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Uvod

Bakterie, viry a kvasinky nepatri do stejné taxonomické rodinky.

Se vsemi se sezndmime a mozZnd se i néco priucime.

V praktiku je nutné asepticky pracovat, abychom se mohli z hezkijch vijsledki radovat.
Pri plotnové metodé by meély byt viysledky ve shodé.

Michat vzorek se vidy must, kazdy si to prakticky zkusi.

Inhibicni zony vznikaji, kdyz citlivé bakterie se s antibiotiky setkaji.

Pri vitdInim barveni dochdzime k zjistént, barvu neprijme bunka Zivd, protoZe je jeji membrdna
funkeni a celd.

Pokud s fagy pracujeme, pak i bakterie potiebujeme, aby se fagy mohly pomnoZit a fazovy lyzdt ¢i
plaky vytvorit.

Bud’ pozitivni modré ¢ negativni éervené, jsou buriky po ,,Gramovi“ zbarvené.

Pri rozboru vody maji bakterie hody, kultivujeme je na selektivnim médiu, a nékdy vzorek médiem
zaleju.

Jde ndm o enterokoky a bakterie koliformni, ve vodé neni vhodny jejich vyskyt enormni.

Postupnd identifikace a testy zdkladni jsou pro sprdvné urcéeni vidycky to zdsadni.




Zasady bezpecné prace v mikrobiologické

~ ®
laboratori
1. Vstup do laboratofe je povolen pouze osobam vykonavajicim cviceni.
2. V laboratofi vykonavejte pouze praci stanovenou obsahem cviceni.
3. V laboratofi je zakazano jist, pit a koufit.
4. V laboratoii je nutné pouzivat laboratorni plast a prezivky.
5. V laboratofi je zakdzano otevirat okna. Vétrani je zajisténo pomoci klimatizace.
6. Pred piichodem do laboratorniho cviceni se seznamte s jeho obsahem.
7. Pred zapocetim a po ukonceni prace je tieba dezinfikovat pracovni plochu, umyt si a dezin-
fikovat ruce.
8. Na pracovni plochu pokladejte co nejméné osobnich véci. Na pracovni ploSe muze snadno
dojit k jejich kontaminaci. Obleceni, batohy a tasky odkladejte v Satné.
9. Pracujte peclivé a opatrné. Zabranite tim kontaminaci materidlu a ndhodnému potiisnéni
pracovni plochy a sebe mikrobidlnimi kulturami.

10. Nedotykejte se zbyte¢né rukama obliceje, nenanasejte v laboratoii kosmetiku, nemanipulujte
s kontaktnimi ¢ockami.

11. Pfi barveni mikroorganizmu pouzivejte jednordazové ochranné rukavice, pokud je to mozné,
pracujte v digestori. Ochranné rukavice neni nutné pouzivat pfi manipulaci s mikroorgani-
zmy, pokud se vSak budete citit bezpetnéji, pouzijte je.

12. Kahany nechévejte hotet pouze po dobu, kdy je uzivate.

13. Pouzité sklo a zbytky mikrobidlnich kultur odklddejte na urcéend mista. V zadném piipadé
nevylévejte kultury do odpadu! Veskery kontaminovany materiédl je pred likvidaci a mytim
nutno dezinfikovat nebo sterilizovat (tyka se i rozbitého skla), piipadné vyhodit do kose na
nebezpeény odpad (napf. buni¢ita vata pouzitd k likvidaci rozlité kultury).

14. Dojde-li k ndhodnému pottisnéni pokozky mikrobidlni kulturou ¢i poranéni pokozky, oznamte
tuto skutec¢nost ihned vyucujicimu. Pokozku je nutno oSetfit vhodnym dezinfekénim pro-
stiedkem (ajatin, Septoderm), aby nedoslo k infekei.

15. Stejné zasady jako v bodé 14 plati i v pripadé znecisténi pracovni plochy nebo pracovniho
odévu.

16. V pripadé jakékoli nejistoty se informujte o spravném postupu u svého vyucujiciho.

17. Oznacte vSechna média a kultury ve zkumavkéch, bankach a Petriho miskach ndzvem média
a kultury, svym jménem a pracovni skupinou. Misky popisujte na dno! K oznaceni pouzivejte
popisovace na sklo.

18. Vsechny pracovni postupy, obzvlasté pak pouzité bakterialni kultury, mnozstvi pipetovanych
roztoku a postupy pii fedéni si peclivé zaznamenavejte.

19. Po ukonéeni prace odneste pouzité pomiicky na uréené misto, uklid'te pracovni plochu a vy-
dezinfikujte ji dezinfekénim roztokem.

20. Pifed odchodem ze cviceni si dobie umyjte ruce a vydezinfikujte dezinfekénim prostiedkem.

V piipadé, ze potiebujete kratkou prestavku v prubéhu cvic¢eni, umyjte a vydezinfikujte si
ruce pred opusténim laboratofe.



Cast I

Obecna mikrobiologie



1 Priiprava zivnych médii, kultivace
mikroorganizmu, asepticka prace

Cil cviceni

Pi{prava a sterilizace zivnych médi{ (agar na Petriho miskédch, sikmy agar a bujén). Sezndmeni se
se zasadami aseptické prace v laboratofi.

Uvodni slovo

Zasady pripravy mikrobiologickych pud

Nutno pracovat se sterilnim naddobim ve sterilnim prostiedi, co nejrychleji na tkor objemové
presnosti (tzv. aseptickd préce). Ozehdvat hrdla banék i zkumavek. Pfi praci nemluvit. Nddoby
s jiz sterilnim médiem otevirat co nejméné.

Kultivace

Kultivace mikrobu je zdkladnim postupem slouzicim k jejich pifimému prikazu. Charakter rustu
bakterie je dulezitym identifikaénim znakem; nevyhodou je doba kultivace (napf. Mycobacte-
rium tuberculosis roste 9 tydni, vétsina bakterii pouze 24-48 hodin). Mikroorganizmy (bakte-
rie, vldknité houby, kvasinky) se v mikrobiologickych laboratofich kultivuji na sterilnich zivnych
médiich, které spliuji vSechny pozadavky na vyzivu a maji optimalni pH, osmotické poméry a re-
doxpotencial. Samoziejmosti je dostatek vody pro zivotni pochody a piitomnost zivin: zdroje
energie (organotrof — organickd latka; fototrof — svétlo; litotrof — anorganickd latka), uhliku (hete-
rotrof — organickd latka; autotrof — COs), dusiku (amonné ionty, dusi¢nanové ionty, aminokyseliny,
bilkoviny nebo jejich ¢dsteéné hydrolyzaty) a biogennich prvka (anorganické soli), pFicemz hodnoty
uvedenych podminek musi zustat optimélni po celou dobu kultivace.

Zivna média

Dle slozeni lze média délit do dvou zdkladnich skupin: média syntetickd (definovand) s piesné defi-
novanym slozenim (dstojné roztoky, zdrojem uhliku obvykle glukéza, zdrojem dusiku (NHy)2SOy
nebo NH,CI, ¢isté aminokyseliny, vitaminy a rustové faktory) a média pfirozend (komplexni),
které maji ve svém zdkladu zivny bujon a nejsou chemicky definované. Jsou tvofeny slozkami
ziskanymi po kyselé hydrolyze kaseinu, zZelatiny nebo po enzymatické hydrolyze masa (pepsin,
trypsin, pankreatin).

Podle konzistence rozeznavdme média tekutd (mléko, masopeptonovy bujon, cukrovd média,
sladina), polotekutd, ztuzend a tuhd. Vyhodou tekutych médif je snadny pristup vody a Zivin, mi-
kroorganizmy v nich snéze rostou. Nevyhodou je rust mikroorganizmu projevujici se zakalenim,
sedimentem nebo blankou (dle naroku na kyslik). V tekutém médiu nelze urcit, zda se jednd
o ¢istou kulturu nebo smés vice druhu, rodu.

Pro piipravu ztuzenych pud se k bujonovému zdkladu priddva vétsinou agar (smeés polysa-
charidu z mofskych fas, neni vyuzivén jako zdroj zivin), méné pak zelatina (nizsi teplota tani, okolo
35 °C) ¢i kremicité gely. Vyhodou kultivace na pevném médiu na Petriho misce je moznost po-
zorovan{ izolovanych kolonif (klonu jedné buiky), tedy izolovanych kment. Kolonie bakteridlniho
druhu je taxonomicky vyznamny makroskopicky znak.
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Média univerzalni svym slozenim vyhovuji pozadavkim na vyzivu Sirokého spektra orga-
nizmu (napi. masopeptonovy bujon, sladinovy agar). Média selektivni svym slozenim zvyhodiuji
rust jednoho druhu nebo cilové skupiny organizmu, rust ostatnich druhu je inhibovdn (napf.
Ashbyho agar — bezdusikaté médium, rostou na ném jen organizmy schopné fixace vzdusného
dusiku). Selektivni média obsahuji inhibi¢n{ slozku nebo naopak nékterd zakladni slozka chybi,
coz zvyhodnuje a cilené izoluje prokazované rody a druhy. Média selektivné diagnosticka svym
slozenim potlacuji rust vétsiny mikroorganizmu a umoznuji rust jen velmi malé skupiné. Charak-
teristicky rust se projevi zménou barvy média ¢i kolonii vlivem biochemické reakce mikroorganizmu
(napf. Endova puda).

Priklady kultivaénich pud

Masopeptonovy agar (MPA)
obsahuje vytazek z masa, pepton, sul a agar, byva zakladem pro dalsi média.

Krevni agar (KA)

pripravuje se priddnim 5-10 % defibrinované zvirec{ krve k vhodnému zakladu (napi. MPA), nejvice
pouzivand puda, roste na ni vétsina bakterii, na KA lze odec¢itat hemolyzu, pokud bakterie tvoii
hemolyziny — vznik tiplného projasnéni, u netiplné hemolyzy neni projasnéni tiplné.

Endova puda (Endoagar, EA)

selektivné diagnosticks ptlida pro stfevni bakterie (¢eled’ Enterobacteriaceae), obsahuje laktézu. In-
méni se barva svétle fialovoCervend do temné fialové vlivem zmény pH. Bakterie, které kvasi
laktézu, maji tmavé fialové zabarvené kolonie. Bakterie, které laktézu nezkvasuji, maji kolonie
ruzoveé.

XLD agar

puda pro zichyt patogennich stfevnich bakteri{ (Salmonella), obsahuje laktézu. Laktézu kvasici
bakterie jsou zluté. Lze rozpoznat tvorbu H2S — ¢erny stied kolonii.

Sabouraudova puda
pro zachyt kvasinek a plisni, obsahuje glukézu nebo maltézu, pH 5,0.

Fortnerova puda
pro zéchyt anaerobt (obsahuje redukujici substance).

Lowenstein-Jensenova pida
pevna puda pro zachyt mykobakterii, obsahuje vajetnou emulzi, glycerin, Skrob, malachitovou
zelen.

Slanetz-Bartley agar (SB)

selektivné diagnostickd puda pro bakterie rodu Enterococcus, chudéd na ziviny (enterokoky jsou
nendro¢né oproti jinym bakteriim), kolonie enterokoku maji v masivnim néarustu fialovohnédou
barvu.

Wilson-Blairova ptda
selektivni puda pro salmonely (¢erné kovove lesklé kolonie s ¢ernym okolim).

Claubergova puda
diagnosticka puda pro Corynebacterium diphtheriae (Gerné kolonie s kovovym leskem).

Cokoladovy agar
obsahuje krev pfiddvanou do horkého zékladu pro krevni agar (80°C), slouzi ke kultivaci ndroénych
mikrobu.

Mueller-Hinton agar
vyuzivé se pro testovani citlivosti a rezistence k antibiotikiim a pro primérni izolaci neisserii.
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Uchovani médii

A7 na vyjimky se média uchovévaji v lednici tak, aby nevysychaly — dnem vzhuru a zabalené a to
po stanovenou dobu exspirace. Cerstva média nesmi mit pfed ockovanim bakterii mokry povrch
— prred zacatkem préace se davaji na nékolik hodin susit.

Dezinfekce, sterilizace, dekontaminace

Odstranéni mikroorganizmu z prostiedi (dekontaminace) muze byt zabezpeceno ruznymi zpusoby
a tomu odpovida téz dosazeny efekt. Prosty uklid, myti, prani a zehleni snizuje vyskyt mikroor-
ganizmu az o 90 %. Tim se zvySuje i¢cinnost nasledné provddeéné dezinfekce nebo sterilizace.

Dezinfekce

s pouzitim chemickych latek nebo fyzikalni je definovana jako niceni ¢i zneskodriovani vegetativnich
bunék patogennich mikroorganizmi na nezivych predmétech, ve vnéjsim prostiedi (ve vodeé, ve
vzduchu apod.) a v infekénim materidlu. Cilem dezinfekce je uéinit predméty (zevni prostiedi)
neinfekéni. Uéinnost dezinfekee je zavisld na rezistenci mikroorganizmu vuci témto prostiedkum,
které by mély mit baktericidni t¢inek na vétsinu patogennich mikroorganizmu.

Antisepse

je zneskodnovani patogennich zarodku v prostiedi zivych tkéni, v randch, na sliznicich a na kuzi
s pouzitim antiseptik. Je namifena hlavné proti mikrobum vyvoldvajicim hnisdni. U antiseptik
neni striktni pozadavek na baktericidni u¢inek jako u dezinfekénich prostiedki, sta¢i bakteriosta-
tické pusobeni. Antiseptika musi spliovat pozadavek nejedovatosti a dobré snaSenlivosti zivymi
tkanémi. Na rozdil od dezinfekénich prostiedku proto podléhaji schvaleni jako kazdy jiny zdravot-
nicky prostiedek. U antiseptik neni nutnd dobra rozpustnost ve vodé.

Asepse

je souhrn opatieni vedoucich ke stavu, kdy je v prostfedi minimum mikroorganizmu. Asepse ma
zabranit pristupu mikroorganizmu k zivym tkdnim pii chirurgickych operacich pouzivdnim ste-
rilnich nastroju, obvazovych latek, sicitho materialu, pryzovych rukavic, piipravou operacniho pole,
dezinfekei chirurgovych rukou, pouzivanim ustenek apod. Pojem asepse zahrnuje také laboratorni
a vyrobni metody, u nichz je snaha zabranit mikrobidlni kontaminaci napt. u mikrobiologickych
laboratornich praci a pfi vyrobé 1éku.

Sterilizace
je zniceni vSech zivych mikroorganizmu, véetné vysoce rezistentnich bakteridlnich endospor fy-
zikélnimi nebo chemickymi postupy.

Sterilizace nasycenou vodni parou pod tlakem

(v autokldvu) se provadi nejcastéji za pretlaku 100 kPa pfi teploté 120 °C po dobu 15-30 minut.
Tento zpusob sterilizace umoziiuje znic¢it bezpecéné viechny formy mikroorganizmu. Autokldv je
tlakovy sterilizdtor opatieny vodoznakem pro stav vody ve vyvijeci pary (pokud neni pfimo napo-
jen na piivod pary z centrélniho zdroje). Déle je vybaven pojistnym ventilem, dvéma manometry
(jeden k méfeni pretlaku pary ve vyvijeéi, druhy v pracovnim prostoru), odvzdusiovacim ventilem,
vodni vyvévou a teplomérem. Dokonalé odvzdusnéni pracovniho prostoru na zacatku sterilizace
je predpokladem tspésné sterilizace (smés pary se vzduchem pri 120°C a 30 minutové expozici
nemd spolehlivy steriliza¢ni efekt). V autokldvu lze sterilizovat ruzné roztoky, kovové laboratorni
néstroje, pryzovy material. Pii sterilizaci bakteriologickych pud je tieba dét pozor na moznost
hydrolyzy disacharidii a poskozeni termolabilnich l4tek.
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Seznam pristroji a mikroorganizmu
e komercni masopeptonové médium (MPB — meat pepton broth)
e agar, destilovand voda
e sterilni Petriho misky
e sklenéné biologické zkumavky, Erlenmeyerovy banky

e vatové zatky, odmérny valec, autoklav

Postup

e Prace probihé ve dvojici. Popsat své zkumavky a misky zespodu.
e Do Erlenmeyerovy banky navazit 2,6 g masopeptonového bujonu.

e Doplnit do 200 ml destilovanou vodou, dukladné rozmichat a zméfit pH (pH papirkem,
piipadné upravit).

e Pipetovat po 5 ml do dvou zkumavek, uzaviit vatovou ¢i kovovou zatkou. Takto jsou zku-
mavky s bujonem pripravené ke sterilizaci.

e Ke zbytku roztoku média pridat 3,6 g agaru a promichat. Médium zahiivat do rozvareni
agaru (v autokldvu ¢ mikrovinné troubé), poté pipetovat opét do dvou zkumavek po 5 ml,
uzaviit vatovou ¢i kovovou zatkou. Zkumavky jsou pfipravené pro sterilizaci — Sikmy agar.

e Zbytek média v bance uzaviit vatovou zatkou a spoleéné se zkumavkami umistit do au-
toklavu. Sterilizace probihd 20 min pfi tlaku 0,15 MPa a teploté 121 °C.

e Po sterilizaci v autoklavu je jiz médium sterilni, nutno dodrzovat zasady aseptické prace
(ozehdvéni hrdla banék a zkumavek)!

e Sterilni médium z banky rozlévat do predem pripravenych sterilnich Petriho misek. Do misky
nalit zhruba 20 ml média, to odpovidd 4-5 mm média na vysku v misce. Misky otevirat co
nejméné, pri praci nemluvit (obr. 1A). Po utuhnut{ misky obratit dnem vzhuru.

e Zkumavky se sterilnim agarem jesté za tekutého stavu ulozit do Sikmé polohy a nechat
utuhnout (obr. 1B).

e Po nékolika dnech vyhodnotit, zda nedoslo ke kontaminaci.
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Obr. 1: Priprava zivnych agart (archiv autorek)

Zhodnoceni cviceni
e Piipravend média budou v piistim cviceni slouzit nejen k o¢kovani, ale i k naslednému makro-
skopickému pozorovani kultur mikroorganizmu. Byly dodrzeny zdsady aseptické prace?

e Doslo k ndrustu kontaminace?

#| Dalsi informace k této problematice najdete v nasledujici
literature

e Votava M., Kultivacni pudy v lékarské mikrobiologii. 2000, Nakladatelstvi Hortus, Brno,
ISBN 80-238-5058-X.

\ Kontrolni otazky

1. Jak byla zajisténa sterilita prace?

2. Jakou vyhodu ma sikmy agar oproti agaru v Petriho misce?

3. Prot se charakter rustu kolonii hodnoti na Petriho misce a nikoli v bujonu?
4. Jak se od sebe lisi syntetickd média a prirozena?

5. Jmenujte piiklady a slozeni ztuzovadel kultiva¢nich pud v mikrobiologii.
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10.
11.
12.

13.
14.
15.

Jaké pomicky a postupy zarucuji aseptickou préci ve cviceni?

Jakym zpusobem je mozné ziskat z bujonu ztuzenou kultivaéni pudu?
Jaka je funkce kultivaénich médii?

Jaky je rozdil mezi antisepsi a aseptickou praci?

Inaktivuji se pasterizaci bakterialni endospory?

Co je to sterilizace; uved'te nékolik piikladd.

Uved'te nékolik piikladi pro zajisténi aseptické prace na laboratornim stole mikrobiolo-
gického praktika bez flowboxu.

Cfm je mozné obohatit kultivaéni pudu?
Co znamena pojem dezinfekce?

Co znamend pojem sterilizace?

Zajimavosti

Robert Koch zavedl kultivaci na extraktu zhovéziho masa zpevnéném zelatinou. Kultivaci
na pevné pudé tak mohl zjistit pocet druhu bakteri{ (dle vzhledu kolonie) a pocet bunék ve
vzorku (= pocet koloni{) a ziskat ¢istou kulturu.

Walter Hesse na radu své manzelky nahradil zelatinu agarem.
Petriho misky byly v mikrobiologii zavedeny Richardem Petrim v roce 1887.

Masovy vytazek je bohaty na rustové faktory, ale na Ziviny je pomérné chudy. Frederick
Lofler (spoluobjevitel puvodce zaskrtu) vylepsil masovy extrakt piidavkem peptonu (pro-
dukt enzymatického natraveni masa, obsahuje peptidy i volné aminokyseliny) a NaCl, tim
vznikl zivny bujon.

Komeréni susena kultivaéni média se pouzivaji od roku 1914.



2 Metody sterilni prace, ockovani
a uchovavani mikroorganizmu

Cil cviceni

Naucit se zasady aseptické prace a dodrzovat je pifi praci s mikroorganizmy. Zvladnuti techniky
ockovani mikroorganizmu (tekutd i tuhd média). Izolace jednotlivych kolonii pomoci kifzového
roztéru.

Uvodni slovo

Jako kultury oznacujeme mikroorganizmy kultivované v laboratornich podminkach na zivnych
médiich. Pracujeme-li s kulturou jednoho druhu, povazujeme ji za kulturu ¢istou. Kultury
smiSené jsou kultury nékolika druht (napf. izoldty z prirozeného prostiedi, které je potfeba kul-
tivaci pro identifikaci oddélit = izolovat). Jako kultury technické se oznacuji kultury pouzivané
pro vyzkumné nebo provozni ucely (v ¢istirndch odpadnich vod, bakteridlni filtry, bioreaktory).
Technické kultury mohou byt jak ¢isté (pivovarské kvasinky), tak smiSené (mlééné bakterie pro
vyrobu jogurti).

Kultury piendsime (= preockovdvame) na ¢erstvé médium z tekutého nebo z tuhého média
za ruznymi Gcely: pfeneseni do ¢erstvéjstho média, oziveni, ockovani na diagnostické médium, izo-
lace kultury, ockovani pro odecet fyziologickych a morfologickych vlastnosti kultury. Charakter
riustu a podminky nésledné kultivace jednotlivych kultur se v laboratofi (optimélni podminky —
¢istd kultura, dostatek zivin) vzdy odlisuji od rustu dané kultury v pfirozeném prostiedi. Rust
v prirozeném prostiedi doprovazi kompetence o ziviny, adaptace a neustaly boj s antibiotiky a me-
tabolity soucasné ptritomnych dalsich kment. Navic je tfeba si uvédomit, Ze mnoho bakteridlnich
druht je nekultivovatelnych.

Izolace bakteridlniho kmene

Pro zisk ¢isté kultury jsou vyuzivana selektivni média, na kterych vyroste pouze zddany bakteridlni
taxon ¢i skupina taxonu (druh, rod). Pro izolaci kmene na Petriho misce na selektivnim nebo na
neselektivnim (univerzdlnim) médiu vyuzivdime metodu kiizového roztéru. Podle vzhledu vy-
rostlych kolonif lze odlisit ruzné morfologické typy a ty nésledné izolovat dalsim kiizovym roztérem
(odebranim bunék z dané kolonie). K#izovy roztér je metoda postupného zied ovani ptivodni kul-
tury za tcelem zisku jednotlivych kolonii a odecteni jejich morfologie. Kolonie mikroorganizmu je
ve své podstaté klon jedné bunky. Bakteriologicka klicka s pfendsenou kulturou se po kazdém kroku
ockovani ziha v plamenu, tim dojde k usmrceni bunék a pii dalsim tahu pak po agaru roztirame
pouze bunky setfené z nasledujici oblasti kiizového roztéru. Roztira se stale mensi mnozstvi bunék.
V misté tzv. hddku (posledni oblast kiizového roztéru) jiz vyrustaji jednotlivé kolonie, u kterych
1ze hodnotit charakteristicky profil, vzhled, tvar, barvu, okraje.

Kultivace

Kultury v tekutém médiu muzeme kultivovat kontinudlné (napf. vétsi objemy média s pramy-
slovymi kmeny). Piikladem je chemostat, kdy je rustovd rychlost kultury f{zena koncentraci
limitujici ziviny, ktera je pritokem nového média dodavana. Naockujeme-li médium, do kterého jiz
nejsou doddvény ziviny, jednd se o kultivaci statickou. Statickd kultivace muze byt submerzni
(tfepand) nebo vzdusnénd. Témito procesy se promichdvanim zvétsuje plocha fazového rozhrani
a muze probihat efektivnéjsi vymeéna plynt (napf. provzdusnovaci rosty v bioreaktorech).
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Vzhled kultury ovliviiuje pouzité médium, typ kultivace i staii kultury. Stejny mikroor-
ganizmus muze na ruznych typech agari vykazovat ruzné morfologické vlastnosti (pigmentace,
velikost kolonif, atd.).

Pii préci s ¢istymi kulturami, v nasem piipadé z Ceské sbirky mikroorganizmi, (), dodrzu-
jeme podminky kultivace dle katalogu kultur — doporu¢ené médium definovaného slozeni, teplota
a podminky kultivace. Pokud izolujeme kmeny z prostiedi, snazime se dodrzet podminky, které
jsou pro né v daném prostiedi pfirozené (koncentrace soli, zivin, teplota, pH).

Rustova kiivka (obr. 2)
je grafické vyjadieni zavislosti poctu bunék na délce statické kultivace a skldda se z nékolika fazi:

Lag faze

probiha pfizpusobovani a rust samotné buiky, aktivace vhodnych enzymu, organizace metabo-
lizmu. V ¢innosti jsou adaptivni enzymy, v bufice je pi{tomno mnoho RNA (zvySend syntéza
enzymu), fada jesté neadaptovanych bunék odumira.

Faze fyziologického mladi (zrychleného rustu)
bod mezi lag a log fazi; vSechny potfebné enzymy jsou pfipraveny a kultura vykazuje vysokou rych-
lost rustu.

Log faze (logaritmick4, exponencidlni)

intenzivni rust buiiky a metabolizmus, trva, dokud neni koncentrace zivin limitujici, véechny bunky
se déli konstantni maximalni rychlosti. Z této ¢asti kiivky se vyuzivaji parametry pro srovnavani
experimentu. Bunky lze dobfe charakterizovat, charakter riustu se odeé¢ita vzdy v log fdzi (suchd
a mokrd hmotnost bunék, ndrust metabolit, stanoveni vdhy DNA, RNA).

Faze zpomaleného rustu
snizeni intenzity metabolizmu, hromadéni metabolitu

Faze stacionarni
snizeni rychlosti mnozeni, poc¢et nové vzniklych bunék se vyrovnava s poctem odumielych, dochazi
k vyCerpani zivin, délka zivota zavisi na citlivosti k hladovéni, mohou vznikat endospory

Faze odumirani
médium je spotiebovdno a buika odbourdva své zasobni ldtky, celi kyselosti prostiedi (ze svych
zplodin), nestaéi reparacénf systémy

zrychleného ristu
zpomaleného riistu
Fazestadonarni
Faze odumirni

Faze
Faze

T
celkovy pocet

T~ poget Zivych
~  bakterii
~

“~

log poctu mikrobu

~N
“~

~
N

T T T T

cas

Obr. 2: Rustové kiivka. Plna ¢dra — celkovy pocet mikroorganizmu (mrtvych i zivych); pferusovand
¢ara — pocet zivych mikroorganizmu (Greenwood a kol., 1999, upraveno)
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Diauxie je postupné vyuzivani dvou substrati. Nejdiive se vyuzije jednoduchy zdroj, napft.
glukéza, a potom teprve slozitéjsi substrat, napt. laktéza. Rustova kiivka mé v tom piipadé dva
vrcholy.

Teplota

Podle optimalni teploty kultivace rozliSujeme tii zékladni skupiny mikroorganizmu: psychrofilni
s optimem rustu pod 20 °C (ocedny, jeskyné, chladnicka — napt. pseudomonddy, aeromonddy,
listerie); mezofilni s optimem rustu mezi 20 az 40 °C (vétSina bakteridlnich druhu; parazitické
mikroorganizmy); termofilni s optimem rustu nad 55 °C (extrémni termofilové rostou az kolem
100 °C).

Vztah ke kysliku

Bakteridlni druhy kultivované za piistupu vzduchu oznacujeme jako aerobni. Aerobni kultivace
je zajiSténa natérem a kultivaci bunék na agaru na Petriho misce ¢i ve zkumavce na agaru Sikmém
nebo v nizké vrstvé tekutého média (okolo 5 ml). Vétsi objemy tekutého média by jiz musely
byt syceny kyslikem (aerace, submerzni kultivace). Nékteré sttevni bakterie jsou piikladem fa-
kultativnich anaerobi, které jsou schopny rustu jak v aerobnim, tak anaerobnim prostiedi.
V prostiedi s kyslikem pfepinaji na energeticky vyhodnéjsi aerobni metabolizmus. V tekutém
médiu se projevuji rustem v celém jeho sloupci (zdkal média). Anaerobni organizmy se vy-
skytuji v prostfedi s nulovou ¢i nizkou koncentraci kysliku, kyslik pusobi jako jed ¢i inhibitor
rustu. Stav anaerobidzy jako prvni definoval Louis Pasteur, ktery zavedl do mikrobiologie terminy
pro aerobni a anaerobni organizmy. V zavislosti na stupni tolerance vué¢i molekuldrnimu kysliku,
lze anaerobn{ mikroorganizmy délit na: striktné (obligdtné) anaerobni mikroorganizmy —
vyzaduji tiplnou absenci kysliku, koncentrace vice nez 0,5 % na né pusobi toxicky a odumiraji; ae-
rotolerantni mikroorganizmy — nevyuzivaji kyslik jako konecny akceptor elektronu, ale rostou
v jeho nizkych koncentracich; mikroaerofilni mikroorganizmy — vyzaduji urcité nizké procento
kysliku, vyuzivajf ho jako koneény akceptor elektront, ale nerostou za pritomnosti 21 % vzdusného
kysliku za normalniho tlaku.

Anaerobni nebo mikroaerofilni kultivace se provadi hlubokym vpichem do agaru nebo
ockovanim do vysoké vrstvy kapalného média. Je nutno snizit oxidoredukéni potencidl pfidanim re-
dukujicich latek (kyselina askorbové, thioglykolat, thiosiran) do média. Pokud anaerobni prosttedi
pro kultivaci vytvéiime, vyuzivdme tzv. anaerostatu a smési chemikdlif (Zelezny prések, kyseliny
vinnd, citronovd), kterd po ovlhéeni uvoliuje vodik, ktery v pritomnosti katalyzétoru (Pt, Pd)
reaguje s pritomnym vzdusnym kyslikem za jeho vytésnéni a vzniku molekul vody.

Uchovani mikroorganizmi
Typ uchovavani volime podle jeho zamyslené délky:

e na Petriho misce pfi 4 °C, krdtkodobé, nutno pfeockovdvat (napt. laktokoky po tydnu, bacily
po 2-3 mésicich)

e na Sikmém agaru pii 4 °C, v fadu tydnu; v mistnosti ¢i termostatu pii 25 °C v fadu dnu
e ve zkumavce v agaru ve vpichu, po dobu nékolika mésicu

e na pordznich materidlech — zelatinovych discich, kulickach, dlouhodobé

e pod sterilnim minerdlnim olejem (houby, bakterie)

e lyofilizované (lyofilizace = sublimace vody ve vakuu), méné Setrnd nez kryoprezervace,
vSechny mikroorganizmy nelze lyofilizovat, napf. houby; dochézi ke snizeni viability, lyofili-
zované kultury jsou pfipravené ihned k odeslani, snadnd manipulace
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e zmrazené na —70 °C (napf. v kultivaénim médiu s 15 % glycerolu) po malych objemech
v hlubokomrazicim boxu, prezivani mésice, roky

e boxy s pevnym CO3, suchy led (-78 °C)
e kryogenn{ hlubokomrazici boxy (-150 °C)

e kryoprezervace — zamrazeni kultur ve velmi nizkych teplotach, napt. v tekutém dusiku
(az —196°C) nebo v jinych plynech (He, Cr, H), uchovdvan{ neomezené dlouho. Nejvhodnéjsi
je postupné ochlazovéani (kontrolovana rychlost zamrazeni: idedlné 1 °C/min. pro sniZeni
osmotické disbalance a proti nevhodnému formovén{ krystalii vody v buiice (amorfni led);
nékteré odolné bakterie snesou rychlejsi nebo okamzité zamrazen{ — dle rigidity buiky).
Vhodné je pouzit kryoprotektanty v ochranném médiu — dimethylsulfoxid, glycerol.

Vlastnosti mikroorganizmui ve cviceni
Escherichia coli

(¢eled Enterobacteriaceae): gramnegativni rovné tycky vyskytujici se jednotlivé nebo po dvou. Po-
hyblivé pomoci peritrichalnich bi¢iki nebo nepohyblivé, mezofilni, fakultativné anaerobni. Bézny
komenzal tlustého stieva, pomdhd udrzovat rovnovdhu mikrofléry, pusobi proti patogenum stieva,
syntetizuje vitaminy A, B, K. Pokud se dostane mimo stievo, muze pusobit jako patogen. Fekdlnim
znecisténim se dostava do vody, kde muze prezit fadu tydnt — nejbéznéjsi indikator fekalni konta-
minace pitné vody. Slouzi jako model genového inzenyrstvi (sekvenace celého genomu), producent
ruznych ldtek (napf. inzulin).

Patogenni kmeny E. coli jsou charakterizovdny a identifikovédny sérologicky (somatické,
kapsuldrni, bicikové antigeny) i biochemicky: enterotoxigenni E. coli (ETEC) — cestovatelské
prujmy, endemicky vyskyt v teplych oblastech; enteropatogenni E. coli (EPEC) — prajmy novoro-
zencl, alterace epitelu stfeva; enteroinvazivni E. coli (EIEC); enterohemoragicka E. coli (EHEC)
— zpusobuje hemoragie (krvdceni do organt trévictho traktu).

Serratia marcescens

(¢eled Enterobacteriaceae): gramnegativni rovné tyeky, fakultativné anaerobni, mezofilni, tvorba
cerveného pigmentu. Vyskyt v pudé, vodé, na rostlinnych povrsich, ale i oportunni patogen ¢lovéka
— casty puvodce nozokomialnich infekei moc¢ového a dychaciho traktu. Muze byt soucdsti zubniho
povlaku (pigmentace zubu), je pivodcem riZového povlaku ve vlhkém prostiedi koupelen.

Pseudomonas

(Celed Pseudomonadaceae): gramnegativni rovné nebo nepatrné zakfivené tycky, schopnost po-
hybu jednim nebo vice poldrnimi bi¢iky. Optimalni kultivaéni teplota je 25-30 °C, aerobni. Tvorba
fenazinovych exopigmentll pyocyaninu a fluorescinu (pyoveridinu), které zpusobuji modrozelené
a zluté az zlutozelené zabarveni kultury i kultiva¢nitho média. Vyskyt v prostiedi, ve zkazené
potrave (vajicka, ryby, mléko), ¢astd izolace z klinickych vzorka. Vyznamné lidské, zvifeci i rost-
linné patogeny, puvodci nozokomialnich infekei; faktorem virulence je tvorba biofilmu s vysokym
stupném rezistence na povrchu tkdni nebo predmétu diky tvorbé polysacharidu algindtu (P. aerugi-
nosa nebo P. fluorescens), ktery tvoi{ matrix biofilmu a chran{ bunky vuéi pusobeni dezinfekénich
latek, protilatek a antibiotik. Akumuluje poly-S-hydroxybutyrat. Diky Sirokému spektru meta-
bolickych drah se podili na geochemickych cyklech, biodegradacich a vyznamné se uplatnuje pii
bioremediacich (napt. degradace toluenu) nebo jako biokontrolnf agens. P. putida — bioremediace;
P. fluorescens — produkce fluoresceinu
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Kocuria rosea

(¢eled Micrococcaceae): grampozitivn{ koky uspofddané po dvou, ve étveficich ¢i shlucich. Aerobni,
mezofilni, tvoii ruzové a Cervené pigmenty. Vyskyt v pudé, vodé, prachu, na kazi savcti. Rod byl
pojmenovan na pocest vyznamného brnénského mikrobiologa doc. RNDr. Milose Kocura, CSc.

Micrococcus luteus

(¢eled Micrococcaceae): grampozitivni koky uspofddané po dvou, ve étveficich ¢i shlucich, aerobni.
Vyskyt na pokozce savcu, v potravindch, pudé, vzduchu a vodé. Produkce Zlutého pigmentu.

Staphylococcus aureus

(¢eled Staphylococcaceae): grampozitivni koky vyskytujici se jednotlivé, po dvou nebo v nepravi-
delnych shlucich. Kolonie mohou byt bilé nebo nazloutlé. Vyskyt na kizi a sliznicich teplokrevnych
obratlovcu, v potravinach a v prostiedi. Nékteré druhy jsou patogenni a produkuji toxiny.

Bacillus

(¢eled Bacillaceae): grampozitivni rovné tycky, ¢asto ve dvojici & v Fetizcich, pohyblivé, aerobni &i
fakultativné anaerobni. Vyskyt v pudé, vodé, potravinach (ryze). Nekolik druhi rodu jsou patogeny
¢loveka ¢i hmyzu. Produkcee toxinu (otravy z jidla, gastroenteritidy). Tvoi{ ovalné ¢i kulaté endo-
spory, které jsou v bunice ulozeny terminalné, subterminalné, paracentralné ¢i centralné a které se
mohou vyuzivat jako biopesticidy (B. thuringiensis). Tvar, velikost a uloZeni spory je charakte-
risticky znak pro identifikaci.

e B. cereus — prostiedi, zpusobuje gastroenteritidy, alimentarni intoxikace

e B. subtilis — prostredi, izolovan pfi potravinovych otravach

¢ B. mycoides — prostiedi, rhizoidni rust

e B. sphaericus — puda i vodni sedimenty, potraviny
B.

° thuringiensis — patogenni pro hmyz, produkce toxinu (parasporélni télisko)

Saccharomyces cerevisiae

patii mezi eukaryotni mikroorganizmy. Mezofilni, fakultativné anaerobni kvasinka. Bunka vejco-
vitého tvaru je vyrazné vétsi nez bunky bakterii. Bunééna sténa neobsahuje peptidoglykan. Vyskyt
v prostiedi a v prumyslovych provozech. Prvni osekvenovany eukaryoticky organizmus. Vyroba po-
travin (pivo, vino, pecivo), produkce ruznych latek (napf. inzulin, rekombinantn{ vakcina HBsAg),
modelovy organizmus.

Seznam pristroji a mikroorganizmu

Pomiicky a chemikalie

e Bakteriologické plotny s MPA (MEA v piipadé S. cerevisiae)
e Zkumavky se sikmym agarem MPA (MEA v piipadé S. cerevisiae)
e Zkumavky s tekutym médiem MPB (MEB v pifpadé S. cerevisiae)

e Ockovaci klicky, ockovaci jehly, termostat, kahan
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Mikroorganizmy
o FEscherichia coli CCM 3954
e Pseudomonas putida,
e P. fluorescens CCM 2115T
o Serratia marcescens CCM 303
o Kocuria rosea CCM 839
o Micrococcus luteus CCM 169
e Bacillus cereus CCM 2010
o Staphylococcus aureus SA 812

e Saccharomyces cerevisiae

Postup

Do kultury ani média nesmi vniknout cizi mikroorganizmy ze vzduchu, z pomicek, vlastni mi-
krofléry, dodrzujeme zasady aseptické prace. Pracujeme co nejrychleji v zaviené mistnosti,
omytyma rukama a na dezinfikovaném stole, blizko plamene kahanu. Hrdla nadob i zdtek pred
a po praci ozehneme plamenem. Zatky nikdy nepokladame, ale drzime mezi malickem a prs-
tenickem (obr. 3). Nddoby s kulturou nechdvame oteviené jen po nezbytné dlouhou dobu a s hrdlem
pobliz plamene.

Obr. 3: Aseptickd préce pfi ockovani mikroorganizmu (archiv autorek)
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Ve cviceni kultivujeme mikroorganizmy staticky, aerobni kultivaci na agarech (misky
a §ikmé agary) a v tekutém médiu ve zkumavkach. Kmeny jsou kultivovéany na doporucenych
médiich v termostatu pii optimélni teploté rustu dané kultury. Kultury na Petriho miskdch kulti-
vujeme vzdy dnem vzhuru z duvodu udrzeni vlhkosti média a zabranéni tvorby kondenzni vody na
vicku, ktera by jinak skapavala na povrch média. Doslo by ke smichani kultury na misce. Médium
zaroven pomaleji vysycha.

Ve cviceni kazdy pracuje samostatné.

Vsechny zkumavky i Petriho misky popsat permanentnim popisovacem na sklo (druh, da-
tum, oznacen{ skupiny, inicidly) vzdy pred zac¢dtkem ockovacich praci.

Kazdy student ockuje:

e 1 kmen do tekutého média

1 kmen na §ikmy agar

dva nebo ¢tyfi ruzné kmeny na 1 misku do 2 nebo 4 ,,hadku*
e 1 az 3 kmeny na Petriho misku kiiZovym roztérem
e smés dvou kmenu na Petriho misku kiiZovym roztérem — cilem je izolace 2 typu kolonii
(vhodné je naockovat smés dvou ruzné pigmentovanych kmenu ¢ grampozitivni a gramne-
gativni kulturu)
Ockovani kultur na sikmy agar
e Vyzihat bakteriologickou klickou a nechat vychladnout.

e Do levé ruky uchopit obé zkumavky se Sikmym agarem, malickem pravé ruky vytdhnout
zétku ze zkumavky s kulturou (obr. 3).

e Hrdlo zkumavky ozehnout

e Sterilni (ozehnutou a vychladlou) klicku vsunout do zkumavky s kulturou, nabrat nartst do
ocka klicky. Klicku vytahnout, ozehnout hrdlo zkumavky i zatku a zkumavku zazatkovat.

e Malickem pravé ruky vytahnout zatku ze sterilni zkumavky s ¢istym Sikmym agarem, ozehnout
hrdlo zkumavky a klickou naockovat na sikmy agar tzv. hadka.

e Ozehnout hrdlo zkumavky i zatku, uzaviit zkumavku a vyzihat klicku.

Ockovani kultur na Petriho misku do sektorti tzv. hadkem
e Zespodu rozdélit misku popisovacem na sektory a oznacit.
e Ze zkumavky s kulturou odebrat narust na bakteriologickou klicku vyse uvedenym postupem.

e Mirné odklopit vicko Petriho misky a nanést kulturu na piislusny sektor agaru tazenim
klicky, tzv. hddek (obr. 4).

e Piiklopit vicko a vyzihat klicku.
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- _ B JKepecks, G. Rotkova

Obr. 4: Nékres oc¢kovani na Petriho misku tzv. hddkem (A, B) a praktickd ukdzka, K. rosea
a P. putida (C) (archiv autorek)

Ockovani kultur na Petriho misku — kfizovy roztér (obr. 5)

e Ze zkumavky s kulturou odebrat narust na bakteriologickou klicku vyse uvedenym postupem.

e Mirné odklopit vicko Petriho misky a nanést kulturu na agar tazenim klicky po agaru
v nékolika pruzich (1).

e Vyzihat klicku, nechat vychladnout a nékolika tahy klickou rozetiit kulturu v koncové ¢asti
nanesené kultury (2).

e Vyzihat klicku, nechat vychladnout a nékolika tahy klickou rozetiit kulturu v koncové ¢asti
nanesené kultury (3).

e Vyzihat klicku, nechat vychladnout a plynulym tahem, tzv. hadkem, rozetiit nafedénou
kulturu (4). V misté tzv. hddka by mély vyrust jednotlivé kolonie (5)

Zihani Klicky (2)

Zihani klicky (4)
Rist jednotlivych kolonii (5
© J. Kopecka, G. Rotkova

Obr. 5: Kifzovy roztér (archiv autorek)

Ockovani do tekutého média

e Kulturu odebrat z tuhého média klickou (z Petriho misek odebrat jednu kolonii).

e Zkumavku s tekutym médiem uchopit do levé ruky, malikem pravé ruky vytdahnout zatku
a ozehnout hrdlo zkumavky.
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e Odebrany vzorek rozetfit po sténé zkumavky nad hladinou média a postupné bunky prevadét
do jeho objemu.

e Ozehnout hrdlo zkumavky i zatku, uzaviit a vyzihat klicku.

Ockovani kultur z tekutého do tekutého média

e Uchopit steriln{ pipetu do pravé ruky (sklenénou nebo automatickou), malikem vytdhnout
zatku z baiky/zkumavky, hrdlo ozehnout a pipetou odebrat pozadovany objem kultury.
OzZehnout zatku a uzaviit batku.

e Malikem pravé ruky vytdhnout zdtku z baiky/zkumavky se sterilnim tekutym médiem
a ozehnout hrdlo.

e Vypustit kulturu z pipety do sterilnitho média, ozehnout zatku i hrdlo, banku/zkumavku
uzaviit a mirné protfepat.
Ockovani z tekutého média na Petriho misku

e Uchopit sterilni pipetu do pravé ruky (sklenénou nebo automatickou), malikem vytdhnout
zatku z banky nebo zkumavky, hrdlo ozehnout a pipetou odebrat pozadovany objem kultury
(obvykle 100 nl). Ozehnout zdtku a uzaviit banku.

e Dany objem vypustit do stiedu Petriho misky s agarem.

e Sterilni hokejkou (téz L klickou) kulturu rozetiit po povrchu misky, ihned ptiklopit vicko
misky a chvili nechat kulturu vsdknout do agaru.
Kultivace

e Kultivace probiha pii 30 ¢i 37 °C po dobu 24-48 hodin.

Zhodnoceni cviceni

Prokazala se sterilita prace pii piripravé médii v minulém cvi¢eni?

Do jakych typt médii a jakym zpusobem byly kmeny ockovany?

Co je ucelem kiizového roztéru?

P1i jaké teploté budou kmeny kultivovany?

Jak odvodime spravné podminky kultivace?

Zavisi morfologie kolonii na podminkach kultivace?

Dalsi informace k této problematice najdete v nasledujici
literature

o Miniatlas mikroorganizmu (http://sci.muni.cz/mikrob/Miniatlas/mikr.htm)

e Greenwood D., Slack R. C. B., Peuthere a kol., Lékarskd mikrobiologie. GRADA Publishing,
1999, ISBN 80-7169-365-0.
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e Némec M., Matoulkova D., Zdklady obecné mikrobiologie, Masarykova univerzita, Brno, 2015,

ISBN 978-80-210-7923-6.

e Sedlacek 1., Taxonomie prokaryot, Masarykova univerzita, Brno, 2007, ISBN 80-210-4207-9.

(- Kontrolni otazky

a
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. K ¢emu slouzi kultivace kultury na misce a k ¢emu kultivace na sikmém agaru?

Jaké jsou zdkladni fdze rustové kiivky? Sledujeme jednu buiiku nebo celou populaci?

Je mozno posuzovat ¢istotu kultury v tekutém médiu? Pokud ne, jak by se pii posouzeni
piitomnosti jediné bakterialni kultury dokézalo?

Pro¢ se kultury mikroorganizmu pfeockovavaji?

Co ovliviiuje morfologii bakteridlni kolonie?

Poroste fakultativni anaerob za piistupu kysliku? Pokud ano, pro¢ tomu tak je?

Jakymi prostfedky a podminkami kultivace muzeme vyselektovat ur¢ité skupiny bakterii?
Jak ovéiime ,¢istotu® kmene kultivaci?

Co znamena a jak se provadi izolace bakteridlntho kmene?

Jaky je princip kiizového roztéru?

Co zpusobilo, ze na misce kiizového roztéru kultura viibec nevyrostla?

Co zajistuje aseptickou préaci pii preotkovani kultury?

Co zpusobilo, ze v posledni ¢asti kifzového roztéru nevyrustaji izolované bakterialni kolonie,
ale ,souvisly hadek“?

K ¢emu slouzi selektivni média?

Jak rozdélujeme mikroorganizmy podle vztahu ke kysliku a do jakych skupin podle teplotniho
optima?

K ¢emu slouzi ockovaci klicka a k ¢emu L-klicka (= hokejka)?

Porovnejte kultivaci statickou a kontinualni z hlediska dostupnosti zivin a hromadéni meta-
bolitt.

Ktera faze rustové kiivky a proc se nejvice hodi pro odecet parametru rastu kultury?

Jaky je rozdil mezi obligdtnim a fakultativnim anaerobem co se tyce tolerance ke kysliku?
Co je to smiSend bakteridlni kultura?

Co je to c¢ista bakteridlni kultura?

Jaky je rozdil mezi termofilem a termotolerantnim mezofilem co se tyce citlivosti k teploté?

Jaké jsou metody ockovani mikroorganizmi, které pomucky pro néj muzeme pouzit?
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Cil cvicéeni

Cilem je prokazat, kde se v prostiedi, potravinach ¢i na lidském téle vyskytuji mikroorganizmy.

Uvodni slovo

Mikrofléra je souhrn vSech mikroorganizmu vyskytujicich se v definovaném prostoru piirodniho
prostiedi, napt. vodni nadrz, potraviny, télo ¢lovéka. Mikrofléra zahrnuje viry, bakterie, kvasinky
a vldknité houby (plisné). Pokud se berou v potaz pouze bakterie, hovoii se o bakteridlni mikrofléie.
Kazdé prostiedi mé svoji typickou autochtonni mikrofléru, tzn. prirozené se vyskytujici mikroorga-
nizmy. Napf. pro jogurty je typicka pfirozend mikrofléra Lactobacillus delbrueckii a Streptococcus
salivarius; pro syry s plisnémi to je Penicillium roquefortii nebo P. camemberti; pro pivo kvasinky
Saccharomyces cerevisiae nebo S. pastorianus.

Fyziologickd mikrofléra téla je pfirozend mikrofléra vyskytujici se na povrchu téla ¢lovéka
Ci zvitat nebo uvnitf jejich organu. Déli se na dvé skupiny. Rezidentni mikrofléra jsou mikroor-
ganizmy, které osidluji lidské télo a nezpusobuji mu onemocnéni ani §kodu ¢ jmu. Mikrofléra
tranzientni zahrnuje mikroorganizmy, které se docasné nachézeji v urcité oblasti makroorganizmu
(Gstn{ dutina po konzumaci potravin, kuze) a které mohou byt i patogenni. Pfirozend mikrofléra
uc¢inné chrani pred osidlenim choroboplodnymi mikroby z vnéjsku a jejich rozmnozenim, ticastni se
antigenni stimulace tvorby protilatek, zejména imunoglobulinii t¥idy IgA. Pro vymezeni pfirozené
mikrofléry neexistuje presnd hranice — mikroby, které jsou u nékoho pfirozené, mohou u jiného
vyvolat onemocnéni.

Mikroorganizmy jsou vyuzivdny po staleti, protoze jejich ¢innost je schopna zastavit rust
nezddoucich mikroorganizmu v potravinach a tim se prodluzuje skladovatelnost potravin (mlééné
kvagen{ zeli, okurek, vyroba syru, mlééné a ovocné kvasené népoje). Rody Streptococcus, Lactoba-
cillus, Leuconostoc, Lactococcus, Pediococcus, Enterococcus (bakterie mlééného kvaseni) jsou siroce
vyuzivané v mlékdrenském prumyslu pro vyrobu masla, jogurtl, syru a uzenaiskych vyrobku, za-
kysani smetany, atd. Kvasinky Saccharomyces cerevisiae se vyuzivaji pro vyrobu svrchné kvasenych
piv (Ale, pSeni¢né pivo, stout, porter) a vina. Pro vyrobu spodné kvaSenych piv typu lezdk se
pouziva kvasinka S. pastorianus schopné kvasit za nizsich teplot.

MRS médium — agar pro laktobacily podle DeMana, Rogosiho a Sharpeho s octanem
sodnym, ktery potlacuje rust dalsich bakterii (kromé nékterych mléénych bakterif, napf. Leuco-
nostoc, Pediococcus).

Seznam pristroji a mikroorganizmu

e Zivna média na miskéch - MPA, MRS, sladinovy agar
e Sterilni vatové tycinky, pipety, hokejky

e Destilovana voda
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Postup

Stéry z prostiedi a z téla

(obr. 6)

e Sterilni vatovou ty¢inku namocit do sterilni destilované vody.

Sett{t plochu piedmétu (usta, klika, mobilni telefon, klice, boty, pokozka, hodinky, atd.)

e Tamponem potiit médium v misce.

Kultivace probiha pii 30 °C po dobu 24-48 hodin.

Kratce prilozit dany predmét ¢i ¢dst téla (prst, mince) na misku.

Kultivace probiha pii 35 °C po dobu 24-48 hodin.

Otisk z prostiedi a z téla

Obr. 6: Stér ¢i otisk mikrofléry: z paty (A), prstu na noze (B), prstu na ruce pfed umytim (C),
prstu na ruce po umyti (D), rti (E), podpazi (F), rti a nosu (G), ucha (H), dst (I) a mobilu (K)
(archiv autorek)

Spad z ovzdusi

e Misku s MPA nechat otevienou na stole (roh mistnosti, u okna) po dobu min. 30 minut.

e Kultivace probiha pii 30 °C po dobu 24-48 hodin.

Ockovani piva (nefedéné, nefiltrované)

e 0,3 ml nefedéného vzorku pipetovat na sladinovy agar a rovnomérné rozetiit hokejkou.

e Kultivace probiha pii 30 °C po dobu 24-48 hodin.

Ockovani jogurtu, kefiru, nepasterizovaného mléka

e 0,3 ml nefedéného vzorku pipetovat na MRS agar a rovnomérné rozettit hokejkou.

e Kultivace probiha pii 30 °C po dobu 24—48 hodin.
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Zhodnoceni cviceni

e Doslo k nartustu na miskach? Které ¢asti téla vykazovaly nejvétsi druhovou diverzitu?

Dalsi informace k této problematice najdete v nasledujici
literature

e Klaban V., Ilustrovany mikrobiologicky slovnik, Galén, Praha, 2005, ISBN 80-7262-341-9.

e Nester E. W., Roberts C. E., Pearsall N. N., Anderson D. G., Nester M. T., Microbiology,
A human perspective, WBC/McGraw-Hill, 1998, ISBN 978-0073522593.

e Silhénkové L., Mikrobiologie pro potravindie a biotechnology, Academia, 2002, ISBN 80-200-
1024-6.

Kontrolni otazky

1. Které ¢asti téla jsou nejvice osidleny a proc¢?

2. Jaké druhy mikroorganizmii se nejcastéji vyskytuji na pokozce?
3. Co je to pfechodnd mikrofléra?

4. Je mikrofléra lidského téla skodliva?

5. Vyjmenuj nékteré rody bakterii mlééného kvaseni

6. Proc se pro vyrobu spodné kvasenych piv typu lezdk jiny druh kvasinky?
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Cil cvicéeni

Cilem je seznamit se s mikroskopem a s ruznymi mikroskopickymi technikami.

Uvodni slovo

Lupa vytvaii pfimy obraz zvétseny 10-15x. Lupa je dvojvypukla ¢i ploskovypukla ¢ocka. Piedmeét,
ktery pozorujeme lupou, klademe do vzdélenosti mensi, nez je ohniskovéd vzdalenost. Slouzi pro
pozorovani makroskopickych znakt kolonii.

Mikroskop (obr. 7) se sklddd z mechanické ¢asti (podstavec, stojan a stolek s kifzovym po-
sunem), osvétlovaci ¢asti (zdroj svétla, kondenzor, clona) a optické ¢asti (objektivy a okuldry). Ob-
jektiv je soustava cocek s velmi kratkou ohniskovou vzdéalenosti, ktera vytvafi skuteény prevraceny
obraz objektu, jez se promitd mezi ohnisko okuldru a okular. Okuldrem tento obraz pozorujeme
jako pod lupou a vidime neskutecny zvétseny obraz.

OKUlar (pevné zvétseni 10x)

Stupnice vzddlenosti okuldrd
Tubus Ypeviovaci Sroub tubusu
; (poudijte Sroubovak
dodavany s mikroskoperm)

g o
Koledko zaraiky
pro zaostfovani
Stativ CX31RBSF

Krouzek diopirické
korekce

Revolverovy nosi¢ objektivi
Objektiv _ -

Dridk preparatuy —_ !

-— Pfepravni pojistka*

Pfepravni pojistka* — | Hlavni vypina&
i i —— Ovladaci
Pééka aperturni clony (e

intenzity svétla

Centrovaci &rouby //'/ =, || ™ Stolek
kondenzoru -~ \

Kondenzor -~ f

< r
) - \\ Kolatko mikroposuvu
Objimka pro fittry AN

(o priiméru 45 mm) \
N
j / \ "-.\ Kolecko makroposuvu
Krouzek poini clony i Koletko posuvu v ose X
Koletko posuvu v ose Y

Obr. 7: Césti mikroskopu (zdroj: Navod k obsluze Olympus CX31)

Pro mikroskopii lze vyuzit jakékoli vinéni s vinovou délkou kratsi, nez jsou rozmeéry objektu.
Rozlisujeme mikroskopii optickou (zobrazeni struktur lisicich se vzdjemné absorpci viditelného
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svétla), elektronovou a akustickou.

Opticka (svételna) mikroskopie

Suchy objektiv
paprsek vystupujici z preparatu pod thlem « se na rozhrani mezi krycim sklickem a vzduchem
ldme od kolmice a nemuze se jiz podilet na tvorbé obrazu.

Imerzni objektiv
paprsek prechazejici ze skla do imerzniho prostiedi sviij smér neméni a muze se podilet na tvorbé
obrazu, na vzniku obrazu se podili vice paprsku (obr. 8).

Imerzni prostiedi
kapalina o stejném indexu lomu (n) jako kryci sklicko, ¢asto cedrovy olej (n = 1,52).

N 727 -
podloznisklo  vzduch | qL ol v

\ | = 11/ 74 ,l/ sklitko

\

Obr. 8: Pruchod paprski suchym a olejovym imerznim objektivem (Prescott, 2013, upraveno)

Vznik obrazu

Podstatou tvorby ostrého obrazu ¢ockou jsou svételné paprsky sifici se z ur¢itého bodu predmétu
ruznymi sméry a dopadajici na ¢oc¢ku, v obrazové roviné se shihaji opét do jednoho bodu a skladaji
tak ostry obraz pfedmétu. Vzhled obrazu u konvexnich ¢ocek zavisi na vzdédlenosti predmétu od
¢ocky. Pokud je pfedmét vzdaleny vice nez dvojnasobek ohniskové vzdalenosti, vznika skutecny
zmenseny a pievrdceny obraz (fotoapardt). Pokud lezl pfedmét mezi dvojndsobkem ohniskové
vzdélenosti a ohniskem, je vznikly obraz pievrdceny, skuteény a zvétseny (objektiv mikroskopu).
Pokud je pfedmét mezi ohniskem a ¢ockou, je vznikly obraz zvétseny a neskuteény (lupa, okuldr
mikroskopu). Zvétseni ¢ocky roste se zkracujici se ohniskovou vzdédlenosti.

Fyzikalni podstata vzniku obrazu v optickém mikroskopu

Ernst Abbe podal vysvétleni, které se opird o Huygensuv princip — kazdy bod osvétleného objektu
se stava zdrojem sekunddrnich sférickych vin. Zaostfend rovina preparatu je takovym objektem.
Podle optickych vlastnosti jednotlivych bodu objektu se dopadajici svétlo v kazdém z bodu trans-
formuje (ohybd se, ldme, méni se jeho amplituda, fize) a vznikaji sekunddrni vilny. Ty spolu
interferuji, jako po pruchodu svétla stérbinou nebo optickou miizkou. Vysledné vinéni, které obsa-
huje informaci o vzhledu objektu, vstupuje do objektivu. V jednotlivych bodech zadni ohniskové
roviny objektivu se setkavaji sekundarni viny, které opustily rovinu predmétu rovnobézné. Dochazi
k jejich interferenci a v souladu s Huygensovym principem se stavaji zdrojem novych vin, které
v obrazové roviné mikroskopu skladaji zvétseny a pfevraceny obraz.

Zakladni pojmy v mikroskopii jsou zvétSeni (ndsobek zvétseni objektivu a okuldru), kon-
trast a rozliSeni.
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Rozlisovaci schopnost je vzdalenost dvou bodu, které mikroskop zobrazi jako dva samo-
statné body. Maximaln{ rozliSovaci schopnost svételného mikroskopu je 0,2 mm. Je ddna zarenim,
kterym objekt osvétlujeme, a vlastnostmi objektivu. Okular pouze zvétsuje obraz tvoreny objek-
tivem. Obecné plati, ze neni mozné rozlisit body blizs{ nez polovina vlnové délky zafeni, u svétla
je to zhruba 250 nm. RozliSovaci schopnost u mikroskopu je dale omezena mnozstvim svételnych
paprski, které mohou vstoupit do objektivu (svételnost objektivu).

Abbého zakon

0.61- A
a =

n -sin «

A — vlnova délka svétla, n — index lomu prostiedi pred objektivem, o — polovina otvorového
thlu kuzele paprski, které mohou vstoupit do objektivu

n a « jsou pro dany objektiv konstanty a cely jmenovatel ve vzorci (n - sina) se oznacuje
jako numericka apertura objektivu (NA). Je to jedna ze zékladnich charakteristik objektivu
a jeji hodnota je na objektivu uvedena. Numerickd apertura nejkvalitnéjsich imerznich objektivu je
1,3-1,4, pro suché objektivy pak max. 1. Pro nejkrats{ vinové délky (400 nm) se rozliSovaci schop-
nost mikroskopt blizi hodnoté 0,17 pm. RozliSovaci schopnost mikroskopu lze zvysit snizenim A\ —
pouzit{ modrého svétla (modry filtr), proudu elektront (elektronova mikroskopie) nebo zvysovanim
n — pouziti imerzniho oleje, vody. Pfidanim imerzniho oleje, ktery mé vyssi index lomu nez vzduch,
mezi prepardt a objektiv se predchdzi ztratdm svétla, které se ldme na rozhran{ prepardt/prostiedi.
Do objektivu dopadne vétsi mnozstvi paprsku.

Metody zvySujici kontrast zobrazeni ve svételném mikroskopu jsou:

Zastin

clona zachycuje paprsky prochazejici piimo do objektivu. Objekty jsou osvétleny z boku a my po-
zorujeme pouze svétlo, které se na nich lame nebo odrazi. Podobného efektu dosdhneme tim, ze
na zdroj svétla polozime minci.

Fazovy kontrast

(obr. 9) slouzi k pozorovan{ nativntho prepardtu (Zivé nebarvené nefixované buriky). Na konden-
zor se umisti maska s kruhovou $térbinou, kterou pronika svétlo do objektu. V objektivu, v misté
obrazu kondenzorové masky, je umisténa fazovd maska (oznaceni objektivu Ph). V misté stérbiny
u kondenzorové masky je u fazové masky napafena polopropustnd vrstva kovu, ktery méni fazi
svétla o ¢tvrtinu vinové délky. Diky tomuto uspordddni prochdzi nedifraktované (neohnuté) zareni
ze zdroje ¢asti fazové masky, kterd méni fazi svétla. Ostatni vinéni, které se na objektu ohnulo
nebo zlomilo, projde beze zmény. Tato technika prevadi rozdily v posunu faze svétla prochazejiciho
ruznymi ¢asti objektu, které nevidime, na rozdily v intenzité svétla, které muzeme pozorovat. Lze
pozorovat tvar bunék, pohyb. ,Husté* ¢asti buiky s vysokym indexem lomu jsou zativé. Toho se
vyuziva pii pozorovani endospor vné i uvniti bunék, pokud je bunika tvori. Pro fazovy kontrast je
charakteristicky tzv. ,hal6“ efekt (z&fivd korona) kolem bunék.
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Obr. 9: Fézovy kontrast. Bacillus cereus (A), hald efekt kolem bunék a zaiici endospory; Sporo-
sarcina ureae (B), z balicku jsou vidét pouze horni 4 buiiky tvofici endospory (archiv autorek)

Nomarského diferencialni interferenéni kontrast

pracuje se dvéma koherentnimi (interference schopnymi) paprsky, jeden prochdzi objektem, druhy
mimo objekt. Hranol déli ptivodné linedrné polarizované svétlo na dvé vzajemné kolmo polarizo-
vané slozky. Polarizétor srovnava vlny, jez jsou v ruznych rovindch. Nomarského desticka v konden-
zoru je hranol, jez zpracovavé polarizované svétlo tak, ze na prepardt jdou dva paprsky soubézné
vedle sebe. V analyzatoru vidime 3D obraz v zdvislosti na rizném indexu lomu ruznych ¢asti
buiky. Zvyraznénim i malych rozdili vznikne plasticky obraz povrchu buiiky (obr. 10).

Obr. 10: Nomarského kontrast, Bacillus cereus (archiv autorek)
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Postup

Zapnout zdroj svétla a na stolek vsunout preparat.
Regulator svétla a kondenzor neni potfeba nastavovat.
Objekt hledat pomoci makroposuvu a doostfit mikroposuvem.

Postupné zvySovat zvétSeni vymeénou objektivi na revolveru, objektiv nesmi narazit na
sklicko preparatu!

Objektivy na revolveru jsou obvykle parfokdln{ (zaostfeny na pfiblizné stejnou vzdélenost),
po vyméné objektivu neni tfeba objekt znovu hledat, ale sta¢i doosttit mikroposuvem.

Revolverovy méni¢ objektivu slouzi pro vybér vhodného objektivu.
Objektivy oznacené Ph slouzi pro pozorovani preparatu pii fadzovém kontrastu.

Pro objektivy s ¢ernym a bilym pruhem (objektiv 100x) je vzdy nutné pouzit imerzni olej!
Pro objektivy zvétseni 10x, 20x a 40x se imerzni olej nepouzival

P1i pouziti imerzniho oleje je objektiv nezbytné po skonceni pozorovani vycistit smési etanolu
a etheru!

Pouziti imerzniho oleje

Zaostiit objekt nejvétsim neimerznim objektivem (nejcastéji 40x).

Otocit revolver do polohy mezi tento a imerzni objektiv a na misto preparatu, které pozo-
rujeme, kapnout kapku imerzniho oleje.

Otocit revolver na imerzni objektiv, ktery se musi ponotit do oleje a doostfit mikropo-
suvem.

Pokud objekt neni vidét, je treba piiblizit objektiv k preparatu, nesmi do néj narazit. Zboku
sledovat objektiv a stolek s preparatem.

Nasledné je tfeba pomalu pohybovat objektivem smérem od prepardtu a pozorovat, dokud
neni vidét preparat v okuldrech. Pokud stale nenf nic vidét, ostieni opakujeme.

Zhodnoceni cviceni

Podatilo se zaosttit na preparat? Byl patrny rozdil pfi pozorovani vzorku v jasném poli,
fazovém a Nomarského kontrastu?

Dalsi informace k této problematice najdete v nasledujici
literature

Matis D., Mikroskopickd technika. ISBN: 80-968522-0-5, 2001.

Plések J., Nové metody optické mikroskopie. Pokroky matematiky, fyziky a astronomie, 1996,
41: 1-24.

Harley J., Laboratory exercises in mikrobiology, 2013, ISBN-10: 0077510550.



26 Uvod pro préaci s mikroskopem

e Hrazdira I., Mornstein V., Lékarskd biofyzika a pristrojovd technika, Neptun, Brno, 2004,
ISBN-10: 80-902896-1-4.

o Virtuding mikroskopovdni http://olympus.magnet.fsu.edu/primer/virtual /virtual.html, 18.
2. 2017

e Vinovd optika http://www.sweb.cz/radek.jandora/f11.htm

e Davidson M., W., Abramowitz M., Optical microscopy, dostupné z https://cw.fel.cvut.cz/
wiki/_media/courses/a6m33zsl/davidson-abramowitz-optical_microscopy.pdf (18. 2. 2017)

™ . s
& Kontrolni otazky

1. K ¢emu slouzi makro- a mikroposuv?
2. Pro¢ se nesmi po pouziti imerzniho oleje znovu pouzit neimerzni objektiv?

3. K ¢emu slouzi imerzni olej?

S

. Co je podstatou fazového kontrastu?


http://www.sweb.cz/radek.jandora/f11.htm
https://cw.fel.cvut.cz/wiki/_media/courses/a6m33zsl/davidson-abramowitz-optical_microscopy.pdf
https://cw.fel.cvut.cz/wiki/_media/courses/a6m33zsl/davidson-abramowitz-optical_microscopy.pdf

5 Makroskopické a mikroskopické pozo-
rovani mikroorganizmu, Gramovo barveni

Cil cvicéeni

Zjisténi morfologie mikrobidlnich kultur — makroskopicky. Gramovo barveni. Pozorovani a hodno-
ceni mikroskopickych preparatu.

Uvodni slovo

Morfologické a cytologické znaky pomahaji identifikaci, jejich pomoci se provadi kontrola kontami-
nace kultury a muze se posoudit fyziologicky stav kultury. Makroskopické a mikroskopické znaky
se hodnoti vzdy soucasné.

Makroskopické znaky

V tekutych ptudach makroskopické znaky nelze hodnotit. Pii rustu v tekutém médiu lze hodnotit
charakter rustu (obr. 11) pfitomnosti sedimentu (fakultativné aerobni kultury), difizniho zdkalu
(aerobni kultury maji zékal v celém médiu), blanky na povrchu kapaliny (Spatnd smécivost bunék
& mycelia, povrchové napéti, u vétsiny kultur tvoficich drsné vrascité kolonie), hrubijch viocek
(aerobni kultury), mdzdry (povrchovy ttvar sedlinotvornych kvasinek, po vycerpani sacharidu
dochézi k aerobnimu vyuzit{ vyprodukovaného etanolu) a zbarvend.

Difdzni zakal Rilst pouze Sediment Rast pod Tvorba
v celém ve svrchni bunék svrchni hrubych
médiu vretvd vrstvou viogek
média

Obr. 11: Rust mikroorganizmu v tekutém médiu (Prescott, 2013, upraveno)

Makroskopické hodnoceni spo¢iva v popisu kolonii. Vzhled kolonif je ovlivnén typem zivného
média, staifim kultury a typem kultivace.

Na sikmém agaru nelze hodnotit jednotlivé kolonie. Lze posoudit rychlost rustu, tvar
natéru (rovny, plny, bodovy, ostnity, rhizoidni), profil ndtéru (plochy, vypoukly), povrch nétéru
(leskly, drsny, suchy), konzistenci a pigmenty. Pomoci rustu ve vpichu sikmého agaru lze uréit
naroky mikroorganizmu na kyslik: aerobni rostou v horni ¢asti vpichu, anaerobni u dna a fakul-
tativné anaerobni po celé délce vpichu.

Kolonie je klon bunék narostly z jednotlivé buiiky. Na Petriho miskach lze pti spravné pro-
vedeném kiizovém roztéru pozorovat a hodnotit jednotlivé kolonie (obr. 12): velikost (prumeér;
mm), tvar (pravidelny, kulaty, ovalny, nepravidelné laloénaty, vldknity, rhizoidni, plazici se), pro-
fil (vyvyseny, plochy, pupkovity, miskovity), okraj (pravidelny, filiformni, laloénaty, okrouhly),
pourch (hladky, leskly- S — fdze, matny, drsny — R~ fdze), transparence (pruhlednd, prusvitnd,
neprusvitnd), barva (bezbarvé, pigmentace). Dals{ charakteristiky, které se mohou posuzovat, jsou
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vuné, zépach (po jasminu, zluklém madsle, ovoeny), tvorba mycelia, zmény média (dvorec zbar-
veni, hemolyza, precipitdt), konzistence, ktera se zjistuje bakteridlni klickou (viskézni, mazlava,

drobivé, zarustajici do agaru).

vroubkované

PROFIL
RN L M —

plochy
Zvyseny
vypoukly

{ medusae}

&

vypoukly
pupkovity

knoflikovity

5 koncel:ltcickou iz
slavbou viaknité

s svrastele thizoidn!
bradaviity

Obr. 12: Tvary bakteridlnich kolonii (Rosypal, 1981)

Nerovnosti rustu kolonii mohou byt zpusobeny staffm kultury. Mukoidni (M) charakter
rustu se projevuje jako vlhké, slizovité a velmi lesklé kolonie tvorené opouzdienymi buitkami (napf.
Azotobacter, Leuconostoc). Hladké (S) kolonie maji rovny okraj s leskem nebo bez lesku u neo-
pouzdienych bunék. Drsné (R) kolonie se vyznacuji suchymi, nerovnymi okraji. Lis{ se vyskou
vrasnéni. V drsnych koloniich rostou buiky tvofici fetizky, mycelia ¢i pseudomycelia (napf. Ba-
cillus, Trichosporon, kvasinky Pichia, Hansenula, Candida). Zmény typu kolonii M — S — R jsou
dusledkem mutaci. Napiiklad mikroorganizmy z infekéniho materidlu jsou vétsinou typu M, ale po
nékolika preockovanich se makroskopicky zméni na typ S; zpétna zména z S na M typ je vyjimecna.
Fenotyp S, M a R je ovlivnén slozenim média. Zkvasitelné sacharidy (20 %) podporuji S a M typ.
Tenzidy zpusobuji hladké az lesklé fenotypy R typu.

Mikroskopické znaky

U mikroskopickych preparatu se hodnoti tvar, velikost a uspordaddni bunék, pritomnost zvldstnich
dtvard na butice, zpusob rozmnoZovant viditelny v preparatu. Preparaty lze pozorovat v nativnim
preparatu ve fazovém kontrastu nebo zvyraznit morfologii buiiky a jejich struktur fixaci a barvenim
(napf. Gramovo, Ziehl-Nielsenovo barveni). U nativniho prepardtu (pozorovdni suspenze) se na
podlozni sklicko vzdy priklada kryci sklicko. Pti pozorovani plisni, kvasinek ¢i aktinomycet se
vyuziva sklickovych kultur (krycf sklicko je vytazeno z agaru, ve kterém bylo béhem kultivace
zapichnuto, je kulturou porostlé).

Buriky mohou mit rozmanité tvary (obr. 13): koky (sférické, zplostélé, diplokoky, strepto-
koky, tetrady, sarciny, stafylokoky), ty¢inky (rovné, zakfivené, vétvici se, palisddy, pleomorfni),
kokobacily, buiikky s pupeny ¢i prostékami, spirily, hvézdice, mycelia.



Uvodni slovo

29

diplakok enkapsulovany stafylokok
diplokok s — 7

Pneumococcus
NSNS

kok

streptokok _ )
sarcina tetrada

Bacili

kokaobacilus “bavulu;“ {f“\i {»«Y_WK“*.\

PR 1i { ﬁ \\

ﬂ\wm..,x‘i‘».,__} l-h,. j\‘ _/,‘ !\ o
palisady

COCCXCD

streptobacilus

hvfa stopka

Obr. 13: Tvary bakteridlnich bunék
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Zdroj (upraveno): Wikipedia.org — Bacterial cellular morphologies

Velikost vybranych bakterialnich bunék je uvedena v Tab. 1.
Tab. 1: Velikost bakteridlnich bunék

Mikroorganizmus Velikost (pm)
Chlamydia 0,3 x 0,3
Bdellovibrio 0,8 x 0,3
Rickettsia 1x0,3
Staphylococcus aureus | 0,8-1 x 0,8-1
Escherichia coli 2-3 x 0,4-0,6

Bacillus subtilis
Streptomyces

Chromatium

Spirochety

Nativni preparat

1,848 x 0,9-1,1
vldkno x 0,7-1,6
25 x 10

500

Pii pozorovani suspenze nativniho preparatu bunky nikdy nefixujeme. Preparat je nebarveny,
slouzi ke zjisténi skute¢ného tvaru a struktury bunék neporusenych fixaci a barvenim. Vyuziva
se pii pozorovani rustu a mnozeni, pohybu bakterii. Vyznam mé pii studiu bunéénych utvart,
které se obtizné barvi, napf. spor. Pro pozorovani struktur se vyuziva jasné pole, fazovy nebo
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Nomarského kontrast.

Fixace preparatu

Podstatou fixace je vysrdazeni bunéénych koloidu, zejména bilkovin. Fixaci buriky 1épe pfilnou
ke sklicku, nesplachnou se aplikaci barviva ¢i rozpoustédla a 1épe pfijimaji barvivo. Preparat se
fixuje az ve chvili, kdy je ndtér bunék suchy, aby nedoslo k uvafeni bunék. Fixace se provadi
protazenim podlozniho skla s ndtérem bunék, ktery je umistén na horni strané sklicka, nesvitivou
casti plamene. Pokud byly bunky kultivovany v tekutém cukerném prostiedi, je nutné bunky
od média separovat centrifugaci a nasledné je promyt vodou ¢i pufrem. Bunky kvasinek a plisni
jsou vétsi nez buiiky bakterii, tepelnd fixace muze pozmeénit jejich tvar. Proto se vétsinou fixuji
chemikdliemi. Fixace i barveni mirné bunku deformuji, jejich charakteristicky tvar zustdva. Pro
meéfeni presné velikosti bunék se vyuziva nefixovany prepardt negativné obarveny (obarveni okoli
buiiky).

Barvené preparaty

Slouzi ke zjisténi typu bunééné stény, tvaru bunék a uspotradani jejich shluku, piitomnosti a ulozeni
endospor, pritomnosti pouzder a vnitinich bunéénych struktur (inkluzi) a zivotaschopnosti bunék.
Pro urceni morfologie bunky a charakteristickych shluku staéi jednoduché barveni bunééné stény
(napf. krystalovou violet{) bez rozlisovdn{ grampozitivnfho ¢i gramnegativntho typu. Vitdln{ test
ukazuje pomér zivych a mrtvych bunék v nefixovaném preparatu. Vitalni barveni je barvenim
mrtvych bunék, protoze mrtvé bunky pfijimaji barvivo nebo ho efluxnimi systémy nevylucuji
(napf. zredénou Lofflerovu mody). Struktury bunky se rozlisuji diferencia¢nim barvenim, a to jak
vnitin{ a vnéjsi morfologické ttvary (endospory, exospory, pouzdra, bunééné stény), tak chemické
slozky (barven{ volutinu, glykogenu, Sskrobu). Diagnostické barveni napomahd identifikaci bakterif
(napf. Gramovo, acidorezistentn{ barveni karbolfuchsinem, barven{ dle Giemsy). Pfi negativnim
barveni se buiiky nefixuji ani se nebarvi, obarveno je pouze jejich okoli (napf. tusi, nigrosinem).
Vyuziva se pro méfeni presné velikosti bunék nedeformovanych fixaci a barvenim.

Preparét se pred barvenim fixuje vzdy kromé negativniho barveni a vitalniho testu. K bar-
veni se pouzivaji zfedéné vodné roztoky organickych barviv, obvykle soli. Bazickd barviva maji
barevny kationt, kyseld potom aniont. Pfi barveni bakterii se vétsinou pouzivaji bazicka barviva
(napf. krystalova violetf, methylenovd modf, safranin, bazicky fuchsin, malachitové zelefl). Barveni
lze zvyraznit mofenim bunék (napft. fenolem, taninem), pfi kterém md mofidlo roli prostfednika
s vyssi afinitou k burice a zaroven k barvivu, nez je afinita buiiky k samotnému barvivu.

Gramovo barveni

Suje skupinu grampozitivnich (barvi se modrofialové) a gramnegativnich bunék (barvi se ¢erveno-
ruzové) a udavéd nekteré fyziologické a chemické vlastnosti bunky. Podstata rozdilného chovéni
pii Gramoveé barveni nebyla dosud uspokojivé objasnéna, s nejvétsi pravdépodobnosti se zde vSak
uplatinuji rozdily ve slozeni bunééné stény obou skupin bakterii. Jde o barveni fixovaného preparatu
krystalovou violeti a nasledné moreni bunék jédem v roztoku KI. Vznika komplex barvivo-jod-
bunééna sténa. Rozdil pfi barveni vznikd pfi promyvani prepardtu organickym rozpoustédlem
lysacharidovou vrstvu, komplex krystalové violeti s jédem se vymyje pies tenkou vrstvu peptidogly-
kanu a bunky se odbarvi, naopak grampozitivni bakterie si zbarveni ponechévaji. Pro zvyraznéni
rozdilu se gramnegativn{ bakterie dobarvuji jinym kontrastnim barvivem (napft. bazickym safrani-
nem, karbolfuchsinem) a barvi se do ¢ervena, ruzova. Grampozitivn{ bunky maji v bunééné sténé
navézanu krystalovou violet, kterd se alkoholem nevyplavila a zistavaji zbarveny do modra, mod-
rofialova. Chyby, které mohou nastat pii barveni, jsou: ptili§ silny natér bunék na sklicku; uvareni
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bunék pfi fixaci; prilis dlouhé odbarvovani bunék alkoholem.

Gramovo barveni je do jisté miry ovlivnéno fyziologickym stavem bunék, starim kultury
a slozenim kultiva¢niho média. Pro barveni se vyuzivaji buiiky staré 24 hodin. Bunky mohou ztra-
tit svoji grampozitivitu napt. mechanickym poskozenim, UV zafenim, ptusobenim kyselin, zasad ¢i
rozpoustédel. Mikroorganizmy, které se nékdy barvi pozitivné a nékdy negativné, oznacujeme jako
gramlabilni/gramvariabilni. Nékteré bakteridlni rody Gramovym barvenim nelze obarvit, jsou to
rody bez bunééné stény (mykoplazmata), spirdlovité bakterie a silné acidorezistentni rody (myko-
bakterie); napf. Borrelia burgdorferi, B. recurrentis, Bartonella henselae, Chlamydia trachomatis,
C. pneumoniae, Chlamydophila psittaci, Coxiella burnetii, Ehrlichia chaffeensis, Anaplasma pha-
gocytophilum, Legionella sp., Leptospira sp. , Mycobacterium bovis , M. tuberculosis, M. avium,
M. intracellulare, M. kansasii, M. leprae, M. marinum, A | Orientia tsutsugamushi, Treponema
pallidum.

Bunécéna sténa bakterii

dové membréany a vnitin{ relativné tenké peptidoglykanové (zhruba 5-10 % bunécné stény) vrstvy
obsahujici kyselinu muramovou. Spojeni mezi peptidoglykanem a vnéjsi membranou zajistuji lipo-
proteiny. Lipopolysacharidy jsou slozeny z lipidu A, jaderného (téz zékladniho, dfenového) polysa-
charidu a O-antigenu (téz O-Tetézec). Vnéjsi membréna slouz{ jako ochrannd bariéra pied vnéjsim
prostiedim, brani{ prostupu litek nebo postup alespon zpomaluje (zlu¢ové soli, antibiotika, jedy,
atd.).

V bunécéné sténé grampozitivntho typu (obr. 14A) chybi vnéjsi membréna a peptidogly-
kanova vrstva je pomérné tlustd. Néktefi zastupci mohou mit jako slozku bunééné stény kyse-
linu teichoovou, lipoteichoovou anebo neutralni polysacharidy, u nékolika zastupctu jsou ve sténé
ptitomny mykolové kyseliny.

Zv1astni skupinou jsou bakterie bez bunécné stény, tzv. mykoplazmata, které nejsou schopny
syntetizovat prekurzory peptidoglykanu. Bunky jsou obklopeny pouze cytoplazmatickou membrénou.

A

lipoteichoova kyselina teichoova kyselina

peptidoglykan lipopolysacharidy

najsi
membrana

periplazmaticky
prostor >
periplazmaticky
eptidoglykan
plazmaticka pepiony
membrana

plazmaticks
membrdna

Obr. 14: Bunéénd sténa grampozitivniho (A) a gramnegativniho (B) typu (Prescott a kol., 1996,
upraveno)

Seznam pristroji a mikroorganizmu

Pomicky a chemikalie
e Podlozni a kryci skla, ockovaci klicky, lupy

e Barviva pro Gramovo barveni (krystalova violet, Lugoliv roztok, safranin)



32 Makroskopické a mikroskopické pozorovani mikroorganizmu, Gramovo barveni

e Destilovana voda

Mikroorganizmy

o FEscherichia coli CCM 3954

e Pseudomonas putida,

e P. fluorescens CCM 2115T

o Serratia marcescens CCM 303
o Kocuria rosea CCM 839

o Micrococcus luteus CCM 169
o Bacillus cereus CCM 2010

o Bacillus subtilis CCM 2216

o Staphylococcus aureus SA 812

e Saccharomyces cerevisiae

Postup

e Ve cviceni kazdy pracuje samostatné.

e Preparaty popsat bud na sklicko & papirek prilepeny ke sklicku.

Kazdy hodnoti a barvi:

e Morfologii kolonii a rustu na agarech a v tekutém médiu
e Gramovo barveni — ¢istd a smésna kultura

e Mikroskopicky pozorovat vSechny kultury ve cvi¢eni a vyhodnotit tvar bunék, tvorbu shlukia
a typ bunécné stény

e Nativni preparat

Nativni preparat — asepticka prace pri nanaseni bunék na sklicko
e Dobie ocisténé podlozni sklicko vyjmout z alkoholu a protdhnout plamenem.
e Oznacit sklicko ¢islem vySetfované kultury.
e Doprostied sklicka nanést kapku sterilni destilované vody.

e Ozehnutou, vychladlou ockovaci klickou vnést do kapky malé mnozstvi kultury, rozmichat.
Kultury sta¢i nepatrné mnozstvi, aby preparat nebyl husty.

e Kapka se neroztira, prekryva se krycim sklickem tak, aby v preparatu nebyly vzduchové
bublinky (nepfiklddat svrchu na kapku, ale nejprve jednou hranou, nepfitlacovat).

e Piebytec¢nou kapalinu odsat filtra¢nim papirem.

e Bunky z tekutého média pozorovat piimo v médiu bez fedéni v kapce vody.
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Pro nativni prepardt zvolit objektiv s fazovym kontrastem (Ph).

Preparat pozorovat do 5 minut od ptipravy z divodu rychlého vysychéni.

Gramovo barveni

Dobre oc¢isténé podlozni sklicko vyjmout z alkoholu a protdhnout plamenem.
Oznagcit sklicko ¢islem vysetfované kultury.

Doprostied sklicka nanést kapku sterilni destilované vody.

Ozehnutou, vychladlou oc¢kovaci klickou vnést do kapky malé mnozstvi kultury.

Suspenzi z kultury rozetfit po sklicku, nechat dobfe zaschnout a fixovat plamenem (nékolikrat
sklicko protdhnout plamenem).

Prepardt ponofit do roztoku krystalové violeti (30 sekund), barvivo opldchnout vodou.
Preparét ponotit do Lugolova roztoku (30 sekund), barvivo opldchnout vodou.
Prepardt prevrstvit etanolem (nebo acetonem), maximdlné na 15-20 sekund.
Oplachnout slabym proudem vody.

Prepardt ponofit do safraninu na 1 minutu (takto se dobarvi pouze buiikky gramnegativni,
u kterych doslo k vyplaveni krystalové violeti; safraninem vSak dobarvujeme kazdy pre-
parat, i kdyz predpokladdme piitomnost grampozitivnich bunék — pfedem nevime, o jaky
typ bunééné stény se v prepardtu jednd).

Preparét osusit mezi dvéma filtraénimi papiry a pozorovat pii zvétseni 1000x (s imerznim
objektivem) v jasném poli (oznaceni objektivu BF).

Zhodnoceni cviceni

Podafilo se spravné obarvit a pozorovat kultury?

Pokud ne, proc¢?
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v/~

Na obr. 15, 16 a 17 si muzete prohlédnout kifzové roztéry a mikroskopické preparaty (Gra-
movo barven{) kultur pouzivanych ve cviceni.

Obr. 15: Cisté kultury bakterif na agaru a obarvené dle Grama. Escherichia coli (A), Pseudomonas
putida (B), Serratia marcescens (C), Saccharomyces cerevisiae (D), Bacillus cereus (E), Kocuria
rosea (F), Micrococcus luteus (G), Staphylococcus aureus SA 812 (H) (archiv autorek)

Obr. 16: SmiSené kultury bakterif. S. marcescens a B. subtilis (archiv autorek)
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Obr. 17: Smésné kultury obarvené dle Grama. S. marcescens a K. rosea (A), M. luteus a P. putida
(B) (archiv autorek)

Dalsi informace k této problematice najdete v nasledujici
literature

1. Miniatlas mikroorganizmi (23. 2. 2017)

2. Prescott L., M., Harley J. P., Klein D. A., Microbiology, WCB, Dubuque, 1996, ISBN 0-697-
29390-4.

3. Rosypal S., Obecnd bakteriologie, SPN Praha, 1981.
4. Silhdnkova L., Demnerova K., Ndvody pro laboratore z mikrobiologie, VSCHT, Praha, 1993.
5. Atlas mykologie, http://www.mycology.adelaide.edu.au/ (23.2.2017)

6. Centers for Disease Control and Prevention, http://www.cde.gov/az/a.html (23.2.2017)

Kontrolni otazky

1. Jaka barviva se pouzivaji pfi barveni dle Grama a co zde pusobi jako motidlo?
2. Co v8echno muzeme v preparatu (v buiice) barvit?

3. Které morfologické znaky se popisuji u kolonii mikroorganizmu?

4. Jsou vsechny bakterie barvitelné Gramem? Pokud ne, uvedte néjaké piiklady.
5. Na ¢em zavisi morfologie bakteridlni kolonie?

6. Jaké vlastnosti bakteridlnich kolonii se popisuji?

7. Pro¢ se provadi fixace preparatu?



36

Makroskopické a mikroskopické pozorovani mikroorganizmu, Gramovo barveni

10.
11.
12.
13.
14.

15.

. Uved'te alesponi 2 piiklady bakteridlniho rodu tvoiiciho kokovité buiiky a 2 piiklady bunék

ty¢inkovitych.

Jaka struktura buinky se barvi Gramovym barvenim a co z takto obarveného prepardtu
muzeme vycist?

Ktery objektiv poskytuje vétsi zvétseni — imerzni nebo suchy? K ¢emu imerze slouzi?
Jak se dle Grama barvi kvasinky; jaky maji typ bunétné stény?

Jak se dle Grama barvi Escherichia coli?

Co je to peptidoglykan?

Jaké jsou hlavni rozdily v pripravé a tucelu preparatu barveného podle Grama a nativniho
preparatu?

K ¢emu slouzi ruzné typy barveni bunék?



6 Bakteriofag

Cil cvicéeni

Stanovit titr fAgového lyzatu metodou dvouvrstvého agaru.

Uvodni slovo

Bakteriofdagy (téz fagy) jsou viry napadajici bakteridlni buiky. Velikost bakteriofdgu se pohybuje
od 20 do 200 nm, velikost genomu 2 az 200 kb, jsou mensi nez bakterie. Jejich pocet je v prostied{
asi desetkrdt vyssi nez pocet bakteridlnich bunék. Ze 20-50 % jsou piicinou jejich mortality, na-
pomahaji kolobéhu latek, zvysovani mnozstvi organickych latek v prostiedi. Geneticky se neshoduji
s ostatnimi viry (viry zivocichu a rostlin). Evoluce fdgi probihd soucasné s evoluci bakterii, jsou
kontinualné se vyvijejicim rezervoarem genu.

Nukleovd kyselina bakteriofdga (jedno nebo dvoufetézcovd, kruhovd nebo linedrni, DNA
nebo RNA) je uloZzena v proteinové kapsidé vétsinou tvaru ikosaedru, kterd je pomoci krcku
spojena s bi¢ikem umisténym v kontraktilni pochvé. Na bazalni ploténku bi¢iku jsou napojena
bi¢ikova vldkna pro pfichycen{ na povrchové receptory bakteridlntho hostitele (obr. 18).

limecek

biciku p stazitelny

vlakna

hexagonalni
bazélni
ploténka

Obr. 18: Struktura T4 bakteriofdga (Prescott a kol., 1996, upraveno)

Rozmezi bakterialniho hostitele muze byt u fdgu velice zké ¢i naopak Siroké. Neékteré
fagy jsou natolik specifické, Ze se mnozi jen v ur¢itych kmenech konkrétniho bakterialniho druhu.
Fégy se sirokym spektrem hostitele se nazyvaji fagy polyvalentni. Chimérni fig vznikd homologni
rekombinaci mezi dvéma fagy, mé vlastnosti od obou puvodnich fagu.

Podle prubéhu zivotniho cyklu se fagy déli na dvé skupiny:

Virulentni fagy s lytickym zivotnim cyklem (obr. 19A) zpusobuji lyzi hostitelského
kmene bakterie. Zivotni cyklus m4 tyto faze:

1. adsorpce virionu na povrch vnimavé buiiky (u grampozitivnich bakteri{ vétsinou na teichoové
kyseliny), penetrace nukleové kyseliny figa do cytoplazmy buriky,

2. replikace fagové DNA s vyuzitim RNA polymerazy hostitele, syntéza rané mRNA fdga a pro-
teint kontrolujicich syntézu dalsich vira, syntéza pozdnich bilkovin faga,

3. kompletace novych virovych ¢éstic (viriont),

4. uvolnéni virionu do vnéjstho prostfedi umoznéné syntézou endolyzinu a lyzi buiniky. Uvolnéné
viriony pak mohou infikovat dalsi citlivé buriky.
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Pokud lyticka infekce probihd v tekutém médiu s narostlymi bunkami hostitelského kmene,
dojde po urcité dobé k vycefeni a dostaneme tzv. fagovy lyzat (kultivacni prostiedi obsahujici ak-
tivn{ virové ¢dstice, zbytky membrén a vylity bunéény obsah). Pokud probihd lyze u hostitelského
kmene na agaru, vznikaji plaky, projasnénd mista.

Temperované fagy s lyzogennim cyklem (obr. 19B) se rekombinaci zaclenuji do ge-
nomu hostitele, jejich nukleovéd kyselina se replikuje a pfendsi na potomstvo spolu s genomem.
Takovy fag se nazyva profdg, muze se uvolnit a vyélenit z nukleové kyseliny bakteridlni bunky po
pusobeni nékterych vnéjsich faktoru (napt. UV zafeni, pusobeni mutagenu ¢i stresovych faktoru).
Pfi chybném vyclenénf{ (tj. pii posunut{ étectho rdmce) se muze spolu s genetickou informaci faga
vyélenit i ¢ast genomu hostitelské bakterie, kterd je soucdsti nové virové ¢astice a muze byt Sitena
dal. Tento proces se nazyva transdukce a napt. u druhu Staphylococcus aureus je nejéastéjsim
zpusobem horizontdlniho prenosu genu, ktery viru muze piindSet urcitym zpusobem vyhodné
geny. Stejné tak i bakteriim, nebot bakteriofagy napomahaji napiiklad v shiftech sérotypt bak-
terii (serotype-converting phages).

Hla:.riéky jsou Limeéek, bidik a bazilni desticka
plnény DNA (3) - = jsou piipojeny k hlavidce,

.':-\\ ; = =
C @ @ , . & N\ bigikova vldkna jsou piipojena
@ @ / /@(Ni @k | |/ iako posledni (3).
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Obr. 19: Zivotn{ cyklus figa (zdroj: Virtual Learning Environment — Viruses; upraveno)

Infekce bakterialni bunky fagem nemusi byt vzdy uspésna. Nékteré bakterie prekryvaji re-
ceptory pro navazani fagu napf. proteinem A, anebo pokud infekce a penetrace probéhne, bakterie
aktivuji restrikéné modifika¢ni systémy a endonukledzy rozstépi cizorodou nukleovou kyselinu. To
jsou hlavni problémy fagové terapie. Resenim je izolace fiagovych mutant, které jsou schopné
piekonat obranné mechanizmy hostitele a lyzovat puvodné necitlivé kmeny.

Fagové terapie je pouziti fagu k 1é6¢bé bakteridlnich infekei. Bakteriofdgy schopné lyze pa-
togennich bakteriich se dostaly do popfedi zdjmu po objevu bakteridlnich kmenu rezistentnich na
zdlozni antibiotika (napf. meticilin). Jedny z prvnich vyzkumu fdgové terapie probihaly od 60. let
v zemich byvalého Sovétského svazu; v Gruzii bylo do studii zahrnuto az 31 tisic détskych pacientu
trpicich prujmy. Zapadni Evropa a USA se k vyzkumu piipojily pozdéji.

Bakteriofagy byly v minulosti hojné uzivany k 1é¢bé a prevenci infekci. Zatimco diive byly
pro fagovou terapii vyuzivany preparaty obsahujici celé fagové ¢astice, v soucasnosti otevira nové
moznosti v boji proti obtizné lé¢itelnym infekcim izolace dobie charakterizovanych purifikovanych
fagovych komponent s antimikrobidlnimi vlastnostmi. Dnes je fagova terapie rozvijena zejména
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u infekei vyvolanych bakteridlnimi rody Staphylococcus, Streptococcus, Pseudomonas, Proteus,
Klebsiella, Shigella, Salmonella, Escherichia, Enterococcus a Listeria.

Vyhodou fagové terapie je vysokd specifita k cilovému kmeni hostitele, fagy nejsou ne-
bezpectné pro piirozenou mikrofléru pacienta. Specifita faga vsak vyzaduje velmi pfesnou diagnos-
tiku patogena a stanoveni jeho citlivosti k danému fagu. Vyhodné je pouzivat polyvalentni fagy
nebo jejich smési, které jsou schopné lyzovat vétsinu patogennich kmenu daného druhu, které se
podileji na vzniku infekce. Bakteriofagy jsou schopny pomnozit se v misté infekce, proto je mozné
podat pacientovi malou jednordzovou davku prepardatu. Naproti tomu antibiotika jsou metabo-
lizovana, eliminovédna z organizmu a nekoncentruji se v misté infekce, coz vyzaduje opakované
davky.

U fagovych preparatu nebyly, az na nékolik vyjimek, dosud pozorovény zavazné vedlejsi
acinky, ve srovnani s antibiotiky. Problém muze nastat pfi uvolnéni endotoxinu do organizmu
pacienta v dusledku lyze bakteridlnich bunék. Pfipadny vznik rezistence na urcitého faga je ¢asto
spjat se ztratou patogenity piislusného bakteridlntho kmene. Povrchové bunétné komponenty,
fagové receptory, byvaji spojené s bakteridlni virulenci a jejich mutace vede soucasné ke ztraté
obou uvedenych funkeci. Naproti tomu kmeny rezistentni na antibiotika si uchovéavaji vlastnosti
virulence. Vyvoj novych antibiotik je zdlouhavy a ndkladny. Vyhledani nového terapeutického
faga proti rezistentnimu bakterialnimu kmeni je rychlejsi a levnéjsi proces.

Fégova terapie se nevyuziva pouze v medicing, ale také pii oSetfovani potravin proti bak-
teridlnimu napadeni, ve fytoterapii, v péstitelstvi a rostlinné vyrobé proti bakteridlnimu one-
mocnéni rostlin.

Ke stanoveni poctu fagovych ¢astic se pouzivaji nepiimé metody zalozené na tvorbé plak.
Plaky jsou projasnéné zény na tuhém médiu souvisle porostlém hostitelskym bakteridlnim kme-
nem. Vznikaji v misté, kde se v okamziku ockovani nachdzela jedna aktivni fagova castice, kterd
dala po infekci vznik dalsim virionum, ty napadly okolni citlivé bunky. V nékolika po sobé
nasledujicich lytickych cyklech dochazi k lyzi velkého poctu sousednich hostitelskych bunék a vznika
plaka. Zakladnim predpokladem metody je, ze pocet hostitelskych bunék musi byt vyssi nez pocet
fagovych castic.

Seznam pristroji a mikroorganizmu

Pomicky a chemikalie
e masopeptonovy bujén (MPB)
e masopeptonovy agar (MPA) -2 % a 0,7 %
e sterilni tris HCI pufr (pH 7,2)
e sterilni 0,22 % CaCly

e sterilni Petriho misky, pipety, zkumavky, vodni lazen, termostat

Mikroorganizmy

o Staphylococcus aureus SA 812, stafylofag 812
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Bakteriofag

Postup

Priprava fagového lyzatu

2 ml narostlého 24 hodinového inokula S. aureus SA 812 naockovat do 100 ml cerstvého
MPB v provzdusnovaci lahvi a za intenzivniho provzdusinovani pokracovat v kultivaci dalsi
4 hodiny pii teploté 30 °C.

Po 4 hodinéch asepticky pridat 10 ml sterilntho 0,22% CaCly a 5 ml zdsobniho lyzdtu faga
812 a pokracovat v kultivaci.

Po 60 minutach pfemistit provzdusiovaci ldhev do temna a laboratorni teploty.
Za 12-24 hodin se médium vycefi, pfesto v ném zustava urcity pocet necitlivych bunék.

Lyzét sterilizovat piidavkem chloroformu (5-10 kapek na 10 ml lyzdtu), nechat ptsobit 1-2
hodiny, lyzat stdhnout sterilni pipetou a pfenést do sterilni banky.

V takto pfipraveném lyzdtu se pii teploté 4 °C vyznamné neméni pocet aktivnich fagovych
¢astic po dobu 1-2 meésicu.

Priiprava hostitelskych bunék

Ze zésobni kultury S. aureus SA 812 naockovat 20 ml sterilntho MPB (ve 100ml barice)
a kultivovat 24 hodin pfi teploté 30 °C.

Stanoveni poctu virioni:

Lyzat faga 812 ztedit ve sterilnim tris HCI pufru, vzdy sterilné pfenédset 0,1 ml lyzatu nebo
pfedchoziho fedéni do 0,9 ml pufru, na kazdé fedéni pouzit novou sterilni §picku, dobie
promichévat!

Pripravit sterilni zkumavky, které budou obsahovat 3 ml 0,7% MPA, rozvaieného a vytem-
perovaného na 45 °C.

K 20 ml hostitelskych bunék sterilné pfidat 2 ml 0,22% CaCl, a pipetovat 0,3 ml inokula do
kazdé zkumavky.

Na bakteriologické plotny s 2% MPA pipetovat 0,1 ml piislusnych fedéni figa, ihned po
pipetovani misku zalit obsahem jedné zkumavky, krouzivym pohybem agar promichat s pi-
petovanou kapkou a ve vodorovné poloze nechat utuhnout.

Misky umistit dnem vzhuru do termostatu a kultivovat pii 30 *C 12—24 hodin.

Zhodnoceni cviceni

Spocitat pocet plak na miskach (obr. 20) s nejvhodnéjsim fedénim (na misce okolo 20-200
plak). K miskdm, na kterych je méné nez 10 plak pfi hodnoceni nepiihlizet. Vysledek je
v jednotkdch PFU/ml (plaques forming units, pocet fagovych ¢éstic schopnych vytvaiet
plaky v 1 ml, nikoliv absolutn{ pocet virionu).
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Obr. 20: Plaky vzniklé vysetim fady fedéni (fedénf 1073 az 10~10) fagového lyzatu (archiv autorek)

U fedéni 1072 doslo k lyzi veskerych bunék, naopak u fedéni 10710 k lyzi bunék nedoslo.

vevs

Piiklad vypoétu: Na 3 miskdch (0,1 ml vzorku fedéni 1075 /miska) se vytvoiilo 122, 132,
139 plak, aritmeticky prumér je 131 plak.

Titr lyzétu je = 131-10° = 1,31- 107 v 0,1 ml, tedy 1,31 - 108 PFU/ml

Dalsi informace k této problematice najdete v nasledujici
literature

e Eyer L., Pantucek, R., Ruzickova V., Doskar J., Nové perspektivy fagové terapie, ptehledovy
¢lanek v Klinickd mikrobiologie a infekéni lékarstut, 2007.
e Skripta Praktikum z mikrobiologie

e Otradovcova L., Izolace a charakterizace mutant polyvalentniho stafylokokového bakte-
riofdga d¢innych proti methicilin-rezistentnim kmentum Staphylococcus aureus, Diplomové
prace, MU, Brno, 2012.

-~ Kontrolni otazky

1. Cim se lisf bakteriofidgy od virt rostlin a zivocichu?

2. Jaky je vyznam virt pro pienos genetické informace v prostiedi?
3. Cfm jsou viry prospésné pii terapii onemocnéni?

4. Co je nutné mit pro kultivaci bakteriofaga?

5. K éemu slouzi CaCly?
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Cil cviceni

Oveérit spravny prubéh transdukce prenesenim rezistence k antibiotiku z donorovych na recipientni
bakterialni buiky.

Uvodni slovo

Transdukce je prenos genetického materidlu prostiednictvim viru z buinky donorové do buinky
recipientni. Pomoc{ bakteridlnich virt (téz bakteriofdgu ¢i fdgu) lze prenést jakykoli fragment
chromozomu z donorové bakterialni bunky do buiiky recipientni, jedna se o horizontdlni vyménu
genetické informace. Preneseny fragment pak rekombinuje s homologickym tsekem recipientni
buiiky, integruje se do jejiho genomu, coz se projevi v jejim fenotypu. Mechanizmus pienosu
neni zcela objasnén, ale pravdépodobné jde o chybu pii sbalovani DNA do fagové hlavy béhem
sestavovani fagovych ¢astic v infikované bunce. Misto replikované fagové DNA je do fagové hlavy
zabalena DNA donorové buriky, ¢dst chromozomu nebo plazmid, ktery muze byt pfenesen figem
do recipientni burnky.

V literatufe je v soucasnosti popsano vice nez 250 stafylokokovych bakteriofagti. Schopnost
transdukce maji pouze nékteré z nich, a to fagy ndlezici do sérologické skupiny B a piibuzné
skupiny F. Za prototyp transdukujiciho faga je povazovan fag ¢11 sérologické skupiny B, ktery je
schopen zabalit do své hlavy chromozomalni nebo plazmidovou DNA aZz do velikosti svého genomu,
t.j. 45 kb. Indukovat faga lze UV zafenim nebo mitomycinem C z chromozomu kmene NCTC 8325,
kde je integrovan ve formé profaga. Dalsimi bakteriofagy s vysokou efektivitou transdukce jsou
napt. fagy 52A, 53 a 80.

V soucasnosti je u Staphylococcus aureus metoda transdukce vyuzivana k cilenému vnéseni
mobilnich genetickych elementi do kmenu a k piipravé pozménénych variant kmenu, ke studiu
horizontélniho pfenosu genu a k identifikaci pFendsenych genu.

Seznam pristroji a mikroorganizmu

Pomicky a chemikalie
e MPA, MPB
e roztok CaCly, citrat sodny
e tetracyklin

e centrifuga

Mikroorganizmy

e Donorovy kmen Staphylococcus aureus Jevons B (obsahuje 2 plazmidy, rezistence na kad-
mium a tetracyklin)

e Recipientni kmen Staphylococcus aureus RN4220

e Transdukujici fig JB CCM 7872
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Postup

Priiprava transdukujiciho fagového lyzatu

Ockovat donorovy kmen (20 pl zamrazené kultury do 20 ml MPB) a inkubovat pti 37 °C po
dobu 18 hodin.

Prenést 2 ml 18hodinové kultury do 50 ml ¢erstvého MPB v provzdusinovaci ldhvi a inkubovat
pii 37 °C po dobu 2 hodin za intenzivniho provzdusnovani.

Pridat 6 ml lyzatu faga, roztok CaCly do vysledné koncentrace 2 mM a inkubovat za stejnych
podminek jako pii 37 °C po dobu 2 hodin za intenzivniho provzdusiovéani (zdsobni roztok
CaCl; o koncentraci 0,02 M, pro dosazeni vysledné koncentrace pfidat 1/10 objemu).

Uskladnit lyzat ptes noc v lednici (dokonéeni lyze, v piipadé tiplné lyze bakterialni kultury
bezprostifedné po ukonéeni inkubace lze tento krok vynechat).

Odstranit zbytky bunék donorového kmene centrifugaci (5000 rpm / 30 minut) a filtrovat
pres 0,45 pnm bakteriologicky filtr.

Stanovit titr fagovych ¢dstic v lyzdtu metodou dvouvrstvého agaru (pro vypocet frekvence
transdukce).

Transdukce plazmidua

Ockovat recipientn{ kmen (20 pl zamrazené kultury do 20 ml MPB) a inkubovat pii 37 °C
po dobu 18 hodin.

Stanovit titr recipientniho kmene (pro vypocet frekvence transdukce).

Pfidat roztok CaCly ke kultufe recipientniho kmene do vysledné koncentrace 2 mM (zdsobni
roztok CaCls o koncentraci 0,02 M, pro dosazeni vysledné koncentrace pfidat 1/10 objemu).

Smichat 1 ml kultury recipienta s 1 ml transdukujiciho fadgového lyzatu tak, Zze hodnota
multiplicity infekce (pomér poctu fagovych ¢dstic k poétu bunék) bude max. 1.

Inkubovat transdukéni smési pii 37 °C po dobu 25 minut za stalého tiepani.

Pridat roztok citrdtu sodného k transdukéni smési do vysledné koncentrace 15 mM, cent-
rifugovat (3000 rpm / 10 minut / 4-8 °C) a resuspendovat pelet v roztoku 17 mM citratu
sodného. Objem pro resuspendaci zavisi na po¢tu misek, na které se bude transdukéni smés
vysévat a na mnozstvi smési vyseté na jednu misku, idedlné 100-300 pnl (roztok citratu
sodného se zasobni koncentraci 0,03 M - k transdukéni smési se pfida v poméru 1:1; roztok
se zasobni koncentraci 0,017 M - pro resuspendaci peletu).

Vyset transdukéni smés na misky s MPA obohacenym o citrat sodny (20 mM) a tetracyklin,
5 ng/ml (roztok citrdtu sodného se zdsobni koncentraci 1 M - do 100 ml rozvafeného sterilniho
média pridat 2 ml. Tetracyklin v zdsobni koncentraci 5 mg/ml - do rozvafeného sterilniho
média pridat 1/1000 objemu).

Inkubovat misky pii 37 °C po dobu 24 hodin.

Zjistit pocet kolonii transduktant na miskach. Vypocet frekvence transdukce je podil poctu
transduktant (CFU/ml — colony-forming units/1 ml) k poctu fagovych ¢astic v transdu-
kujicim lyzatu (PFU/ml — plaque-forming units/1 ml).
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Zhodnoceni cviceni

e Doslo k prenosu plazmidu?

e Jak jsme pienos ovérili?

Dalsi informace k této problematice najdete v nasledujici
literature

* Rosypal S., Doskar J., Pantucek R., Kailerovd J., Relichova J., Ruzickova V., Smarda J. ml.,
Smarda J., Stépan J., Terminologie molekuldrni biologie, MU Brno, 2001.

e Varga M., Charakterizace systému nespecifické transdukce plazmidu u Staphylococcus au-
reus. Dizertacni prace, MU Brno, 2013.

e Varga M., Transdukce plazmidi zprostiedkovana profigy kment Staphylococcus aureus. Di-
plomova prace, MU Brno, 2009.

Kontrolni otazky

1. Co ovéiime pomoci kontrol?

(a) Miska s antibiotiky + donorovy kmen
(b) Miska s antibiotiky + recipientni kmen pied transdukei

(c¢) Miska bez antibiotik + recipientni kmen pfed transdukei
2. Na jaké z kontrolnich misek buiikky nartst maji/nemaji?
3. Co je transdukce?

4. Pouzivaji se pro transdukci fagy s lytickym nebo lyzogennim cyklem? Proc¢?
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bakterii plotnovou metodou

Cil cvicéeni

Ziskéani fady fedéni kultury mikroorganizmu. Stanovit pocet Zivotaschopnych bunék.

Uvodni slovo

Pro stanoveni poctu bunék ve vzorku se vyuzivaji pfimé a nepiimé metody.

Mezi piimé metody patii stanoveni po¢tu bunék pomoci mikroskopu, poéitani samotnych
bunék v preparatu ze vzorku, bez kultivace. Vyhodou je rychlost a stanoveni poc¢tu jak zivych tak
mrtvych bunék ¢i jejich pomér, napf. porovnanim poméru neobarvenych zivych bunék s poctem
mrtvych, které se obarvuji.

Mezi nepiimé metody patii metody kultivaéni. Kultivaci ¢asti vzorku zjistime pocet
zivotaschopnych bunék, které vytvoii kolonie. Pii nékterych fyziologickych a genetickych experi-
mentech je nutné znat pocet bunék ve vzorku. Pocet bunék slouzi jako standard pro porovnavani
vysledku. Jednotkou vypoétu plotnové metody je pocet zivotaschopnych (na plotndch rostoucich)
bunék v 1 ml média/vzorku, tzv. colony forming units - CFU/ml.

Plotnova metoda (kultivaéni nepiimé metoda) spoéivd ve stanoveni po¢tu narostlych kolonif
za predpokladu, ze kazda bunka vytvoii jednu izolovanou kolonii. Plotnovou metodu lze provést
dvéma zpusoby, smichdnim vzorku s tekutym temperovanym agarem nebo pipetovanim vzorku na
misku s agarem a rozetfeni L-klickou (obr. 21).

J. Kopeckd, G. Rotkova

Obr. 21: Oc¢kovan{ suspenze bunék na misku - rozetten{ bakteriologickou L-klickou (archiv autorek)

Nefelometrické stanoveni vyuziva intenzity svétla odrazeného od bunék, stanoveni optické
denzity suspenze bunék. Vyhodou této metody je stanoveni kalibra¢ni kiivky, pocet bunék lze
odecist z linedrni ¢asti kiivky. Pii fedéni vzorku a pipetovani bunék do fediciho roztoku je tieba
dat pozor na rozbiti bunék osmotickym Sokem. Podle hustoty vychozi suspenze se uréi pocet
zkumavek fedici fady. Pokud se ocekdva 0-10% CFU/ml, suspenze se jevi bez opalescence; pii
poctu 10° CFU/ml suspenze lehce opaleskuje; mnozstvi 107 az 10° CFU /ml vytvaii mléény zdkal
dle velikosti a tvaru bunék.

V protokolech byvd uvedeno, s jakym poctem bunék (CFU/ml) se pracovalo pifpadné
s jakym zdkalem (%). Zdkal je méné presnd hodnota, kterd slouzi pro rychlou orientaci. Ve spek-
trofotometru lze méfit zakal média ¢i fediciho roztoku, ktery obsahuje i mrtvé bunky. Pokud se pii
stejné metodé opakované pracuje za stejnych podminek se stejné starou kulturou, tedy i stejnym
zékalem, 1ze pfedpokladat pfiblizné stejny pocet zivych a mrtvych bunék. V rdmci daného expe-



46 Nepiimé stanoveni poctu zivotaschopnych bakterii plotnovou metodou

rimentu je pii opakovani metody hodnota extinkce viceméné konstantni.

Pro stanoveni po¢tu bunék v ruznych prostiedich je k dispozici fada metod, pro dany ucel
se voli metoda nejlépe vyhovujici. Stanoveni poc¢tu mikroorganizmu se provadi v daném objemu
a prepocitdva se obvykle na 1 ml puvodniho vzorku. Témito vysledky jsou pak korigovény ziskané
vysledky experimentu.

Pomoci CFU/ml lze sledovat pfirastek bunék v ¢ase. Pokud jsou béhem kultivace v te-
kutém médiu odebirdny dobie promichané vzorky, porovnanim poctu bunék v ¢ase lze ziskat obraz
o fyziologickém stavu kultury, o jejim prospivani ¢i odumirdni (G¢inky fyzikdlnich ¢i chemickych
zésaht do rostouci kultury, podpurné ¢ inhibujici 1atky v potravinaistvi, v mikrobidlnich techno-
logiich atd.).

Grafickym vynesenim hodnot CFU/ml odebiranych ze vzorku v tekutém médiu (bez dod4-
vani zivin) po stejnych ¢asovych intervalech lze sestavit rastovou kiivku mikroorganizmu v daném
prostiedi. Diky stanoveni poc¢tu bunék lze hodnotit podily jednotlivych skupin bakterii
smiSené kultury v jejich celkovém zastoupeni. Lze porovnavat makroskopické znaky kultivovanych
zéstupcu a pracovat na médiich zdkladnich i selektivnich, ptipadné selektivné diagnostickych.

V praxi lze vyuzit tzv. automatické poéitace kolonif (obr. 22A) nebo stérovou a vyplachovou
metodu pomoci analyzdtoru (obr. 22B). Pfistroj Lumitester PD (obr. 22B) dokédze rychle urcit
celkovy stupen kontaminace ovsem bez rozliseni druhtt a rodu mikroorganizmu (méfeni luminis-
cence). Tento piistroj se vyuzivd napf. v potravindiskych provozech.

A

Obr. 22: Piistroje pro automatické pocitdni kolonif (A) a celkovy stuperl kontaminace (B).
Zdroj: www.marconi.sk (A; upraveno), Qualifood.cz (B; upraveno)

Seznam pristroji a mikroorganizmu

Pomicky a chemikalie
e Sterilni bakteriologické plotny s MPA
e Sterilni zkumavky, pipety, L-klicky

e Sterilni fosfatovy pufr nebo fyziologicky roztok

Mikroorganizmy

e Micrococcus luteus CCM 169
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Postup

Redéni kultury

e Do sady sterilnich zkumavek pipetovat po 0,9 ml sterilniho fyziologického roztoku.

e 7 dobte promichaného vzorku s kulturou odebrat 0,1 ml suspenze a pfenést do prvni zku-
mavky.

e Promichat ¢istou $pickou obsah prvni zkumavky (celkovy objem 1 ml), odebrat 0,1 ml
a prenést do dalsi zkumavky.

e Promichat obsah druhé zkumavky a 0,1 ml pfenést do tieti zkumavky. Takto pokracovat az
na konec fedici fady (Obr. 23).

Ockovani
e Popsat Petriho misky s MPA na vicko (kolonie se budou pocitat teckovénim dna misky
popisovacem).

e Ze zkumavek s fedénim 10~* az 10~% pipetovat 0,1 ml suspenze do misky. Pro kazdé redéni
pouzivat minimélné dvé misky, 1épe tii, pro vytvoreni prumeéru z fedéni.

e Pipetovany objem rozetfit sterilni L-klickou krouzivym pohybem po celém agaru, dnem
misky otacet proti pohybu roztirani, netlacit na L-klicku. Pfi pipetovani a roztirani otevirat
misky co nejméné. Vzorek rozetiit rovnomérné, aby kolonie narostly izolované.

e Misky kultivovat dnem vzhtru 2-3 dny pii 30 °C.

Kontrola sterility rediciho roztoku

e Ze zésobniho fyziologického roztoku odebrat 0,1 ml, pipetovat na misku a rozetiit sterilni
¢istou L-klickou. Kultivovat dnem vzhtru 2-3 dny pii 30 °C.

0,1ml 0,1ml 0,1ml r()lr%iqu,lml\fﬂzl_ml\

-6/
|

U 6 x 0,9 ml fosfatového pufru
A\ A\ A\ e
0,1 ml @
b

fosfatovy pufr © G. Rotkova

Kontrola:

Obr. 23: Schéma postupu plotnové metody (archiv autorek)
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Hodnoceni

K hodnoceni vybrat dvojici (trojici) misek vhodného Fedéni (obr. 24, misky se zhruba 20-200
koloniemi) a spocitat pocet kolonii. Kolonie pocitat ze dna misky a oznacit popisovacem na sklo
tetkou. Ze ziskanych hodnot vypodcitat prumér, &islo vynédsobit kladnou hodnotou fedéni a hodno-
tou 10 (na misku se nanéselo 0,1 ml, vysledek je pfepocitany na 1 ml). Ziskany idaj je hodnota
CFU/ml (colony forming units, pocet bakterif schopnych vytvorit kolonii/ml).

CFU/ml = prumérny pocet koloni{ - hodnota fedéni (kladny exponent) - 10
Spravny formét vysledku je napi. 2,4 - 10* CFU/ml, nikoli 24 - 10> CFU/ml.

Obr. 24: Plotnova metoda. Vhodné fedén{ pro pocitani kolonif je v tomto piipadé fedéni 10~ (C),
fedénf 107* (A) a 1075 (B) obsahuje piili§ vysoky pocet kolonif (archiv autorek)
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Zhodnoceni cviceni

Které fedéni pti odecitani vysledku (poctu kolonif) bylo nejvhodnéjsi?

Jaky byl pocet (CFU/ml) bunék v puvodnim vzorku? Probihala préce asepticky? Pokud ne,
proc?

Byl zaznamenan velky rozdil v po¢tu kolonii mezi miskami jednoho fedéni (nespravné pro-
michany vzorek)?

Doslo k narustu bakterii na kontrolnich miskach s rozetfenym pufrem?
Mohla kontaminace ovlivnit celkovy poc¢et CFU/ml, pro¢ (morfotyp kolonif)?

Byl vzorek dobie pocitatelny (Spatné rozetieny vzorek)?

Dalsi informace k této problematice najdete v nasledujici
literature

e Klaban V., Ilustrovany mikrobiologicky slovnik, Galén, Praha, 2005, ISBN 80-7262-341-9.

il

© »® N o oo

10.
11.
12.

13.
14.
15.

*  Kontrolni otazky

. Jaky je vypocet CFU/ml u plotnové metody, co znamenaji jednotlivé ¢leny vzorce?

Plotnovou metodu jsme provadéli na neselektivnim médiu a pracovali jsme s ¢istou kulturou.
Kdy se vyuziva plotnova metoda na selektivnich médiich?

Pokud bychom pii plotnové metodé misto kultury mikrokoka pouzili napf. rybni¢ni vodu.
Stanovime CFU/ml, jak a pro¢ se bude lisit morfologie narostlych kolonii od narustu fedéné
kultury mikrokoka? Budou kolonie rybniéni vody také jediného morfologického typu?

Podle ¢eho zvazujeme mnozstvi zkumavek s pufrem (délku fedici fady) plotnové metody,
kdy staci vyuzit jednu ¢i dvé zkumavky a kdy je potfeba mnohem vyssitho poctu?

Jaka jednotka se pouziva pro vypocet narustu pii pouziti plotnové metody?
Proc¢ a jak se pii plotnové metodé provadi kontrola fediciho roztoku?

Co znamend zkratka CFU/ml a co vyjadiuje?

Proc se pti plotnové metodé neockuje bakteriologickou klickou?

Vypoététe CFU/ml, pokud byl stanoven pocet kolonif 210 a 190 v fedéni 10~¢. Do 0,9 ml
pufru v prvni zkumavce se pipetovalo 0,1 ml kultury.

Popiste podstatu plotnové metody.
Jaky je rozdil mezi pfimym a nepfimym stanovenim poc¢tu bunék?

Pro¢ je nutno promichat zasobni vzorek a dale dobie promichavat obsah zkumavek fedici
rady?

Jak pozname kontaminaci fediciho roztoku?
Pro¢ se na misku pfi plotnové metodé neroztird napt. 1 ml vzorku?

Podle ¢éeho odvodite vhodny typ kultiva¢niho média pro plotnovou metodu?
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Cil cviceni

Stanovit procento prezivajicich bunék v zdvislosti na dobé inkubace pfi zvySené teploté.

Uvodni slovo

Pro stanoveni poc¢tu bunék ve vzorku se vyuzivaji piimé a nepiimé metody. Mezi nepiimé me-
tody patii metody kultivacni. Mezi pfimé metody patii stanoveni poc¢tu bunék pomoci mik-
roskopu, poc¢itani samotnych bunék v preparatu ze vzorku, bez kultivace. Vyhodou je rychlost
a stanoveni poctu jak zivych tak mrtvych bunék ¢i jejich pomeér.

Pro pocitdani bunék v preparatu je tfeba mit suspenzi s vhodnou hustotou bunék. Pro
odliSeni zivych a mrtvych bunék se vyuzivaji barvené preparaty. Buiiky se mohou spocitat i pomoci
fixovaného barveného prepardtu ¢i preparat nebarveného, zivé a mrtvé bunky se ale neodlisi.
Pro pifmé stanoveni se pouzivaji poéitaci komurky, napi. Thomova, Biirkerova (obr. 25), coz je
sklenénd desticka s pocitaci miizkou ruzné velikosti. Prostor mezi podloznim a krycim sklickem
je na komurce vzdy vyznaen. Pracuje se s uréitym objemem vzorku, ze znamého objemu se
dopocitava objem vzorku pro 1 ml. Po nakdpnuti promichaného vzorku na mitizku se bunky usadi
na dné a mikroskopicky lze stanovit pocet bunék na danych ploskach sité.

Obr. 25: Biirkerova pocitaci komiurka (archiv A. Vdvrové)

Vitalni test (barveni nativnfho prepardtu) slouz ke zjistén{ okamzitého stavu popu-
lace sledovanych bunék. Je zaloZen na propustnosti membrany mrtvych bunék. Cytoplazmaticka
membréna mrtvych bunék neni semipermeabilni, barvivo se dostdva dovniti. Zivé buiiky se nao-
pak pruniku barviva ,brani“ svymi kanalky v membrané; barvivo nepropusti nebo ho odbouraji.
K barveni mrtvych bunék v prostiedi bunék zivych se vyuziva netoxickych barviv, napt. roztok
metylenové modfi zfedény a pufrovany fosfatem s pH 4,6. Pomoci vitalniho testu lze sledovat napf.
pusobeni zvysené teploty na prezivdni bunék v ¢ase. Vyhodou testu je rychlost, nizka spotieba
materialu oproti plotnové metodé a moznost rozliSen{ poméru zivych a mrtvych bunék. Nevyhodou
je, ze sledované bunky nelze déle kultivovat.

Vitdlni test se vyuziva v praxi pii kontrole zivotaschopnosti mikroorganizmi béhem tech-
nologickych procesii. Sleduje se jejich odpovéd (zména poctu & poméru) na pifdavek ¢i tibytek
ruznych latek ¢i na probihajici fyzikalni proces. Z vysledku testu vitality lze okamzité rozhodovat
o zasazeni do technologického procesu béhem kultivace bunék.
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Seznam pristroji a mikroorganizmu

Pomiicky a chemikalie

Erlenmeyerova barika, zkumavky, pipety, kapatko
Steriln{ destilovana voda

Vodni lazen, teplomér, mikroskop

Biirkerova komtrka

Metylenova modf

Mikroorganizmy

Kvasinky Saccharomyces cerevisiae, pekaiské drozdi

Postup

Pripravit suspenzi kvasinkovych bunék z pekaiského drozdi ¢i z narustu sbirkové kultury ve
sterilni destilované vodé v baice.

Pipetovat po 1 ml suspenze do 4 zkumavek.

Prvni zkumavku zpracovat jako kontrolni vzorek pro zjisténi poc¢tu zivych bunék pii pokojové
teploté pii zacatku pokusu (0 minut).

Stanovit pocet zivych a mrtvych bunék. Do prohlubné Biirkerovy komurky nanést kapku
suspenze a zakryt krycim sklem. K okraji kryciho sklicka pfikapnout metylenovou mod#, na
opacné strané ji odsat filtra¢nim papirem, az je cely preparat zbarven modfe.

Po usazeni bunék (1-2 minuty) pozorovat a spocitat zivé (neobarvené) a mrtvé (modré)
bunky pii zvétseni 400 x.

Pro kazdy ¢as spocitat buiiky v min. 10 ¢tvercich. Do sou¢tu zahrnout i buiky lezici na
2 hrandch policka (bud pravd a horni nebo levd a spodni hrana, obr. 26)
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Obr. 26: Poéitani bunék pii vitdlnim testu. Cervené jsou znazornény buiiky, které se zapocitavaji
do celkového poctu bunék v policku (archiv autorek)
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e Zbylé zkumavky umistit do vodni l4zné o teploté 61 °C. Stanovit pocet zivych a mrtvych
bunék po 7, 14 a 21 minutdch (obr. 27) postupem popsanym vyse.

e Dle vzorce vypocitat celkovy pocet bunék (mrtvé + zivé).

soucet zivych a mrtvych bunék

250 x 1000
10 x pocet policek % %

celkovy pocet bunék/ml =

e V MS Excel sestrojit graf zavislosti prezivajicich bunék na délce vystaveni zvysené teploté
(osa x, % prezivajicich bunék; osa y, ¢as).
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Obr. 27: Obarvené buiiky pii vitdlnim testu v ¢ase 0 (A), 7 (B), 14 (C) a 21 minut (D) (archiv
autorek)

Zhodnoceni cviceni

e Dochézelo k plynulému dbytku bunék?
e Byly dobfe rozeznatelné mrtvé a zivé bunky?

e V jakém case se projevil znatelny ibytek bunék?
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Dalsi informace k této problematice najdete v nasledujici
literature

e Klaban V., llustrovany mikrobiologicky slovnik, Galén, Praha, 2005, ISBN 80-7262-341-9.
. rd ’
«, Kontrolni otazky
1. Jaky je princip vitalniho testu?

2. Jak lze zjistit aktualni stav populace s ohledem na pomér zivych a mrtvych bunék?



10 AP-test (test acidifikaéni schopnosti)

Cil cviceni

Stanoveni fyziologického stavu kvasinek pomoci AP-testu.

Uvodni slovo

Jednim z faktoru ovliviiujicich zdsadnim zpusobem kvalitu koneéného produktu pii vyrobé piva
je fyziologicky stav a metabolickd kompetence ndsadnich kvasinek. Viabilita (tj. zivotaschopnost,
kterou lze vyjddfit jako pomér poétu zivych bunék k jejich celkovému poétu v kultute) a vitalita
(fermentacni a obecné metabolickd schopnost bunék) kvasinek hraji pfi vyrobé piva dilezitou
dlohu. Vitalita se snizuje u bunék starnoucich ¢i starych nebo bunék vystavenych stresu. Nové
druhy stresu mohou vznikat napf. pfi zavddéni modernich technologii (vysoky hydrostaticky tlak
v cylindrokénickych tancich) nebo novych surovin.

Na stanoveni viability a vitality kvasinek byla vyvinuta fada metod, které lze rozdélit
na metody zalozené na vitalnim barveni, stanoveni reprodukéni schopnosti bunék, métreni obsahu
dulezitych latek, stanoveni aktivity dulezitych enzym, stanoveni metabolické rychlosti bunék, sta-
noveni energetického stavu bunék. Tyto metody maji své vyhody i omezeni a optimalni stanoveni
,kondice“ bunék nasadnich kvasinek jak béhem propagace, tak béhem fermentace a skladovani,
a predevsim predpovéd jejich chovani béhem nésledujicich fermentaci zahrnuje souéasné pouziti
nékolika technik. To vyzaduje pestré a casto pomérné nakladné ptistrojové vybavendi.

AP-test se pouzivd ke stanoveni metabolické kompetence pivovarskych kvasinek opako-
vané nasazovanych v provozu, je zaloZen na znalosti fady membrénovych pochodu probihajicich
v kvasinkach metabolizujicich endogenni i exogenni substraty. Hlavni pochod podilejici se na aci-
difikaéni schopnosti kvasinek, tj. ¢innost HT-ATP4zy, zdvisi nejen na stavu bunék (¢erstvé buiky,
buiiky po skladovéni, prani atd.), ale velmi silné i na rustové fizi. Behem diauxického piechodu
a tésné po ném se aktivita HT-ATPazy u S. cerevisiae prudce snizuje a zistdva nizka béhem
post-diauxické a staciondrni faze. To souvisi s pfechodem bunék na energeticky tsporny rezim,
pii némz je minimalizovan provoz energeticky ndroénych pochodu zahrnujicich vysokou spotiebu
ATP.

Principem AP-testu je méfeni zmény pH prostiedi vyvolané kvasinkami. P#i testu se 10
minut méi{ zména pH extracelularniho prostiedi, poté se k suspenzi pridd glukéza a méfi se
dalsich 10 minut. Po ptidani cukru pH kvasni¢né suspenze vyrazné klesne. Pokles pH je zpusoben
vznikem elektrochemického gradientu protonu pfes plazmatickou membranu pii absorpci Zivin.
Gradient pH vytvaii membranovd ATPaza. Kromé ATPéazy se na acidifika¢ni schopnosti podili
i vyluéovani metabolickych produkti, prevazné slabych kyselin do prostiedi. Pii nedostatku meta-
bolizovatelného cukru kvasinka pro udrzeni poméru extraceluldrniho a intraceluldrniho pH vyuziva
energii zasobnich polysacharidi, glykogenu a trehaldzy. Za pfitomnosti cukru v prostiedi vyuziva
kvasinka k udrzeni homeostiaze jak endogenni, tak exogenni metabolizmus.

Zména pH v prvnich 10 minutdch po priddni kvasinek do vody (v nepfftomnosti vnéjsiho
zdroje glukdzy) se nazyvéd spontdnni acidifikaéni schopnost, kterd vyjadiuje rustovou schopnost
kvasinek a souvisi s obsahem zasobnich polysacharidu v bunce.

Za 10 minut od pfiddni cukru do roztoku se méii dalsi pokles pH. Glukézou indukovana
acidifika¢ni schopnost znaci aktivitu kvasinek pii kvaseni a rychlost glykolyzy. Zakladem repro-
dukovatelnosti vysledku je pfesné méieni pH a velmi dobra kalibrace pH metru. Pii dodrzeni
nastaveni pH metru neovlivni vysledky ani kolisdni v navdzce kvasnic o + 11 %. Proto neni nutné
dodatecné stanoveni susiny.
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Seznam pristroji a mikroorganizmu

Pomicky a chemikalie

e destilovand voda, centrifuga, pH metr, elektromagnetické michadlo, roztok glukézy (50 %)

Mikroorganizmy

e Kvasnice: susené lisované ¢i vazené pekatrské kvasnice, pivovarské kvasinky

Postup

Modifikace AP-testu dle Hollerové a kol., 2005

e Navazit 9 +0,1 g pekarskych kvasnic, pridat je do 50 ml vychlazené destilované vody a promyt.
e Centrifugovat suspenzi (3000 x g/10 minut), promyt. Opakovat 2x.

e Resuspendovat kvasnice v 50 ml destilované vody o pokojové teploté.

e V tuto chvili za¢ind méteni pH (ponofit pH metr do roztoku) — ¢as 0 (pHp).

e Vzorek michat pomoci elektromagnetického michadla.

e Po 10 minutdch pfidat 5 ml glukdzy (50 % roztok) a zapsat hodnotu pH (pHio).

e Odecist hodnotu pH ve 20. minuté (pHao).

Vypocet hodnoty AP

Velicina APy odpovida vysledku spontéanni acidifikace pred pridanim glukézy, vypocitéd se z hod-
noty pH v 10. minuté méfeni (pHjo):

AP10 = 6, 3 — leO

kde 6,3 je hodnota pK systému CO,/HCO3, pfiblizné rovna vnitrobunéénému pH.
Velicina APy odpovida vysledku glukézou indukované acidifikace. Vypocita se z hodnoty

pH ve 20. minuté (pHay):
AP20 = 6, 3 — pH20
Vyslednd hodnota APyy odrazi fyziologicky stav bunék:

Zhodnoceni cviceni

e V jakém fyziologickém stavu byly pouzivané kvasnice?

e Jaky byl vysledek vitalniho barveni ve srovnani s AP testem?



56 AP-test (test acidifikaéni{ schopnosti)

Dalsi informace k této problematice najdete v nasledujici
literature
e Gabriel P., Dienstbier M., Matoulkova D., Kosaf K., Sigler K., Optimised acidification power
test of yeast vitality and its use in brewing practice. J. Inst. Brew., 2008, 114: 270-276.

e Hollerov4, I. a kol., Vitalita a viabilita ndsadnich kvasnic: metody posuzovani a vliv bunéénych
systému pro stresovou resistenci. Kvasny Prum., 2005, 51:3-7.

e Kosgin P., Savel J., Kolouchova 1., Broz A., Viabilita a vitalita kvasnic v provoznim kvageni.
Kvasny Prum., 2007, 53: 30-34.

e Sigler K., Matoulkova D., Stress responses in brewing yeast. Kvasny Prum., 2011, 57:277-284.

e Savel J., Méfeni aktivity pivovarskych kvasinek. Kvasny Prum., 1999, 45:258-261.

‘:: Kontrolni otazky

1. Jaké metody pro testovani stavu kvasinky znate?

2. Jsou kvasinky, které rychle vyuzivaji ptidanou glukézu pii AP testu, vhodné pro pouziti
v technologickém procesu?

3. Jsou kvasinky, které pomalu vyuzivaji pfidanou glukézu pii AP testu, vhodné pro pouziti
v technologickém procesu?

4. Jakd aktivita kvasinek se hodnoti (hodnoty pH) v 10. a 20. minuté? Je mezi nimi rozdil?
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kontroly riustu mikroorganizmu

Cil cviceni

Testovani uc¢inku vybranych fyzikalnich a chemickych prostfedku pro kontrolu rustu mikroorga-
nizmu v zavislosti na dobé kontaktu a koncentraci (UV zdfeni, dezinfekéni latky: SAVO, Incidur
a Ajatin).

Uvodni slovo

Faktory vnéjsiho prostifedi mohou na mikroorganizmy pusobit mikrobicidné, coz je nevratny
inhibi¢ni ¢inek s letdlnim koncem, nebo mikrobistaticky, kdy je 1i¢inek reverzibilni a po odeznéni
faktoru, ktery zménu vyvolal (napf. vyfedéni na minimalni koncentraci), buitky pokracuji v rustu.

Inhibiéni aucinek faktoru je zavisly na povaze a intenzité pusobeni, ale i na fyziologickém
stavu bunky (staff) a prostiedi, ve kterém se nachdzi. Buiky ve vegetativni formé jsou citlivejsi
nez klidové formy, endospory, myxospory a cysty. Citlivost je ovlivnéna slozenim bunky a bunécné
stény a rodovou, piipadné druhovou piislusnosti organizmu. Organizmy, které vytvaii pigmenty,
jsou napf. lépe chrédnény proti UV zafeni, zafeni je odrdzeno a pohlcovano barvivem (mozné
srovndni s tmavymi sluneénimi brylemi). Barviva v pigmentech pohlcuji uréitou vlnovou délku
svétla, kterd muze byt vyuzita jako energie pro syntézu zivin a dalsl mechanizmy dulezité pro
Zivot.

Dekontaminace je odstranéni mikrobni, chemické a radioaktivni kontaminace z predmétu.
Muze byt zabezpetena ruznym zpusobem a tomu odpovida téz dosazeny efekt. Prosty uklid, myt{
nebo pranf a zehlen{ snizuje vyskyt mikroorganizmu az o 90 %.

Antisepse je zneskodiiovani choroboplodnych zdrodku v prostiedi zivych tkani, v randch,
na sliznicich a na kuzi s pouzitim antiseptik. Je namifena hlavné proti mikrobum vyvoldvajicim
hniséni. U antiseptik nenf striktni pozadavek na baktericidni i¢inek, staci bakteriostatické pusobeni.
Antiseptika musi spliiovat pozadavek nejedovatosti a dobré snasenlivosti zivymi tkanémi, podléhaji
schvaleni jako kazdy jiny lék. U antiseptik neni nutna dobra rozpustnost ve vodé.

Asepse je souhrn opatieni vedoucich ke stavu, kdy je v prostfedi minimum mikroor-
ganizmu. Asepse brani pfistupu mikroorganizmu k Zivym tkénim pii chirurgickych operacich
pouzivanim sterilnich nastroju, obvazovych latek, Sictho materidlu, pryzovych rukavic, ptipravou
operacniho pole, dezinfekci chirurgovych rukou, pouzivdnim tustenek apod. Pojem asepse zahr-
nuje také laboratorni a vyrobni metody, u nichz je snaha zabrénit mikrobidlni kontaminaci napi.
u mikrobiologickych laboratornich praci a pfi vyrobé nékterych léku.

Dezinfekce je definovdna jako niceni ¢i zneskodriovani kontaminujicich mikroorganizmu
na nezivych pfedmétech, ve vnéjsim prostiedi (ve vodé, ve vzduchu) a v infekénim materidlu.
Zahrnuje Sirokou paletu U¢innosti proti virtim, vegetativnim formam bakterii a hub, ne vSak
proti endosporam. Ucinnost dezinfekce je zavisla na rezistenci mikroorganizmu vuci dezinfekénim
prostiedkum.

Sterilizace je zbaveni prostiedi vSech zivych organizmu, véetné virt, bakterii, bakteridlnich
endo- i exospor, mikroskopickych hub a jejich exospor. Sterilizace je v praxi zatizena urcitou
pravdépodobnosti selhdni. Piedmét muze byt povazovan za sterilni, je-li mozno prokézat, ze
pravdépodobnost piitomnosti mikrobii je nejvyse 1076,
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Fyzikalni metody sterilizace

Mezi sterilizaci vlhkym teplem patii frakcionovanad sterilizace, tyndalizace a sterilizace nasycenou
vodni parou.

Pierusovand, frakcionovana sterilizace je sterilizace varem (100 °C) pusobicim po dobu
30 minut v 18-24 hodinovych intervalech 3 dny po sobé. Sterilizovana latka musi byt v mezidobi
ulozena pfi pokojové teploté, aby termorezistentni endospory, které var prezily, mohly vyklicit.
Nésledujici var je pak ni¢i jako vegetativni formy bakterii.
pri teploté 60 °C. Postup je podobny jako pfi frakcionované sterilizaci. Roztok se zahtiva ve vodni
lazni pfi 56-58 °C (resp. pii 60-80 °C) po 30-60 minut 3 dny po sobé.

Sterilizace nasycenou vodni parou pod tlakem (v autokldvu) se provadi nejéastéji za
pretlaku 100 kPa pfi teploté 120 °C po dobu 20-30 minut. Tento zpusob sterilizace umoznuje znicit
bezpetné vsechny formy mikroorganizmu. Autoklav je tlakovy sterilizator opatieny vodoznakem
pro stav vody ve vyvijeci pary (pokud nenf pifmo napojen na piivod pary z centrlniho zdroje).
Je vybaven pojistnym ventilem, dvéma manometry (jeden k méfen{ pretlaku pdry ve vyvijeci,
druhy v pracovnim prostoru), odvzdusiovacim ventilem, vodni vyvévou a teplomérem. Dokonalé
odvzdusnéni pracovniho prostoru na zacatku sterilizace je predpokladem tspésného autoklavovani
(smés péry se vzduchem pii 120 °C a 30 minutové expozici nemd spolehlivy sterilizaéni efekt). V au-
toklavu lze sterilizovat obvazovy materidl, opera¢ni pradlo, ruzné roztoky, kovové 1ékaiské nastroje,
pryzovy material. Pii sterilizaci bakteriologickych pud je tieba dat pozor na moznost hydrolyzy
disacharidu a poskozeni termolabilnich latek. Textilni materidl se ukladéa do steriliza¢nich bubni,
které se vkladaji do autoklavu oteviené a po skonceni sterilizace jsou ihned uzavieny. Material
uzavieny v bubnu se povazuje za sterilni jen dva dny po sterilizaci. Potom je nutno buben znovu
sterilizovat, i kdyz nebyl otevien.

Suché teplo je méné ucinné nez para pod tlakem. M4 nizsi koeficient vodivosti, sterili-
zace probihd pii vySsi teploté a po delsi expozi¢ni dobu. Otevieny plamen se pouziva pii zihani
bakteriologické klicky, k likvidaci pokusnych zvirat a nékterych predmétu malé hmotnosti, napf.
kontaminovanych obvazu.

Horkovzdusn4 sterilizace skla, porcelanu a kovu se provadi v horkovzdusnych sterilizatorech.
Doba vlastni sterilizace se poc¢ita od okamziku dosazeni predepsanych teplot. V pfistrojich s nu-
cenou cirkulaci vzduchu se sterilizuje obvykle bud pii 160 °C 60 minut nebo pii 180 °C 20 minut.

Sterilizace filtraci slouzi k odstranovani mikroorganizmu z tekutin tam, kde je jiny zpusob
dekontaminace nevhodny. Viry prochdzeji vétsinou bakterialnich filtru. Filtry se lis{ dle konstrukce,
velikosti péru a pouzitého materidlu. Azbestové Seitzovy filtry jsou lisované z azbestu a celulézy.
Filtry zadrzujici bakterie jsou oznaceny EK (Entkeimung). Filtraéni vlozky jsou jednoucelové
a sterilizuji se i s filtra¢nimi nalevkami v autoklavu. Sklenéné jenské filtry jsou z borosilikatového
skla ve formeé poréznich desticek zatavenych v nélevkach. Pouzivaji se opakované. Po pouziti se ¢isti
koncentrovanou kyselinou sirovou nebo chromsirovou a dukladné se promyvaji vodou. Sterilizuji
se horkym vzduchem nebo v autokldvu. Membranové ultrafiltry z nitrocelulézy s ruznou velikosti
poru a prumeéru se u nas vyrabéji pod nazvem Synpor. Vkladaji se do specialnich kovovych bubinkua
a sterilizuji se v autoklavu. Filtrace se provadi za pouziti podtlaku pomoci vyvévy.

Sterilizace zarenim se provadi pomoci UV nebo ionizujiciho zafeni.

Ultrafialové zafeni (UV) mé optimdln{ baktericidni G¢inek pfi vlnové délce okolo 254 nm,
kdy je zafeni maximélné absorbovano nukleovymi kyselinami. Jako zafice se pouzivaji obvykle
germicidni lampy. UV zafeni slouzi k dekontaminaci vzduchu a pracovnich ploch pfimo vysta-
venych paprskium. Pouziva se k vyzafovani operacnich salu, aseptickych boxu, piteven, odbérovych
mistnosti v 1ééebnach tuberkulézy apod. Vyzédieni nemuze nahradit iklid pomoci dezinfekénich
prostiedkil. Uéinnost UV klesé se vzdalenosti ozafovaného objektu.

Tonizujici zafeni penetruje, ale nezahiiva sterilizovany predmét a neméni vlastnosti vétsiny
sterilizovanych latek. Zdrojem gama zafeni v praxi je obvykle radioaktivni kobalt. Gama zafeni se
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pouzivd k prumyslové sterilizaci (obvazovy materidl, plasty). Mezindrodné stanovend sterilizaéni
davka je 27 kGy.

Chemické prostiedky dezinfekce

Vzorkovani a mikrobiologické vySetfeni pouzivanych dezinfekénich roztoku se testuje na stan-
dardnich kmenech mikroorganizmu. Vysledky se odborné interpretuji s ohledem na specifické
duavody provadéné kontroly. Ve zdravotnickych zatizenich se odebiraji vzorky nafedénych pouziva-
nych dezinfekénich roztoku, a co nejrychleji se transportuji do mikrobiologické laboratore ke
stanoveni jejich u¢innosti na kontrolnich kmenech, pfipadné Gc¢innosti na mikroby izolované na
konkrétnim zdravotnickém pracovisti.

Dezinfekéni i¢innost muze byt baktericidni, bakteriostatickd, fungicidn{ (vldknité a kvasin-
kovité houby), fungistaticka, tuberkulocidni, mykobaktericidni, sporicidni, sporistatickd, virucidni
(obalené a neobalené viry). Testovéan{ lze pfizpusobit podminkdm ¢istého, $pinavého, vysoce nebo
malo znecisténého prostredi. Specificky uc¢inek chemickych latek na mikroorganizmy se projevuje
v zdvislosti na jejich koncentraci a dobé pusobeni (expozice).

Kritéria kvality dezinfekénich prostiedku pro volbu jejich pouziti: Siroké spektrum ucinku
(baktericidni, virucidni i fungicidni G¢inek zaroven), pii trvalém pouzivani nevznikd rezistence,
netoxické, rychly dezinfekéni cinek, afinita k mikroorganizmum, k dezinfikovanému predmétu jsou
inertni, stély dezinfekéni Gcinek za ruznych zmeén vnéjsich podminek (teplota, vlhkost vzduchu,
pH).

Antimikrobni latky nejcastéji pfimo poskozuji strukturu mikroorganizmu nebo narusuji je-
jich zdkladni metabolické procesy napf. oxidaci (slouceniny chléru, peroxidy, peroxid kyseliny),
redukei (aldehydy), hydrolyzou (kyseliny, louhy), dehydrataci (alkoholy), koagulaci bilkovin (al-
koholy, fenoly), zménou permeability (detergenéni latky).

Zasady a kyseliny

Silné anorganické kyseliny a zdsady se pro své toxické a agresivni ucinky pouzivaji v praxi ziidka.
Napf. vdpenné mléko, kyselina boritd, kyselina peroctova, persteril (32-36% roztok kyseliny pe-
roctové s 10% HzO02 a 1% HaSOy)

Oxidaéni prostiedky
peroxid vodiku, manganistan draselny

Slouceniny halogenu
chlorové vapno, Chloramin B, Dikonit

Jéd a jeho slouceniny
jodova tinktura, jodofory, Jodonal B, Jodisol

Slouceniny tézkych kovu
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
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Ke kontrole uc¢innosti dezinfekce a sterilizace se pouziva fada testu podle povahy steri-
lizované latky a zpusobu provadéni sterilizace nebo dezinfekce, napf. papirové indikatory nebo
bioindikatory, stéry sterilnim vatovym tampdénem.

Seznam pristroji a mikroorganizmu

Pomiicky a chemikalie
e Petriho misky s MPA, zkumavky s 10 ml MPB

e sterilni vatové tycinky, zkumavky, pinzety a destilovana voda

papir, alobal, pipety

UV lampa

dezinfekéni ¢inidla (Savo, Incidur, Ajatin)

Mikroorganizmy

e Pseudomonas fluorescens CCM 2115T

Staphylococcus aureus SA 812

FEscherichia coli CCM 3954

Saccharomyces cerevisiae

Serratia marcescens CCM 303

Bacillus cereus CCM 2010

Postup

Vliv doby pisobeni UV zaireni na rast mikroorganizmiu

e Pomoci vatové tycinky peclivé rozettit mikrobidlni kulturu po celém povrchu agaru v do-
statetném mnozstvi a hustoté (3 sklenéné misky s MPA).

e Misky rozdélit popisovacem zespodu na poloviny, umistit do boxu s UV lampou a odklopit
vicko. Polovinu kazdé misky zakryt alobalem.

e Prvni misku ozafovat 10 sekund, druhou 30 sekund a posledni 60 sekund.

e Po ozéfeni misky zakryt vickem a inkubovat dnem vzhuru 24 hodin pti 30 °C.

Hodnoceni: Prohlédnout agarové plotny, vysledky zaznamenat. Zhodnotit vliv UV zafeni
na rust mikroorganizmu podle jeho délky uc¢inku. Zhodnotit i rust v zakryté ¢asti agarové plotny
(kontrola). Pfi jaké dobé ozafovéni je znatelny dbytek kultury? Byly mikroorganizmy ovlivnény
UV zatenim? Zavisel tento vliv na druhu mikroorganizmu a na dobé expozice?
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Vliv doby kontaktu na rist mikroorganizmu

e Do sterilni zkumavky pfipravit dezinfekéni prostfedek v koncentraci doporucené na obalu
vyrobcem

— Incidur: 0,5% roztok, celkovy objem 5 ml, 25 pl prostredku a 4,975 ml vody
— Savo: 100 ml do 3 1, tj. 3,33% roztok, do 4,833 ml pipetovat 166,7 ul Sava
— Ajatin: 1% roztok

e Misku s MPA rozdélit na 3 sektory, které oznac¢ime 0; 1 a 10 minut.
e Do sektoru 0 naockovat kulturu vatovou tyc¢inkou ,haddkem* (kontrola).
e Do zkumavky s dezinfekénim prostfedkem pfidat 500 pl kultury a protfepat.

e Ze zkumavky po 1 a 10 minutdch ockovat ,hadkem* vatovou tyc¢inkou do odpovidajicich
sektort na misce.

e Inkubovat 24 hodin pii 37 °C.

Hodnoceni: Prohlédnout agarové plotny, vysledky zaznamenat. Zhodnotit vliv doby puso-
beni dezinfekéni latky na rust bakterie. Porovnat hustotu narustu. M4 doba pusobeni dezinfekéni
latky vliv na rast mikroorganizmu?

Vliv koncentrace na rist mikroorganizmi, stanoveni minimalni inhibiéni
koncentrace

e Sterilni zkumavky oznacit ¢isly 1 az 6.

e Do prvni zkumavky piipravit 2% roztok Inciduru nebo 3% roztok Sava v MPB do celkového
objemu 2 ml (40 ul Inciduru doplnit 1,960 ml MPB; 60 pl Sava doplnit 1,940 ml MPB).

e Do dalsich 5 zkumavek pipetovat 1 ml MPB.
e 7 prvni zkumavky odebrat 1 ml roztoku, pipetovat ho do druhé zkumavky a promichat.

e Postupovat obdobné az k predposledni zkumavce (zkumavka 5), z nf 1 ml odebrat a vypustit
do odpadni nadoby.

e Posledni zkumavka (6) neobsahuje zddny dezinfekéni prostiedek (kontrola rustu). Zkumavky
1 az 5 obsahuji 1 ml roztoku dezinfekéniho ¢inidla s klesajici koncentraci v MPB. Koncentrace
prostiedku v kazdé nésledujici zkumavce je poloviéni ve srovnani s predchéazejici zkumavkou.

e Do kazdé zkumavky naockovat 50 pl kultury. Inkubovat 24 hodin p#i 37 °C.

Hodnoceni: porovnat rust v ruznych koncentracich dezinfekéni latky. Kterd koncentrace
je dostateénd k inaktivaci dané kultury? Je ovlivnéna minimélni inhibiéni koncentrace dezinfekce
podle bakteridlniho druhu a podle pouzité dezinfekce?
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' Zhodnoceni cviéeni

Vysledky tloh jsou zobrazeny na obr. 28 a 29.

Obr. 28: Pusobeni UV zéfeni na rust Serratia marcescens (A) a Staphylococcus aureus (B) (archiv
autorek)

Obr. 29: Vliv doby pusobeni ruznych dezinfekénich latek na rust B. cereus (A), S. cerevisiae (B),
S. marcescens (C), E. coli (D), S. marcescens (E) a vliv koncentrace dezinfekéni ldtky na rust
S. marcescens (F) (archiv autorek)

Dalsi informace k této problematice najdete v nasledujici
literature

e Kneiflové J., Hodnoceni baktericidn{ tc¢innosti dezinfekénich piipravku suspenzni mikrome-
todou. Cs. epidemiol. 1988, 37:97-103.

e Standardni metody pro hodnoceni dezinfekéni i¢innosti chemickych latek. AHEM, piiloha
¢. 1, 1985, 1-25.

e Melichercikova V., Sterilizace a dezinfekce ve zdravotnictvi. Praha, Grada Publishing, 1998.

@ Kontrolni otazky

1. Prot je pii ozafovani agaru na misce UV svétlem nutno odstranit sklenéné vicko?

2. Mnohé mikroorganizmy nachézejici se v prostiedi jsou zbarvené. Jakou vyhodu muze pig-
ment piedstavovat pro organizmus?

3. Na ¢em zavisi G¢innost fyzikdlnich a chemickych prostiedkii v boji proti mikroorganizmum?
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4. Vysvétlete pojem mikrobistaticky.
5. Vysvétlete pojem mikrobicidni.
6. Prochazi UV zafeni alobalem?

7. Kde se muzeme setkat se sterilizaci UV zafenim?
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napoju na rust bakterii

Vliv nékterych barviv a alkoholickych

Cil cviceni

Stanovit citlivost bakterii k barviviim a alkoholickym napojum. Porovnat i¢inek ldtek na zmény
v charakteru rustu (inhibice ristu, zména pigmentace) bakteri.

Uvodni slovo

Neékterd organickd barviva (Tab. 2 a 3) maji bakteriostaticky tc¢inek na grampozitivni bakterie
i v koncentracich, kdy gramnegativni bakterie jesté rostou. Toho se vyuziva pro piipravu selek-
tivnich pud uzivanych napt. pii stanoveni koliformnich bakterii. Obvykle se pridava krystalova
nebo gencianova violet, malachitova zeleii, metylenova modf, trypaflavin atd. Selektivni ldtky pro
streptokoky jsou napf. akridinové oranz, etylova violet, anilinova a trypanova modf.

médium s kyseljm barvivem & neutrainim

mikroorgarizmus

£
1
H

Positive

Sermaia mareescens

rampozitntbaktero
“Bacilus ceress

Bacillus polymysa
cllus eublils
Bacillus lfidus

Tab. 2: Vliv médif s neutrdlnimi, kyselymi a bazickymi barvivy (Fedéni 1:1000) na rust bakterif
(Fung a Miller, 1973, upraveno).
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Tab. 3: Vliv anilinovych barviv na rust bakteri{ (Krumwiede a Pratt, 1914, upraveno).

Na selektivnich pudédch vyrustaji jen nékteré mikroorganizmy, rust nezadoucich je na nich
potlacen (ne vSak 100% inhibovén!). Jednd se o zvyhodnéni urcité skupiny mikroorganizmu, kterd
by mohla byt prekryta ¢i zamaskovana ostatnimi. Selektivni média se skladaji ze zivného zdkladu
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a inhibitoru rustu - chemikalii (slouceniny teluru, selenu, lithia), bazickych barviv, latek snizujic
povrchové napéti (zlug, soli zluéovych kyselin, deoxycholdt sodny), selektivné toxickych slouc¢enin
(azid sodny), antibiotik atd. Nezddouci mikrofléru lze inhibovat rovnéz kyselym nebo zdsaditym
charakterem média nebo jeho zvysenou osmolalitou (vysoké koncentrace soli ¢i sacharid).

Rozdilné typy stavby bunécéné stény mikroorganizmmu maji za nasledek odliSnou citlivost
k vybranym barvivim ¢i chemickym latkam. Slozeni bunééné stény je popsano v kapitole Makro-
skopické a mikroskopické pozorovani mikroorganizmi.

Alkoholické népoje obsahuji latky, které brani mnozeni a rustu mikroorganizmu. Ve vinu
to jsou ttisloviny a flavonoidy. Mikrobiologickou stélost vina ovliviiuje i sifeni vina a vyssi obsah
alkoholu. U lihovin je to vysoky obsah alkoholu (nad 20 %). Pivo m4 nizké pH a obsah alkoholu
je pomérné nizky (0,5-8 %). Nejvétsi vliv na mikrobiologickou stabilitu mé v pivu chmel a jeho
slozky (humulony, lupulony, chmelové silice, tf{sloviny).

Seznam pristroji a mikroorganizmu

Pomicky a chemikalie
e 1% vodny roztok krystalové violeti
e sterilni zkumavky, destilovana voda, pipety a Petriho misky
e zkumavky s 18 ml MPA

e pivo, chmelové extrakty, vino, lihoviny

Mikroorganizmy

e Bacillus subtilis CCM 2216

Serratia marcescens CCM 303

Escherichia coli CCM 3954

e Micrococcus luteus CCM 169

Postup

Bakteriostatické ptisobeni roztoku krystalové violeti
e Nafedit roztok krystalové violeti v poméru 1:10, 1:100 a 1:1000.
e Piipravit 4 zkumavky s 18 ml MPA rozvaifeného a vytemperovaného na 45 °C.

e Pipetovat 1ml kazdého fedéni barviva zvlast do 4 Petriho misek. Kazdou misku zalit 18 ml
MPA a jemné promichat.

e Po ztuhnuti rozdélit fixem dno misek na ¢tvrtiny. Do sektortu ockovat kultury bakterii.
e Inkubovat pfi teploté 37 °C po dobu 48 hodin.

e Odecist rast bakterif (obr. 30) a vysledky zapsat do tabulky. Porovnat rust gramnegativnich
bakterii s rustem grampozitivnich.
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nerfedéné barvivo 10x redéné barvivo

100x fedéné barvivo 1000x fedéné barvivo

Obr. 30: Vliv krystalové violeti na rust mikroorganizmi. Escherichia coli (A), Bacillus subtilis
(B), Serratia marcescens (C), Micrococcus luteus (D) (archiv autorek)

Vliv napoji na rust bakterii

e Piipravit zkumavky s 18 ml MPA rozvafeného a vytemperovaného na 45 °C..

e Pipetovat 1 ml kazdého népoje (pivo, vino, lihoviny, chmelovy extrakt) zvlast do Petriho
misek. Kazdou misku zalit 18 ml MPA a jemné promichat.

e Jednu misku pfipravit pouze s MPA, bude slouzit jako kontrola rustu.

e Po ztuhnuti rozdélit fixem dno misek na étvrtiny. Do sektoru oc¢kovat kultury bakterii.

e Inkubovat pii 37 °C po dobu 48 hodin.

e Odecist rust bakterif (obr. 31) a vysledky zapsat do tabulky. Porovnat rust gramnegativnich
bakterii s rustem grampozitivnich.
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kontrola

slivovice

”
axt

©,]_Kopegk#lG. Rotkova

Obr. 31: Vliv ndpoja na rust mikroorganizmu. Escherichia coli (A), Bacillus subtilis (B), Serratia
marcescens (C), Micrococcus luteus (D) (archiv autorek)

Zhodnoceni cviceni

e Dosglo k inhibici rustu mikroorganizmu?

e Byla inhibice rustu pouze u nékteré skupiny mikroorganizmu (grampozitivni, gramnega-
tivni)?

e Zménily pridané latky v médiu charakter rustu mikroorganizmu (vzhled, pigment)?
Dalsi informace k této problematice najdete v nasledujici
literature
e Fung D. Y. C., Miller R. D., Effect of dyes on bacterial growth. Appl. Microbiol., 1973,
25:793-799.

e Krumwiede C., Pratt J. S., Further observations on the growth of bacteria on media con-
taining various anilin dyes, with special reference to an enrichment method for typhoid and
paratyphoid bacilli. J. Exp. Med., 1914, 19:501-512.

e Votava M., Kultiva¢ni pudy v lékaiské mikrobiologii. Nakladatelstvi Hortus, Brno, 2000,
ISBN 80-238-5058-X.
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( 3 Kontrolni otazky

1. V &em spociva rozdil citlivosti u riznych druhua mikroorganizmu?
2. Cim je zajisténa mikrobiologickd stabilita piva?
3. Cim je zajisténa mikrobiologicks stabilita vina?

4. Co se pridava do selektivnich médii? Jakou vlastnost mé dand latka mit?



13 Stanoveni citlivosti mikroorganizmu
k antibiotikum, stanoveni koncentrace an-

tibiotik

Cil cviceni

Stanovit a porovnat citlivost mikroorganizmu k ruznym antibiotikiim. Stanovit koncentraci nezné-
mého vzorku antibiotika.

Uvodni slovo

Antibiotika (ATB) jsou sekundédrni metabolity mikroorganizmu, jsou prirozené syntetizovand pro
potlageni rustu konkurenénich organizmu. Poskytuji vyhodu pii soutézi o ekologickou niku a o sub-
strat. V prostiedi patii mezi nejvétsi producenty ATB vldknité mikroskopické houby, napt. Penicil-
lium, Aspergillus, Acremonium (,, Cephalosporium*), Paecilomyces, a déle vlaknité aktinobakterie.
Vzhledem ke schopnosti pusobit na rust mikrobu, véetné patogenu, jsou ATB vyuzivana jako
chemoterapeutické latky.

Prvnim nalezenym ATB byl penicilin produkovany plisni Penicillium chrysogenum (Fle-
ming 1928), nasledoval streptomycin produkovany zdstupci rodu Streptomyces. Mezi bakteridlni
producenty ATB patii pravé aktinobakterie; vybrani producenti: Streptomyces griseus (streptomy-
cin), S. kanamyceticus (kanamycin), S. erythaeus (erythromycin), S. venezuelae (chloramfenikol),
S. aureofaciens (chlortetracyklin), S. fradiae (neomycin); a ojedinéle i zdstupci kmene Firmicutes,
jako napf. Bacillus subtilis (bacitracin), Paenibacillus polymyza (polymyxin).

Antimikrobidlni latky patii spolu s dezinfekénimi prostiedky mezi chemické metody kont-
roly mikrobidlniho rustu. Mezi antimikrobidlni latky patii i antiparazitika, antimykotika, antivi-
rotika, antituberkulotika. V praxi se vyuzivaji ptirozena ¢i modifikovand ATB.

Podle spektra u¢inku rozeznavame uzko— a Sirokospektra ATB podavana lokalné, ordlné
nebo injekéné. Pouzivaji se i jejich kombinace (napf. pii smiSenych infekcich). Antimikrobidln{
latky jsou pouzivany s ohledem na bakterialni druh, pH, rozpustnost, toxicitu a cenu. P#i rozho-
dovéani o nejvhodnéjsi kombinaci ATB by meél lékar prihlizet k anamnéze pacienta.

Vedlejsimi ucinky ATB byva jejich toxicka aktivita (ledviny, jitra, placenta) a propuknuti
sekundérni infekce poskozenim vlastni mikrofléry. Dilezitymi kritérii pro zhodnoceni uc¢inku anti-
mikrobidln{ 14tky je jeji koncentrace, doba kontaktu a je-li pro bakterii letdln{ (baktericidn{) nebo
zpusobuje pouze prechodnou inhibici rustu (bakteriostatickd).

Mechanizmy uc¢inku ATB

Inhibice proteosyntézy konkurenéniho kmene brani iniciaci proteosyntézy, interferuje s translaci
vazbou na ribozom, brani vazbé peptidylové tRNA na peptidylové misto (P-misto), bran{ elon-
gaci polypeptidu na 30S nebo 50S podjednotce ribozomu, napt. aminoglykosidy, makrolidy, tetra-
cykliny, linkosamidy, amfenikoly, kyselina fusidova.

Ovlivnéni syntézy DNA a RNA vyvéazanim podjednotky DNA gyrazy, brani transkripci
vyvazénim RNA polymerdzy, interference s bakteridlni DNA a RNA, baktericidni, napi. sulfona-
midy, diaminopyrimidiny, chinolony, rifampicin.

Antibiotika pro inhibici propustnosti cytoplazmatické membrany jsou baktericidni,
napi. polypeptidy, antimykotika polyenového charakteru.
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Ptsobeni na syntézu bunécné stény, na syntézu peptidoglykanu, ovliviiuje baktericidné
pouze rostouci bunky inhibici tvorby vazeb peptidoglykanu, brani pohybu prekurzoru peptidogly-
kanu, napft. S-laktamy, glykopeptidy (penicilin, cefalosporin, vankomycin, teikoplanin, bacitracin,
cykloserin, fosfomycin).

Antagonizmus a kompetitivni inhibice, ptusobeni na syntézu kyseliny listové, trimeto-
prim, dapson, izoniazid.

Infekéni onemocnéni jsou celosvétové zodpovédnd za priblizné 40 % vsech dmrti i vzhle-
dem k narustajici rezistenci patogenu viucéi ATB. Rezistentni kmeny bakterii maji schopnost
nepiijimat (absence receptoru, efluxni systémy), stépit, inaktivovat (napf. S-laktamédza inakti-
vuje f-laktamovd ATB) a vylucovat ATB, modifikovat cilové struktury (metylace rRNA) anebo
modifikovat enzymatickou drahu.

Rezistence muze byt primarni, kterd vyplyva z prirozenych vlastnosti a funkci bunky
(chybéjici receptor, transportnf systém ¢i cilové misto pusobeni ATB), a sekunddrni, ziskand, kterd
je zpusobena spontdnnimi zménami v genomu mutacemi ¢i pirenosem genetické informace plazmi-
dem ¢i transdukei. Sekundérni rezistenci prispivd nevhodné zachézeni s ATB. Rezistentni bakterie
jsou krétce piitomny v nizké frekvenci (frekvence vyskytu mutantnich kmenu pro danou vlast-
nost je stabilné 10~=%), ale vzhledem k horizontalnfmu pienosu plazmidi konjugaci a rychlému
mnozeni bunék s plazmidem (vertikdlné = na potomstvo) frekvence rychle roste. K sifen{ rezistence
prispivaji i chovatelé zvitat a preventivni poddvéani ATB zvifatum.

Boj proti sifeni bakteridlnich rezistenci probiha v mnoha oblastech: zptisnéni hygienickych
a epidemiologickych opatfeni, omezeni poddvéani ATB u zvifat pouze na zdvazné infekce, do-
hled nad podavanim a uzivanim ATB. Duraz se klade i na evidenci a kontrolu nozokomidlnich
infekci a informovanost 1ékaiti i nemocnych. Podle odhadu jsou ATB podavéana ¢asto zbytecné
nebo chybné (virové infekce, 1ééba neinfekénich chorob, neraciondln{ sti{déni fady ATB, piedcasné

podavani ATB posledni generace, ustupovani pozadavkum pacientu, predéasné ukonéeni uzivéni
ATB).

Sam Fleming varoval pifed nespravnym uzivanim penicilinu. Postupnym zvySovanim jeho
koncentrace se mu podarilo ziskat zna¢né odolné bakterie. Jeho obavy se splnily uz v roce 1945,
kdy byly pozorovany pneumonie a Soky vyvolané na penicilin rezistentnimi kmeny Staphylococcus
aureus. V roce 1966 pak bylo uz 35 % S. aureus plné odolnych k meticilinu. V roce 1967 byla
zaznamendna i rezistence pneumokoku. V poloviné 70. let v Japonsku zjistili, ze 62 % strepto-
kokt skupiny A ziskalo rezistenci na erytromycin. Fluorochinolony zavedené v roce 1980 zabijely
zprvu 95 % na meticilin rezistentnich stafylokokt, ale za pouhy rok k nim ziskalo rezistenci 80 %
stafylokokt. V poslednim desetileti se objevily rezistentni kmeny Escherichia coli, klebsiel, entero-
kokti, Proteus mirabilis, mykobakterii, salmonel i dalsich bakterii a jejich vyskyt se trvale zvysuje.
V soucasnosti existuji bakteridlni kmeny odolné k vice ATB zaroveii, tzv. multirezistentni kmeny.

Dulezitou roli sehravaji pruzkumy a monitorovani rezistentnich kment v rdamci projektu
EARS—Net (Europen Antimicrobial Resistance Surveillance Network), ktery sbira, analyzuje a sdili
data. V CR na projektu spolupracuje mnoho nemocnic a zdravotnickych zafizeni, které maji
vyspély systém monitorovani rezistenci na ATB. Mezi problémové rody v CR s etnymi rezisten-
cemi patii napf. rody Fscherichia, Salmonela, Pseudomonas, Staphylococcus, Enterococcus, Myco-
bacterium, nékteré kmeny jsou navic multirezistentni. Rezistence zavisi do jisté miry na selekénim
tlaku ATB, kdy bakterie mobilizuje plazmid s geny pro rezistenci. Funkéni operon se vymeéni za
jiny a dochézi k predéni plazmidu horizontalni cestou i mezi riznymi rody.

V soucasnosti probiha vyzkum biosyntézy novych, zejména hybridnich ATB pomoci ge-
nového inzenyrstvi a kombinatoridlni biochemie. Alternativou pouziti antibiotik je fagova terapie
s cilenym tuc¢inkem na piitomného patogena. Pii fagové terapii nedochdzi k ovlivnéni prirozené
mikrofléry jako u vétsiny ATB.

7Z hlediska aplikace v humanni nebo veterindrni mediciné je dulezité urcit citlivost mikro-

organizmu k aplikované latce, coz napomahd jeho identifikaci. Souhrn testu citlivosti na ATB se
nazyva antibiogram. U vSech mikrobiologickych metod je nutno zachovavat stejnou dobu a tep-
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lotu kultivace pro dany mikroorganizmus a testovanou latku. Protoze citlivost diftiznich metod je
zavisla predevsim na difuzi testované latky v agarové vrstvé, je nutno pii jeji pripravé dodrzet
nékteré podminky: konstantni hustotu a vlhkost agaru, stejnou tloustku agaru, piipravu agaru
s absolutné rovnym povrchem. Pro testovani citlivosti k ATB se standardné vyuzivd Mueller—
Hinton agar, ktery je bohaty na ziviny, m4 nizsi obsah ztuzovadla a standardni diftizni schopnost.
Kromé stanoveni citlivosti k ATB se Mueller—Hinton agar vyuziva pro izolaci rodu Neisseria a Mo-
razella.

Pro stanoveni koncentrace latek, které inhibuji nebo stimuluji rust mikroorganizmu, se
vyuzivaji metody zied ovaci, nefelometrické, titrimetrické a diftizni.

cvvs

se nazyvd minimdlni inhibiéni koncentrace (MIC) antibiotika. Vyjadiuje mnozstvi ATB
(g/ml, mg/1), které tplné potlaci rust kmene péstovaného in vitro. MIC je mozné uréit pomoci
kvantitativni zfedovaci metody, kterd se provadi ve zkumavce nebo na mikrotitraéni desticce.
Za citlivy se povazuje kmen, jehoz MIC je 2-4x mens{ nez koncentrace dosahovand terapeuticky
v krvi. Za rezistentni se povazuje kmen, ktery se mnozi pii koncentraci ATB vyrazné vyssi, nez je
pramérnd MIC u kmenu téhoz druhu.

Diftzni stanoveni citlivosti k ATB (kvalitativni test) se déli dle zpusobu nandseni testované
latky. Kapkové metody, kdy se latka kape na povrch tuhého média. Diskové metody vyuzivaji
disky filtra¢niho papiru, které jsou nasyceny testovanou latkou a kladou se na agarové plotny
(rutinni testovéni citlivosti patogennich mikroorganizmu na ATB). Pfi kominkové metodé se do
agarové vrstvy vtlacuji kominky ze skla, porceldnu nebo nerezavéjici oceli (ne az na dno, stejné
hluboko) a do nich se pipetuji roztoky testovanych latek. Jamkova metoda vyuzivd jamek vyhlou-
benych korkovrtem piimo do agarové vrstvy, do kterych se pipetuji testované latky. Kvantitativni
diluéni E—test sestdvé z prouzkového nosice napusténého klesajici koncentraci ATB. Sleduje se
projasnéni narustu ve tvaru hruskovité zény citlivosti na ATB a hodnota MIC.

Postup stanoveni citlivosti k antibiotiktiim diftiznim testem — diskova me-
toda

Stanoveni citlivosti se nejcastéji provadi pomoci kvalitativniho difizniho testu v agarovém médiu.
Inokulum o hustoté 0,5 McF se rovhomérné rozetie po povrchu agaru a potom se na roztér apli-
kuji papirové disky napusténé ATB (komercné doddvané, napusténé definovanym mnozstvim).
Dilezitou informaci je rovnéz koncentrace ATB uvedena na kazdém disku.

Béhem kultivace difunduje latka z disku horizontdlné do okolniho agaru v koncentra¢nim
gradientu. Ucinn latka se projevi vytvorenim kruhové, tzv. inhibi¢ni z6ny kolem disku. Citlivost
mikroorganizmu k testované latce se urci z velikosti inhibi¢ni zony. Velikost zoény je ovlivnéna
schopnosti antimikrobialni ldtky difundovat agarem a rychlosti rustu mikroorganizmu. Hrani¢ni
hodnota rezistence je individudlni pro kazdy mikrobidlni druh a dané ATB. Spréavnost testu je
kontrolovana za pomoci standardnich bakteridlnich kment. Za dodrzeni presnych podminek, tzn.
kvality agaru, pH, koncentrace iontt, velikosti inokula jsou pruméry inhibi¢nich zén srovnatelné
s hodnotami MIC (semikvantitativni metoda).

Stanoveni koncentrace ATB

Pro stanoveni koncentrace latky inhibujici rust bakteridlniho kmene muzeme vyuzit difiizni jamko-
vou metodu. Z kalibra¢ni pfimky se stanovi neznamé koncentrace vzorku ATB. Hodnoty pro sesta-
veni kalibra¢ni pfimky vychazi ze zndmé velikosti z6n méfenych na nékolika miskach se znamou
koncentraci testovaného ATB. Zoény se vytvaii kolem 4 jamek, do kterych byl pipetovén roz-
tok ATB o znamé koncentraci. Z hodnot pruméru inhibiénich zén se standardnimi roztoky se
sestroji kalibraéni pfimka (zdvislost pruméru zény v mm na logaritmu koncentrace). Vyhodou
jamkové metody je, ze nemusi byt dodrzovany sterilni podminky pfi praci s testovanou latkou,
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difize uc¢inné latky neni podstatné ovliviiovdna ostatnimi latkami a metoda je dostatecné rychla
a citliva. Nevyhodou je pracna piiprava jamek a nebezpeci preliti testované latky pii manipulaci
s miskami.

Seznam pristroji a mikroorganizmu

Pomicky a chemikalie

Petriho misky s Mueller—Hintonovym agarem

L-klicka (hokejka), pinzeta, korkovrty, skalpely
Antimikrobidlni disky, standardy a testované vzorky oxacilinu
Automatické pipeta, sterilni $picky, pravitko

ATB: vankomycin — 30 pg (glykopeptidy), rifampicin — 5 pg (ansamyciny), chloramfenikol
— 30 pg (amfenikoly), cefalotin — 30 pg (cefalosporiny I. generace), nitrofurantoin — 100 pg,
oxacilin — 1 pg (isoxazolylpeniciliny, penicilindza rezistentni), tetracyklin — 30 pg (cykliny),
ko—trimoxazol — 25 ng (sulfonamidy s potencovanym antimikrobnim té¢inkem), penicilin —
10 MJ (B-laktamy, dipeptidy)

MJ (mezindrodni jednotka; IU = International Unit) je mérnd jednotka pro mnozstvi uc¢inné latky,
zalozend nikoli na hmotnosti, nybrz na naméreném biologickém pusobeni nebo t¢inku

Mikroorganizmy

Micrococcus luteus CCM 169

Staphylococcus saprophyticus subsp. saprophyticus CCM 2354
Bacillus cereus CCM 2010

Proteus vulgaris CCM 1799

Escherichia coli CCM 3954

Staphylococcus aureus NCTC 8511

Providencia rettgeri CCM 5618

Postup

Stanoveni citlivosti mikroorganizmu k ATB — diskova diftizni metoda

Na povrch Mueller-Hinton agaru pipetovat 0,2 ml bujonové kultury a rozetiit sterilni L—
klickou.

Na misku sterilné pomoci jehly rozlozit 4 testovaci disky s ATB v dostatetné vzdalenosti
od sebe a od kraje misky.

Inkubovat 24-36 hodin pii 37 °C.
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Hodnoceni

e Pozorovat rust mikroorganizmu kolem ATB diska (obr. 32).

e Mgéiit velikost inhibi¢nich zén jako délku tseéek pruméru zény méfenych ve dvou na sebe
kolmych smérech (velikost disku je v hodnocen{ zapocitdna).

e Vypocitat aritmeticky prumér a stanovit citlivost: necitlivy mikroorganizmus (inhibién{ zéna
do 11 mm), citlivy mikroorganizmus (inhibi¢ni zéna 11-17 mm), velmi citlivy mikroorgani-
zmus (inhibiéni zéna nad 17 mm).

Pozn. Zminéné rozsahy inhibi¢nich zén pro urceni citlivosti kmene jsou pouze orienta¢ni. V praxi
se vysledky odecitaji za pomoci stale aktualizovanych tabulek, které uvadi velikost zén citlivosti
urcitého ATB pro dany druh. Duvodem aktualizaci tabulek je vzrustajici rezistence k ATB.

Obr. 32: Stanoveni citlivosti bakterii k ATB diskovou metodou, M. luteus (A), S. aureus (B,
C), B. cereus (D); vankomycin (VAN), chloramfenikol (CMP), ampicilin (AMP), cefalotin (CLT),
nitrofurantoin (FUR), tetracyklin (TET), ko-trimoxazol (COT), penicilin (PEN) (archiv autorek)
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Stanoveni koncentrace oxacilinu diftizni jamkovou metodou

Rozvarit Mueller-Hinton agar (15 ml ve zkumavkach) a temperovat na 45 °C.

Do zkumavek ockovat 0,5 ml inokula S. aureus NCTC 8511.

Obsah zkumavek promichat, vylit do sterilnich misek a nechat utuhnout na rovné podlozce.

Piipravit standardni fadu fedéni oxacilinu, fedit v destilované vodé na koncentrace: 250;
125; 62,5; 31,25; 15,625; 7,81 pg/ml.

Po utuhnuti agaru vyhloubit korkovrtem a skalpelem na miskach 4 jamky; korkovrt a skalpel
sterilizovat ozehnutim po namoceni v etanolu. Vyhloubené kousky agaru odkladat do Pet-
riho misky (k likvidaci, obsahuji S. aureus). Korkovrt a skalpel je nutné po skonceni préce
sterilizovat.

Misky popsat, na 1 misce je vzdy 1 standardni koncentrace nebo 1 testovany vzorek.

Do kazdé jamky pipetovat 40 nl roztoku ATB, vzdy roztok jedné koncentrace na misku. Je
tieba pipetovat i pfemistovat misky opatrné, aby roztoky nepietékaly pifes okraje jamek.

Inkubovat 24 hodin pfti 37 °C.

Hodnoceni

Zméfit pruméry zén ve dvou na sebe kolmych smérech.

Pro kazdou z6énu vypocitat prumérnou hodnotu, ze 4 zén na misce vypocitat prumérnou
hodnotu pro danou koncentraci.

Z hodnot standardnich roztoka (obr. 33) sestrojit kalibraéni piimku v MS Excel (zdvislost
pruméru zény v mm na logaritmu koncentrace oxacilinu).

Z kalibra¢ni piimky (rovnice regrese) stanovit koncentraci nezndmych vzorku (png/ml).

V protokolu bude uvedeno oznaceni vzorku a jeho koncentrace.
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Kopeek® G. Rotkova

Obr. 33: Standardni fada fedéni ATB (oxacilin) na Mueller—Hinton agaru a velikost inhibi¢nich
z6n u kmene S. aureus NCTC 8511 (archiv autorek)

Stanoveni antagonisti — prirozenych producentti antibiotik

e Na povrch agarové plotny s Mueller—Hinton agarem ockovat v jednom pruhu pravdépodobného
producenta antimikrobidlnich ldtek (Streptomyces, B. subtilis, P. polymyxra nebo S. mar-
cescens), viz. obr. 34.

e Kolmo k producentovi ockovat v pruzich testované kmeny bakterii.
e Inkubovat 24-36 hodin pii 37 °C.

e Vyhodnotit, zda doslo k inhibici rustu testovanych kmenu bakterii.

NVANS
>

A TK

Obr. 34: Ockovén{ pravdépodobného producenta antimikrobidlnich latek (P) a testovanych kmentu
(archiv autorek)
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Zhodnoceni cviceni

e Porovnat citlivost mikroorganizmu k ruznym ATB, je citlivost ruznych druha k jednomu

ATB stejnd?

e Je stejny tcinek jednoho ATB na ruzné mikroorganizmy?

e Podarilo se sestrojit kalibra¢ni pfimku a urcit koncentraci neznamého vzorku antibiotika?

Dalsi informace k této problematice najdete v nasledujici
literature

a

® N>

Greenwood D., Slack R. C. B., Peuthere a kol., Lékatrskd mikrobiologie. GRADA Publishing,
1999, ISBN 80-7169-365-0.

Votava M., Kultiva¢ni pudy v 1ékaiské mikrobiologii. Nakladatelstvi Hortus, Brno, 2000,
ISBN 80-238-5058-X.

Urcovéni citlivosti a rezistence bakteridlni kultury k antibakteridlnim ldtkdm (zdroj: http:
//tv12.vfu.cz/sekce_ustavy /mikrobiologie/obrazova_priloha/mikrob/6.html; 2. 3. 2016)

Nova latka klicem ke stovkdm antibiotik (zdroj: http://www.gate2biotech.cz/nova-latka-
klicem-ke-stovkam-antibiotik/; 2. 3. 2016)

Nouza K., Nouza M., Antibiotika — hrozi konec éry? Medicina 3, VI, 1999. (zdroj: http:
/ /www.zdrava-rodina.cz/med /med399/med399_42.html)

Eropean Antimicrobial Resistance Surveillance Network (http://ecdc.europa.eu/en/activities/
surveillance/EARS-Net/Pages/index.aspx, 3. 3. 2016)

- Kontrolni otazky

. Jaké jsou mechanizmy rezistence bakterii na antibiotika?

Je antibiotikum produkt primarniho metabolizmu? K ¢emu je bakteridlni burice v prostiedi
prospésné?

Vysvétlete pojem inhibi¢ni zéna.

Cfm se lisf antibiotikum od chemoterapeutika?

K ¢emu se pouziva diskova difizni metoda a jaky je jeji postup?

Jak se nazyva médium pouzivané pro testovani citlivosti na ATB?

Proc¢ se pfi stanoveni koncentrace antibiotika pfipravuje fedici fada tohoto antibiotika?

Co je to MIC?


http://fvl2.vfu.cz/sekce_ustavy/mikrobiologie/obrazova_priloha/mikrob/6.html
http://fvl2.vfu.cz/sekce_ustavy/mikrobiologie/obrazova_priloha/mikrob/6.html
http://www.gate2biotech.cz/nova-latka-klicem-ke-stovkam-antibiotik/
http://www.gate2biotech.cz/nova-latka-klicem-ke-stovkam-antibiotik/
http://www.zdrava-rodina.cz/med/med399/med399_42.html
http://www.zdrava-rodina.cz/med/med399/med399_42.html
http://ecdc.europa.eu/en/activities/surveillance/EARS-Net/Pages/index.aspx
http://ecdc.europa.eu/en/activities/surveillance/EARS-Net/Pages/index.aspx

14 Bakteriociny

Cil cviceni

e Dukaz produkce antibakteridlnich latek — bakteriocinu.

Uvodni slovo

Bakteriociny predstavuji skupinu mikrobidlnich proteinti charakteristickych tzkym spektrem ué¢in-
nosti. Produkce bakteriocinu zvyhodiiuje bakterie v jejich zivotnim prostiedi. Umoziuje eliminovat
ostatni bakterie stejného nebo blizce piibuzného druhu, se kterymi by soupetily o spole¢né ener-
getické zdroje. V soucasnosti jsou definované 3 zakladni skupiny bakteriocinii gramnegativnich
bakterif - koliciny, mikrociny a korpuskularni bakteriociny.

Koliciny jsou vysokomolekuldrni proteiny (25-80 kDa) produkované Escherichia coli a ji-
nymi druhy z ¢eledi Enterobacteriaceae. Mikrociny jsou nizkomolekularn{ latky (do 10 kDa) pep-
tidové povahy, produkované zastupci ¢eledé Enterobacteriaceae. V soucasnosti je detailné charak-
terizovanych 25 typu kolicinu a 12 typu mikrocinti. Mikrociny se od kolicinu lisi SirSim spektrem
ucinku, vyssi stabilitou k extrémnimu pH, teploté a vySsi rezistenci k protedazam. Koliciny jsou
kédovany plazmidové zatimco mikrociny mohou byt kédovéany na plazmidu ¢ chromozomalné.
Korpuskuldrni bakteriociny jsou vysokomolekuldrn{ ¢dstice podobné fagovému biciku (phage tail-
like bacteriocins). Vyskyt korpuskuldrnich bakteriocint byl pozorovany napi. u druhu Budvicia
aquatica, Pseudomonas aeruginosa a Pragia fontium.

Predpoklada se, ze bakteriociny produkované E. coli mohou pusobit jako probiotika a an-
tibiotika. Casto pouzivanym probiotickym kmenem je nepatogenni kmen E. coli Nissle 1917,
producent mikrocini H47 a M. Tento kmen byl izolovany némeckym bakteriologem Alfredem
Nisslem v obdobi 1. svétové valky. Pouzival se jako ochrana vojaku pied infekénimi prujmy.
V soucasnosti je aktivn{ ldtkou probiotika Mutaflor®). U novorozenci, kterym byl aplikovany
kmen Nissle 1917, doslo k vyraznému zvyseni hladiny imunoglobulinu IgA a IgM v krevnim séru
a filtratu stolice, rovnéz doslo ke zvyseni hladiny IgA ve slindch. Pii studiu nespecifického imu-
nitntho systému na mysich doslo ke zvyseni sekre¢nich schopnosti makrofagt, stoupla tvorba in-
terleukinu 6, kyslikovych radikalt a byla zjisténa zvysSend produkce faktoru nadorové nekrézy
po indukei makrofdgii kmenem Nissle 1917. Probiotikum Mutaflor®) se pouzivéd pii 1écbé po-
ruch tlustého stfeva — prujmy, zdcpa, meteorizmus, chronickéd onemocnéni stieva, napi. ulcerézni
kolitida a Crohnova choroba, alergie, ekzémy atd.

Uzivani probiotik vede k aktivaci obranyschopnosti organizmu. Utinek kmene Nissle 1917
a tim padem i u¢inek produkce mikrocini H47 a M byl vyzkouSeny i na adherentné invazivnich
E. coli (AIEC) kmenech izolovanych z biopsii pacientu trpicich Crohnovou chorobou. Tento kmen
vyrazné snizoval schopnost AITEC kmenu adherovat a invadovat do epitelidlnich bunék a doporucuje
se jeho uzivani pfi terapii chronickych onemocnéni stiev.

Seznam pristroji a mikroorganizmu

Pomiicky a chemikalie

e Indikatorovy kmen — E. coli K12 - ROW

e 1.2 % TYEA (8 g enzymatického lyzatu kaseinu, 5 g kvasni¢ného extraktu, 5 g NaCl, 11
H»0, 12 g agaru)

e MPA (28 g agaru, 11 H50)
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e Chloroform

Mikroorganizmy

o FEscherichia coli — izolaty ze stiev ¢lovéka

Postup

e Kmeny E. coli ockovat vpichem do agaru (12 vpichtu/kment na misku).

e Lze vyuzit zdkladni 1,2 % TYEA, 1,2 % TYEA agar s mitomycinem C (indikace SOS od-
povédi, zvyseni produkce nékterych typu bakteriocini), 1,2 % TYEA s trypsinem (rozklad
bakteriocinti proteinového charakteru) nebo MPA (médium s maélo Zivinami, zvySeni pro-
dukce nékterych typu bakteriocint).

e Kultivace 48 hodin pti 37 °C.

e Inaktivovat kmeny piiddnim chloroformu pro uvolnéni bakteriocini do média. Na vicko
misky umistit buni¢itou vatu, pipetovat 1 ml chloroformu a nechat ptsobit 30 minut.

e Do 3 ml 0,66 % TYEA temperovaného na teplotu zhruba 45 °C pfidat 100 pl indikdtorové
kultury.

e Médium s usmrcenymi kmeny pielit 3 ml 0,66 % TYEA temperovaného na teplotu zhruba
45 °C a nechat ztuhnout.

e Kultivovat 24 hodin pti 37 °C.

e Na zdkladé tvorby inhibi¢nich zén odlisit kmeny, které produkuji bakteriociny (obr. 35).

Obr. 35: Tvorba inhibi¢nich zén u E. coli produkujicich bakteriociny, ke kterym je indikatorovy
kmen citlivy (archiv autorek)
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Zhodnoceni cviceni

e Doslo k produkei (tzn. tvorbé inhibi¢nich z6n) u véech kmenu?

Dalsi informace k této problematice najdete v nasledujici
literature

e Micenkova L., Bactericinogeny in pathogenic and commensal Fscharichia coli strains. Di-
zertacni prace, MU Brno, 2016.

e Micenkova L., Molekuldrna typizacia bakteriocinov z Iudskych kmetiov E. coli. Diplomova,
prace, MU Brno, 2011.

Kontrolni otazky

1. Co je predpokladem vhodného indikatorového kmene?
2. Které typy bakteriocinu znéte?
3. Jaky maji bakteriociny vyznam pro bakterii zijici ve stfevé?

4. Pro¢ je nutné produkéni bakterie usmrtit?



15 Prukaz a izolace nékterych pudnich
mikroorganizmu

Cil cviceni

Izolace a prukaz 3 skupin mikroorganizmu (Azotobacter, Clostridium, celulolytické bakterie) ze
vzorku pudy pomoci selektivnich podminek kultivace.

Uvodni slovo

Pti hodnoceni kvalitativniho ¢i kvantitativniho zastoupeni mikroorganizmu v pudeé zvazujeme cha-
rakteristiku zkoumaného vzorku pudy (drodnost, mnozstvi humusu, textura, mnozstvi kysliku,
kyselost pudy, profil pudy a hloubka odbéru). Vétsina mikroorganizmu zije v hloubce do 10 cm.
V jednom gramu pudy je piitomno nékolik bilionu bunék. Prokézat je muZeme in situ detekei
(fluorescence, nukleotidové sondy) anebo kultivacné podle nékterych jejich charakteristickych me-
tabolickych aktivit: fixace dusiku, oxidace siry, redukce siranu, rozklad mocoviny, celulézy atd.
Preparat pripraveny z pudniho extraktu dopliiuje informaci o morfologii a barvitelnosti bunék
zastupcu spolecenstva.

Mezi béznou pudni mikrofléru nélezi bakterie rodu Agrobacterium, Arthrobacter, Bacillus,
Clostridium, Nocardia, Pseudomonas, Serratia, Streptomyces a také fada vldknitych hub (Asper-
gillus, Fusarium, Mucor, Penicillium, Rhizopus). Nékteré mohou byt patogeny rostlin i Zivocichu
(Actinomyces, Clostridium, Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia, Pseudomonas, Rhodo-
coccus, Streptomyces). V piirodé se mikroorganizmy vyskytuji v ¢istych kulturdch vyjimecné,
vytvéareji mikrobidlni spoleGenstva. Za normélnich podminek (neutrdlni pH, nadbytek Zivin, do-
statek vody) se v prostied{ vyskytuje znaény pocet mikrobidlnich druht v pramérném mnozstvi.
V pudéch uréitého charakteru prevazuje urcitd skupina bakterii, napt. zamokiené pudy pod-
poruji rust anaerobu, termofilni bakterie se vyskytuji hlavné v kompostu a v kyselych pudach
prevladaji vldknité houby. V extrémnich podminkéch je pritomno méné druhu a vice jedincu jed-
noho odolného druhu. Dominantni druh se v populaci vyskytuje s vy3si hodnotou CFU/g nez
druhy ostatni. Spoleéenstvo mikroorganizmu je otevieny a dynamicky systém.

Winogradsky vymezil dvé zakladni skupiny bakterii podle kulminujiciho poctu jejich zastup-
cu v zavislosti na zdrojich zivin. Autochtonni bakterie - pfirozené organizmy, které jsou po
celé roéni obdobi zastoupeny v relativné vysokém a konstantnim poctu nezévisle na mnozstvi
zivin. Je pro né charakteristicka nizka metabolickd aktivita. Klasifikuji se vétsinou jen podle mor-
fologie bunék (barveny preparét), napi. aktinomycety, Agrobacterium, Streptomyces, Nocardia.
Zymogenni (alochtonni) bakterie jsou druhy, jejichz pritomnost zdvisi na aktudlné zvysené
koncentraci zivin nebo dodani zvlastnich latek, které rychle vycerpavaji. Vyznacuji se mohutnou
metabolickou aktivitou a vyznamné se podileji na procesech mineralizace pudy, zajistuji kolobéh
jednotlivych prvku v biosfére, napf. nitrifika¢ni bakterie, celulolytické, oxidujici siru, myxobakte-
rie, Bacillus, Flavobacterium, Mycobacterium, Pseudomonas.

Mikroorganizmy se podili na pfeménach pudy a modifikuji svou ¢innosti vnéjsi prostiedi.
Energie vstupuje do ekosystému pudy ve formé slunecniho zéfeni ¢i organickych a anorganickych
slou¢enin. Organické slouceniny jsou oxidovany na COq respiraci nebo jsou fermentovény na redu-
kované slouceniny. Chemolitotrofni organizmy oxiduji anorganické slouceniny a piispivaji k syntéze
organickych latek autotrofnimi aktivitami. Obecné se jednd o procesy mineralizace (pfeména or-
ganicky vdzaného prvku na anorganickou formu), imobilizace (pFeména anorganickych prvku na
organické komplexy), oxidace, redukee, fixace nebo volatilizace (pFfeména plynné formy na ne-
plynnou a naopak), procesy dekompozice (humifikace, mineralizace), icast v kolobéhu prvku,
oxidace jedovatych dusitanu na dusi¢nany (nitrifika¢ni bakterie), oxidace nedostupnych sulfida
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na sulfaty (Thiobacillus), bioremediace, rozklad tézko odbouratelnych ldtek (napi. pesticidy, ce-
lul6za, chitin), produkce fady latek ovliviiujicich rust rostlin, fixace dusiku symbiotickymi (Rhizo-
bium) i volné zijicimi (asociativné symbiotické Agrobacterium, Azotobacter, Clostridium) bakte-
riemi, ndvrat dusiku do kolobéhu v podobé amonnych iontu vstiebatelnych rostlinami, produkce
sekundarnich metaboliti (bakteriociny, antibiotika), suprese mikromycetovych onemocnéni rostlin
(Bacillus megaterium, Bacillus subtilis, Pseudomonas fluorescens).

Pro praci s vybranou skupinou bakterii je nutno mikroorganizmy izolovat a kultivovat
v Cistych kulturdch. Lze vyuzit selektivnich médii. Pii prukazu pritomnosti bakterii fixujicich
dusik se vyuzije bezdusikatého média, které zvyhodnuje pro rust druhy schopné tuto molekulu
fixovat z ovzdusi. Dusiku jako biogenniho prvku je v atmosféfe omezené mnozstvi. Nékteré fo-
totrofni i chemotrofni bakterie (symbiotické i volné zijici) (Azotobacter, Klebsiella, Rhizobium,
Clostridium pasteurianum) a cyanobakterie (Anabena, Nostoc) disponuji enzymem nitrogenédzou,
pomoci kterého dusik fixuji z atmosféry. Je to energeticky ndro¢ny proces (spotieba 15 ATP na
1 molekulu Ny).

Stépeni celulézy lze dokézat charakteristickym riistem na materidlech obsahujicich ce-
lulézu jako zdroj uhliku. Ukazatelem trodnosti pudy je piitomnost celulolytickych bakterii.
V intenzivné obdéldvanych pudach se vyskytuji rychle rostouci zastupci roda Cytophaga, Cellvib-
rio, Cellfalcicula, Sporocytophaga. Ve stiedné obdélavanych pudach pak myxobakterie a ve slabé
obdéldvanych a v kyselych pudach prevlddaji mikroskopické houby. V pfirodé nejrozsirenéjsi a ve
vodé nerozpustny polysacharid celuldza je podstatnou souc¢asti bunécénych stén rostlinnych bunék,
je doprovazena hemicelul6zami, pektiny, ligninem a tuky. Je Stépena z vétsi ¢asti aerobné, muze
vSsak byt i anaerobné zkvasovana. Celul6za je mimo buitku hydrolyticky Stépend exoenzymem
celuldzou na celobiézu, kterd je po transportu dovniti bunky stépena endoenzymem celobidzou
na dvé podjednotky glukézy. Rychlost rozkladu celulézy je ovlivnéna mnozstvim celulolytickych
bakterii a pfitomnosti doprovodnych latek, v pfitomnosti ligninu je Stépena hufe.

Priiklady pudnich bakterii

Rod Clostridium

Pleomorfni grampozitivni tycky, jednotlivé, ve dvojicich ¢i v kratkych fetizcich. Peritrichalni,
tvoii ovalné ¢ kulaté endospory. Obligatné anaerobni, nékteré druhy aerotolerantni. Siroky rozsah
teplotniho optima rustu 10-65 °C. Nékteré druhy fixuji plynny dusik a tvoii toxiny. Vyskytuji se
v pudé, stoénim kalu, morskych sedimentech, rostlinnych zbytcich, v gastrointestindlnim traktu
zivocichu a ¢lovéka (jicen, stfeva), v klinickém materidlu. Identifikaci napomahd rozliSeni do ti{
skupin podle vyuzivani bilkovin a sacharidu, sacharolytické, proteolytické a Stépici jak bilkoviny,
tak i sacharidy. Do rodu Clostridium patii primarni i oportunni patogeny.

C. pasteurianum patii do skupiny piisné anaerobnich bakterii maselného kvaseni, toleruje
kyselost a proméacenost pudy a nizsi teploty; tyto vlastnosti spolu s tvorbou spor umoziuji jeho
rozsifeni témér ve vsech typech pud (103-105 CFU/g).

Rod Azotobacter

Gramnegativni ovoidni pleomorfni tycky az koky, jednotlivé, ve dvojicich i v nepravidelnych
shlucich. Peritrichdlni, aerobni, chemoorganotrofni. Tvoii cysty a pigmentuji. Dusik fixuji nesym-
bioticky ¢i asociativné symbioticky (Azotobacter paspali s travou Paspalum notatum). V médiu
vyzaduji molybden ¢i vanad. Vyskytuji se v pudeé ¢i vodeé.

A. chroococcum je naroény na podminky vnéjsiho prostiedi. Vyskytuje se v nizkych poctech
(102-104 CFU/g) v dobfe provzdusinované a hnojené pudé o neutrdlnim az slabé alkalickém pH
v blizkosti kofenového systému rostlin. V kyselych pudédch dusik nefixuje. Vyzaduje pfitomnost
cukru, jednoduchych alkoholu, fosforu, vapniku, molybdenu, béru, vanadu, zeleza a manganu.
Teplotni optimum je tzké, mezi 25 a 30 °C.
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Seznam pristroja a mikroorganizmu

Pomiicky a chemikalie

e Petriho misky s Ashbyho agarem, prazdné plastové Petriho misky
e MPB s 5% glukézou

Zkumavky, pipety, klicky, kahan, vodni lazen

Sterilni parafinovy olej

Filtra¢ni papir, usttizky ¢asopisu, novin, buni¢ina

Zemina 7 vlastnich zdroju (sklenik, lesni ptida z lesa, zahrada, piskovisté, kvétindé¢, kompost)

Postup

Izolace zastupct rodu Azotobacter

e Petriho misky s Ashbyho agarem (selektivni bezdusikaté médium eliminuje druhy vyzadujici
pritomnost dusiku, nezaruéf eliminaci mikroskopickych hub) oc¢kovat piimo drobnymi zrnicky
zeminy.

e Kultivovat 72 hodin pfi 25-30 °C, misky neotacet

Hodnoceni

Rust azotobakteru se projevi slizovitymi koloniemi kolem zrni¢ek hliny (obr. 36). Kolonie jsou
v prvnich dnech bélavé, staifim hnédnou. Z misky je citit charakteristicky zdpach pudy. P#i mikro-
skopické kontrole lze v preparatu pozorovat gramnegativni tycky vyskytujici se ¢asto ve dvojicich.
Buriky jsou ohranic¢eny pouzdrem, které se nejlépe zvyrazni negativnim barvenim. V preparatu
Ize pozorovat klidova stédia, cysty.

Obr. 36: Izolace zdstupcu rodu Azotobacter na Ashbyho agaru (archiv A. Vavrové)
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Izolace zastupcu rodu Clostridium

e Piipravit pudnf extrakt smichdnim 10 g zeminy se 100 ml sterilni destilované vody, protiepdvat
10 minut a filtrovat vrchni ¢ast extraktu pres dvojity sterilni filtracni papir do sterilni banky.

e Suspenzi (cca 2 ml) pfelit do sterilni zkumavky a umistit do vodni ldzné (75-80 °C) na
15 minut (pasterizace, usmrceni vegetativnich bunék, endospory preziji).

e Do horkého sterilntho média (MPB 5 % glukdzy) pipetovat 1 ml pasterizovaného pudniho
extraktu a ihned pfevrstvit 1 ml sterilniho parafinu pro zajisténi anaerobniho prostiedi.

Hodnoceni

V piftomnosti klostridi{ vznikd sedlina (obr. 37), plyn a charakteristicky zépach mdselného kvaseni.
Pfi mikroskopické kontrole (Gramovo barveni) jsou v prepardtu vidét grampozitivni tycky, piipadné
endospory v nativnim preparatu pii pouziti fazového kontrastu.

€], Kopecka, G. Rot

Obr. 37: Piftomnost sedliny po vykli¢en{ anaerobnich endospor rodu Clostridium (archiv autorek)

Prikaz celulolytickych bakterii

e Zeminu nasypat do Petriho misek zhruba do vysky 2/3 misky a dukladné navlhéit.

e Pinzetou polozit jednotlivé sterilni prouzky filtraéniho papiru, buni¢ité vaty a novin (lcm
mezery) a opét navlhéit.
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e Inkubovat pii pokojové teploté, zeminu prubézné vlhéit. Inkubace probiha 3 tydny, hodno-
ceni se provadi vzdy po tydnu (obr. 38).

Hodnoceni

Po kazdém tydnu pozorovat ptipadny rozklad a zmény zabarveni (pfitomnost skvrn riznych barev)
zdroju celulézy. Nejintenzivngjsi rozklad by mél byt u buniciny (cca 50 %), méné pak (30 %)
u filtra¢niho papiru a nejméné u novinového papiru vzhledem k inhibujicimu tiskaiskému barvivu
v papiru. Nejvice celulolytickych mikroorganizmu se vyskytuje v pudach s vyssim mnozstvim
humusu, méné v pudéch piscitych.

/
BPecks, G. Rotkova

Obr. 38: Rozklad ruznych zdroju celulézy celulolytickymi mikroorganizmy po jednom (A) a tiech
(B, C, D) tydnech kultivace (archiv autorek)

Zhodnoceni cviceni

e Podafilo se izolovat jednotlivé zastupce pudnich mikroorganismu?

e Co vysledek vypovidd o irodnosti pudy?

Dalsi informace k této problematice najdete v nasledujici
literature

e Némec M., Mazal P., Cviceni z mikrobiologie, Uéebni text VS. 1989, Brno.

e Mbllerova J., Symbioticks fixace dusfku, Ziva, 2006 (zdroj: http://ziva.avcr.cz/files/ziva/
pdf/symbioticka-fixace-dusiku-bakterie-rhizobium-s-1-a.pdf; 7. 3. 2016)

e Enzym nitrogendza a chemizmus dusiku (zdroj: http://chem.rochester.edu/~plhgrp/nitrfix.
html; 7. 3. 2016)

6 Kontrolni otazky

1. Jaky je princip izolace ndmi zvolenych bakteridlnich skupin?

2. Pro¢ v postupu izolace klostridii vykli¢i pouze jejich endospory?


http://ziva.avcr.cz/files/ziva/pdf/symbioticka-fixace-dusiku-bakterie-rhizobium-s-l-a.pdf
http://ziva.avcr.cz/files/ziva/pdf/symbioticka-fixace-dusiku-bakterie-rhizobium-s-l-a.pdf
http://chem.rochester.edu/~plhgrp/ nitrfix.html
http://chem.rochester.edu/~plhgrp/ nitrfix.html
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3. V jakém prostiedi (ve vztahu ke kysliku) kli¢i endospory klostridii? Jakym zpusobem se
izoluji a jaké znaky sledujeme v piipadé pozitivniho ristu?

4. Jmenujte nékteré funkce pudnich mikroorganizma.
5. Jmenujte nékteré bakteridlni rody vyskytujici se bézné v pudé.

6. Jaké selektivni médium se vyuziva pro izolaci azotobaktera a na zdkladé které vlastnosti ho
na tomto médiu izolujeme?

7. Potiebuji bakterie pro fixaci dusiku symbiézu s rostlinami?

8. Jak se jmenuje enzym, pomoci kterého bakterie fixuji vzdusny dusik? Funguje aerobné na
misce?

9. Vysvétlete pojem autochtonni/ alochtonni.
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Cil cvicéeni

Vytvorit Winogradského kolonu a pozorovat rozdéleni jednotlivych vrstev v Case.

Uvodni slovo

Sergei Nikolaievich Winogradsky, rusky mikrobiolog, se vénoval pfevazné pudni mikrobiologii. Ob-
jevil bakterie, které oxiduji zelezo, siru a amoniak a které jsou schopny zabudovat CO2 do organické
hmoty. Izoloval anaerobni bakterie fixujici dusik a studoval rozklad celulézy. Winogradského ko-
lona (obr. 39) je forma mikrokosmu, ve kterém mikroorganizmy a ziviny interagujf ve vertikdlnim
gradientu. Kolona demostruje ruzné tlohy mikroorganizmu v piirodé, kdy aktivita jednoho or-
ganizmu umoznuje rust jiného a naopak. Kolona je kompletni, sobéstacny a recykla¢ni systém,
ktery je dopliiovan pouze svételnou energii. Produkty kvaSeni a sulfidy stoupaji z redukovanych
z6mn, kyslik pronika do kolony z povrchu. Tim jsou vytvoreny vrstvy podobné jako u sedimentu
bohatych na ziviny. Fotosyntetizujici organizmy ziskavaji energii ze svétla.

Bahno je smichdno se sfranem sodnym, uhli¢itanem sodnym a natrhanymi novinami (zdroj
celulézy). Do kolony se ndsledné piidé voda, inkubace probiha na svétle. V koloné zac¢ne probihat
série reakei, kdy ur¢ité mikroorganizmy vytvaii specidlni mikroklima jako odpovéd na chemické
gradienty.

Na dné kolony je degradovana celuléza (rod Clostridium). Produkty kvaseni jsou pro dalsf
mikroorganizmy dostupné jako reduktanty a siran je vyuzivan jako oxidant. Rod Desulfovibrio
produkuje sirovodik, ktery stoupd vzhuru do oxygenni zény a vytvaii stabilni gradient sirovodiku,
ve kterém fototrofni Chlorobium a Chromatium vytvaii viditelnou olivové zelenou a purpurovou
zénu. Tyto mikroorganizmy vyuzivaji sirovodik jako zdroj elektronti a COg z uhli¢itanu sodného
jako zdroj uhliku. Nad touto vrstvou mohou rust purpurové nesirné bakterie rodu Rhodospi-
rillum a Rhodopseudomonas. Tito fotoheterotrofové vyuzivaji organicky materidl jako donory elek-
tronu v anaerobnich podminkach. Kyslik i sirovodik muze byt ptitomen vyse v koloné, kde jsou
vyuzivany adaptovanymi mikroorganizmy (Beggiatoa, Thiothriz), které vyuzivaji redukované sirné
slou¢eniny. Ve svrchni vrstvé mohou byt viditelné fasy (rozsivky) a cyanobakterie.

Kyslik a COy vytvaii v koloné koncentraéni gradient. Kyslik je ve vodé omezené rozpustny
v zavislosti na teploté vody, tlaku a rozpusténych solich. Teplota a tlak vyrazné ovliviiuji mnozstvi
kysliku, které je dostupné pro mikroorganizmy. Pti nizsich teplotdch muze byt koncentrace kysliku
vyrazné vyssi. Rychlé snizeni rozpusténého kysliku ve vodé muze nastat pii kontaminaci vody
zivinami, coz ¢asto vede k thynu ryb. Oxid uhli¢ity se ticastni mnoha chemickych a biologickych
procest, napi. ovliviiuje pH vody. Pokud autotrofni mikroorganizmy, jako jsou fasy, vyuzivaji
COa,, pH vody se zvysuje.
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Obr. 39: Winogradského kolona, mikrobidln{ evoluce v lahvi (zdroj: http://www.hhmi.org/
biointeractive/poster-winogradsky-column-microbial-evolution-bottle; upraveno)

Seznam pristroji a mikroorganizmiu

Pomiicky a chemikalie

e Bahno a voda z feky

e Vejce, filtra¢ni papir

Postup

Izolace zastupct rodu Azotobacter

e Bahno smichat se zloutkem (NayS), nadrcenou skofdpkou (CaCOjs), natrhanym filtra¢nim
papirem (celuléza) a vodou.

e Smési naplnit véalec, dolit vodou a uzaviit.

e Inkubovat na svétle pii pokojové teploté a pozorovat rozdéleni vrstev (obr. 40).


http://www.hhmi.org/biointeractive/poster-winogradsky-column-microbial-evolution-bottle
http://www.hhmi.org/biointeractive/poster-winogradsky-column-microbial-evolution-bottle
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Obr. 40: Piiprava Winogradského kolony (A, B), stav na zacatku inkubace (C) a rozdélenf vrstev
po nékolika mésicich inkubace (D) (archiv autorek)
Zhodnoceni cviceni

e Dosglo k rozdéleni vrstev?
e Byly jednotlivé vrstvy dobfe pozorovatelné?

o Po jaké dobé se vrstvy rozdélily?

Dalsi informace k této problematice najdete v nasledujici
literature

e Prescott L., M., Harley J. P., Klein D. A., Microbiology, WCB, Dubuque, 1996, ISBN 0-697-
29390-4.
Kontrolni otazky

1. Proc se do kolony priddva zloutek a skorapka?

2. Jako zdroj ¢eho se do kolony piidava filtra¢ni papir?

w

. Je v prubéhu inkubace do kolony nutné piidavat ziviny?

S

. Jaké vrstvy v koloné lze pozorovat?



17 Pozorovani bakteridlnich endospor a je-
jich barveni, negativni barveni

Cil cviceni
e Zvyraznén{ bunék rodu Bacillus negativnim barvenim (nefixovany preparat).
e Pozorovéni bakteridlnich endospor rodu Bacillus v nativnim prepardtu (fazovy kontrast).

e Zvyraznéni pouzder rodu Azotobacter negativnim barvenim (nefixovany preparit).

e Barveni spor.

Uvodni slovo

Kromé rostoucich a délicich se vegetativnich bunék nachazime u prokaryot i struktury dovolujici
preziti neptiznivych podminek — endospory. Endospory jsou odolnéd klidova stddia. V butice
prokaryot je pfitomna pouze jedna endospora, kterda obsahuje peptidoglykan zcela odlisného cha-
rakteru nez peptidoglykan v bunééné sténé bunky. Makromolekuly jsou v endospore stabilizovany
pritomnosti specifickych bilkovin, snizenim mnozstvi vody a zvySenim obsahu vapniku. Vapnik je
v endospofe vazan v kyseliné dipikolinové, kterd je v piirodé pfitomna pouze uvniti bakterialnich
endospor a zajistuje jeji termorezistenci. Endospory jsou diky éetnym obalim rtizného charak-
teru odolné k pusobeni UV a v zafeni, vysouSeni, lysozymu, teplotnim zménam, nedostatku Zivin
a pusobeni mnoha dezinfekénich prostfedki, v etanolu mohou prezivat i nékolik mésicu. Endo-
spory jsou prostfedkem §iteni bakterii i na zna¢né vzddlenosti a v ruzném prostiedi. Tvorba
endospory neni odpovédi na vnéjsi prostiedi, ale pfipravou na neptiznivé podminky. Endospory
jsou vysoce svétlolomné utvary. Endospory jsou nereproduktivni struktury tvofené malym poctem
prevazné grampozitivnich bakterii (napf. Bacillus, Clostridum, Thermoactinomyces, Desulfotoma-
culum, Sporosarcina, Sporolactobacillus, Oscillospira).

Klinicky, farmaceuticky a technologicky vyznamné jsou termostabilni endospory zejména
rodu Bacillus a Clostridium. Bakteridlni endospory jsou vyznamnym prostifedkem bioterorizmu
(napi. Bacillus anthracis - anthrax). Nekteré endospory jsou pouzivény jako biopesticidy (napt. Bt
toxin, bilkovina spor Bacillus thuringiensis var. israelensis). Endospory obsahuji na svém povrchu
proteiny, peptidy ¢i enzymy, které se vyuzivaji jako specifické sondy nebo maji biokatalytickou
funkci. Modifikované endospory B. subtilis se pouzivaji jako vehikula vakcin a jinych farmak, napf.
povrchové proteiny endospor B. subtilis, které obsahuji fragment C tetanového toxinu; alfa toxin
Clostridium perfrigens pouzivany pro oralni a nazalni imunizaci ¢lovéka i zvifat. Endospory jako
transportéry farmak dodédvaji teplotni stabilitu, flexibilitu pro genetické modifikace a nendkladny
proces piipravy.

Zatimco toxiny sporulujicich druhti jsou vétsinou termolabilni, jsou inaktivovany jiz po
5 minutdch pfi teploté 60 °C, endospory jsou velmi odolné. U druhu Clostridium botulinum spo-
rulujici buiiky odolavaji 90 minut teploté 100 °C, nesporulujici bunky hynou po 30 minutach pii
70 °C. Endospory Clostridium tetani (puvodce tetanu) jsou inaktivovdny po 20 minutdch pii 121
°C pii tlaku 0,2 Mpa a po 90 — 180 minutdch pii 160 - 200 °C suchého tepla. Endospory jsou
vysoce termorezistentni, preziji az pétihodinovy var. Pro ovéfreni spravného prubéhu sterilizace se
vyuzivaji endospory Geobacillus stearothermophilus, které preziji pii 120 °C az 12 minut.

Sporicidnich latek je malo a jsou nédkladné. Prikladem je etylenoxid, S-propionlakton, kon-
centrované louhy a kyseliny, formaldehyd pii prodlouzené expozici, kyselina peroctova, jodové
preparaty, chloramin.
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Stavba zralé bakteridlni endospory (obr. 41)

Jadro spory tvofi sporoplast (téZ protoplast). Stroma endospory predstavuje gelovou matrix tvore-
nou bakteridlnim jadernym ekvivalentem (nukleoidem), ribozomy, kalcium dipikolindtem (az 10 %
susiny endospory) nebo pyridin-2,6-dikarboxylovou kyselinou, kterd nahrazuje vodu pfi udrzovani
kvarterni struktury pfi vazbach, SASPs (small acid-soluble proteins), které jsou pevné svéziny
s nukleovou kyselinou a zabezpecuji jeji kondenzaci a rezistenci vaéi UV zafeni a DN A-nicicich che-
mickych latek. Pfitomny jsou polyaminy, aminokyseliny a 3-fosfoglycerat. V jadie endospory jsou
u nékterych druhu piitomny specifické latky ve formeé krystalki, toxinu. Jadro je obaleno vnitini
lipoproteinovou membréanou, intinou, ktera brani prostupu chemickych latek z prostredi. Zbytky
puvodni bunééné stény mateiské buiiky slouzi jako zdklad nové bunééné stény pii kliceni endo-
spory. Kortex, ktery se sklad4 z vnitin{ (20 %) a zevni ¢asti (80 %), zajistuje nepropustnost a po de-
hydrataci jddra termorezistenci, je nebarvitelny a je tvoien peptidoglykany. Zhruba 20-30 % pepti-
doglykanovych jednotek je shodnych s jednotkami peptidoglykanu bunécné stény, zbylych 50-60 %
jednotek predstavuje N-acetylmuramovou kyselinu modifikovanou na N-acetylmuramyl-laktam,
dalsich 18-20 % kyseliny N-acetylmuramové je spojeno s L-alaninem namisto tetrapeptidu. Tyto
membréana, plasté, extina, se sklad4 z proteinii bohatych na cystein, zajistuje odolnost k pisobeni
chemikdlii. Exosporium neni pfitomno u vSech taxonu, udéluje bunce odolnost vuci chemickym
latkdm a enzymum.

plast

vnéjsi membréna

kortex

bunééna sténa
bunky

vnitFni membrana

Obr. 41: Struktura bakteridlni endospory (zdroj: https://micro.cornell.edu/research/
epulopiscium /bacterial-endospores; upraveno)

Tvar a umisténi endospory (obr. 42) v bunice je vyznamny charakteristicky znak, ktery
pomaha identifikaci. Napt. druhy Bacillus anthracis, B. cereus, Clostridium botulinum maji vzdy
ovalné endospory, druhy Clostridium tetani, Bacillus sphaericus maji kulaté enodspory. Hodnoti
se, zda a ve kterém misté endospora vyklenuje buiku. UloZen{ v buiice muze byt termindlni (na
konci ty¢inky, napt. C. tetani - palicky, Geobacillus stearothermophilus), centrélni ( C. histolyticum,
C. novyi, C. septicum, B. anthracis, B. cereus) nebo nejcastéji subtermindlni, téz paracentrélni,
(mezi stfedem a pdlem buiky, napt. C. botulinum, C. sporogenes, B. brevis).


https://micro.cornell.edu/research/epulopiscium/bacterial-endospores
https://micro.cornell.edu/research/epulopiscium/bacterial-endospores
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Obr. 42: Mozné umisténi endospory a piipadné vyklenuti bunky jako identifika¢ni znak (zdroj:
http://ttktamop.elte.hu/online-tananyagok /practical_microbiology /ch06s04.html; upraveno)

Neobarvené endospory muzeme pozorovat fadzovym (zafici spory; az po vzniku kortexu,
ktery udévd svétlolomnost) a Nomarského kontrastem (plasticky povrch buiky, pouze pokud
spora vyklenuje buitku), jednoduchym barvenim (pouze pokud spora vyklenuje buriku).

Piimé obarveni endospory je mozné pii vzniku prospory (vznik kortexu), kterd je pro
barvivo propustnd. Spory $patné piijimaji barvivo i po fixaci prepardtu vzhledem k rigidnimu
Spatné propustnému kortexu, proto se obarvi az béhem varu pomoci koncentrovanych barviv
nebo moftidel (podobné napi. acidorezistentni bakterie, které se Gramovym barvenim neobarvi
vzhledem k obsahu mykolovych kyselin v bunééné sténé). Piikladem barveni endospor je Wirtz-
Conklinova a Schaeffer-Fultonova metoda. Obarvené endospory se tézko odbarvuji kyselinami
a jinymi slou¢eninami (napi. alkoholem).

Barvitelnost endospor zavisi na vyvojovém stadiu sporulujici bunky, je podminéna staiim
kultury, kvalitou zivné pudy, individualnimi vlastnostmi mikroorganizmi, a proto nelze barvicich
metod pouzivat schematicky. Barvitelnost endospor se zlepsi pouzitim sporula¢nich médii s pridav-
kem manganu.

Nativni preparat pozorovany fazovym ¢i Nomarského kontrastem umozinuje pozorovani
skutetného tvaru a struktury bunék neporusSenych fixaci a barvenim, dale pozorovani rustu,
mnozeni a pohybu bakterii. V diagnostické praxi ma vyznam pii studiu svétlolomnych bunéénych
utvaru, které se obtizné barvi (napf. endospory).

Fazovy kontrast vyuzivd odlisné svétlolomnosti ¢astic v pozorovaném objektu. Ruzné
struktury bunky maji ruzné indexy lomu svétla a vznikajici obraz je vysledkem sloZeni obrazu vin
s posunutou fézi a vln odklonénych od preparatu. Tmavé endospory se v preparatu jevi jako zafici
objekty.

Sporulace - proces vzniku endospory

Ke studiu sporulace se vyuziva zejména rodu Bacillus, predevsim druh B. subtillis. Sporulace
probiha i pfi dostatku zivin zejména ve stacionarni fazi. Béhem sporulace B. subtillis 1ze rozlisit
nékolik faz{ (obr. 43), které lze charakterizovat morfologicky a na molekuldrné biologické irovni. Za
vznik endospory zodpovida asi 50 genu a cely proces trva pramérné 67 hodin. V prubéhu vzniku
prepazky je jasné, zda vznikne vegetativni buinika nebo endospora. V piipadé vzniku endospory
buiika pfechazi od binarniho déleni k déleni asymetrickému.

Prospora se utvaii v tzv. sporogenni zéné. Primarné se prepisuji geny, které pfipravi pro-
stor pro endosporu, zvysuje se mnozstvi volutinu, které lze zjistit barvenim. Dochéazi ke zvyseni
mnozstvi enzymu, bunka zvySuje spotiebu acetdtu, a navysuje pocet enzymu Krebsova cyklu a hyd-
rolaz. Na procesu sporulace se podili amylazy, protedzy, fosfatdzy, DNazy. Axidlnich filamenta
slouzi k rozbaleni nukleoidu do dlouhého vldkna a replikaci. Vytvaii se septum, které postupné
rozdéli bunku na dvé nestejné ¢asti, je ukoncena replikace bunééného genetického materialu, ktery
se rozestoupi pélum buiky. DNA endospory jiz neni aktivni. Sporogenni zéna je homogenizovana
a zahusténd. Ma vzdy jinou hustotu nez zbyly obsah buinky. Cytoplazmatickd membréna prolife-
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ruje kolem obou ¢asti buriky, u prespory dochéz{ k zaobaleni dvéma membranami, intina a extina,
vchlipenim cytoplazmatické membrany. Do prespory se vkladd mnoho vapniku a syntetizuje se
v ni kyselina dipikolinové, vznikéd prospora. Ubyva volutinu. Prospora neni svétlolomnd, nesviti
pii mikroskopii ve fazovém kontrastu. Proces sporulace je jiz nevratny. Tvorba kortexu spory
s odlisnym slozenim peptidoglykanu od slozeni peptidoglykanu bunééné stény je fizena chromozo-
mem matefské bunky. Pii vzniku kortexu je obsah volutinu jiz minimdlni. Ve spofe je obsazena
kyselina dipikolinova, kterd je syntetizovana matefskou bunkou, jeji mnozstvi je regulovéano. Kal-
cium dipikolinat je charakteristickd slozka pritomna pouze v endosporach bakterii. Endospora
je jiz svétlolomna, se vznikem kortexu je nepropustnd pro barvivo, obarvitelna az pii vystupu
par. Probiha syntéza dvouvrstevného plasté. U zdstupcu rodu Bacillus vzniké exosporium slozené
z 10 proteinu, polysacharidu a lipida. Unikéatnost bilkovin plasté je sledovana chemotaxonomickymi
metodami. Probihd maturace endospory, lyze mateiské buiky a uvolnéni zralych spor. Nésleduje
kryptobioticka faze volné zralé endospory, kterd ve vhodnych podminkach muze a nemusi klicit.
Jeji vnéjsi architektura, poéet a tvar plastl je druhové specifickd.
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Obr. 43: Obr. 43 Prubéh sporulace (zdroj: https://www.quora.com/What-is-microbial-spore; upra-
veno)

Germinace bakterialni endospory

Germinace (klicen{ endospory, obr. 44) za¢ind spontanni aktivaci endospory. Dochdz{ k destabili-
zaci plasté, v laboratornich podminkéach pii ptsobeni teploty 70-85 °C po 5—10 minutédch, dalsimi
aktivatory jsou malé organické molekuly. Aktivovand endospora prijima vodu a ztraci rezistenci.
Bilkovinné stabilizatory jako vnitini soucdsti se zacinaji rozkladat. Vzniklé aminokyseliny slouzi
pro tvorbu novych proteini. Nejprve je ovlivnéna proteosyntéza (degradacni enzymy). V momenté,
kdy buika vytvaif energii, za¢ind fungovat regulaéni aparat chromozomu (ATP = signdl aktivace
chromozomu). Prvnimi funkénimi enzymy jsou glykoziddzy pro metabolizovan{ kortexu. Nésleduje
rozklad extiny (fosfolipidy, bilkovina, polysacharid). Lyticky enzym kortikohydroldza depolyme-
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rizuje kortex pro prunik vody. Dvé hodiny po germinaci endospory dochazi k déleni vegetativni
buiiky. Podle lokalizace klicen{ endospory rozezndvdme germinaci terminédlni (na pélech buiky)
a centralni. Germinaci je mozné inhibovat pfitomnosti aminokyseliny D-Ala, MgCl, a inhibitorem
proteaz, fenylmetylsulfonylfluoridem.

Obr. 44: Kliceni endospory Clostridium pectinovorum (Prescott a kol., 1996)

Cysty rodu Azotobacter

Cysty jsou klidov4 stddia obklopend pldstém (obr. 45), ktery je chrani pied chemickym a fyzikdlnim
stresem (napf. vysychdni, zdfenf). Cysty rodu Azotobacter obsahuji alkylresorcinol, alginét, po-
lyhydroxybutyrat a polysacharidy. Cysta se skladd z ovalné buiiky, centralniho téla obklopeného
dvouvrstvou kapsulou. Cysty jsou vici nepfiznivym podminkam vice odolné nez vegetativni burky,
ale méné nez endospory.
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Obr. 45: Stavba cysty rodu Azotobacter, jadernd oblast (N, vnéjsi obaly (CCy, CCy), exosporium
(Ex) (Prescott a kol., 1996, upraveno)

Bakterialni pouzdra

Polysacharidové ¢i bilkovinné pouzdro lemuje bakterialni bunku a v prostfedi ji chrani proti vy-
sychédni, jedim a nepfiznivym faktorim. V Zzivo¢isném téle bakterii maskuje pfed imunitni od-
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povédi makroorganizmu (maskovani antigenu, vétsi odolnost, faktor virulence). Bakterie, které
tvoii pouzdra, na misce rozezname podle charakteristického mohutné slizovitého vzhledu. Velké
kolonie téméf splyvaji na médiu a za klickou se tdhnou. Pouzdro je jasné oddélené od prostiedi,
na rozdil od slizu, ktery je vice rozptylen kolem buiiky. Vysoké mnozstvi sacharidi v médiu
¢l prostiedi zintenziviiuje tvorbu pouzdra. Schopnost tvorby pouzdra je mozné ztratit (mutaci),
z puvodni mukdzni formy se stavd R forma (reverzibilni, drsnd) az S forma, kterd jiz pouzdro neni
schopna tvofit.

Stejné jako endospory jsou i pouzdra omezené barvitelna. Pouzdra se nabarvi po povareni
v barvivu. Pro zvyraznéni pouzdra se vyuziva negativniho barveni. Pouzdro je v preparitu ne-
zbarveno a je vyrazné svétlé.

Negativni barveni

Negativnim barvenim se obarvi okoli bunék, nikoli buniky samotné. Velikost ani tvar bunky neni
deformovany fixaci a barvivem. Vyuziva se pro méfeni presné velikosti a tvaru bakteridlni bunky,
pro stanoveni pouzder, kapsuli a slizi.

Seznam pristroji a mikroorganizmu

Pomicky a chemikalie
e podlozni a kryci skla, bakteriologicka klicka
e filtracni papir, sterilni destilovana voda

e nigrosin, Kongo ¢erven, metylenova modf, malachitova zelei

Mikroorganizmy
e Bacillus megaterium CCM 2007 — spory kulaté, nezduiuji buiiku, subtermindlni umisténi
e Bacillus sphaericus CCM 1615 — spory kulaté, zdutuji bunku, terminalni umisténi
e Bacillus cereus CCM 2010 — spory ovélné, nezduruji bunku, centralni umisténi
e Bacillus thuringiensis CCM 19 — spory ovéalné, nezdufuji bunku, subterminalni umisténi
e Bacillus subtilis CCM 2216 — spory ovalné, nezduiuji buinku
e Paenibacillus polymyzra CCM 1459 — spory ovalné, zdutuji buiiku, centralni umisténi

e Azotobacter vinelandii CCM 289 (piipadné izolat z pudy)

Postup

Pti fazovém kontrastu jsou v preparatu zvyraznény endospory, jejich tvar, velikost a umisténi.

Pro pozorovani endospor je vhodnd kultura urc¢itého stari narostla na médiu podporujici
sporulaci, napi. u rodu Bacillus kultury staré 2-3 dny.
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Negativni barveni nigrosinem

e Asepticky prenést buiiky do malé kapky destilované vody na podloznim sklicku, vedle ptidat
malou kapku nigrosinu.

e Kapky smichat klickou, rozetiit jemnym tahem druhého sklicka (pfilozeného pod thlem 45°
po celé plose podlozniho skla) a bez oplachovan{ nechat zaschnout na vzduchu.

e Dulezité je vytvorit tenky film barviva s dostateéné zredénymi buinkami.

e Pozorovat pfi zvétseni 1000x s imerzi.

Hodnoceni

V preparatu jsou viditelné neobarvené buiky na sedém pozadi (obr. 46). Porovnat mezi preparéty
tvar a velikost bunék rtiznych druht jednoho bakteridlniho rodu. Vysledek ovliviiuje tloustka
vrstvy barviva (silny ndnos muze po zaschnuti praskat) a koncentrace barviva.

J. Kopeckd, G. Rotkova

Obr. 46: Negativn{ barveni nigrosinem, Azotobacter vinelandii (A), Bacillus megaterium (B),
B. mycoides (C), B. sphaericus (D), B. thuringiensis (E) (archiv autorek)

Negativni barveni Kongo ¢erveni

o Asepticky pfenést buiky do malé kapky Kongo ¢ervené na podloznim sklicku.

e Rozetiit jemnym tahem druhého skli¢ka (prilozeného pod hlem 45° po celé plose podlozniho
skla) a nechat zaschnout na vzduchu.

e Oplachnout 1 % HCI, ihned slit, neoplachovat, piipadné dosusit filtraénim papirem.

e Pozorovat pii zvétseni 1000x s imerzi.

Negativni barveni pouzder nigrosinem u zastupca rodu Azotobacter

e Do kapky vody na podloznim sklicku pfenést malé mnozstvi bunék ze slizovité kolonie,
smichat s kapkou nigrosinu a prikryt krycim sklickem.

e Zbytek tekutiny odsat a pozorovat pod objektivem 60x.

e Sedavé buiky jsou obklopeny bilymi pouzdry a pozadi je tmavé. Nigrosin nabarvi buiky
a pozadi, nikoli pouzdra, ta jsou takto nebarviteln4.
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Negativni barveni pouzder nigrosinem u zastupct rodu Azotobacter, do-
barveni bunék metylenovou modii

e Rozmichat kapku nigrosinu s kapkou vody na podloznim sklicku, do suspenze prenést bunky,
rozettit po sklicku a nechat zaschnout.

o Natér pokryt na 3 minuty roztokem metylenové modfe, opldchnout vodou a osusit.

e Pozorovat pii zvétseni 1000x s imerzi.

Hodnoceni

Modré bunky jsou obklopeny svétlymi pouzdry, pozadi je tmavé.

Negativni barveni pouzder Kongo ¢erveni u zastupct rodu Azotobacter,
dobarveni bunék metylenovou modii

e Do kapky Kongo ¢ervené na podloznim sklicku nanést kulturu, suspenzi rozetiit a nechat
zaschnout.

e Pievrstvit na nékolik sekund HCI. Kyselinu slit, neoplachovat, dosusit filtra¢nim papirem.
e Na 3 minuty pfevrstvit metylenovou modii, slit, oplachnout vodou a ususit na vzduchu.

e Pozorovat pfi zvétseni 1000x s imerzi.

Hodnoceni (obr. 47)

Modré buniky a cysty obklopené svétlymi pouzdry na tmavém pozadi.

Obr. 47: Negativni barven{ zdstupcu rodu Azotobacter (archiv autorek)

Piimé barveni pouzder horkym karbolfuchsinem

Vypary karbolfuchsinu jsou jedovaté, ve cviceni se neprovadi.

Nativni preparat pro pozorovani endospor u zastupct rodu Bacillus
(obr. 48)

e Do kapky steriln{ destilované vody na podloznim sklicku nanést kulturu, rozmichat a pfekryt
krycim sklickem (nepiiklddat svrchu na kapku, ale nejprve jednou hranou, nepfitlacovat).

e Buiky z tekutého média pozorovat pifimo v bujonu bez fedéni v kapce vody.

e Thned pozorovat pii fadzovém kontrastu (objektiv 60x nebo 100x), preparat rychle vysycha.
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© ). Kopecka, G. Rotkova

Obr. 48: Pouziti fazového kontrastu u sporulujicich bakterii; Bacillus cereus (A), B. megaterium
(B), B. sphaericus (C), B. subtilis (D), B. thuringiensis (E), Paenibacillus polymyza (F) (archiv
autorek)

Barveni endospor malachitovou zeleni - Schaeffer-Fultonova metoda
e Zaschly natér bunék na podloznim sklicku fixovat trojim protazenim v plamenu.

e Niétér prevrstvit malachitovou zeleni, zahiivat 3-4x do vystupu par po dobu 5 minut,
prubézné doplinovat barvivo.

e Opliachnout vodou, prevrstvit na 1-3 minuty bez zahfivani pro dobarveni kontrastnim bar-
vivem (Kongo ¢erver).

e Opléachnout vodou, ususit, pozorovat pii zvétseni 1000x s imerzi.

Hodnoceni

Zelené endospory uvnitf ¢ervenych bunék, lze hodnotit tvar a umisténi endospor uvniti bunék
i uvolnénych endospor (obr. 49).
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Obr. 49: Endospory Bacillus cereus (A) a Paenibacillus alvei (B) obarvené Schaeffer-Fultonovou
metodou (archiv A. Vavrové)
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Zhodnoceni cviceni

e Byly endospory, pouzdra, cysty a buiikky dobie odlisitelné a pozorovatelné?
e Byl rozdil ve velikosti pouzdra u izoldtu z pudy a sbirkové kultury?
e Byly endospory u ruznych kultur umisténé stejné?

e Mély endospory stejny tvar a velikost?

Dalsi informace k této problematice najdete v nasledujici
literature

e Prescott L., M., Harley J. P., Klein D. A., Microbiology, WCB, Dubuque, 1996, ISBN 0-697-
29390-4.

e Songer J. G., Clostridia as agents of zoonotic disease. Vet. Microbiol., 2010, 140: 399-404.

e Seznam proteini zahrnutych do procesu sporulace (zdroj: . 3. 2016).

3 Kontrolni otazky

1. Kterou ¢éast preparatu barvime pfi negativnim barveni?
2. Jak je mozno v prepardtu zvyraznit pouzdra?

3. K ¢emu slouzi preparat barveny Schaeffer-Fultonovou metodou, jaké barviva a k ¢emu se pfi
této metodé pouzivaji?

4. Kolik je v bakterialni buice pfitomno endospor a jak je muzeme pozorovat?

5. Kde v burice mohou byt endospory umistény?

Lze endospory pozorovat pod fazovym kontrastem? Pokud ano, jak se v preparatu jevi?
Co je germinace?

Zvlastnosti endospory (pocet, umisténi, tvar, slozeni).

© »®» 3N @

Jmenujte 2 rody sporulujicich bakterii.

10. Jaké vyhody poskytuje negativné barveny a nativni preparit pro pozorovani morfologie
bakterialnich bunék?

11. Jakymi mikroskopickymi technikami se pozoruji endospory?
12. K ¢emu slouzi posouzeni ruzného tvaru a umisténi endospor u ruznych druhu rodu Bacillus?
13. Pro¢ je barveni spor problematické?

14. Jsou negativnim barvenim obarveny bunky?


http://www.uniprot.org/uniprot/?query=sporulation&sort=score#;.8

18 Zakladni mikrobiologicky rozbor vody

Cil cviceni

Stanovit celkovy pocet psychrofilnich a mezofilnich bakterii na univerzalnim médiu a indikatorové
skupiny bakterii na selektivné diagnostickych médiich ze vzorku pitné (studna, kohoutkové voda)
nebo povrchové (rybnik, feka, pfehrada, atd.) vody.

Uvodni slovo

Voda je jednim z pfirozenych stanovist bakterii. Jejich mnozstvi a druhové zastoupeni zavisi na
zdrojich uhliku a dusiku a na pfitomnosti kysliku. Mnozstvi mikroorganizmu zavisi na vlastnostech
prostfedi (hloubka, piftomnost zivoc¢ichu a rostlin, proud vody, pH, teplota, vzdalenost od biehu,
atd.).

Mezi typické vodni bakterie (autochtonni vodn{ bakterie) pati{ napt. Chromobacterium,
Flavobacterium, Sphaerotilus, Leptothriz a Spirillum.

Pokud je ve vodé velké mnozstvi organické hmoty, vice se vyskytuji anaerobni nebo fakul-
tativné anaerobni bakterie (napi. Clostridium).

Splavovanim pudy se do vody navic dostavaji aerobni pudni bakterie, napt. Micrococcus,
Streptomyces a koryneformni bakterie Corynebacterium, Brevibacterium. Vzhledem k mohutnému
enzymatickému systému je jejich vyskyt limitovan koncentraci zivin.

ooy

predevsim zéstupci termotolerantnich (fekélnich) koliformnich bakterif a intestindlnich enterokoku
a nékteré druhy rodu Clostridium. Za ur¢itych podminek muzeme izolovat i patogenni bakterie
(napt. Salmonella typhi), ale voda pro né nenf vhodnym stanovistém, prezivaji jen omezené.

Cyanobakterie maji gramnegativni typ bunécné stény a bézné se vyskytuji ve vodé, pudé
ale 1 na poustich a v polarnich oblastech. Maji schopnost fotosyntézy, bunky obsahuji chlorofyl
v tylakoidech a fykobilizomy (ostatn{ bakterie schopné fotosyntézy obsahuji bakteriochlorofyl). Od
ostatnich prokaryot se odliguji pfitomnosti vnéjsiho obalu z polysacharidu ¢ polypeptidu (glyko-
kalyx), plynnych méchyika a piitomnosti enzymu RUBISCO v karboxyzomech. Dals{ zvlastnosti
jsou diferencované bunky: heterocysty (fixace No), akinety (klidova stddia), baeocyty (reprodukéni
funkce). Pro masivni rozvoj ve vodé potiebuji fosfor, vyssi teploty, urcité pH a dostatek zivin. Mo-
hou do prostiedi uvoliiovat cyanotoxiny a zpusobovat tzv. vodni kvét. Vybrani zastupci: Spirulina,
Nostoc, Anabaena, Chroococcus, Cyanobacterium, Microcystis.

Specifické prostiedi pro mikroorganizmy jsou mote a oceany. Mikroorganizmy jsou soucasti
planktonu a tGcastni se kolobéhu prvku, musi byt tolerantni k soli, teploté i tlaku, napt. Shewanella,
Vibrio, Marinobacter, Colwellia, Thiomargarita namibiensis. V hlubokomoiskych ptikopech se
vyskytuji extremofilni mikroorganizmy (teplota, tlak), pfedeviim z domény Archaea.

Rutinni mikrobiologicky rozbor vody je slozkou komplexniho posouzeni kvality vody a jeho
provedeni a vyhodnoceni se fidi statni normou. Pii rozboru vody nelze pro materidlovou a ¢asovou
narocnost stanovit vsechny pfitomné mikroorganizmy véetné patogennich. Proto se pro zjisténi
vyskytu z hygienického hlediska zavadnych bakterii vyuzivd stanoveni tzv. indikatorovych
skupin bakterii, které maji stejny ekologicky charakter a lze je rychle a jednodusSe stanovit.
Stanoven{ indikdtorovych skupin (koliformni bakterie, fekdln{ koliformni bakterie, enterokoky, me-
zofiln{ bakterie, psychrofilni bakterie, bezbarvi bi¢ikovci a dals{ mrtvé a zivé organizmy) napovi,
jaké skupiny mikrobt voda obsahuje. Pitnd voda nesm{ obsahovat termotolerantn{ (fekdln{) koli-
formni bakterie a intestinalni enterokoky. Termotolerantni koliformni, fermentujici stfevni bakterie
jsou dukazem fekdlniho znecisténi vody, coz muze znamenat i pritomnost patogenii. Na selektivnich
médiich pro stanoveni indikdtort se test na vyuzivani substratti projevi ur¢itym zbarvenim kolonie.
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Indikdtorové hodnota intestindlnich enterokoku a fekalnich koliformnich bakterii neni a nemuze
byt jednoznaé¢na, je diskutovana, zatim vsak nebyly jako zdkladni organizmy hygienického hlediska
uspokojivé nahrazeny.

Endo agar je selektivné diagnostické médium s bazickym fuchsinem, ktery eliminuje rust
grampozitivnich bakterii, a s laktézou jako zdrojem uhliku. Stépeni laktézy je typické pro fermen-
tujici koliformni bakterie. Indikatorem probéhlé biochemické reakce $tépeni substratu laktozy je
Schiffovo reagens, které indikuje acetaldehydy. Na Endové pudé roste vétsina nendrocnych gramne-
gativnich aerobnich a fakultativné anaerobnich bakterii. Pii hodnoceni se pocitaji kolonie laktoza
pozitivnich bakterii, které rostou v tmavorudych koloniich (médium zéervend), Escherichia coli
vétsinou i s kovové zlatym leskem. Laktézu nestépici druhy rostou v ruzovych az pruhlednych
koloniich a do vypoc¢tu se nezahrnuji. Kultivace probiha pti 37 °C.

Slanetz-Bartley agar se vyuziva pro stanoveni enterokoku. Médium obsahuje trifenyl-
tetrazolium chlorid, ktery enterokoky redukuji na cerveny formazan, kolonie s tmavé rudym pig-
mentem. Azid sodny slouzi jako selektivni ¢inidlo pro potlaceni rustu gramnegativnich bakterii.
Doporucuje se kultivace pii 44 °C, protoze pii 37 °C mohou na médiu vyrust i streptokoky. Dalsi
konfirmaé¢ni testy pro odliSeni od ostatnich streptokoku je napt. vyuziti antibiotik. Pfi hodnoceni
se pocitaji ¢ervené kolonie nebo kolonie s ¢ervenym stiedem a ruzovymi okraji; bilé a bezbarvé
kolonie ¢i malé Gervené kolonie (mensi nez 2 mm) se nepocitaji.

Agar mFC obsahuje laktozu. Selektivni ¢inidlo pro grampozitivni organizmy jsou zlucové
soli. Médium obsahuje anilinovou modf, ktera kolonie zbarvi do modra. Pti hodnoceni se nepocitaji
svétle ruzové a sedé kolonie. Kultivace probiha pii 44 °C.

TYEA agar obsahuje trypton, kvasniény extrakt a agar. Je to univerzalni puda (nese-
lektivn{ médium), kterd slouzi pro stanoveni celkového poctu mikroorganizmu (obecné znecisténi
vody). Pfi hodnoceni se poéitaji véechny narostlé typy kolonii schopné rust za uréité teploty.
Kultivace probiha pti 22 "C pro psychrofilni a pii 37 °C pro mezofilni mikroorganizmy.

Psychrofilni mikroorganizmy jsou bakterie s optimem rustu okolo 20 *C, které indikuji
pfitomnost organickych latek rychle rozlozitelnych bakteriemi pii nizkych teplotéch. Jejich stano-
veni se provadi u pitnych vod, u povrchovych vod predevsim v piipadé vyuziti zdroje k tupravé
na vodu pitnou. Pouze jejich velmi vysoky pocet znamend piitomnost mnoha organickych latek
ve vodé. Psychrofilni bakterie jsou prirozenymi autochtony vod.

Mezofilni bakterie jsou bakterie s optimem rustu okolo 37 °C, které indikuji znec¢isténi
mikroflérou teplokrevnych zivocichu a ¢lovéka, véetné moznych patogennich mikrobu. Ve vodé je
povolen pouze jejich nizky pocet.

Jako koliformni bakterie se oznacuji nékteré druhy grammnegativnich bakterii z ¢eledi
Enterobacteriaceae, které pii kultivaci na selektivné-diagnostickych pudéch rozkladaji laktézu
béhem 24-48 hodin. Typicky a bézné rozsifeny zastupce je druh FEscherichia coli Zijici prevazné
v travicim traktu teplokrevnych zivocichu véetné clovéka. Je indikatorem fekalntho znecisténi se
schopnosti rustu i pii teplotach 42-44 °C. Kromé FE. coli patii ke koliformnim termotolerantnim
bakteriim i druhy rodu Enterobacter, Citrobacter a Klebsiella, které se kromé traviciho traktu mo-
hou vyskytovat i v jinych prostfedich. Pro kultivaci koliformnich bakterii se pouziva fada zivnych
médii, vétsinou s obsahem laktézy. Pritomnost termotolerantnich koliformnich bakterii ve vodé je
moznym dukazem znecisténi fekédliemi, tedy i pfipadného zneéisténi stfevnimi patogennimi bak-
teriemi (Salmonella, enterotoxigenni Escherichia coli). V piipadé, Ze je podezieni na piitomnost
patogent, je potfeba rozsitit zdkladni rozbor o jejich stanoveni.

Stanoveni termotolerantnich fekalnich koliformnich bakterii provedenim tzv. tep-
lotniho testu potvrdi Cerstvé fekalni znecisténi. Odlisi bakterie pochazejici ze starsiho znecisténi,
které jsou jiz soucasti heterotrofniho spole¢enstva dané lokality. Test se provadi pii teploté 44 °C
na mFC médiu.

Enterokoky (napt. E. faecalis, E. faecium, E. gallinarium, E. avium) jsou skupina fakulta-
tivné anaerobnich grampozitivnich koku, kterd se vyskytuje v travicim traktu clovéka a zivocichu,
ale i bézné v prostiedi. Enterokoky, na rozdil od ostatnich streptokoku, rostou za piitomnosti
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chloridu sodného (6,5%), pii zésaditém pH 9,6 a v rozmez{ 1045 °C. Vyznacujf se relativné vyssi
termorezistenci a odolnosti vuci dalsim fyzikdlnim a chemickym vliviim okolniho prostiedi. Pouze
intestindlni enterokoky (E. faecalis, E. faecium) jsou povazovéany za vyznamny indikdtor ¢erstvého
fekalntho znecisténi, predevsim ve vodach pitnych, upravovanych dezinfekei.

Pravidla odbéru vzorku pied jeho kultivaci - mikrobiologické rozbory

Néadoby na vzorky musi byt z prihledného a nezabarveného materidlu (sklo, polyetylen, polypro-
pylen). Nadoby na vzorky musi byt sterilizovany v autokldvu pii 121 °C po dobu nejméné 15 minut
(sklo, polypropylen), projit suchou sterilizaci pii 160 °C az 170 °C po dobu nejméné 1 hodiny (sklo)
nebo musi byt deklarované jako sterilni pfimo od vyrobce. Pti odbéru vzorku musi byt dodrzena
asepticka prace. Vzorky je nutno chranit béhem celé prepravy pred vystavenim svétlu, zejména
pfimému sluneé¢nimu zafeni. Vzorek je tieba az do piijezdu do laboratofe uchovavat v chladicim
boxu nebo chladniéce (podle klimatickych podminek) pii teploté okolo 4 °C. Potrva-li preprava do
laboratote déle nez 4 hodiny, je nutna preprava v chladni¢ce. Doba mezi odbérem vzorku a pro-
vedenim rozboru musi byt co nejkratsi, idedlné do 24 hodin pii uchovani vzorku v temnu pii
teploté 4 °C £ 3 °C. Dojde-li k prodleni mezi odbérem vzorku a provedenim rozboru, upravi se
naméfend koncentrace bakterii podle zndmych vzorcu rozkladu, aby byla stanovena koncentrace
bakterii v okamziku odbéru.

Pitna voda

Problematiku pitnych vod fes{ vyhlaska 252/2004 Sb. Posouzeni kvality pitné vody se provadi
rozbory 2 typu. Pii krdceném rozboru jsou méfeny pouze nékteré chemické a mikrobiologické
parametry. Vétsinou je vyzadovan ptislusnym dradem u kolaudaci studen soukromych osob. V lo-
kalitach, kde se nachazi napt. uran, arsen, antimon a dalsi prvky, jejichz kvalitu je potieba rovnéz
sledovat, je rozbor nutno rozsitit i o geologické souvislosti. Majitelé studni by si méli pravidelné
nechdvat provadét laboratorni rozbory pitné vody, které provadéji zdravotni ustavy i nékteré akre-
ditované soukromé firmy. Zkraceny rozbor, ktery prijde fadové asi na 1500 - 3000 K¢, obsahuje
vySetfeni na mikroby, barvu, zdkal, chemickou spotiebu kysliku a velice omezené mnozstvi che-
mickych latek. Zkoumaji se latky obsahujici dusik, tj. dusi¢nany, dusitany a amoniak. Kompletni
rozbor vody, ktery je méfen dle celého rozsahu vyhlasky 252/2004 Sb. je pozadovan zdravotnimi
dstavy u provozovatelu verejnych vodovodi, u podniku vefejného stravovéani, hotelu atd. s vlastnim
zdrojem pitné vody. Cetnost rozbort uréuje pifslusny zdravotni tstav. Od roku 2004 se viechna
data z mé&feni vodovodii a také z bazéntl, veiejnych koupalist apod. zasilaji do databéze pitnych
vod tzv. PiVo Ministerstva zdravotnictvi CR.

Povrchova voda

Sledovani kvality vod ve vodnich tocich a nadrzich spravuji jednotlivd povodi - Povodi Labe, VI-
tavy, Odry, Ohfe a Moravy. Dalsf méfeni provadi Cesky hydrometeorologicky tstav, Vyzkumny
ustav vodohospodérsky TGM a Statni meliora¢ni sprava. Jakost vod se vyznamné zlepsila predevsim
diky vystavbé novych c¢istiren odpadnich vod, omezenim pouzivani hnojiv v zemédélstvi a ome-
zovanim prumyslovych vyrob. Problémem zustava mikrobidlni znec¢isténi, které pochazi predevsim
z komunélnich zdroju znecisténi. Narust poc¢tu bakterii zpusobeny vypousténim komunélnich od-
padnich vod je pfi¢inou, pro¢ velké vodni toky vétsinou nejsou vhodné ke koupédni. Mikrobiologické
parametry nejsou pii rozborech odpadnich vod platnou legislativou vyzadovany (Nafizeni vlddy
61/2003). Samotné sledovani vzniklou situaci nefes{ a moznosti, jak snizit stupen mikrobidlniho
znecisténi odpadnich vod je jejich dezinfekce, kterd je problematicka z hlediska technologii a také
finan¢né naro¢n4.
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Odpadni vody

Velmi obecné lze Tici, Ze odpadni vody jsou vody, které maji po pouziti zménénou jakost. U prumy-
slovych odpadnich vod jsou ddny emisni limity pro jejich vypousténi, hodnoty pramérné a hodnoty
maximalni, tj. nepfekrocitelné hodnoty, které stanovuje vodopravni ifad. Analyza odpadnich vod
je provadéna v akreditovanych laboratorich periodicky na zakladé rozhodnuti ptislusného uradu.
Pro nékteré typy odpadnich vod byva nafizen i tzv. 2hodinovy, nebo i 24hodinovy odbér, aby se
zajistila primérna hodnota ménicich se parametri v téchto vodach.

Seznam pristroji a mikroorganizmu

TYEA (trypton, yeast extract, agar)

Slanetz-Bartley (SB) agar, Endo agar, mFC agar

Fyziologicky roztok, pipety, hokejky, zkumavky

Vzorek vody (pitnd/povrchovd voda)

Postup

Pitna voda — neo¢ekdvame zne¢isténi, pouzivat nefedény vzorek a fedéni 107!.
Povrchova voda — o¢ekdvame zneéisténi, pouzivat fedéni 10~! a 1072,
V protokolu vzdy uvést zdroj vody!
Kazdé fedéni ockovat na min. 2 misky pro vytvoreni aritmetického praméru (obr. 50).

Postup ve cvicen{ vychazi z normy CSN 830521; v dnesni dobé je vsak platny postup dle
Vyhldsky ¢. 252/2004 Sb. (modifikace pouzitych médii k zachytu danych bakteridlnich druhu;
upravend média pro jiné indikdtorové skupiny bakterii po filtraci vody).

Obecné znecisténi

e Vzorek vody nafedit na koncentraci 10~!, p¥fpadné 10~2 dle typu vzorku (0,5 ml vzorku do
4,5 ml fyziologického roztoku).

e Vzorek dobie promichat a 1 ml kazdého fedéni pipetovat do sterilnich Petriho misek.

e Prelit zhruba 15 ml temperovaného TYEA média.

e Kultivace probihd pii 22 (psychrofilové) a 37 °C (mezofilové).

e Celkem je potfeba 8 misek pro jeden vzorek (2 fedéni po 2 miskdch a teploty kultivace 22
a 37 °C).

Stanoveni indikatort pomoci selektivné diagnostickych médii

e Vzorek vody nafedit na koncentraci 10~!, p¥fpadné 10~2 dle typu vzorku (0,5 ml vzorku do
4,5 ml fyziologického roztoku).

e Vzorek dobfe promichat a 0,1 ml vzorku kazdého fedéni pipetovat na pfipravené agary
v Petriho miskéch (SB, ENDO a mFC agar) a rozetiit bakteriologickou L-kli¢kou.

e Kultivace probihd pii 37 (ENDO agar) a pii 44 °C (SB a mFC agar).
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e Pri stanoveni enterokoku z pitné vody (SB agar) je mozné koncentrovat vzorek pomoci
filtrace vzorku pred kultivaci.

22 37°C

he TYEA

N |= B
T .
© G. Rotkova

Obr. 50: Pocet misek pro 1 vzorek pfi rozboru vody (fedéni jsou uvedena pro pitnou vodu) (archiv
autorek)

" Zhodnoceni cviceni

Na TYEA agaru pocitat véechny typy narostlych kolonif (obr. 51).

T

Obr. 51: Rust bakterii na TYEA agaru (archiv autorek)

Na Endo agaru (obr. 52) pocitat kovové lesklé kolonie E. coli, tmavé ¢ervené kolonie
ostatnich koliformnich bakterii. Ruzové ¢ pruhledné kolonie znaé¢i laktéza negativni bakteridln{
izolaty, nepocitaji se.

Obr. 52: Rust bakterif na Endo agaru (archiv autorek)
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Na SB agaru (obr. 53) pocitat temné Cervené kolonie ¢i kolonie s Gervenym stfedem
a ruzovym okrajem = presumptivni intestindlni enterokoky.

Obr. 53: Rust presumptivnich enterokoku na SB agaru (archiv autorek)

Na mFC agaru (obr. 54) pocitat fialové az tmavomodré laktéza pozitivni kolonie (pre-
sumptivni intestindlni enterokoky), nepocitat svétle ruzové a sedé kolonie.

Obr. 54: Rust bakterii na mFC agaru (archiv autorek)

Pro posouzeni vysledku je nutné vysledky piepocitat na CFU/ml v puvodnim vzorku.
K hodnocen{ vybrat dvojici misek vhodného fedéni (misky se zhruba 20 - 200 koloniemi) a spocitat
pocet kolonii. Kolonie pocitat ze dna misky a oznacit fixou na sklo teckou. Ze ziskanych hodnot
vypocitat prumér, ¢islo vynasobit kladnou hodnotou fedéni. V piipadé nandseni 0,1 ml vzorku na
misku (selektivni média) navic hodnotou 10 (pfepocet na 1 ml). Vysledky porovnat s tabulkami
hodnot pro rozbor vody Vyhlasky ¢. 252/2004 Sb. (obr. 55).
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Vyhligka €. 252/2004 Sb.. kterou se stanovi hygienické poZadavky na pitnou a teplou vodu a
Zetnost a rozsah kontroly pitné vody.
Zmény: vyhladka €. 187/2005 Sh., & 293/2006 Sb.
| Pitnd voda ; ’ :
| Pitnd voda Balen# vods aprRvovand Nu:;md nf zksobovind.
2 povichového adioje | T
Escherichia cali 0 KTIN00 ml 0 KT1250 ml 0 KTV100 ml 0 KTI00 ml
Kaoliformn balere 0 KTI100 ml 0 KTYI00 ml 0 KT) 100 ml 0 R TIA100 ml
Clostridium perfringens 0 KTII00 ml
Pseudomonas acruginosa 0 KTV250 ml =
Poéty kolomi ph 22 °C 200 ETI ml 100 KTV ml | 200 KT/l ml 300 KT ml
Poety kolonii pfi 36 °C | 20 KTF1 ml 20 KT11 ml | 20 KTI1 ml 100 KTI1 ml
enterakoky | OETHI00 ml 0 KTYV250 ml J 0 KT 100 ml 0 KT 100 ml
Naf{zeni viady &. 61/2003 Sb. , o ukazatelich a hodnotich pFipustného zneciténi povrchovych
vod a odpadnich vod, ndleZitostech povolenl k vypoudténi odpadnich vod do vod
povrchovych a do kanalizaci a o citlivych oblastech.
Pro rozlideni Gpravy ma pitnoy vodu i f:::m“ Povrchovd voda ni koupsnl ]
Al A A3 | Cilevi hodnota Pripusin hodrets
Koliformn | bakene 50 KTI100 ml 5000 KT1N00 ml | 50000 KTI00md | 200 KT ml [ 300 KTI100 ml | )00 KTI000 ml
::I’I“E:‘:":"‘m::‘ 5 WETVIOmI | 2000KTIN0ml | 0000KTIA0mI | S0KTMiml | [ODKTMIO0mI | 2000 KTHI00 mi
Enterokoky 20 RTJ000 ml | 1000 FoTd/100 ml | (0000 RT3/ ID0ml | SCRIVEml | 100 KU 100 mi_| 400 ET0100
Salmprel OKTI5000 mi__| 0 K14/5000 ml ] <1000 ml 0 KT 1000 m) ]
| :\::’:I‘;‘:’I'::: cbar | so KT mi 3000 KT mi | 10000KTIIml |
Kategorie standardnich metod apravy surové vody nan piteou vodu
Kategorie A7
Jednoduchd fyzikilni dprava a desinfekee, napHkind rvchld fltmce a desmnfckee
Kateparie A2
Bédni fyzikilni dprava, chemicka dprava a desinfekce, nupfiklad chiorovini sefilrované vody, srideni, viotkovini,
usazovand, filirace, desinfekes (zivérelné chlorovini).
Kategarie A3
Intenzivni fyzikilni a chemicka dprava, roziifend dprava a desinfekee, napfiklad chlosovial do bodu zlomu, srident,
vlatkevini, usazovini. filtrace, adsorpee (aktivni uhli), desinfekce (ozonizace, zavéreéné chiorovini)
pilna voda balena voda upravovana z nahradni zasobovani,
povichového zdioje s
|Escherichia coli 0 KTJ100 ml 0 KTN250 mi 0 KTJ00 m 0 KT/ 100 m|
kolformnl baklerie 0 KTJ100 m 0 KTJ100 mi 0 KTJ/00 mi
Clostridium_perfringens 0 KTH100 m
Peeaudomonas aeruginosa 0 XTH250 mi|
potty kolonii pii 22 *C 200 KT m 500 KT/ mil 200 KT m 500 KT mi
kolonii pfi 36 *C 100 KTJ/1 mif 20 KTJ4M mi| 100 KTJ1 mi 100 KT m
pitna voda balend voda upravovani z nahradni zasobovani,
povichového zdroje studny
Escherichia coli 0 KTJ100 mil 0 KT.W250 mi| 0 KTJA00 mij 0 KT100 mi
koliformni baklerie 0 KTJ/100 ml 0 KTJ/100 mlj 0 KTJ100 ml
Clostridium_perfringens 0 KTJA00 mi}
Psaudomonas ae I'UQH'IUEG 0 KTJ250 ml
poity kolonil pii 22 °C 200 KTH1 m 100 KT mi 200 KT m 500 KT m
pocly kolonil pfi 36 *C 20 KT ml 20 KTJH mi] 100 KTJ mi 100 KTJ1 ml|
enterokok 0 K100 m 0 KTi250 I'H! 0 KTJM100 m 0 KTJM00 ml
tepla voda nemocnice
legionely 100 KTJM00 ml 0 KTN50 mil
pocty kalonii pii 36 “C 200 KTJM mi

Rozsah analz rozboru toplé vody z individudlniho zdrofe pro hygienu zaméstnanci podie 25212004,

alypickd mykobaklaria 0 KTJM00 mi
Escherichia coli 0 KTJ100 m

legionely 100 KTJ100 mi
|poéty kolonii pii 36 "C 200 KTJ/1 ml
|Pseudomaonas aensglnosa 0 KT4100 mi|
|Staphylococcus avreus 0 KTJAD0 mi|

Obr. 55: Vybér pozadavku na mikrobiologickou a biologickou analyzu pitné a povrchové vody

(Vyhlagka ¢. 252/2004 Sb.)
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Dalsi informace k této problematice najdete v nasledujici
literature

e Baudisova D., Spravnost a presnost vysledkt pii mikrobiologickych analyzich vody, VUV,
1998 (zdroj: http://www.mzp.cz/ris/ais-ris-info-copy.nsf/4d7359c7e64b58¢12569¢7001a2d9c/
3e5d5bba3d0e14¢0a8025680e003396¢67OpenDocument; 13. 3. 2016)

e Centrum pro cyanobakterie a jejich toxiny, www.sinice.cz (13. 3. 2016)

e Fykologicka laborator Piirodovédecké fakulty Jihoceské univerzity, www.sinicearasy.cz
(13. 3. 2016)

e Kvalita pitné vody, http://sweb.cz/Hlavaty.Vaclav/kvalita.htm (13. 3. 2016)

e Vyhlaska ¢. 252/2004 Sb. (zdroj: http://sweb.cz/Hlavaty.Vaclav/vyhl.htm, 13. 3. 2016)

™ , »
« Kontrolni otazky

1. Jaké mohou byt zdroje nepiesnosti pii mikrobiologickém rozboru vody?
2. Jak se lisi postup pfi zdkladnim mikrobiologickém rozboru vody povrchové a pitné?

3. Jaky je postup stanoveni celkového poctu psychrofilnich a mezofilnich bakterii ve vzorku
vody pitné nebo povrchové?

4. Jaka selektivné diagnostickd média muzeme pouzit pii zdkladnim mikrobiologickém rozboru
vody? Pocitame na nich vSechny kolonie?

5. Jaka je bakterialni indikatorova skupina pro zakladni mikrobiologicky rozbor vody?
Vyuzivani jakého cukru se sleduje na Endové agaru?

Pocitaji se na selektivné diagnostickych médiich vSechny bakteridlni kolonie?

© N o

Jmenujte alespon 4 druhy bakterii prirozené osidlujici vody.


http://www.mzp.cz/ris/ais-ris-info-copy.nsf/4d735ff9c7e64b58c12569e7001a 2d9c/3e5d5bba30e14c0a8025680e003396c6?OpenDocument
http://www.mzp.cz/ris/ais-ris-info-copy.nsf/4d735ff9c7e64b58c12569e7001a 2d9c/3e5d5bba30e14c0a8025680e003396c6?OpenDocument
www.sinice.cz
http://sweb.cz/Hlavaty.Vaclav/kvalita.htm
 http://sweb.cz/Hlavaty.Vaclav/vyhl.htm

19 Uvod do identifikace bakterii, bioche-
mické testy a standardizované identifika¢ni
systémy

Cil cviceni
e Identifikace neznamého izoldtu pomoci fenotypovych vlastnosti.

e Vybér vhodného kmene pro identifikaci pomoci ENTEROtestu 16.

Uvodni slovo

Zakladnim predpokladem spréavné identifikace je prace s ¢istou kulturou a jeji zdkladni kultivace
pro pomnozeni vzorku. U nékterych vzorku kultivace na diagnostickych pudach napovida, o kterou
taxonomickou skupinu se jedna.

Identifikace neznamych vzorku bakterii spo¢iva krok za krokem v hodnoceni jejich morfo-
logie (makroskopické a mikroskopické znaky, charakter rustu kolonif, identifika¢ni barveni — Gra-
movo, acidorezistentni, tvorba endospor, tvorba pouzdra aj.), fyziologickych (vztah ke kysliku,
teplota rustu, rezistence a tolerance k NaCl, zlu¢ovym solim, antibiotikiim, typ metabolizmu aj.)
a biochemickych vlastnosti (zdroje uhliku, redukee nitrati, tvorba indolu aj.). Pokud tyto testy
nevedou k uspésné identifikaci, pouziji se doplnujici testy, napt. serotypizace, fagotypizace, imuno-
chemické reakce, chemicka analyza bunééné stény, produkce toxinu, priukaz specifickych antigent,
aglutinace nebo genotypizace - PCR reakce, sekvenace 16S rRNA| ribotypizace, hybridizace aj.

Testy je mozno délit na nékolik skupin: sklickové (KOH test, kataldzovy test), zkumav-
kové (OF test, TSI test), papirkové (ONPG test, oxiddzovy test), mikrotesty (ENTEROtest).
Destickové mikrotesty oproti zkumavkovym (jeden test = jedna zkumavka) Setf{ materiél, energii,
Cas, prostor a jsou snadno proveditelné. Souprava zpravidla obsahuje reprezentativni soubor 10
az 20 biochemickych testu. Mikrotesty pomahaji odstrariovat nesrovnalosti dané individudlnimi
rozdily v piipravé médii, provedeni i hodnoceni. K hodnoceni se pouzivaji diagnostické tabulky
a pocitacové programy. Testy maji dostateéné dlouhou skladovaci dobu. Pro identifikaci se u nés
casto vyuzivajl Mikro-LA-Testy (Erba-Lachema); pro identifikaci gramnegativnich fermentujicich
tycek (¢eled Enterobacteriaceae) se vyuzivda ENTEROtest a ENTERO Rapid, pro identifikaci
anaerobu ANAEROtest 23, pro stafylokoky a mikrokoky STAPHYtest 24, pro rozliseni strep-
tokoku a enterokokit STREPTOtest 24, pro identifikaci gramnegativnich nefermentujicich tycek
NEFERMtest 24N.

Priklad identifikace neznamého vzorku

1. KOH test — odliseni grampozitivnich a gramnegativnich bunék

2. Kultivace na MPA a krevnim agaru, porovnani vzhledu kolonif a ruzné teploty kultivace

w

. Gramovo barveni, mikroskopie

N

. U grampozitivnich bunék se hodnoti tvar bunék a dalsi vlastnosti
(a) tycky — po barveni endospor — sporulujici (dle vzhledu uréime rod Bacillus), nesporu-
lujici (Lactobacillus)

(b) koky — dle morfologie shluki, hroznicku (Staphylococcus) dvojic, ¢tvetic (Micrococcus),
balickil, sarcin (Sporosarcina), Fetizku (streptokoky).
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(c) kataldzovy test — pozitivni napf. u rodu Staphylococcus

5. U gramnegativnich bunék se hodnot{ tvar bunék (gramnegativni koky jsou méné casté,
vétsinou jde o patogeny) a dalsi vlastnosti

(a) OF test - bakterie fermentujici (fakultativné anaerobni metabolizmus, napi. enterobak-
terie); bakterie s respiratornim metabolizmem (napi. pseudomonddy).

(b) Oxidazovy test slouz k odligeni bakteri{ s respiratornim a fermentatornim metabo-
lizmem.

VVVVVV

negativnich ty¢inek (1-6pm dlouhé a 0,3-1pm siroké), kterd je dulezitd i pro neklinickd odveéti
mikrobiologie. Enterobakterie netvori endospory ani cysty; jsou to nepohyblivé nebo peritrichalni,
nendroéné chemoautotrofni bakterie. Rostou v rozmez{ 1840 °C s optimem pii 37 °C. Celed
zahrnuje fakultativné anaerobni druhy, vétsina zije v prostiedi a dale ¢asto v travicim traktu ob-
ratloveu jako bézna soucast mikrofléry. Vétsina zastupcu je nepatogennich, nékteré druhy jsou vsak
sinia pestis, tzv. antropopatogenni serovary salmonel (serovary Typhi, Paratyphi A, Paratyphi B
a Paratyphi C) a nékteré kmeny Escherichia coli. Protoze se stFevni enterobakterie spolu s vykaly
dostdvaji do vnéjsiho prostiedi, jejich piftomnost (napf. ve vodé) ukazuje na fekélni znecisténi.
Rody se navzdjem rozlisuji podle acidifikace cukru a cukernych alkoholu, redukce nitrétu, tvorby
sulfanu, hydrolyzy mocoviny, KCN-testu, glycerolového testu, tvorby indolu, testu na pohyblivost
aj.. Diagnostickd média specidlné pro enterobakterie jsou napt. Endiav a MacConkey agar, deso-
xycholat-citratovy agar, Salmonella-Shigella agar, agar s briliantovou zeleni, Simmons-citrat agar.
Jsou oxidédza negativni (kromé rodu Plesiomonas), tvoif kataldzu, vzdy stépi glukézu a redukuji
nitraty.

Testy pouzité ve cviceni

KOH test slouzi k rychlému odliSeni grampozitivnich a gramnegativnich bakterii. Hydroxid dra-
selny narusi tenkou peptidoglykanovou vrstvu bunééné stény u gramnegativnich bakterii. Bunéény
lyzat tvori viskézni suspenzi, kterd se tdhne za klickou. Nelze pouzit u bakterii tvoticich sliz.

Katalaza je enzym rozkladajici peroxid vodiku na volny kyslik a vodu. Nékteré bakterie
jsou schopny redukovat kyslik na peroxid vodiku, ktery je pro bunky toxicky. Obranny mechani-
zmus snizujici toto poskozeni spociva v rozkladu peroxidu vodiku na vodu a kyslik.

Pro OF test, test na oxidaci/fermentaci (aerobni/anaerobni metabolizmus), se pouziva
médium s glukézou a acidobazickym indikdtorem bromthymolovou modii. Pii $tépeni glukdzy
dochéz{ ke vzniku kyselin a vznikd zluté zbaven{ (pozitivnf reakce), v zdsaditém prostied{ indikdtor
modré alkalizac{ a pfi neutrdlni reakci je barva média zelend. Médium ve 2 zkumavkéch (bez
parafinu pro aerobni{ podminky, s parafinem pro zajistén{ anaerobnich podminek) je ockovano
vpichem, ve sloupci je mozno odecist i pohyb bakterii.

Pozitivn{ oxidaci i fermentaci glukézy (obé zkumavky zluté) maji fakultativné anaerobnf
mikroorganizmy. Pozitivni oxidaci a zaroven negativni fermentaci glukézy se vyznacuji aerobni
nefermentujici druhy, napt. Pseudomonas. Negativni oxidaci i fermentaci glukézy maji druhy,
které glukézu nefermentuji a ani aerobné nestépi. Glukoza vstupuje do buiky a je dale kataboli-
zovana. Nékteré mikroorganizmy katabolizuji glukézu oxidativné za tvorby oxidu uhli¢itého a vody.
Vétsina vsak katabolizuje glukézu fermentativné bez pouziti kysliku, nékdy i v pfitomnosti kysliku.
Mikroorganizmy jsou schopny kromé glukézy fermentovat dalsi monosacharidy, disacharidy ¢i po-
lysacharidy. Koncovymi produkty fermentace jsou malé organické molekuly, obvykle organické
kyseliny (napf. kyselina mléénd). Nékteré mikroorganizmy vytvareji pfi fermentaci plyny (vodik,
oxid uhli¢ity). Tvorba kyseliny a plynu se testuje pomoci fermentaéni zkumavky. Pro zkvasovani
cukru plati nasledujici pravidla: pokud kultura nekvasi glukézu, nekvasi ani jiny cukr.
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TSI test (tripple-sugar iron) slouzi pro stanoveni vyuziti laktézy, glukézy, sacharézy
a produkci HoS pomoci indikdtoru zeleza podle Hajny ¢i jinych plynt. Jako indikator okyselovani
cukri se vyuziva acidobazickd bromkrezolova cervei, indikator produkce HoS je Zelezo. Nékteré
bakterie uvoliuji sirovodik z aminokyselin obsahujicich siru. Nékteré enterobakterie tvofi siro-
vodik redukci kyslikatych sirnych slouc¢enin. Produkce sirovodiku je detekovana pomoci siranu
zeleznatého (vytvaii se Gerny, nerozpustny sulfid zeleznaty). Pii produkei plynu kvasenim glukézy
dole ve zkumavce vznikaji bubliny. Médium je ockovano vpichem a po Sikmé ¢asti agaru tzv.
hadkem. Vyuziti glukézy jako zdroje uhliku a energie se posuzuje ve sloupci, vyuziti laktézy a sa-
charézy v sikmé casti agaru.

Oxidazovy test identifikuje organizmy, které vytvafeji enzym cytochrom c oxiddzu (po-
sledni enzym dychaciho fetézce) UcCastnici se prenosu elektront v elektronovém transportnim
fetézci aerobnich bakterii na kyslik. Oxidazové ¢inidlo obsahuje chromogenni oxida¢né-redukéni
¢inidlo, které oxidaci méni barvu do modré az tmavé fialové. Test se pouziva k diferenciaci druhu
rodu Pseudomonas, Alcaligenes, Flavobacterium. Oxidédza pozitivni jsou napi. Pseudomonas ae-
ruginosa, P. putida, P. fluorescens, Plesiomonas atd.

ONPG test slouzi k diukazu produkce B-galaktozidazy, kterd stépi laktézu. K provedeni
testu je pouzivan bezbarvy o-nitrofenyl-8-D-galaktopyranozid, ktery je v pozitivnim piipadé hyd-
rolyzovan na zluty ortho-nitrofenol.

ENTEROtest 16 se vyuzivd pro identifikaci fermentujicich (pozitivni test fermentace,
negativnf{ oxiddzovy test) zdstupcu ¢eledi Enterobacteriaceae izolovanych napt. na Endové agaru.
Jedna se o komeréni systém 16 jamkovych testi ve 2 fadcich. Na jedné desti¢ce je mozno zpra-
covavat 6 kmenu. Test je doplnén papirkovym testem pro piitomnost oxiddzy. Potvrzeni ¢eledi se
provadi testem na fermentaci glukézy. Pro odliseni od celedi Vibrionaceae se provadi oxidazovy
test, vibria ¢i aeromonady jsou oxidéza pozitivni.

Nejcastejsi priciny nedspésné identifikace jsou kontaminace vzorku, jind hustota nebo objem
suspenze, kapnuti inokula do sousedni fady nebo ¢inidla do jiného sloupce, druh nebo atypicky
kmen, jehoz tidaje nejsou uvedeny v tabulce.

Testy v jamkdach: produkee sirovodiku (HsS), dekarboxylace lysinu (LYS), produkce indolu
(IND), dekarboxylace ornithinu (ORN), rozklad mocoviny (URE), deaminace fenylalaninu (PHE),
hydrolyza eskulinu (ESC), utilizace citratu (SCI), utilizace malondtu (MAL), produkce kyseliny
z inositolu (INO), adonitu (ADO), celobiézy (CEL), sacharézy (SUC), sorbitolu (SOR), trehaldzy
(TRE), mannitolu (MAN).

Protoze se v prostiedi bézné vyskytuji bakterie s vnitrodruhovou variabilitou fenotypovych
znaku, prechazi se od identifika¢nich kli¢a, které uvadély pouze pozitivni ¢i negativni reakce, k ta-
bulkdm, které obsahuji procento kment daného druhu, u néhoz je test pozitivni. P¥i vyhodnoceni
se vysledky (+ ¢ —) zapisuji pod pifslusné reakce (obr. 56), piipadné se vyuzije automatizovaného
readeru pro odecet s naslednym vyhodnocenim pomoci piislusného softwaru. Kazda reakce ma pod
svym oznacenim uvedenu ¢&islici, kterd slouzi pro vypocet ¢iselného kédu. Pokud je reakce pozitivni,
hodnotu ¢islice pficteme. Pokud je reakce negativni, ¢islici nebereme v potaz, tzn. neodecitame.
Ciselné kédy slouzi ke snadnéjsimu vyhodnoceni a orientaci v tabulkdch.
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© J. Kopecka, G. Rotkova

Obr. 56: Vyhodnoceni ENTEROtestu 16 (archiv autorek)

Pro vyhodnoceni lze vyuzit program TNW, ktery u vybraného vysledku vypocte identi-
fika¢ni skére a T index. Identifika¢ni skére je mira vylucnosti identifikace, procento pravdépodob-
nosti, ze kmen nélez{ pravé k tomuto taxonu (druhu) a zddnému jinému: > 99 % je vyborné
odlisen{; 96-99 % znaci velmi dobré odlisent; 90-96 % kmen je odlisen a < 90% znaci neodliSeny
kmen. T index uréuje typicnost identifikovaného kmene vzhledem k vypsanému taxonu. Cim vy3si
0,5——7,75 méné typicky kmen; 0,25-0,5 netypicky kmen; < 0,25 zcela netypicky kmen. Pro aty-
picky kmen program TNW doporuéi dalsi rozlisujici testy, pfipadné ukaze nestandardni vysledky.

Jako kontrola kvality pouzitych chemikalii a kontrola interpretace barevnych reakci se
pouzivaji kontrolni kmeny bakterii, které davaji standardni vysledky. Kontrolni kmeny jsou doda-
vany Ceskou sbirkou mikroorganizmi v lyofilizovaném stavu nebo na zelatinovych discich.

Zavérem je tieba zduraznit, Ze neznamy izoldt je vzdy nutné posuzovat komplexné, tzn.
prihlédnout k charakteru rustu kolonii, optimalnim kultivaénim teplotdm, ptivodu vzorku, druhu
materialu a naklddani se vzorkem.
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Seznam pristroja a mikroorganizmu

Pomiicky a chemikalie

e Sterilni destilovana voda, fyziologicky roztok

Ockovaci klicky, podlozni sklicka, automatické pipety
Mikrotest ENTEROtest 16

Oxidéazové a ONPG prouzky
3 % peroxid vodiku, 3% KOH

Mikroorganizmy

e Neznamy bakteridlni kmen

Postup

Ve cviceni se pouzivd kombinace testu, nékteré jsou pouze demonstracni pro odecteni vysledku.

KOH test

e Do kapky 3% KOH na podloznim sklicku nanést kulturu.

e Pokud kultura po rozmichani klickou tvofi viskézni suspenzi, kterd se tdhne se za klickou
(lyze stény a vylit{ obsahu buiky), je kultura gramnegativni (obr. 57).

Obr. 57: Provedeni KOH testu u gramnegativni kultury (viskézni suspenze tdhnouci se za klickou)
(archiv autorek)



112 Uvod do identifikace bakterif, biochemické testy a standardizované identifika¢ni systémy

Katalazovy test

e Do kapky 3% H302 na podloznim sklicku nanést kulturu.

e Pozitivni test se ihned projevi uvolitovdnim bublinek kysliku (obr. 58)

© A. Vavrova 3,

Obr. 58: Proveden{ kataldzového testu (archiv A. Vavrové)

OF test, test na oxidaci/fermentaci glukézy (aerobni/anaerobni metabo-
lizmus)

e Test je demonstracni pouze pro odecet vysledku. Pro kazdy kmen jsou piipraveny 2 zku-
mavky, jedna s parafinem (anaerobni prostied{ pro zkvasovani glukézy) a jedna bez parafinu
(aerobni prostedi pro oxidativni vyuzivan{ glukézy).

e Zluté zbaveni média zna¢i pozitivni reakci; modrd a zelend barva média zna¢i negativni
reakci (obr. 59). Ve sloupci je mozno odecist i pohyb bakterii.

© J. Kopecka, G. Rotkova

Obr. 59: Vyhodnoceni OF testu. Obé reakce pozitivni (zluté) — kmen vyuzivé glukézu jak aerobné,
tak anaerobné; pozitivni aerobni reakce, negativni anaerobni reakce — kmen je schopen glukézu
vyuzivat pouze aerobné; obé reakce negativni (zelené az modré) — kmen nevyuzivd glukézu jak
aerobné, tak ani anaerobné (archiv autorek)

TSI test (tripple-sugar iron)

e Test je demonstraéni pouze pro odecet vysledku.

e Médium ve zkumavce je ockovano vpichem a vzapéti rovné Sroubovitym roztérem po sikmém
agaru v jediné zkumavce.
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e Sleduje se zabarveni média a roztrhani{ agaru (obr. 60). Zkvasuje-li kultura pouze glukdzu,
zezloutne pouze sloupec a §ikmé plocha zustane ¢ervena (napf. salmonely). Pokud bakteridlni
kultura zkvasuje soucasné s glukézou laktézu nebo sacharézu, zezloutne sloupec i §ikma ¢ast
agaru. Produkce H2S se projevi zéerndnim média ve sloupci (pozor na odecet fermentace
glukézy, kdy cernd barva prekryje zlutou!). Potrhani agaru ¢i jeho nadzvednut{ znaci tvorbu
plynu (COs) z glukdzy.

Obr. 60: TSI test (archiv autorek)

Oxidazovy test

e Na detekén{ zénu prouzkového testu plastovou klickou (NE kovovou!) nanést 24hodinovou
kulturu nebo papirek piimo zatlacit do kultury.

e Médium, ze kterého se kultura odebira, nesmi obsahovat glukézu nebo nitraty.

e Pokud reakéni plocha do 30 sekund intenzivné modra, je reakce pozitivni; pokud zmodra
do 2 minut, je reakce opozdéné pozitivni. Pokud zustane barva beze zmény nebo se objevi
reakce po 2 minutdch, reakce je negativni (obr. 61).

Obr. 61: Oxiddzovy test (archiv autorek)
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ENTEROtest 16

e Pro ENTEROtest je dulezité vybrat vhodny kmen, tzn. kmen, ktery pravdépodobné patii do
celedi Enterobacteriaceae (gramnegativni, kataldza pozitivni, fermentuje i oxiduje glukézu,
oxiddza negativni).

e 7 24 hodinové kultury pfipravit suspenzi bunék ve 3 ml fyziologického roztoku se zakalem
0 hodnoté 1 podle stupnice McFarlanda.

e Desticku orientovat na vysku, odiiznout kryci folii a oznacit desticku ¢islem kmene.

e Pipetovat 100 pl dikladné protfepané suspenze do kazdé jamky piislusného radku.

e Neékteré testy probihaji v anaerobnich podminkach, pfislusné jamky zakdapnout dvéma kap-
kami sterilnfho parafinového oleje: test pro sirovodik (H2S), lysin (LYS), indol (IND), ornitin
(ORN), uredza (URE), arginin (ARG).

o Testy pred kultivaci ulozit do sacku, aby jamky nevysychaly.

e Kultivace probiha pii 37 °C po dobu 18 az 24 hodin.

e Pri hodnoceni zakdpnout jamku (IND) ¢inidlem pro indol, jamku (PHE) ¢inidlem pro feny-
lalanin a jamku (VPT) ¢inidlem pro acetoin dle ndvodu.

e Odecist véechny reakce ENTEROtestu (obr. 62), fenylalanin do 3 minut, protoze po této dobé
pozitivni reakce mizi. Orientovat se dle interpretacni tabulky (obr. 63) pfilozené k soupravé
(pfipadné dle barevné srovnévaci stupnice).

Obr. 62: ENTEROtest 16 (archiv A. Vévrové)
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ENTEROtest 16
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Obr. 63: Interpretacni tabulka pro ENTEROtest 16 (zdroj: Manudl MikroLaTest, Erba Lachema)

ONPG test

e Do zbylé suspenze po provedeni ENTEROtestu sterilné vlozit papirek s ONPG testem.
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e Kultivace probiha spolu s ENTEROtestem 24 hodin pii 37 °C.

e Pozitivni vysledek je jasné zluté zbarveni (obr. 64).

Obr. 64: Test produkee S-galaktoziddzy (archiv A. Vavrové)

Zhodnoceni cviceni

e Identifikace nezndmého vzorku.
Dalsi informace k této problematice najdete v nasledujici
literature

e Systém MIKROLA (zdroj: https://www.erbalachema.com/produkty-a-reseni/mikrobiologie/
system-mikrola/; 21. 3. 2016)

e Ceskd sbirka mikroorganizmi (zdroj: http://www.sci.muni.cz/ccm/; 21. 3. 2016)

Kontrolni otazky

&

1. K ¢emu slouzi KOH test?

2. Pro¢ se misto Gramova barveni pouziva k rozliSeni grampozitivnich a gramnegativnich bunék
KOH test? Je mozno tim uplné nahradit Gramovo barveni?

3. Co se stane, pokud vybereme pro ENTEROtest bakterie z jiné skupiny (napf. nefermen-
tujici)?

4. Co je dulezité pro sprdavnou identifikaci neznamého vzorku?
5. Jaké jsou vyhody mikrotestu oproti testim zkumavkovym?

6. Vyuziti jakého cukru se sleduje u OF testu?


https://www.erbalachema.com/produkty-a-reseni/mikrobiologie/system-mikrola/
https://www.erbalachema.com/produkty-a-reseni/mikrobiologie/system-mikrola/
http://www.sci.muni.cz/ccm/

Cast IT

Cytologie a morfologie bakterii



1 Gramovo barveni, negativni barveni,
nativni preparat

Cil cviceni

Barveni a pozorovani mikroskopickych preparétu.

Uvodni slovo

Nativni preparat

Pii pozorovani suspenze nativniho prepardtu bunky nikdy nefixujeme. Preparat je nebarveny,
slouzi ke zjisténi skutec¢ného tvaru a struktury bunék neporusenych fixaci a barvenim. Vyuziva
se pifi pozorovani rustu, mnozeni a pohybu bakterii. Vyznam mé pii studiu bunéénych utvart,
které se obtizné barvi, napf. spor. Pro pozorovani struktur se vyuziva jasné pole, fazovy nebo
Nomarského kontrast.

Fixace preparatu

Podstatou fixace je vysrazeni bunéénych koloidu, zejména bilkovin. Fixaci bunky lépe ptilnou ke
sklicku, nesplachnou se aplikaci barviva ¢i rozpoustédla a lépe prijimaji barvivo. Preparat se fixuje
az ve chvili, kdy je natér suchy, aby nedoslo k uvafeni bunék. Fixace se provadi 3x protazenim
podlozniho skla s natérem bunék, ktery je umistén na horni strané sklicka, nesvitivou ¢asti plamene.
Pokud byly bunky kultivovany v tekutém cukerném prostiedi, je nutné bunky od média separovat
centrifugaci a ndsledné je promyt vodou ¢i pufrem. Bunky kvasinek a vlaknitych hub jsou vétsi nez
bunky bakterii, tepelna fixace muze pozménit jejich tvar. Proto se vétsinou fixuji chemikaliemi.
Fixace i barveni mirné buiiky deformuji, jejich charakteristicky tvar zustdva. Pro méfeni presné
velikosti bunék se vyuziva nefixovany preparat negativné obarveny (obarveni okoli burky).

Barvené preparaty

Slouzi ke zjisténi typu bunééné stény, tvaru bunék a uspotradani jejich shluku, piitomnosti a ulozeni
endospor, pfitomnosti pouzder a vnitinich bunéénych struktur (inkluzi) a zivotaschopnosti bunék.
Pro urceni morfologie bunky a charakteristickych shluku staéi jednoduché barveni bunééné stény
(napf. krystalovou violet{) bez rozlisovani grampozitivniho ¢i gramnegativniho typu. Vitdln{ bar-
veni je barvenim mrtvych bunék, protoze mrtvé bunky ptijimaji barvivo nebo ho efluxnimi systémy
nevylucuji. Struktury bunky se rozlisuji diferencia¢nim barvenim, a to jak vnitini a vnéjsi mor-
fologické tutvary (endospory, pouzdra, bunééné stény), tak chemické slozky (volutin, glykogen,
skrob). Diagnostické barveni napoméh4 identifikaci bakterii (napf. Gramovo, acidorezistentni bar-
veni karbolfuchsinem, barven{ dle Giemsy). Pfi negativnim barven{ se buiikky nefixuji ani nebarvi,
obarveno je pouze jejich okoli (napf. tusi, nigrosinem). VyuZzivd se pro méfeni presné velikosti
bunék nedeformovanych fixaci a barvenim.

Preparét se pred barvenim fixuje vzdy kromé barveni negativniho a vitalniho testu. K bar-
veni se pouzivaji zfedéné vodné roztoky organickych barviv, obvykle soli. Bazickd barviva maji
barevny kationt, kyseld aniont. P¥i barveni bakterif se vétsinou pouzivaji bazickd barviva (napf.
krystalova violef, metylenovd modf, safranin, bazicky fuchsin, malachitové zelent). Barven{ lze
zvyraznit mofenim bunék (napi. fenolem, taninem), pfi kterém mé motidlo roli prostiednika s vyssi
afinitou k bunce a zaroven k barvivu, nez je afinita buniky k samotnému barvivu.
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Gramovo barveni

je skupinu grampozitivnich (barvi se modrofialové) a gramnegativnich bunék (barvi se ¢ervenoru-
zové) a uddvd nékteré fyziologické a chemické vlastnosti bunky.

Podstata rozdilného chovani pfi Gramové barveni nebyla dosud uspokojivé objasnéna,
s nejvétsi pravdépodobnosti se uplatiuji rozdily ve slozeni bunécné stény obou skupin bakterii.
Jde o barveni fixovaného preparatu krystalovou violeti a nasledné moreni bunék jédem v roztoku
KI. Vznika komplex barvivo-jéd-bunééna sténa.

Rozdil pii barveni vznikd pfi promyvani prepardtu organickym rozpoustédlem (acetonem
nebo alkoholem). U gramnegativnich bunék odbarvovaci ¢inidlo rozpusti vnéjsi lipopolysachari-
dovou vrstvu, komplex krystalové violeti s jédem se vymyje pres tenkou vrstvu peptidoglykanu
a bunky se odbarvi, naopak grampozitivni bakterie si zbarveni ponechavaji.

Pro zvyraznéni rozdilu se gramnegativni bakterie dobarvuji jinym kontrastnim barvivem
(napf. bazickym safraninem, karbolfuchsinem) a barvi se do ¢ervena, ruzova. Grampozitivni buiniky
maji v bunééné sténé navazanu krystalovou violet, kterd se alkoholem nevyplavila a zlstavaji
zbarveny do modra, modrofialova. Chyby, které mohou nastat pii barveni, jsou: ptilis silny natér
bunék na sklicku; uvafeni bunék pii fixaci; ptilis dlouhé odbarvovani bunék alkoholem.

Gramovo barveni je do jisté miry ovlivnéno fyziologickym stavem bunék, stafim kultury
a slozenim kultiva¢niho média. Pro barveni se vyuzivaji bunky staré 24 hodin. Bunky mohou ztratit
svoji grampozitivitu napf. mechanickym poskozenim, UV z&fenim, pusobenim kyselin, zasad ¢i
rozpoustédel. Mikroorganizmy, které se nékdy barvi pozitivné a nékdy negativné, oznacujeme
jako gramlabiln{/gramvariabilni.

Nékteré bakterialni rody Gramovym barvenim nelze obarvit, jsou to rody bez bunééné stény
(mykoplazmata), spirdlovité bakterie a silné acidorezistentni rody (mykobakterie); napt. Mycobac-
terium bovis, M. tuberculosis, M. avium, M. intracellulare, M. kansasii, M. leprae, M. marinum,
a ddle patogenni Borrelia burgdorferi, B. recurrentis, Bartonella henselae, Chlamydia trachoma-
tis, C. pneumoniae, Chlamydophila psittaci, Coxiella burnetii, Ehrlichia chaffeensis, Anaplasma
phagocytophilum, Legionella spp., Leptospira spp., Rickettsia rickettsii, Orientia tsutsugamushi,
Treponema pallidum.

Bunécéna sténa bakterii

vevs

dové membrény a vnitini relativné tenké peptidoglykanové (zhruba 5-10 % bunééné stény) vrstvy
obsahujici kyselinu muramovou. Spojeni mezi peptidoglykanem a vnéjsi membranou zajistuji lipo-
proteiny. Lipopolysacharidy jsou slozeny z lipidu A, jaderného (téz zékladniho, dfefiového) polysa-
charidu a O-antigenu (téz O-Tetézec). Vnejsi membréna slouz{ jako ochranng bariéra pred vnéjsim
prostiedim, bran{ prostupu ldtek nebo postup alespon zpomaluje (zlu¢ové soli, antibiotika, jedy,
atd.).

V bunééné sténé grampozitivntho typu (obr. 65A) chybi vnéjs{ membréna a peptidogly-
kanova vrstva je pomérné tlustd. Néktefi zastupci mohou mit jako slozku bunécné stény kyse-
linu teichoovou, lipoteichoovou anebo neutralni polysacharidy, u nékolika zastupctu jsou ve sténé
piitomny mykolové kyseliny.

Zvl1astni skupinou jsou bakterie bez bunécné stény, tzv. mykoplazmata, které nejsou schopny
syntetizovat prekurzory peptidoglykanu. Bunky jsou obklopeny pouze cytoplazmatickou membranou.
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Obr. 65: Bunétnd sténa grampozitivniho (A) a gramnegativniho (B) typu (Prescott a kol., 1996,
upraveno).

Negativni barveni

Negativnim barvenim se obarvi okoli bunék, nikoli bunikky samotné. Velikost ani tvar bunky neni
deformovany fixaci a barvivem. Vyuziva se pro méreni presné velikosti a tvaru bakteridlni bunky,
pro stanoveni pouzder, kapsul a slizu.

Vlastnosti vybranych mikroorganizmu

Haloarcula

extrémné pleomorfni tycky, vétsinou plochého pruméru a tvaru trojuihelniku a ¢tvercovych nebo
nepravidelnych diskt; gramnegativni; extrémné halofilni (2-5,2 M NaCl); bakterioruberiny a zluté
pigmenty

Haloferax
extrémné pleomorfni, vétsinou tvar plochych diskt nebo pohédrki; gramnegativni; kolonie s mukéznim
vzhledem, extrémné halofilni (1,5-4,5 M NaCl); bakterioruberiny a zluté pigmenty

Sporosarcina
kulaté ¢i ovalné bunky usporadané jako diplokoky, tetrady nebo krychlovité balicky; grampozi-
tivni; pohyblivé nékolika biciky; tvorba spor; krémové az oranzové zbarvené kolonie

Leuconostoc
sférické ¢i ovoidni bunky uspoiadané po dvou ¢i v fetizcich, obcas jako kratké tycky v dlouhych
fetizcich; grampozitivni

Azotobacter
velké ovoidni a pleomorfni buriky, jednotlivé, po dvou, v nepravidelnych shlucich ¢i fetizcich; tvorba
cyst; gramnegativni

Yarrowia lipolytica
kvasinky, rozmnozovani vegetativné pucenim; pseudohyfy i pravé hyfy; jednotlivé vejcité nebo ku-
lovité asky vyrustajici lateralné nebo termindlné; barvi se jako grampozitivni bakterie

Saccharomyces cerevisiae

kvasinky, elipsoidni, kulovité nékdy i protahlé bunky; v nékterych ptipadech tvori vétvené pseudo-
mycelium; pravé mycelium nevytvaii; rozmnozovani pucenim; haplo-diplobioticky zivotni cyklus,
spory diploidnich kmenu pol-4 v asku; barvi se jako grampozitivni bakterie
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Seznam pristroji a mikroorganizmu

Pomicky a chemikalie

e Krystalova violet, Lugoliv roztok, safranin

e Nigrosin, Kongo ¢erven, metylenova modi, HCI

Mikroorganizmy

e Bacily, G+ tycky ruzné tvary (48 hodinovd kultura se sporami — fizovy kontrast)

— Bagcillus thuringiensis CCM 19
Bacillus sphaericus CCM 1615
Bacillus mycoides CCM 145

— Bacillus cereus CCM 2010

— Bacillus megaterium CCM 2007
— Bacillus subtilis CCM 2216

o G+ koky, kratké tycky

— Azotobacter vinelandii CCM 289 — slizovité kolonie, pouzdra
— Leuconostoc mesenteroides CCM 1803 — Fetizky, pouzdra, sliz
— Sporosarcina ureae CCM 860

— Staphylococcus aureus

— Micrococcus luteus CCM 169
o G- tycky

— Serratia marcescens CCM 303
— FEscherichia coli CCM 3954

— Pseudomonas putida
e Archaea

— Haloarcula hispanica CCM 3601T
— Haloferax mediterranei CCM 3361T

e Eukaryota

— Saccharomyces cerevisiae

— Yarrowia lipolytica

Postup

Nativni preparat
e Doprostied podlozniho sklicka nanést kapku sterilni destilované vody.

e Ozehnutou, vychladlou oc¢kovaci klickou vnést do kapky malé mnozstvi kultury, rozmichat.
Kultury sta¢i nepatrné mnozstvi, aby preparat nebyl husty.
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e Kapka se neroztira, prekryva se krycim sklickem tak, aby v preparatu nebyly vzduchové
bublinky (nepfiklddat svrchu na kapku, ale nejprve jednou hranou, nepfitlacovat).

Prebytecnou kapalinu odsét filtracnim papirem.

Bunky z tekutého média pozorovat primo v médiu bez fedéni v kapce vody.

Pro nativni prepardt zvolit objektiv s fazovym kontrastem (Ph).

Preparat pozorovat do 5 minut z duvodu rychlého vysychani.

Jednoduché baveni

e Zaschly natér bunék na sklicku fixovat plamenem.
e Ponotit do roztoku krystalové violeti nebo safraninu na 15-20 sekund.

e Oplachnout slabym proudem vody, ususit a pozorovat pii zvétseni 1000 x.

Gramovo barveni (obr. 66)

e Doprostied podlozniho sklicka nanést kapku sterilni destilované vody.
e Ozehnutou, vychladlou ockovaci klickou vnést do kapky malé mnozstvi kultury.

e Suspenzi z kultury rozetfit po sklicku, nechat dobfe zaschnout a fixovat plamenem (nékolikrét
sklicko protdhnout plamenem).

e Preparat ponofit do roztoku krystalové violeti na 30 sekund, oplachnout vodou.
e Preparat ponorit do Lugolova roztoku na 30 sekund, oplachnout vodou.
e Prepardt prevrstvit etanolem/acetonem, maximalné na 15-20 sekund, opladchnout vodou.

e Prepardt ponorit do safraninu na 1 minutu (takto se dobarvi pouze buiikky gramnegativni,
u kterych doslo k vyplaveni krystalové violeti; safraninem vSak dobarvujeme kazdy pre-
parét, i kdyz pfedpokladdame pritomnost grampozitivnich bunék — pfedem nevime, o jaky
typ bunécné stény se v prepardtu jednd).

e Preparat osusit mezi dvéma filtracnimi papiry a pozorovat pfi zvétseni 1000x v jasném poli
(objektiv BF).
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Obr. 66: Cisté kultury bakterif obarvené dle Grama. Acinetobacter grimontii (A), Arthrobacter sp.
(B), Bacillus mycoides (C), B. subtilis (D), Corynebacterium glutamicum (E), Escherichia coli (F),
Haloarcula hispanica (G), Lactobacillus casei (H), Leuconostoc mesenteroides (I), Paenibacillus
polymyza (J), Sporosarcina ureae (H) (archiv autorek)

Negativni barveni nigrosinem

e Asepticky prenést buinky do kapky destilované vody na podloznim sklicku, pfidat kapku
nigrosinu.

e Kapky smichat klickou a rozetift jemnym tahem druhého sklicka (pfilozeného pod thlem
45° po celé plose podlozniho skla), nechat zaschnout na vzduchu.

e Pozorovat pii zvétSeni 1000 x s imerzi.

Hodnoceni

V preparatu jsou viditelné neobarvené buriky na sedém pozadi (obr. 67). Porovnat mezi preparaty
tvar a velikost bunék riiznych druht jednoho bakteridlniho rodu. Vysledek ovliviiuje tloustka
vrstvy barviva (silny ndnos muze po zaschnuti praskat) a koncentrace barviva.

€ ). Kopeckd, G. Rotkova

Obr. 67: Negativni barveni Saccharomyces cerevisiae (A), Bacillus cereus (B), B. subtilis (C),
B. subtilis (D), Bacillus sp. (E), Corynebacterium glutamicum (F), Haloferax mediterranei (G),
Lactobacillus brevis (H), Lactobacillus casei (I) (archiv autorek)
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Negativni barveni Kongo ¢erveni

Asepticky prenést buitkky do malé kapky Kongo ¢ervené na podloznim sklicku.

Rozetiit jemnym tahem druhého sklicka (pfilozeného pod hlem45° po celé plose podlozniho
skla) a nechat zaschnout na vzduchu.

Opléchnout 1 % HCI, ihned slit, neoplachovat, pfipadné dosusit filtra¢nim papirem.

e Pozorovat pfi zvétseni 1000x s imerzi.

Nativni preparat pro pozorovani tvaru a umisténi spor rodu Bacillus
(fdzovy a Nomarského kontrast, obr. 68 a 69)

e Do kapky sterilni destilované vody na podloznim sklicku nanést kulturu, rozmichat a prekryt
krycim sklickem (nepiiklddat svrchu na kapku, ale nejprve jednou hranou, nepfitlacovat).

e Bunky z tekutého média pozorovat piimo v bujonu bez fedéni v kapce vody.

e Thned pozorovat pii fazovém kontrastu (objektiv 60x nebo 100x), preparat rychle vysycha.

Obr. 68: Fézovy kontrast u sporulujicich bakterif; Bacillus megaterium (A), B. mycoides (B),
B. pumilus (C) (archiv autorek)

Obr. 69: Nomarského kontrast u sporulujicich bakterii; Bacillus megaterium (A), B. megaterium
(B), B. mycoides (C), B. pumilus (D) (archiv autorek)
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Zhodnoceni cviceni

e Vsimdme si tvaru bunék, spor, poméru $itky a délky bunék, a zda je patrné vyklenuti bunék
zpusobené endosporami.

Dalsi informace k této problematice najdete v nasledujici
literature

e Prescott L., M., Harley J. P., Klein D. A., Microbiology, WCB, Dubuque, 1996, ISBN 0-697-
29390-4.

e Sedlacek I., Taxonomie prokaryot, Masarykova univerzita, Brno, 2007, ISBN 80-210-4207-9.

Kontrolni otazky

1. Vysvétlete pojmy bakteridlni druh a bakteridlni kultura.
2. Jmenujte alespon 4 barviva pouzivand v mikrobiologii.

3. Doplite tabulku:



2 Struktury bunky (barveni inkluzi
a pouzder)

Cil cviceni

Barveni a pozorovani bunécnych inkluzi a pouzder.

Uvodni slovo

Inkluze ¢i inkluzn{ téliska (granule organickych nebo anorganickych latek) jsou viditelné ve svétel-
ném mikroskopu a jsou umistény v bunéé¢ném matrix. Nékteré inkluze nemaji membrany a nachézi
se volné v cytoplazmeé (polyfosfiatovd a nékterd glykogenova granula), nékteré inkluze jsou obklo-
peny jednovrstevnou membrénou (tloustka membrdny zhruba 2-4 nm), napf. poly-S-hydroxybu-
tyrat, nékterda glykogenova a sirnd granula, karboxyzomy, plynové vezikuly. Membrany inkluzi
mohou byt tvoreny bilkovinami ¢i lipidy.

Fosfaty jsou ukladany ve formé volutinovych nebo polyfosfatovych granuli a slouzi jako
zdroj fosfatu, napi. pro stavbu nukleovych kyselin. Polyfosfat je linearni polymer ortofosfatu spo-
jeného esterovymi vazbami. V nékterych pfipadech muze polyfosfat slouzit i jako zdroj energie.

Tuk se v buiice se vyskytuje bud rozptyleny ve formé kapének, nebo zabudovany v membr4-
néch. Shromazd'uje se v ptitomnosti kysliku, v buiice b&zné 2-3 % tuku. Tyto intraceluldrn{ inkluze
se vyskytuji zejména u kvasinek a mikromycet. Nejcastéji se k jejich barveni pouziva sudan IIT
(0,1 g sudanu III se rozpusti ve smési 50 ml glycerolu a 50 ml bezvodého 100 % etanolu). Do 20-30
minut se tuk zbarvi do ruzovo-cervena (barvivo se rozpust{ v tuku).

Glykogen je rozpustny polymer glukézy s a—1,4—vazbami a a—1,6 vétvenim na kazdém 8-10
monomeru. Muze tvofit az 50% susiny, je ndhodné rozmistén v celém matrix bunky jako malé
granulky (20-100 nm). Ve svételném mikroskopu neni viditelny. Muze a nemusi mit membranu.
Barvi se Lugolovym roztokem. Bakterialni glykogen je silné vétveny. Slouzi jako pohotova rezerva.
Je primérni zasobni polysacharid u hub. Slouzi jako zdroj uhliku pro zisk energie a biosyntézu.

Lugolovo ¢inidlo (téz Lugoluv jédovy roztok) je ¢inidlo sklddajici se z 1 % jédu a 2 % jodidu
draselného a destilované vody. Jodid draselny se pfidadva pro zlepSeni rozpustnosti jédu ve vodeé.
Cinidlo bylo poprvé pFipraveno francouzskym fyzikem J. G. A. Lugolem v roce 1829. Pouziva se
jako povrchové antiseptikum, dezinfekce a jako indikator pritomnosti organickych latek, zejména
gkrobu, v jejich pfitomnosti méni barvu do modrofialové az ¢erné. Barvicich schopnosti ¢inidla je
vyuzivano pii Gramové barveni a dalsich technikach upravy preparatu.

Nékteré bakterie tvoii vrstvu materialu, ktera je umisténa vné bunééné stény. Pokud je tato
vrstva organizovand a nesmyva se snadno, jedna se o bakteridlni pouzdro. Pouzdro je vétSinou
slozené s polysacharidi, ale muze obsahovat i jiné latky, napf. pouzdro Bacillus anthracis je
slozené z kyseliny poly-D-glutamové. Pouzdra jsou dobfe viditelnd ve svételném mikroskopu pii
negativnim barveni preparatu. Pouzdro poskytuje bakterii fadu vyhod: maskuje patogenni bakterii
v makroorganizmu, brani vysychani diky zvySenému obsahu vody, zadrzuje fadu bakteridlnich vira
a hydrofobni toxické latky, napt. detergenty.
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Seznam pristroja a mikroorganizmu

Pomiicky a chemikalie

e Metylenova modf, Sudan I1I, Lugoluv roztok
e Kongo ¢erven, nigrosin

e Kryci a podlozni skla, klicka, destilovand voda

Mikroorganizmy
e Saccharomyces cerevisiae

Bacillus cereus CCM 2010

Bacillus megaterium CCM 2007

Azotobacter vinelandii CCM 289

Leuconostoc mesenteroides CCM 1803

Postup

Barveni volutinu polychromatickou metylenovou modii (obr. 70)

e Néatér bunék ususit na vzduchu a prevrstvit polychromatickou metylenovou modif (Lofflerova
modF, vyzrald alespon 12 mésici) na 1-3 minuty.

e Oplachnout, osusit a pozorovat pii zvétseni 1000x.

e V preparatu jsou vidét purpurova volutinova zrna a lehce namodrala cytoplazma.

Obr. 70: Volutin u Saccharomyces cerevisiae (archiv autorek)
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Tuk — barveni Sudanem III (obr. 71)

e Smichat bunky s barvivem Sudan III, nechat ptisobit 10-30 minut.

e Piekryt krycim sklickem a pozorovat cihlové ¢ervené kapicky tuku.

Obr. 71: Tuk u Saccharomyces cerevisiae (archiv autorek)

Glykogen (obr. 72)

e Piipravit nativni prepardt, vedle kryciho sklicka kdpnout Lugoluv roztok.

e Bezprostiedné pozorovat hnédé granula glykogenu.

Obr. 72: Glykogen u Saccharomyces cerevisiae (archiv autorek)
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Negativni barveni pouzder nigrosinem u zastupca rodu Azotobacter

e Do kapky vody na podloznim sklicku prenést malé mnozstvi bunék ze slizovité kolonie,
smichat s kapkou nigrosinu a prikryt krycim sklickem. Zbytek tekutiny odsat a pozorovat.

e Sedavé buiky jsou obklopeny bilymi pouzdry a pozadi je tmavé. Nigrosin nabarvi buiiky
a pozadi, nikoli pouzdra, ta jsou takto nebarvitelna.

Negativni barveni pouzder nigrosinem u zastupca rodu Azotobacter, do-
barveni bunék metylenovou modii

e Rozmichat na podloznim sklicku kapku nigrosinu s kapkou vody, do suspenze pfenést bunky,
rozetiit po sklicku a nechat zaschnout.

o Natér pokryt na 3 minuty roztokem metylenové modie, opldchnout vodou a osusit.

e Pozorovat pii zvétSeni 1000x s imerzi.

Hodnoceni

Modré bunky jsou obklopeny svétlymi pouzdry, pozadi je tmavé.

Negativni barveni pouzder Kongo cerveni u zastupci rodu Azotobacter,
dobarveni bunék metylenovou modii

e Do kapky Kongo ¢ervené na podloznim sklicku nanést kulturu, suspenzi rozetiit a nechat
zaschnout.

e Pievrstvit na nékolik sekund HCI. Kyselinu slit, neoplachovat, dosusit filtra¢nim papirem.
e Na 3 minuty prevrstvit metylenovou modii, slit, oplachnout vodou a ususit na vzduchu.

e Pozorovat pii zvétseni 1000x s imerzi.

Hodnoceni (obr. 73)

Modré buiiky a cysty obklopené svétlymi pouzdry na tmavém pozadi.

Obr. 73: Negativni barveni rodu Azotobacter (archiv autorek)
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Struktury bunky (barven{ inkluz{ a pouzder)

Zhodnoceni cviceni

e Vyfoceni a popis mikroskopickych prepardtu.

Dalsi informace k této problematice najdete v nasledujici
literature

e Prescott L., M., Harley J. P., Klein D. A., Microbiology, WCB, Dubuque, 1996, ISBN 0-697-

29390-4.

Kontrolni otazky

1.
2.
3.
4

Co jsou to inkluze?
Jsou v8echny inkluze obalené membranou?

Jako zdroj ¢eho muze bunka vyuzivat volutinova granula?

. Jako zdroj ¢eho muze burika vyuzivat glykogen?

V ¢em je pro patogenni bakterii vyhodné pouzdro?

7Z ceho se sklada bakterialni pouzdro?



3 Pohyb bunék

Cil cviceni
e Pozorovat pohyb bunék mikroskopicky a makroskopicky pohyb kultur na misce.

Sledovat pohyb bic¢iku ve visuté kapce.

Obarvit bi¢iky a pozorovat v jasném poli a pii fazovém kontrastu.

Ockovat polotekuté médium — na misky i do zkumavek.

Uvodni slovo

Vétsina pohyblivych bakterii se pohybuje pomoci bi¢iku, ktery je ukotven na vnéjsi ¢asti plazma-
tické membrany a v bunééné sténé. Bicik m4 v pruméru zhruba 20 nm a je 15-20 pm dlouhy. Bi¢ik
je mikroskopicky viditelny aZ po obarveni, které zvétsi jeho tloustku. Umisténi bicfku na buiice
muze byt ruzné (obr. 74).

Figure 12.1 Arrangement of Flagella on Bacterial Cells.

{a} In monotrichous, polar, a single flagellum is located at one end

of the cell; (b) in lophotrichous, polar, many flagella are grouped at

one end of the cell; (c) in amphitrichous, polar, a single flagellum

is located at both ends of the cell; and (d) in peritrichous, flagella
are located all around the cell.

&l
(a)

Obr. 74: Umisténi bi¢iku na bakteridlni burnice. Monotricha (a), poldrni bi¢ik je umistén na jednom
z konctu buriky; lofotricha (b), poldrn{ umistén{ vice bi¢iki na jednom z koncu buiky; amfitricha
(c), polarn{ bicik je umistén na obou koncich bunky; peritricha (d), bi¢iky jsou umistény na celém
povrchu bunky (Prescott a kol. 1996, upraveno)
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Bakterialni bicik je slozen ze tif zakladnich ¢ésti. Nejdelsi ¢ast tvori vlakno, bazalni télo je
usazeno v bunce a s vldknem je spojeno hackem. V1dkno je duté a pevné, slozené pouze z jediného
proteinu, flagelinu. Rozdily ve stavbé bi¢iku u gramnegativnich a grampozitivnich bakterii jsou
znazornény na obr. 75.

viakno

vnéjsimembrana

vrstva
peptidoglykanu

periplazmaticky
prostor

plazmaticka
membrdna

Obr. 75: Stavba bakteridlniho bi¢iku u gramnegativnich (a) a grampozitivnich (b) bakterii (Pre-
scott a kol. 1996, upraveno)

Smér rotace bi¢fku urcuje povahu pohybu bakterie (obr. 76). Kromé pohybu pomoci bic¢iku
se bakterie pfirozené pohybuji Brownovym pohybem. Spirochety a helikalni bakterie se mohou
pohybovat slizem diky tzv. axidlnimu filamentu. Dal§im typem pohybu bakterii je klouzavy po-
hyb, napf. u cyanobakterii, nékterych druhti myxobakterii a mykoplazmat. Ac¢koli nemaji zadné
viditelné struktury spjaté s klouzavym pohybem, mohou dosahovat rychlosti az 3 pm za sekundu.

-

N
= (e) ‘
a 3 dopfedu
v
dopfedu (c)

/
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\/“\D setrvani na
(b) misté

Obr. 76: Bakteridlni pohyb. Vztah mezi rotaci bi¢iku a pohybem bakterie, pohyb pomoci mo-
notrichdlniho bi¢iku (a, b), peritrichdlnich (¢, d) a poldrnich bic¢ika (e), (Prescott a kol. 1996,
upraveno)

(d)

Vlastnosti vybranych mikroorganizmu

Bacillus
rovné tycky po dvojicich nebo v fetizcich se zakulacenymi nebo ¢tvercovymi konci; grampozitivni;
peritrichalni; tvorba endospor

Pseudomonas
gramnegativni; rovné ¢i mirné zakiivené tycky; jeden ¢i nékolik polarnich bi¢iku
Proteus

gramnegativni; rovné tycky; peritrichalni bic¢iky

E. coli
gramnegativni; jednotlivé tycky ¢i ve dvojicich; peritrichdlni bic¢iky
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Seznam pristroji a mikroorganizmu

Mikroorganizmy

e mladé kultury (4 nebo 16 hodinové)

Bacillus cereus CCM 2010

Pseudomonas fluorescens CCM 2115T
e Proteus vulgaris CCM 1799

FEscherichia coli CCM 3954

e Micrococcus luteus CCM 169 — pro srovnani nativniho preparatu, nepohyblivy

Postup

Pii pozorovéani biciku se nesmi pracovat se sklenénymi predmeéty (krom sklicek), protoze snadno
ulamuji bic¢iky. Pracovat s mladymi kulturami 4-16 hodin starymi vzdy z tekutého média, staré
bunky odhazuji biciky.
Pozorovani pohybu biciku
Visuta kapka
e Pripravit nativn{ preparat, kapku suspenze bunék z média pipetovat na podlozni sklo.
e Neprekryvat krycim sklem, pozorovani objektivem 20x pii Nomarského kontrastu, nezanotovat!
e Pro vitalitu bunék je dulezity dostatek kysliku, citlivéjsi buiniky se hybou jen nahote.

e Nutno opatrné priostfovat na horni ¢ast kapky.

Barveni bicika (obr. 77)

Barva obsahuje motidlo tanin, které se obali kolem bic¢iku, zvétsi jeho prumeér a zviditelni ho.
Barvicka na barveni bi¢iku: roztok I (10 dilu) a IT (1 dil), uchovévat zamrazenou
Roztok I: 10 ml 5% vodného roztoku fenolu, 2 g taninu, 10 ml KA1(SO4)s - 12 HoO
Roztok II: nasyceny roztok krystalové violeti (12 g) v etanolu (10 ml, 96%)

e Pfipravit nativn{ preparat na odmasténé podlozni sklo a opatrné prekryt krycim sklem.
e Vedle kryciho sklicka kapnout barvicku pro barveni bi¢iku.

e Barvicku prosat filtraénim papirem a preparat pozorovat pii zvétseni 1000x s imerzi.
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Obr. 77: Obarvené biciky Proteus vulgaris (A) a Bacillus cereus (B, C, D) (archiv autorek)

Pozorovani pohybu na agaru pro testovani pohybu

Médium obsahuje nizké procentudlni mnozstvi agaru, polotekuté médium (nizsi viskozita prostiedi).

Slozeni média: 100 ml demineralizované vody, 0,1 g kvasni¢ného extraktu, 0,01 g KoHPOs5,
0,2 g agaru.

e Na agar se ockuje jen do stfedu misky, aby se rozrustala 1 kolonie.

Klicku s kulturou zanofit ve stfedu misky do agaru.

Pohyblivé kultury udélaji rozrustajici se kruh, nékdy vinici se. Nepohyblivé rostou jen v misté
vpichu do uréité velikosti.

Vysledky za 3-5 dni. S miskou se nesmi hybat.

U rodu Proteus lze vyuzit jak tuhé (fenomén piibojové vlny, plazivy néarust), tak polotekuté
médium (plavdni bunék v médiu).
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Slozen{ Luria-Bertani swarming média s 0,7 % agarem: 100 ml destilované vody, 1 g enzy-
matického hydrolyzatu kaseinu, 0,5 g kvasni¢ného extraktu, 1 g NaCl, 0,7 g agaru.

Zhodnoceni cviceni

e Pozorujeme pohyb bakterii ve visuté kapce a pohyb bakterii na miskich ve formé mohutné
se rozrustajicich kolonii.

e Pomoci obarvenych bi¢iku pozorujeme rozdily mezi raznymi bakteriemi (monotricha, perit-
richa).

Dalsi informace k této problematice najdete v nasledujici
literature

e Prescott L., M., Harley J. P., Klein D. A., Microbiology, WCB, Dubuque, 1996, ISBN 0-697-
29390-4.

e Sedlacek I., Taxonomie prokaryot, Masarykova univerzita, Brno, 2007, ISBN 80-210-4207-9.

Kontrolni otazky

1. Co jsou to inkluze?

2. Popiste typy pohybu: Brownuv pohyb, pohyb pomoci bi¢iku a klouzavy pohyb.
3. Popiste rozdily ve slozeni bi¢iku u grampozitivnich a gramnegativnich bakterii.
4. Z jakého proteinu je slozen bakterialni bicik?

5. Cim lze zviditelnit bakteridlni bicik pro svételnou mikroskopii?

6. Proc se pfi pozorovani bi¢ik nepouzivaji sklenéné pomucky?
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Cil cviceni

Acidorezistentn{ barveni a Gramovo barveni gramlabilnich bunék.

Uvodni slovo

Jako gramvariabilni ¢i gramlabilni mikroorganizmy se oznacuji ty, u nichz se v ¢isté kultufe ¢ast
bunék obarvi grampozitivné a ¢ast gramnegativneé.

Acidorezistentni mikroorganizmy obsahuji v bunééné sténé vysoky podil glykolipidi, zejmé-
na mykolovych kyselin, mastnych kyselin a vyssich alkoholt. Z toho duvodu se neodbarvuji anorga-
nickymi kyselinami ani smési kyseliny a alkoholu pii barveni dle Ziehl-Neelsena. Acidorezistence m4
vyznam k odliSeni nékterych bakteridlnich druhu, napt. Mycobacterium tuberculosis a M. leprae.
Acidorezistentni bakterie jsou relativné nepropustné a rezistentni k slabym barvivam. Pokud se
ale obarvi barvivem se silnou barvici schopnost{ (napf. bazicky fuchsin rozpustény v 5 % fenolu),
neodbarvi se ani 20 % kyselinou sirovou. Acidorezistence zavisi na integrité bunky, obsahu lipida
a pravdépodobné i na jejich zvlastnim anatomickém usporadéni.

Vlastnosti vybranych mikroorganizmu

Acinetobacter
kratké tycky az kokotycky ve dvojicich ¢i Fetizcich; gramnegativni ¢i gramvariabiln{ (obr. 78)

Obr. 78: Acinetobacter grimontii obarveny metodou dle Grama (archiv autorek)

Corynebacterium
rovné ¢i mirné zakiivené stihlé tycky se zizenymi ¢ ztlustélymi konci (kyjovité formy) nebo
v kratkych palisadach; grampozitivni; neacidorezistentni

Mycobacterium
rovné ¢ mirné zakiivené tycky, obcas se vétvici; netvori vzdusné hyfy, konidie ani pouzdra; slabé
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grampozitivn{; acidorezistentni; nékteré druhy rostou velice pomalu (az nékolik tydnu)

Nocardia
mirné ¢i silné vétvend vldkna substratového mycelia rostouci na povrchu nebo pronikajici do agaru,
tvorba redukovaného vzdusného mycelia; grampozitivni az gramvariabilni; nékteti zastupci acido-
rezistentn{

Rhodococcus

tycky tvorici silné vétvené substratové mycelium, vlakna se rozpadaji do kratkych tycek a kok;
nékteri zastupci produkuji slabé vzdusné hyfy; grampozitivni, mohou byt acidorezistentni

Seznam pristroji a mikroorganizmu

Mikroorganizmy

e Mycobacterium phlei CCM 5639 — acidorezistentni

e Nocardia carnea CCM 2756 — acidorezistentni

Rhodococcus erythropolis CCM 277

Corynebacterium glutamicum CCM 2428

Acinetobacter grimontii CCM 7198TT

Postup

Acidorezistentni barveni dle Ziehl-Neelsena

e Piipravit plamenem fixovany prepardt.

e Pievrstvit koncentrovanym karbolfuchsinem, zahiat do vystupu par a v piipadé nutnosti
dopliiovat barvivo. Preparat zahfivat 3-5 minut (nesmi se varit).

e Oplachnout kyselym alkoholem 2x, maximalné na 15 sekund.
e Dobarvit Lofllerovou metylenovou modii nebo malachitovou zeleni po dobu 30 sekund.
e Opléachnout vodou a pozorovat pii zvétSeni 1000x.

e Cervené zbarvené acidorezistentni buiiky by mély byt dobfe patrné proti zelenému ¢ modrému
pozadi (obr. 79).

Obr. 79: Barveni bunék dle Ziehl-Neelsena, Mycobacterium phlei (A), Nocardia carnea (B, C),
Rhodococcus erythropolis (D) (archiv autorek)
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Zhodnoceni cviceni

e Vyfoceni a popis mikroskopickych prepardtu obarvenych dle Ziehl-Neelsena.

e Dafilo se Gramovym barvenim obarvit acidorezistentni kultury?

Dalsi informace k této problematice najdete v nasledujici
literature
e Greenwood D., Slack R. C. B, Peuthere J. F., a kol., Lékaiskd mikrobiologie, Grada Pub-
lishing, 1999, ISBN 80-7169-365-0.

e Sedlacek I., Taxonomie prokaryot, Masarykova univerzita, Brno, 2007, ISBN 80-210-4207-9.

Kontrolni otazky

1. Co je cilem acidorezistentniho barveni?
2. Jaky je vyznam dobarveni metylenovou modii pii acidobazickém barveni?
3. Pro puvodce jakych onemocnéni se vyuziva acidorezistentni barveni?

4. Co zpusobuje, ze jsou mikroorganizmy acidorezistentni?



5 Sklickové kultury

Cil cviceni

Kultivace aktinomycet. Pozorovani vzdusného, substratového mycelia a srovnani rozdili.

Uvodni slovo

Aktinobakterie (napt. Actinomyces, Nocardia, Rhodococcus, Streptomyces) jsou grampozitivni bak-
terie s vysokym procentudlnim obsahem G+C, které vétsinou tvoii pravé mycelium, ¢asto se roz-
mnozuji pomoci exospor, ale na rozdil od kvasinek a mikromycet se vyznacuji prokaryotickou
stavbou buiiky.

Mycelium (stabilni nebo docasné) je souborem hyf sifovité struktury. Kvasinky mohou
vytvaret tzv. pseudomycelium ¢i nepravé mycelium. Kvasinky pué¢i na pdlech a jednotlivé bunky
se od sebe neoddéluji, zustavaji navzajem spojené. Vldkno pseudomyecelia je slozeno z protéhlych
bunék a jevi se jako zaskrcované. Hyfy pravého mycelia jsou rozdéleny piehradkami a hyfa ma po
celé délce stejny prutez a nezaskrcovany vzhled.

Pokud ¢ésti mycelia vrustaji do substratu, jedna se o mycelium substratové, pokud jeho
¢asti vyénivajl nad povrch substritu, jde o mycelium vzdu$né (obr. 80). Vzdusné mycelium
produkuje spory jednotlivé, ve dvojicich, v fetizcich ¢i v ruzné utvarenych vaccich, tzv. sporangiich
neboli sporoforech (seskupeni spor). Sporangia mohou byt umisténa i na myceliu substratovém,
pokud se vzdusné netvori. Tvar a umisténi spor nebo sporangii je vyznamny identifika¢ni znak.

Obr. 80: Prufez kolonii aktinomycet, zivé bunky jsou oznaceny zelené, mrtvé hyfy bile (Prescott
a kol. 1996, upraveno)

Nokardioformni aktinomycety tvoif bud’ substratové mycelium (Rhodococcus), substrétové
i vzdusné mycelium (Nocardia) nebo vyjimeéné pouze vzdusné mycelium (Sporichthya). Strepto-
mycety tvoii bohaté vétvend, dlouha vlakna, substratové i vzdusné mycelium, na jehoz koncich
jsou kulaté spory v rovnych fetizcich, prevdzné na vzdusném myceliu. Velikost buiiky je v pruméru
0,5-2,0 pm. Rust je pomaly, kolonie se objevuji po 3 az 4 dnech, pokud se tvoii vzdusné mycelium,
zralé se objevuje az po 7 az 14 dnech. Tyto hyfy jsou zpocdtku bilé, ale s tvorbou spor nabyvaji
ruzné zbarveni.

Aktinomycety mohou rust i v tekutém médiu, ale vyzaduji zna¢nou aeraci a protiepdvéni,
protoze vytvaii shluky na rozdil od rovnomérného rustu jinych druht bakterii. Jsou siroce rozsireny
v prostiedi, v pudé, na rostlindch; jsou mezi nimi patogeny ¢lovéka, zvitat a rostlin. Nokardioformni



140 Sklickové kultury

aktinomycety i streptomycety vytvaii charakteristické kolonie s drsnym a vrascitym povrchem
a pigmentaci.

Pii snaze pozorovat neporusené substratové a vzdusné mycelium vychazime ze skutecnosti,
ze pri odebirani vzorku kolonie pro mikroskopicky preparat se mycelium vétsinou poskodi a nelze
jej sledovat v puvodni podobé narustu pii zachovani jeho struktury. Pii pozorovéni prepardtu
sklickové kultury lze naopak pozorovat hyfy a rozpadajici se vldkna bez jejich poruseni tak, jak
narostly na krycim sklicku. Ockovani kultury musi byt piisné sterilni, aby nedoslo ke kontaminaci
kultury, nejlépe ve flowboxu, s vyzihanou klickou, ozehnutym skalpelem a ozehnutou pinzetou. Pro
sklickovou kulturu neexistuje univerzalni médium, vychézi se z optimédlniho média doporuceného
pro kultivaci daného typu mikroorganizmu.

Vlastnosti vybranych mikroorganizmi

Nocardia
mirné ¢i silné vétvend vldkna substratového mycelia rostouci na povrchu nebo pronikajici do agaru,
tvorba i vzdusného mycelia; grampozitivni az gramvariabilni; néktefi zastupci acidorezistentni

Rhodococcus
tycky tvorici silné vétvené substratové mycelium, vldkna se rozpadaji do kratkych tycek a koku;
nékteri zastupci produkuji slabé vzdusné hyfy; grampozitivni, mohou byt acidorezistentni

Streptomyces
vegetativni vldkna tvoii vétvené mycelium; vzdusné mycelium tvoii fetizky ze tii i vice spor; pro-
dukce pigmentu; tvorba trvalych vlaken; kolonie vzhledu lisejniku ¢i kozovité, maselnaté kolonie

Seznam pristroji a mikroorganizmu

Pomicky a chemikalie

e Sterilni pinzeta, skalpel, destilovand voda, kryci sklicka
e Sterilni miska se sklenénymi kulickami a podloznim sklickem

¢ Kultivaéni média podle typu kultury (v silné vrstvé pro piipravu kultivaci na krycim sklicku,
v tenké vrstvé pro kultivaci na podloznim sklicku)

e Ockovaci klicka

Mikroorganizmy

e Rhodococcus erythropolis CCM 277 (obr. 81)
e Nocardia carnea CCM 2756 (obr. 82)

e Streptomyces griseus subsp. griseus CCM 3362 (obr. 83)
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Obr. 81: Substratové mycelium Rhodococcus erythropolis (archiv autorek)

Obr. 82: Nocardia carnea, substratové (A), vzdusné (B) mycelium a pfechod mezi nimi (C) (archiv
autorek)

Obr. 83: Streptomyces griseus, substrdtové (A), vzdusné (B) mycelium a prechod mezi nimi (C)
(archiv autorek)
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Postup

V1hké komirky — kultivace na podloznim sklicku (obr. 84)

e Podlozni sklo asepticky umistit na kulicky ve sterilnich Petriho miskéch.
e Na podlozni sklicko vyzihanym skalpelem umistit tenky ctverecek agaru.

e Typ agaru vybrat dle kultivovaného mikroorganizmu: Nocardia - médium M8 (yeast glu-
cose agar); Rhodococcus - médium MPA ¢i M8; Streptomyces - médium M15 (streptomyces
medium).

e Vyzihanou klickou ockovat podél okraju a prekryt sterilnim krycim sklickem (18 x 18 mm
nebo 22 x 22 mm).

e Pod podlozni sklicko na kulicky pipetovat cca 5 ml sterilni destilované vody.

e Kultivovat pti 30 °C po dobu 3-5 dni.

Pozorovani

Ptimo néarust na sklicku, zvétseni 200x nebo 400x, Nomarského kontrast.

vzduiné substratové kryef skifeko

mycelium mycelium
\ / yreﬁek agaru
= %/ podloZni sklo
0000 00 0009000000009 00
kuligky

@© ). Kopecka

Obr. 84: Kultivace na podloznim skle (archiv autorek)

Kultivace na krycim sklicku (obr. 85)

e Pouzit médium dle ockovaného kmene - silnéjsi agar na Petriho misce.
e Do agaru zapichnout sterilni kryci sklicko vyzihanou pinzetou pod thlem 45°.
e Kulturu naockovat z horni strany podél zlabku. Substratové mycelium proristd i agar.

e Pied pozorovanim vysledki (po 3-5 dnech) vytdhnout sklicko a oznaéit horni i doln{ stranu
pro rozpoznani vzdusného a substratového mycelia.
Pozorovani

Sklicko s narostlou kulturou polozit narustem na podlozni sklicko. Pozorovat pii zvétseni 400 x
s imerzi v jasném poli nebo Nomarského kontrastem.
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Obr. 85: Kultivace na krycim sklicku (archiv autorek)

Zhodnoceni cviceni

e Podarilo se sterilné ockovat sklickové kultury?

e Byl patrny rozdil mezi substratovym a vzdusnym myceliem?

e Jaky byl typ mycelia, tvar a umisténi sporangii, pokud se vyskytovaly?

Dalsi informace k této problematice najdete v nasledujici
literature

e Prescott L., M., Harley J. P., Klein D. A., Microbiology, WCB, Dubuque, 1996, ISBN 0-697-

29390-4.

e Sedlacek I., Taxonomie prokaryot, Masarykova univerzita, Brno, 2007, ISBN 80-210-4207-9.

Kontrolni otazky

1
2
3
4

ot

. Které bakterie a které kvasinky se kultivuji technikou sklickové kultury a proc?

. Jakych kultiva¢nich médii se v tomto cviceni vyuziva?

. Pro¢ je dulezita sterilita prace?

. Co je to mycelium, které mikroorganizmy mycelium vytvaii a jaké typy mycelii rozeznavame?

. Co je to pseudomycelium?



06 Fluorescence

Cil cviceni
e Seznadmit se s fluorescencni mikroskopii.

e Pozorovat autofluorescenci a flourescenci mikroorganizmu vyvolanou fluorochromem (barvi-
vem) pii ruznych vlnovych délkach.

Uvodni slovo

Fluorescence je schopnost nékterych litek po ozdreni svétlem o kratsi vinové délce (excitaéni
zéfeni) emitovat svétlo o delsi vlnové délce. Lze rozlisit dva typy fluorescence primarni (autoflu-
orescenci) a sekundédrni fluorescenci. Autofluorescence je schopnost nékterych prirozené se vy-
skytujicich ldtek (napf. chlorofyl), fluoreskovat po dopadu UV zéfeni. Sekundédrni fluorescenci
rozumime fluorescenci barviva tzv. fluorochromu kovalentné navazaného na sledované bunécné
struktufe. Mezi bézné uzivané fluorochormy patii fluorescein, rhodamin, auramin a akridinova
oranz.

SYBR Green je barvicka vazajici se na nukleové kyseliny (nejvyssi afinitu ma k dsDNA).
Komplex nukleovd kyselina-SYBR Green absorbuje modré svétlo (Amax = 497 nm) a emituje
zelené svétlo (Amax = 520 nm).

Pti fluorescenéni mikroskopii je vzorek vystaven ultrafialovému, fialovému nebo modrému
svétlu. Mikroskop musi byt vybaven zdrojem kratkovinného svétla, jako jeho zdroj slouzi xenonova
vybojka. Svétlo prochdzi dvéma sadami svételnych filtri. Prvnf sada (excitaéni) propousti pouze
zadané vlnové délky a odstrani paprsky o delsi vinové délce. Excita¢éni filtry jsou ruzné silng
barevna skla, modré az fialova. Druhd sada brani zdbrannym filtrem vstupu kratkovinnych paprska
do oka. Kondenzor s tmavym polem poskytuje ¢erné pozadi, na kterém fluorescentni objekty zari.

Pseudomonas fluorescens
produkce fluoresceinu; vyskyt v pudé, vodé, potravinach, humannim klinickém materidlu

Seznam pristroji a mikroorganizmu

Pomiicky a chemikalie

e MPA, SYBR Green, PBS pufr

Mikroorganizmy

o Saccharomyces cerevisiae
e Bacillus thuringiensis CCM 19
e Bacillus megaterium CCM 2007

e Pseudomonas fluorescens CCM 2115T
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Postup

Autofluorescence (obr. 86)

e Vystavit narust fluoreskujici kultury UV zafeni.

Opeckad, G. Rotkova

Obr. 86: Kultura Serratia marcescens (Gerveny pigment) a Pseudomonas fluorescens bez (A)
a s UV ozédfenim (B) (archiv autorek)

Fluorescence emitovani barvivem SYBR Green (obr. 87 a 88)

e Narostlou kulturu promyt v PBS pufru (1,81 g NapHPO4-12 H20, 0,203 g NaH2PO4 -2 H- O,
0,85 g NaCl, 100 ml HyO, pH 7), obarvit barvivem SYBR Green a pozorovat fluorescenénim
mikroskopem pii riznych vinovych délkéch.

JASNE POLE 510-550 nm

460-490 nm 330-385 nm

© ). Kopecka, G. Rotkova

Obr. 87: Kultura Bacillus thuringiensis obarvend barvivem SYBR Green a vystavend zéafeni
o ruzné vinové délce (archiv autorek)
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Obr. 88: Kultura Saccharomyces cerevisiae obarvena barvivem SYBR Green a vystavena zareni
o ruzné vlnové délce (archiv autorek)

Zhodnoceni cviceni

e Fluoreskovala samotnd kultura pii UV zéfeni (miska/mikroskop)?

e Jsou rozdily ve fluorescenci pii ruzné vinové délce, proc?

Dalsi informace k této problematice najdete v nasledujici
literature

e Prescott L., M., Harley J. P., Klein D. A., Microbiology, WCB, Dubuque, 1996, ISBN 0-697-
29390-4.
e Sedlacek I., Taxonomie prokaryot, Masarykova univerzita, Brno, 2007, ISBN 80-210-4207-9.

e Votava M., Lékarska mikrobiologie — vysetfovaci metody, Brno, Neptun, 2010, ISBN 978-80-
86850-04-8.

- Kontrolni otazky

1. Kterd cast bunky fluoreskuje po navazani barviva SYBR Green?
2. Co zpusobuje autofluorescenci?

3. Na co se vidze SYBR Green?
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