Metody sterilni prace.

Ockovani a uchovavani
mikroorganismu.




/Akladni pojmy

» Bakteridlni druh

» jasné vymezend skupina navzajem pribuznych kmenu, zahrnujicich
typovy kmen

~w /s

» sdili 70% a vyssi DNA-DNA homologii komplementdrnich pdru bdzi (DNA
reasociace)

» vykazuje, az na vyjimky, shodné fenotypové znaky a soucasné md
nékteré odlisné znaky od jinych skupin




Kulturo

» mikroorganizmy kultivované v laboratornich podmink&ch na zivnych
mediich

» Cista (jeden druh) x smisend (nékolik druh) x technickd (vyskum,
provoz)

» Preockovdvani - prenos kultury na cerstvé médium (oZiveni, izolace,
odecet vlastnosti, diagnostika)

» Bakteridlni kolonie = klon jedné bunky




lzolace bakterialnino kmene

» = ziskani Cisté kultury

» Mohou se vyuzit selektivni média — vyroste
jen dany faxon

I~

» Metoda izolace = Krizovy roztér

» postupné ziedovdani puvodni kultury za
Ucelem zisku jednoftlivych kolonii (klony
jedné bunky). V misté hadku — rostou uz
jen jednotlivé kolonie (kmeny), které pak
hodnotime



Na jakd media kultury ockovate

» Ve cviceni pracujeme s €istymi kulturami ziskanymi z Ceské sbirky
mikroorganismu, kultivujeme podle jejich podminek

» Kmeny z prostredi - snazime se dodrzet pro né prirozené podminky
(koncentrace soli, ziviny, teplota)

» Zvazujeme aspekty rustu kultury (pracujeme s Cistou i smisenou
kulturou?), zvazujeme limit Zivin, kysliku, typ kultivace (staciondrni,
kontinudlni), homogenitu rustu; odlisné bude probihat r0st v tekutém
meéediu a na agaru (jind distribuce zivin, kysliku)



Uli\Yelel=

» Kultivace - predstupen izolace, identifikace, stanoveni citlivosti na ATB...
» Typy kultivace — pro kultury v fekutém méediu:
» Kontinualné

» chemostat - rUstovd rychlost kultury je v ném fizena koncentraci
imitujici ziviny, kterd je pritokem nového média dodavana

» Staticky

» Submerzni kultivace - trepand nebo vzdusnénd (promichdvdnim se
zvétiuje plocha fdzového rozhrani a muze probihat efektivné;si
vymeéna plynu)




Naroky na teplotu

» termofilni — optimum cca nad 55 °C; extremni termofily rostou kolem 100°C
» mezofilni mikroorganizmy

» optimum rustu 20 - 40 °C

» vétdina bakteridinich druhU; parazitické mikroorganizmy

» Pseudomonas (ale nékteré jeji druhy mohou rUst i pfi nizkych teplotdch v lednici (4°C)!
» psychrofilni mikroorganizmy

» optimum rustu méné nez 20 °C

» ocedny, jeskyn€; mohou rUst i v lednicce! — napr. pseudomonddy, aeromonddy, listerie



» Naroky na tlak — barofilni, barotolerantni

» NdAroky na ziviny

» zdroj uhliku
» heterotrof — organické Iatky
» autotrof - CO?2

» zdroj energie
» fototrof —sveételnd energie
» organofrof — organické |atky
» litotrof — anorganické latky

» Ndroky na redoxpotencidl, pH



Vztah MO ke kysliku

» Aerobni

» Fakultativhe anaerobni (aerobné je to pro né
vyhodnéjsi energeticky ale nevadi jim
anaerobné prostredi)

» Anaerobni

» Striktné — obligatné anaerobni (kyslik je
zabiji)

v ee/s

» Aerotolerantni (preZiji nizke koncentrace,
ale O, NENI akceptor elektrond)

» Mikroaerofilni — treba urcité % O,, je akceptor
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RUstovad krivka

» grafické vyjadreni zavislosti poctu bunék na délce statické
kultivace

(1) Lag faze
(2) Faze zrychleného rustu - faze fyziologického mladi &

(3) Log faze — logaritmickd — exponencidini
(4) Faze zpomaleného rustu T

(5) Faze stacionarni
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(6) Fdze odumirani
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Diauxie

» postupné vyuziti substratu (napr. nejdrive vyuzije jednoduchy zdroj -

glukéza—prvni vrchol; potom teprve nastartuje metabolizmus k vyuziti

slozitéjsiho substratu — laktéza —druhy vrchol)
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Uchovavani bakterii
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je nutné zajisténi zivotaschopnosti

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

ve zkumavce v agaru ve vpichu — mésice

na sikmém agaru v lednici prfi +4 °C - tydny

na poréznich materidlech - zelatinovych discich, kulickdch

lyofilizované - lyofilizace = vymrazeni vody ve vakuu sublimaci vody

zmrazené na =70 °C po malych objemech v hlubokomrazicim boxu (mésice, roky)
boxy s pevnym CO, — suchy led (- 78 °C)

Kryoprezervace - reverzibilni anabidza, neprobihaji biochemické procesy

zamrazeni kultur v tekutém dusiku (azZ - 196°C) nebo v jinych plynech (He, Cr, H),
uchovavani neomezené dlouho



Postup

» Vsechny zkumavky i Petriho misky popiseme fixou (druh, kmen,
datum, své inicialy).

» Aseptickd prace!! Zihat hrdla a kliéky!!! Misky otevirat co nejméné!ll

» Kazdy pracuje sadm - 3 misky, 1 sikmy agar, 1 tekuté médium



Tekuté pudy

» Popsat sklo

» Zapnout kahan, ozihat klicku, nechat zchlddnout
» Nabrat kulturu — tak 4 klicky

» Malickem otevrit vriek, ozihat zkumavku

» Klicku tesne nad okrqgj hladiny, na stenu zkumavky,
postupné vmichat do média

» hitps://www.youtube.com/watchev=NVOTINODpPw (od
0:30)



https://www.youtube.com/watch?v=NV0TlN0DpPw
https://www.youtube.com/watch?v=NV0TlN0DpPw

Sikmy agar:

» Popsat sklo

» Vyzihat klicku a nechat
zchladnout

» Nabrat 4 klicky

» Malickem vrsek, ozinat
zZkumavku

» ,hdadek" na sikmy agar
odspodu




Petriho misky

» 1. kfizovy roztér - Cista kultura

» hitps:.//www.youtube.com/watchev=AaG3Pt3nwLQ

» 2. kfizovy roztér smésnd kulura G+ a G-

» 3. misku rozdélit na Ctvrtiny a hdadek od okraje ke stredu



https://www.youtube.com/watch?v=AaG3Pt3nwLQ
https://www.youtube.com/watch?v=AaG3Pt3nwLQ

Krizovy roztér
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Kultury

> G-

» e Escherichia coli CCM 3954 (fakultativné anaerobni)

» ¢ Pseudomonas putida (aerobni)

» eSerratia marcescens CCM 303 (fakultativné anaerobni)
> G+

» ¢ Kocuriarosea CCM 839 (aerobni)

» ¢ Micrococcus luteus CCM 169 (aerobni)

» ¢ Bacillus cereus CCM 2010 (fakultativné anaerobni)

» o Staphylococcus aureus SA 812 (fakultativhé anaerobni)

» kvasinky

» ¢ Saccharomyces cerevisiae (fakultativné anaerobni)



