Sklickové kultury

e Nokardioformni aktinomycety — pozorovani vdzusného + substratového mycelia nebo pouze substratového (dle rodu, zda VM tvoii)
e Pfi snaze pozorovat neporusené VM a SM mycelium vychdzime ze skute¢nosti, Ze pfi odebirani z kolonie na skli¢ko a pozorovani pod
mikroskopem (kontrasty nebo barvené preparaty) se toto mycelium vétSinou poskodi a nelze jej sledovat v ptivodni podob¢ narustu

e Preparat ze sklickové kultury — pozorujeme hyfy a rozpadajici se vldkna bez jejich poruseni tak, jak narostly

e Sterilni o¢kovani ve FLOW-BOXU + prace s vyZzihanou klickou, vyZihanou pinzetou - !! pozor na kontaminaci !!
e Sledovat typ media, na kterem aktinomyceta roste, dle toho o¢kujeme (vyuzivime medii M8, M12 a m15)
Mikroorganismy: Rhodococcus erythropolis CCM 277- M12, Nocardia carnea CCM 2756— M8, Streptomyces griseus ssp. griseus CCM 3362— M15

|1) Vlhké komiirky — kultivace na podloZnim skliéku\
Sterilni Petriho misky s kulickami a podloznim sklem, na
které vyzihanym skalpelem umistime tenky ¢tverecek agaru dle
kultivovaného mikroorganismu, Nocardia: M8, Rhodococcus:
M12, Streptomyces: M15). Vyzihanou klickou zaockujeme podél
okraju, piekryjeme sterilnim krycim sklickem. Pod podlozni
sklicko (na kuli¢ky) sterilni pasteurkou napipetujeme cca Sml
sterilni destilované vody. Misku popiSeme a kultivujeme pii 30°C
3-5dni, n€kdy VM az za 7-14dni.
Pozorovani: primo narust na sklicku, zvétSeni 200x_nebo 400x,
Nomarského kontrast. Agar je tenky — substratové mycelium

\2) Kultivace na krycim skliéku\

Medium dle ockovaného kmene je v podobé silnéjSiho agaru na
Petriho misce. Do néj vyzihanou pinzetou pod thlem 45° zapichneme
sterilni kryci sklicko. Kulturu naockujeme z horni strany podél zlabku.
Substratové mycelium proruasta agar, vzdusné roste po sklicku.

Pted pozorovanim vysledki - po uplynuti 3-5ti dnti - vytdhneme sklicko a
oznacime horni stranu te¢kou!— rozpoznani vzdusného a substratového
mycelia.

Pozorovani: sklicko s narostlou kulturou polozime narustem dolii na
podlozni sklicko. Pozorujeme 1000x pod imerzi, Nomarského kontrast.

1ze pozorovat pod imerzi — dostate¢na pruhlednost.

L&

R

G ]

Y =

T L §

Figure XII.8. Slide culture. Thin agar block, cut from poured plate, is
placed on a sterile microscope slide and inoculated, and a sterile coverslip
is applied. After incubation in a moist chamber, view slide culturé di-
rectly on microscope stage when it should be possible to see the aerial
mycelium (4) and the substrate mycelium (B) within the agar.

=
0

Figure XII.7. Inclined coverslips for observing actinomycete
phology. Inoculate agar plate with coverslips inserted at an
incubation withdraw coverslips and mount, upper surface down, i
containing wetting agent.




