kultury smisené

Plate A

R e A

Harvest single colony type

Pure culture
of each type




Média pro ockovani kultury

o ve cvi¢eni pracujeme s €istymi kulturami ziskanymi z Ceské sbirky
mikroorganismuU (https://www.sci.muni.cz/ccm/), kultivujeme podle jejich
doporuceni

o kmeny z prosfredi - snazime se dodrzet pro né pfirozené podminky (koncentrace
soli, ziviny, teplotq)

o zvazujeme aspekty rustu kultury (pracujeme s Cistou ¢i smisenou kulturou?),
zvazujeme limit Zivin, kysliku, typ kultivace (staciondrni, kontinudini), homogenitu
rustu; odlisné bude probihat rist v tekutém médiu a na agaru (jind distribuce
Zivin, kysliku)



https://www.sci.muni.cz/ccm/

Kultivace

o kultivace - predstupen izolace, identifikace, stanoveni citlivosti na ATB...
o typy kultivace — pro kultury v tekutém médiu:

o kontinudlné

o chemostat - rUstovd rychlost kultury je v ném fizena koncentraci limitujici Ziviny, kterd
je pritokem novéeho média doddavana

o staticky

o submerzni kultivace (ffepand) nebo vzdusnénad (promichdvdanim se zvétsuje plocha
fdzového rozhrani a muze probihat efektivnéjsi vyména plynu)




Ndroky mikroorganismu na teplotu

o termofilni — optimum cca nad 55 °C; extrémni termofilni druhy rostou kolem 100 °C

o mezofilni mikroorganismy
o optimum rUstu 20 - 40 °C
o Vvétiina bakteridinich druhU; parazitické mikroorganismy
o Pseudomonas (nékteré jeji druny mohou rUst i pfi nizkych teplotdch v lednici (4 °C)!

o psychrofilni mikroorganismy
o optimum rustu pod 20 °C

o ocedny, jeskyné&; mohou rust i v ledni¢ce! — napf. pseudomonddy, aeromondady,
listerie




Dalsi vybrané naroky

o naroky na tlak — barofilni, barotolerantni
o ndroky na ziviny
o zdroj uhliku
o heterotrof — organickeé |atky (zivoCichovée, houby,..)
o autotrof - CO, (anorg. Iatky)
o zdroj energie
o fototrof —svételnd energie (rostliny, rasy,..)
o organotrof — organické Iatky
o litotrof — anorganickée |atky
o ndroky na redoxpotencidl, pH




o aerobni

o fakultativné anaerobni (aerobni
prostredi je pro né vyhodnéjsi
energeticky, ale nevadi jim
anaerobni prostredi)

o anaerobni

o strikiné/Obligdtné anaerobni (kyslik
je zabiji)

|
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koncentrace kysliku)

= | o mikroaerofilni — potfebuji urcité nizké
~ % O,

Vztah mikroorganismu ke kysliku
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Effect of
Oxygen on
Growth

Bacterial
Growth in

Tube of Solid

Growth
Medium

Explanation
of Growth
Patterns

Explanation

of Oxygen's
Effects

a. Obligate Aerobes

Only aerobic growth;
oxygen required

Growth occurs only where
high concentrations of
oxygen have diffused into
the medium

Presence of enzymes
catalase and superoxide
dismutase (SOD) allows
toxic forms of oxygen to be
neutralized; can use oxygen

Copyngtt © 2010 Pearson Edutaton, ne

b. Facultative
Anaerobes

Both aerobic and
anaerobic growth,
greater growth in
presence of oxygen

Growth is best

where most oxygen is
present, but occurs
throughout tube

Presence of enzymes
catalase and SOD
allows toxic forms

of oxygen to be
neutralized: can use

oxygen

c. Obligate
Anaerobes

Only anaerobic
growth; ceases
in presence of
oxygen

Growth occurs
only where there
IS NO oxygen

Lacks enzymes to
neutralize harmful
forms of oxygen;
cannot tolerate
oxygen

d. Aerotolerant
Anaerobes

Only anaerobic
growth; but continues
in presence of

oxygen

Growth occurs evenly;
oxygen has no effect

Presence of one
enzyme, SOD, allows
harmful forms of
oxygen to be partially
neutralized; tolerates
oxygen

e. Microaerophiles

Only aerobic growth;
oxygen required in low
concentration

Growth occurs only where
a low concentration of
oxygen has diffused into
medium

Produce lethal amounts
of toxic forms of oxygen
if exposed to normal
atmospheric oxygen




Rustova krivka

grafické vyjadreni zavislosti po¢tu bunék
na délce statické kultivace

1 Lag faze - bunka se prizpUsobuje novym
podminkam

2 Faze zrychleného rustu (faze
fyziologického mladi) - bunky se
prizpUsobily a zacinaji rOst

3 Log faze (logaritmickd/exponencidini faze

rUstu) — bunky se déli konstantni maximalni
rychlosti, dokud nezacnou dochadzet ziviny
v méediu

4 Faze zpomaleneho rustu — hromadeéni
metabolity, snizeni intenzity metabolismu

5 Faze stacionarni — vycerpani Zivin, pocet
novych bunek stejny jako pocet
odumirajicich, mohou vznikat spory

6 Faze odumirani — bunky 7Ziji ze zdsob a
pomalu odumiraiji
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Diauxie

o postupné vyurziti substratu

o napr. nejdrive vyuziti jednoduchého zdroje
energie — glukoza

o poftom nastarfovan metabolismus potrebny
pro vyurziti slozitéjsiho substratu — laktéza
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Lactase OH
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FIG. 19.3.
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Diauxic or diphasic growth curve of E. coli grown
with a mixture of glucose and lactose. Glucose

is first used, then lactosse. A short /ag phase In
diauxic growth Is present during which the
bacterium synthesizes the enzymes needed for
use of lactose.




Uchovavani bakterii

o je nutné zaqjisténi zivotaschopnosti

na Petriho misce pri 4 °C (kratkodobé, nutno preockovavat)

ve zkumavce v agaru ve vpichu — meésice

na Sikmém agaru v lednici pfi +4 °C - tydny

na poréznich materidlech - zelatinovych discich, kulickach
lyofilizované - lyofilizace = vymrazeni vody ve vakuu sublimaci vody

kryoprezervace — zmrazeni na —= 80 °C po malych objemech v hlubokomrazicim boxu
(mésice, roky)

o boxy s pevnym CO, - suchy led (-78 °C)

o zamrazeni kultur v tekutém dusiku (az -196 °C) uchovdavdani neomezené dlouho

O 0 0 0O 0 O




Postup

o vsechny zkumavky i Petriho misky popiseme fixou (druh, kmen, skupina, datum,
své inicidly). POPIS NA SPODNI STRANU PET. MISKY!

o ! asepticka prace
o ! zihat hrdla a klicky
o ! misky otevirat co nejméné

o kazdy pracuje sdm - 3 misky, 1 sikmy agar, 1 tekuté médium




Tekuté pudy

o popsat zkumavku
o zapnout kahan, ozihat klicku, nechat vychladnout
o nebezpecdi spdleni MO pirilis horkou klickou
o nabrat kulturu — cca Y klicky
o malickem otevrit vrsek (malickem i vriek drzet v dlani), ozihat zkumavku

o klickou nanést kulturu tésné nad okraj hladiny na sténu zkumavky, zkumavku
ozehnout, zavrit, ozihat klicku

o postupné vmichat kulturu ze stény zkumavky do média (poklepavdanim zkumavky)
o kultivujeme pri 30 °C 24 hodin v termostatu

o pro ukdzku tekuté pudy (mirné odlisny postup nez déldme ve cviceni)
hitps://youtu.be/QCgXJ8hjazs




Sikmy agar

popsat zkumavku
vyzihat klicku a nechat vychladnout
nabrat cca 4 klicky

malickem otevrit vrsek (maliCkem vriek
drzet v dlani), ozihat zkumavku

klickou vytvorit ,,nadek" na sSikmy agar
odspodu

o ozihat zkumavku, zavrit, ozihat klicku ” — }
o kultivujeme pri 30 °C 24 hodin v fermostartu

O 0 0 O

N

o

o pro ukdazku zaockovani Sikméeho agaru
https://youtu.be/liGGmMHXLm1o




Petriho misky

o 1. krizovy roztér - Cistda kultura

o 2. kfizovy roztér - smésnd kultura G+ a G- (zde nepouzivat Bacillus cereus —
jeho rUst je ,agresivnéjsi' a ve smiseném vzorku by Bacillus druhou kulturu
wprerostl*)

o 3. misku rozdélit na Ctvrtiny a pomoci klicky tvorit
hadka od okraje ke stredu
o kultivujeme pri 30 °C 24 hodin v termostatu

Pro ukdazku krfizového roztéru

hitps://youtu.be/qeX$92cWjw8 .

hitps://www.youtube.com/watch?v=_1KP9zOtjXk 2% 0@,@"’
&
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Kultury

o G-

o Escherichia coli CCM 3954 (fakultativné anaerobni) 3*

o Pseudomonas fluorescens(aerobni) 4*

o Serratia marcescens CCM 303 (fakultativné anaerobni) 1#*

o G+
o Kocuria rosea CCM 839 (aerobni) 7*

o Micrococcus luteus CCM 169 (aerobni) 6*
o Bacillus cereus CCM 2010 (fakultativné anaerobni) 2*
o Staphylococcus aureus SA 812 (fakultativnhé anaerobni) 5*

o kvasinky

o Saccharomyces cerevisiae (fakultativné anaerobni) 8*

* oznaceni MO na zkumavkdch, Petrino miskdch




Podklady pro vyhotoveni protokolu -

o Do protokolu podle prezentace/skript/vysledk( a fotek:

o vyplnite cile, principy, postupy, odpovite na dané otdzky

o vyhodnotite makroskopickéeé znaky, doplnite tabulku v protokolu

o odpovite na otdzky v zaveru




Teoretické podklady pro vyhodnoceni
protokolu

- Makroskopické pozorovdni




Makroskopické pozorovani

o spociva v popisu kolonii

o lisi se dle typu zivného média,
stari kultury a typu kultivace




Odecitani morfologie bakteridlnich kultur

o pfi povedeném krizovém roztéru jsou na misce viditelné jednotlivé
kolonie = shluky bunék vzniklych klonovanim jediné bunky

o hodnotime jejich:
o tvar (kruhovy, nepravidelny, vidknity)
okraje (hladké, zvinéné)
profil (plochy, vypoukly, kraterovity)

povrch (leskly, matny)
zbarveni
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Tekuté pudy

o nevidime jednotlivé kolonie, nelze tedy prokdzat
Cistotu dané kultury

o hodnotime charakter rOstu

o hodnoceni pritomnosti mikroorganismu:

o blanka - 3patnd smdacivost, u vétsiny kultur tvoricich drsné
vrascité kolonie

o zdkal -rovnomeérny rUst v celém objemu média

o vlocky — aerobni kultury

o sediment - fakultativné anaerobni mikroorganismy

o zbarveni = tvorba pigmentu Difuzni zékal st poize Sediment Riist pod Tvorba
v celém ve svrchni bunék svrchni hrubych

médiu vrstvé vrstvou vliocek




Sikmy agar

o neziskdme jednotlivé kolonie
o hodnotime rychlost rUstu a tvar, povrch a profil ndtéru &i tvorbu pigmentu




Podklady pro vyhodnoceni protokolu
— fotky k Ukolum
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Kocuria rosea
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Saccharomyces cerevisiae




Micrococcus
luteus

Vysledky - tekuté m
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Serratia
marcescens

o i Serratfia )
Escherichia coli marcescens Bacillus cereus




Micrococcus Kocuria rosed Staphylococcus
luteus aureus

Bacillus cereus Serratia marcescens



Vysledky - tekuté médium a sikmy agar

Kocuria rosea Saccharomyces  Serratia Bacillus cereus Micrococcus Serratia
cerevisiae marcescens luteus marcescens




Vysledky — 4 druhy MO na Petriho misce
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KRIZOVY ROZTER SMISENE KULTURY
Serratia marcescens a Saccharomyces cerevisiae
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