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Uvod

Mikroorganismy jsou mikroskopické organismy sestavajici z jedné buriky nebo bunééného seskupeni
zahrnujici bakterie, vlaknité houby, kvasinky, protozoa a nékteré fasy. Podle nékterych klasifikaci jsou
za mikroorganismy povazovdny také viry, které jsou mikroskopické avSak nebunécné.
Mikroorganismy se nachazeji prakticky vSude v okolnim prostfedi a jsou nezbytné pro Zivot na Zemi.
Nékteré mikroorganismy jsou komercéné prospésné, vyuzivaji se predevsim pfi vyrobé potravin a
chemickych latek (napf. antibiotik). VétSina mikroorganism( je neskodna, nékteré vsak zpUsobuji
nemoci lidi, zvifat i rostlin. Metody prace s mikroorganismy jsou nepostradatelné pro vyzkum v
moderni biologii a biochemii.

Laboratorni cviceni z mikrobiologie je navrieno tak, aby byly demonstrovany vybrané
mikrobiologické postupy a studenti ziskali praktické zkuSenosti, které jim napomohou prohloubit
znalosti ziskané v prednaskach. Podstatna ¢ast cvieni je vénovana zakladnim technikdm prace
s mikroorganismy a zdkladnim principm mikrobiologie. Ty jsou doplnény pozorovanim
mikroorganismd pod mikroskopem a nékterymi metodami identifikace mikroorganisma. Zakladni

mikrobiologické techniky jsou také aplikovany pro analyzu vody, pldy a potravin.



Obecné instrukce

1. Vidy se seznamte s programem cviceni pfed pfichodem do laboratofe. Rada cviéeni je slozena
zvice uloh a kjejich UspéSnému zvladnuti ve vymezeném case je treba si vytvorit priblizny plan
postupu jednotlivych praci. Nékteré pokusy je potrfeba zapocit bezprostiedné po zacatku cviceni.

Vase znalosti budou ovéreny kratkym testem na pocatku cviceni. Bez dostateénych znalosti tématu a

pracovniho postupu neni mozné cviceni absolvovat.

2. Zacatek kazdého cviceni bude obvykle vénovan zhodnoceni a interpretaci vysledk( z minulého
cviceni. V nékterych pripadech je vhodnéjsi zhodnotit vysledky béhem doby ¢ekani na probéhnuti
aktudlniho experimentu (uloha 7, 12-14).

3. Vysledky cviceni zaznamenavejte do pracovniho protokolu. Protokol by mél obsahovat jméno
studenta, studijni obor, datum, nazev ulohy, stru¢ny ucel ulohy, strucny popis pracovniho postupu
(vZdy uvést pouzité kultury, kultivacni teploty, pouZité roztoky, pipetované a vaiené mnoistvi),
vysledky, zavéry vyplyvajici z vysledkl, odpovédi na otazky ke cviceni. Kzaznamenani vysledkd
pouZijte prehledné nakresy a tabulky, nikoli jejich popis v textu. Pfi vyhodnocovani vénujte pozornost
vSem Ukolim a doplfiujicim otazkam, které byly zadany v jednotlivych ulohach. Protokol odevzdejte
svému skoliteli ve cviceni, které nasleduje po cviceni, ve kterém byly zhodnoceny vysledky. Protokoly
vracené k opravé odevzdejte v nasledujicim cviceni. Opravy provedte pfimo v pivodnim protokolu,
rozsahlejsi opravy prilozte, ale netisknéte novy protokol. Vzor protokolu je uveden v ptiloze 1.

4. Cviceni je povinné, zapocet se udéluje mj. za 100 % ucast. V pfipadé nemoci je cvieni nutno
nahradit po domluvé s vyucujicim. Méjte prosim na paméti, Ze cviceni jsou zdavisld na predchozi
pfipravé zivnych médii a bakteriadlnich kultur, proto je ndhrada cvi¢eni pomérné obtizna.

5. Pfi cvieni studenti pracuji zpravidla ve dvojicich, avSak kaZidy student pracuje samostatné na
celém ukolu. S partnerem ve skupiné obvykle studenti zpracovavaji rGzné mikroorganismy nebo
pouZzivaji rlizné podminky pfi praci s jednim mikroorganismem. Své vysledky vzajemné porovnavaji a

délaji z nich zavéry.



Zasady bezpecné prace v mikrobiologické laboratori
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Vstup do laboratore je povolen pouze osobdm vykonavajicim cviceni.

V laboratofi vykondvejte pouze praci stanovenou obsahem cviceni.

V laboratofi je zakdzano jist, pit a koufit.

V laboratofi je nutné pouzivat laboratorni plast a prezdvky.

V laboratofi je zakdzano otevirat okna, pokud nejsou opatfena ochrannou siti.

Pred pfichodem do laboratorniho cviceni se seznamte s jeho obsahem.

Pfed zapocetim a po ukonceni préce je tieba desinfikovat pracovni plochu (Incidur).

Na pracovni plochu pokladejte co nejméné osobnich véci. Na pracovni plose miiZze snadno dojit k
jejich kontaminaci. Obleceni, batohy a tasky odkladejte v Satné.

Pracujte peclivé a opatrné. Zabranite tim kontaminaci materidlu a ndhodnému potfisnéni
pracovni plochy a sebe bakteridlnimi kulturami.

Nedotykejte se zbyteéné rukama obli¢eje, nenandasejte v laboratofi kosmetiku, nemanipulujte
s kontaktnimi ¢ockami.

Pfi barveni mikroorganismU pouZivejte jednorazové ochranné rukavice a pracujte v digestofi. P¥i
fixaci preparatl pouZivejte ochranné bryle. Ochranné rukavice neni nutné pouZivat pfi
manipulaci s mikroorganismy, pokud se vsak budete citit bezpeénéji, pouzijte je. Vyjimkou je
pfiprava nativniho preparatu pro mikroskopii, v tomto pfipadé vidy poufZijte rukavice.

Lihové kahany nechavejte horet pouze po dobu, kdy je uzivate.

Pouzité sklo a zbytky bakteridlnich kultur odkladejte na uréend mista. V zadném pfipadé

nevylévejte kultury do odpadu! Veskery kontaminovany material je pred likvidaci a mytim nutno

desinfikovat nebo sterilizovat (tyka se i rozbitého skla), pfipadné vyhodit do koSe na nebezpecny
odpad (napf. bunicita vata pouzitd k likvidaci rozlité kultury).

Dojde-li k ndhodnému potfisnéni pokozky bakteridlni kulturou ¢i poranéni pokozky, oznamte
tuto skutecnost ihned skoliteli. PokoZku je nutno o3etfit vhodnym desinfekénim prostfedkem
(ajatin, Spirigel aj.), aby nedoslo k infekci.

Stejné zdsady jako v bodé 14 plati i v pfipadé znecisténi pracovni plochy nebo pracovniho odévu.
V pfipadé jakékoli nejistoty se informujte o spravném postupu u svého skolitele.

Oznacte vSechna média a kultury ve zkumavkach, barnkach a Petriho miskach ndzvem média a
kultury, svym jménem (inicidlami) a pracovni skupinou. Misky popisujte na dno, nikoli na vic¢ko!
K oznaceni pouzivejte fixy na sklo.

VSechny pracovni postupy, obzvlasté pak pouzité bakteridlni kultury, mnoZstvi pipetovanych

roztokd a postupy pfi fedéni si peclivé zaznamenavejte do laboratorniho deniku.



19. Po ukonceni prace odneste pouzité pomlcky na uréené misto, uklidte pracovni plochu a
vydesinfikujte ji desinfekénim roztokem (Incidur ve spreji).

20. Pred odchodem ze cviceni si dobfe umyjte ruce a vydesinfikujte desinfekénim prostfedkem
(Spirigel). V pfipadé, Ze potrebujete kratkou prestavku v pribéhu cvieni, umyjte a

vydesinfikujte si ruce pred opusténim laboratore.



Uloha 1

Priprava sterilniho skla a ostatnich pomucek

Cile
1. Seznamit se s metodami sterilizace teplem.

2. Pripravit sterilni pomucky pro nasledujici cvic¢eni.

Teoreticky uvod

Pro péstovani (kultivaci) mikroorganismu v laboratornich podminkach je nutné prenést studovany
mikroorganismus do sterilniho Zivného prostiedi pomoci sterilnich pomucek, aby se zabranilo jeho
kontaminaci organismy pfitomnymi v prosttedi. Sterilni podminky Ize definovat jako podminky bez
pritomnosti Zivych organismu.

Sterilizace rlGznych materidld se provadi vétsSinou zvySenou teplotou (usmrceni organism( pfi
vysoké teploté) nebo filtraci (mechanické odstranéni organismu). Vétsinu materialu Ize sterilizovat
vlhkym teplem v autoklavu pfi teploté 121°C a tlaku 0,1 MPa po dobu 15-30 minut. Autoklav je
hermeticky uzaviratelnd nddoba s dvojitym plastém, ve které se vyviji nasycena vodni para pfi tlaku
vysSim, nez je tlak atmosféricky. K dosazeni pozadované teploty je nutné, aby vzduch byl zcela
vytlaten z komory autokldvu. PFfi autokldvovani ptichdzi nasycend pdara do kontaktu s chladnéjsim
objektem a kondenzuje na vodu. Pfi kondenzaci se uvoliiuje velké mnozstvi tepla a rychle se tak
zvySuje teplota sterilizovaného objektu. Béhem sterilizace autokldvovanim je potieba zabranit
zadrZovani vzduchu ve sterilizovaném predmétu, napf. dlouhé pfedméty by nemély byt umistény
v pfimé pozici. Doba sterilizace je zavisla na objemu sterilizované kapaliny, napf. pll litru kapaliny
postaci autokldvovat asi 20 minut, 1 | vyZaduje 25 minut, 2 | 40 minut. Dobou sterilizace se mini doba
od dosazeni 121°C v komorfe autokldvu. Moderni autokldvy umoziuji monitorovat teplotu
v autokldvovaném médiu (pomoci referenéniho vzorku o stejném objemu jako autokldvovana
kapalina) a dobou sterilizace se potom rozumi doba od dosaZeni 121°C v autoklavované kapaliné.
V tomto pripadé je doba sterilizace nezavisld na objemu a fidi se obvykle doporuc¢enim vyrobce
jednotlivych typl Zivnych médii. Zvyseny tlak v komore autoklavu zabranuje varu kapaliny. Zvyseny
tlak je proto potfeba udrzet do doby, nezZ klesne teplota pod bod varu pti atmosférickém tlaku. Pokud
je tlak uvolnén nahle pred poklesem teploty, kapalina okam?zité vzkypi, coZz mize vést az k explozi
nadoby. To Ze byl dany objekt vystaven teplu, je mozné testovat pomoci chemického indikatoru,
ktery méni teplem barvu (obvykle paska s prouzky indikatoru). Zména barvy vsak nemusi nutné
indikovat, Ze predmét nebo kapalina jsou sterilni, protoZe zahtati nemusi byt homogenni nebo

mikroorganismy mohou vniknout do predmétu pozdéji. Ackoli Ize autoklavovani pouZit pro vétsSinu



laboratorniho materialu, v ptipadé plastovych prfedmétl je potrfeba ovéfit, zda jsou z dostatecné
odolného materidlu (napf. polypropylenové mikrozkumavky a Spicky jsou odolné, avsak
polystyrenové Petriho misky nikoli). Sklo je moZno sterilizovat také horkym vzduchem, doba zavisi na
pouZité teploté (2 h pfi 160°C, 3 h pfi 140 °C). Horkovzdusnou sterilizaci nelze pouZit pro Zivna média,
sklo uzaviené vatovymi, plastovymi a gumovymi uzavéry a plastové predméty. Nadoby se chrani pred
naslednou kontaminaci uzavienim zatkami nebo hlinikovou félii, Petriho misky, hokejky a kovové
nastroje balime do hlinikové fdlie, Spicky sterilizujeme v uzaviratelnych krabickach. V ptipadé
Sroubovacich zatek nechdme zatky povolené, aby nedoslo k prasknuti nddoby nasledkem vysokého
tlaku nebo k prisati vicka podtlakem pfi chladnuti. Kovové predméty (ockovaci klicky, jehly, pinzety)
se sterilizuji tésné pred pouzitim oZzehnutim v plameni. Plastové predméty, které nelze vystavit

zvysené teploté, jsou obvykle sterilizovdny zafenim gama pfimo u vyrobce.

Material
Mikrobiologické zkumavky s vickem (4)
Vatové tycinky (3)

Destilovana voda ve stficce

Pracovni postup
Vatové tycinky vloZte do mikrobiologické zkumavky vatou doli a uzavrete vickem (celkem 3).
Destilovanou vodu nalijte do zkumavky (pfiblizné % objemu zkumavky) a uzaviete vickem. Vyucujici

zajisti sterilizaci pfipravenych pomcek v autoklavu.



Uloha 2

Kultivace mikroorganismu pfitomnych v prostiedi

Cile

Pfipravit Zivna média pro naslednou kultivaci (rist) mikroorganisma.
Demonstrovat vsudypfitomnost mikroorganisma.

Demonstrovat vyuZziti univerzalniho a selektivniho média.

Popsat a porovnat rist mikroorganismu na tekutych a pevnych pldach.

A

Popsat morfologii kolonii.

Teoreticky uvod

Mikroorganismy jsou prakticky vSudypritomné; nachazeji se ve vodé, ve vzduchu, v pidé, v lidském
organismu. Mikroorganismy se v laboratornich podminkach kultivuji na sterilnich Zivnych médiich
(ptdach), aby se zabranilo kontaminaci studovaného organismu organismy pritomnymi v prostredi.
SloZeni Zivnych pdd musi vyhovovat poZadavkim daného organismu na vyzZivu, pH, osmotické
podminky. Zivnd média musi obsahovat zdroj energie, makroprvky a rlstové faktory (vitaminy,
aminokyseliny).

Podle sloZeni Ize délit Zivna prostfedi na synteticka a komplexni. Chemické sloZeni syntetickych
prostredi je presné definovano, zdrojem uhliku je obvykle glukosa, zdrojem dusiku amonné soli.
Komplexni média nejsou chemicky pfesné definovana a obsahuji jako zdroj uhliku a dusiku proteiny a
peptidy, které jsou dodavany ve formé extraktli a hydrolyzat( kaseinu, masa, kvasnic, sojovych bobd,
brambor a dalSich pfirodnich materialli, ¢i castecné proteolyzovanych rostlinnych a Zivocisnych
proteinl (peptony). Extrakty, hydrolyzaty a peptony jsou komercné dostupné v praskové formé.
Komplexni média se potom snadno pfipravi rozpusténim jednotlivych slozek v destilované vodé.
BéZznd kultivacni média obsahujici vice sloZzek jsou také komercné dostupna. Vétsina
chemoheterotrofnich bakterii je rutinné kultivovdna na komplexnich médiich.

Podle rlstu mikroorganism( lze Zivna média délit na univerzalni, selektivni a selektivné
diagnosticka. Univerzalni média vyhovuji poZzadavkim na vyZivu Sirokého spektra organismu (napf.
masopeptonovy bujon a agar), selektivni médium inhibuje rdst uréitého druhu nebo skupiny
mikroorganism( (napf. Sabouraudlv agar; rlst bakterii je potlacen nizs$im pH, je tak zvyhodnén rlst
kvasinek a plisni). Na selektivné diagnostickych médiich roste jen velmi mald skupina organismd,
jejichz rast se projevi typickou biochemickou reakci (napf. Endlv agar; potlacuje rist grampozitivnich

bakterii, skupina gramnegativnich bakterii fermentujicich laktosu vytvari cervenorizové kolonie).



Zivna média se sterilizuji autokldvovanim a to bud po rozdéleni do vhodnych nadob (zkumavky,
baniky) nebo se sterilizuji ve vétSim objemu a poté se pini za sterilnich podminek do predem
sterilizovanych nadob. Roztoky, které neni moiné zahfivat na vyssi teploty zdlvodu tepelné
nestalosti (napf. cukry, antibiotika, rlistové faktory) se sterilizuji filtraci pres membranové filtry o
velikosti pérd 0,2 um (do sterilni nadoby) a pridavaji se k médiu tésné pred pouzitim. Nékterd média
se slozkami citlivymi na teplo je mozno autoklavovat pfi 115°C. Tato teplota je dostacujici pro jejich
sterilizaci, protoZe tepelné odolné bakteridlni endospdry nejsou v kultivacnich médiich obvykle
pritomny. Jakmile jsou Zivna média sterilizovana, mohou byt inokulovana (naockovéna) a inkubovana
za podminek podporujicich mikrobidlni rist.

Mikroorganismy lze kultivovat v tekutych Zivnych pldach (tzv. bujény) nebo na pevnych Zivnych
puadach (tzv. agary). Pevnou pldu ziskdme pridavkem obvykle 1,5% az 2% agaru (extrakt z morské
fasy) k tekutému médiu pred sterilizaci. Agar se béhem sterilizace rozpusti a jesté kapalné médium se
poté naléva do sterilnich sklenénych nebo plastovych Petriho misek, kde po ochlazeni na teplotu
okolo 40°C ztuhne. Jakmile agar jednou ztuhne, je mozné ho inkubovat pfi teplotach az 100°C. Pevna
média imobilizuji bunky a ty rostou za tvorby viditelnych, izolovanych kolonii. Kolonie je populace
bunék, ktera vznika z jedné burky. Mnohé druhy bakterii rostou jako stejné vyhliZejici kolonie. Rlizné
vyhlizejici kolonie jsou obvykle jiné druhy. Tvorba kolonii na pevném médiu umoziiuje zhodnoceni
Cistoty kultury, vyskyt vice nez jednoho typu kolonie svéd¢i o kontaminaci kultury. V tekutych

médiich se mikrobialni rlist projevi zakalenim.

Material

Erlenmayerova barika k pfipravé masopeptonového bujonu
Odmérny valec 100 ml

Masopeptonovy bujon (nutrient broth), prasek

Agar

Destilovana voda

Vahy

Hlinikova félie

Mikrobiologicka zkumavka s vickem (1)

Mikrobiologicka zkumavka se sterilnim masopeptonovym bujonem (1)
Erlenmayerova barika (250 ml) se 100 ml masopeptonového agaru
Pipeta 1 ml

Spicky 1 ml (modré)

Sterilni Petriho misky (4)

10



Zkumavka se sterilni vatovou tycinkou (3)

Zkumavka se sterilni vodou

Petriho miska se Sabouraudovym agarem (1)
Petriho misky s masopeptonovym agarem (2)

Mydlo

Tekuté mydlo

Desinfekcni prostfedek na ruce (Spitaderm, Spitagel)

Kahan

Pracovni postup

1. Pfiprava kultivacnich médii

Do Erlenmayerovy banky pripravte 100 ml masopeptonového bujénu podle ndvodu na zasobni lahvi
s praskovym médiem (presny postup pripravy zaznamenejte do protokolu). Michejte tak dlouho, az
se prasSek rozpusti. Napipetujte 2 ml masopeptonového bujénu do mikrobiologické zkumavky,
uzavrete ji vickem. Zkumavku popiste , nesterilni“ a nechejte ji inkubovat pfi laboratorni teploté do
nasledujiciho cviceni.

Ke zbyvajicim 98 ml masopeptonového bujonu pridejte agar tak, aby jeho vysledna koncentrace
byla 2% w/v. Do protokolu zaznamenejte jaké mnoZstvi agaru (v gramech) jste pfidali. Uzavrete
nadobu hlinikovou félii, popiste ji a pfipravte k autoklavovani. Pfedejte nadobu vyucujicimu, ktery
sterilizaci media zajisti.

2. Nalévani misek

Banku s tekutym masopeptonovym agarem vyjméte z inkubatoru a nechejte zchladit pfiblizné na 45-
50°C. Umistéte sterilni Petriho misky na laboratorni stil, predem otfeny desinfekénim prostiedkem,
vickem nahoru. Zapalte si kahan. Z barfiky s médiem odstrarite hlinikovou félii, naklonte ji a oZzehnéte
hrdlo kratce v plameni. Nadzvednéte vicko prvni misky a nalijte rychle a Ghledné asi 5 mm vysokou
vrstvu masopeptonového agaru do spodni ¢asti misky (nemichejte prudce agarem v barice, vytvofily
by se vzduchové bubliny). Drzte banku stale naklonénou a priklopte zpét vicko misky. Prejdéte k dalsi
misce a postup opakujte tak dlouho, aZ budou viechny misky nality. Caste¢né odkryjte vicka
jednotlivych misek a nechejte je oteviené asi 15 min, dokud agar neztuhne (sniZzeni kondenzace vody
na vicku). Po ztuhnuti média popiste dno misky zkratkou média (MPA).

3. Kultivace mikroorganismt z prostiedi

Cilem je odebrat a testovat (kultivovat) vzorky z prostfedi a vaseho téla. Pfi kazdém odbéru vzorku

misky radné popiste na dno.
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A. Dvé Petriho misky s masopeptonovym agarem (MPA) a misku se Sabouraudovym agarem (SBA)
pouzijte na vzorky z prostredi. Pro testovani prostfedi mlzete pouzit napf. laboratof, umyvarnu,
sklenik nebo fytotron.

a. Jednu misku s MPA a jednu misku se SBA nechejte oteviené po dobu 30 min (obé na stejném
miste).

b. Druhou misku s MPA naockujte stérem napft. z povrchu stolu, podlahy, vodovodni baterie nebo
kliky. Stér provedte pomoci sterilni vatové tycinky, tak Ze ji navlhdite ve sterilni vodé, otrete ji o
zkoumany povrch a potom o povrch agaru.

B. Na zbylé dvé misky s MPA naockujte vzorky z vaseho téla. Pomoci vatové tyCinky provedte napft.
stér ze zubll nebo povrchu klze.

C. Inokulujte sterilni masopeptonovy bujon pomoci vatové tycinky, kterou jste pouzili na stér
z prostfedi nebo vaseho téla: po otfeni o povrch agaru ponorte vatovou tyCinku do
masopeptonového bujonu a ponechejte ji tam béhem kultivace. Zkumavku radné popiste.

D. Kultivujte mikroorganismy vzorkované z prostredi pri teploté blizké teploté daného prostredi
(25°C). Mikroorganismy odebrané ztéla inkubujte pfi 37°C. VSechny misky inkubujte dnem
vzhiru, aby voda nekondenzovala na povrchu agaru.

4. Uéinnost myti rukou

A. Rozdélte misky na Ctyfi kvadranty tak, Ze na dno Petriho misky nakreslite fixou ktiz, a oznacte je
1-4. Jednu misku oznacte ,voda“, druhy ,,mydlo”.

B. Nejprve zacnéte s agarem oznacenym ,voda“. Dotknéte se suchymi prsty prvniho sektoru prsty,
umyjte si ruce bez mydla, otfepte nadbytecnou vodu a vlhkymi prsty se dotknéte sektoru 2.
Opakujte po sektor 4.

C. Umyjte si ruce béznym zplsobem mydlem (jeden student z dvojice obycejnym mydlem, druhy
tekutym), oplachnéte, otfepejte vodu a dotknéte se sektoru 1 agaru oznaceného ,mydlo”.
Opakujte jesté dvakrat (ruce si mydlete 1 a poté 2 minuty). Naposledy si ruce peclivé
vydesinfikujte prostfedkem k desinfekci rukou (Spitaderm, Spitagel), nechejte zaschnout a
dotknéte se sektoru 4.

D. Misky inkubujte dnem vzhdru pfi 37°C.

Vyhodnoceni vysledku (v nasledujicim cviceni)

1. Pozorujte a popiste vysledny rlst na agarovych pldach. Zaznamenejte rlizné vyhliZejici kolonie a
popiste jejich velikost, pigmentaci a morfologii (obrazek 1). Vsimejte si celkového vzhledu, okrajd,
profilu a povrchu (hladky, hrbolaty, leskly, matny, prihledny). Urcete pocet kazdého typu kolonii.

Vysledky zaznamenejte v tabulkové formé — pouzijte tabulky v pfiloze 2.
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2. Porovnejte rist mikroorganism({ na masopeptonovém a Sabouraudové agaru. Jak vysvétlite
pripadné rozdily v poctu kolonii?

3. Popiste vzhled masopeptonového bujonu oznaceného ,nesterilni“ a bujonu, ktery jste naockovali.
Obé zkumavky pozorujte nejprve pred roztfepanim, poté obsah roztfepte a znovu pozorujte.
Vysledky zaznamenejte do tabulky (viz pfiloha 2).

4. Na agarech, kterych jste se dotykali prsty béhem myti rukou, zaznamenejte ptiblizny pocet kolonii,
jejich barvu a velikost. Porovnejte ucinnost jednotlivych zplsob( myti rukou (i s vysledky spoluzaka).

Ziskané vysledky kriticky zhodnotte. K zaznamenani vysledkd pouZijte tabulku v pfiloze 2.

Tvar

Kruhovy  Nepravidelny Vl1dknity Rizoidni

Okraje

L A 4 4= 4

Hladké Vlnité Vldknité  Zkroucené Lalo¢énaté

Profil

Zvyseny Vypoukly Plochy Knoflikovity Kraterovity

Obrazek 1. Popis kolonie.

Otazky

Jakou kultivacni metodou byste zjistili, zda je zakaleni bujénu zplisobeno pouze jednim druhem

mikroorganismu nebo smési rliznych mikroorganismu? Stru¢né vysvétlete.
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Uloha 3

Pfenos mikroorganismt: asepticka technika

Cile
1. Zvladnuti principu aseptické techniky.

2. Preneseni bakterie z jednoho Zivného prostredi do druhého.

Teoreticky uvod

Bakterie i dalsi mikroorganismy jsou kultivovany v laboratornich podminkach za ucelem jejich
identifikace a studia jejich rdstu a metabolismu. Prvnim krokem kultivace mikroorganisma je jejich
pfeneseni z odebraného vzorku nebo dfive vytvorené kultury do cCerstvého Zivného prostredi.
Tomuto prenosu fikdme ockovani (inokulace). O¢kovani musi byt provedeno tak, aby béhem prenosu
nedoslo k zavedeni nezadoucich mikroorganism( neboli kontaminaci ze vzduchu, rukou, dychacich
cest nebo pracovni plochy. Pfi ockovani se uzZivd tzv. asepticka technika, coZ je sled kroku
pouzivanych k zabranéni kontaminace sterilnich predmétl nebo mikrobidlnich kultur béhem
manipulace.

Vsechna média jsou pred pouZitim sterilizovana, obvykle autokldvovanim (viz dloha 2). Nadoby
obsahujici kultivaéni média by nemély byt otevieny do doby, neZ s nimi pracujeme a i potom by
nemély byt ponechany oteviené. Pro kultivaci a uchovani mikroorganismd se vyuzivaji rizné typy
Zivnych médii:

a. Zivny bujon - tekuté Zivné prostfedi, obvykle v mikrobiologické zkumavce, pfipadné
Erlenmayerové barice nebo jiné nddobé. Slouzi k pomnozeni mikroorganisma.

b. Pevné médium na Petriho misce (agar, plotna). Vhodné pro zhodnoceni Cistoty kultury, izolaci
Cistych kultur, pocitani mikroorganismu atd.

c. Sikmy agar — pevné médium ve zkumavce, kterd byla ponechdna v $ikmé poloze pfi tuhnuti.
Vyhodou oproti pevnym médiim na Petriho miskach je snadnéjsi transport a skladovani, slouzi
zejména k uchovani mikroorganismu.

d. Hluboky agar — pevné médium ve zkumavce, které tuhne pfi svislé poloze zkumavky. Pouziva se
pro rist mikroaerofilnich bakterii vyZadujicich méné kysliku. Polotuhé hluboké agary obsahuijici 0,5-
0,7% agaru a uzivaji se ke stanoveni pohyblivosti bakterii (pohyblivé bakterie se pohybuji smérem od
mista inokulace a zpUsobuji zakaleni média).

Pfenos a inokulace mikroorganism(i se provadéji pomoci sterilni bakteriologické klicky nebo
ockovaci jehly. V pfipadé pfenosu z tekutych médii pouzivame také sterilni pipety. Aby se pfi pfenosu

mikroorganism( omezila moZnost kontaminace vzorku ze vzduchu a pracovni plochy, je vhodné

14



pracovat v tzv. laminarnim boxu, jehoZ vnitfni prostor je pred zapocetim prace sterilizovan pomoci
ultrafialového zareni (viz uloha 9 a pfiloha 5). Laminarni box je vybaven Cisticim vzduchotechnickym
systémem, ktery svym pietlakovym nastavenim zabrafuje vstupu nezadoucich ¢astic do pracovniho

prostoru.

Material

Zkumavky obsahujici masopeptonovy bujén (2)

Zkumavky obsahujici masopeptonovy Sikmy agar (1)

Zkumavky obsahujici masopeptonovy polotuhy hluboky agar s trifenyltetrazolium chloridem (1)
Petriho misky s masopeptonovym agarem (2)

Inokulaéni klicka

Inokulacni jehla

Stojanek na zkumavky

Kahan

Kultura bakterii vtekutém médiu (Pseudomonas fluorescens, Escherichia coli, Staphylococcus
epidermidis)

Kultura bakterii na agarové misce (Pseudomonas fluorescens)

Pracovni postup

Pfi provedeni experimentu se orientujte podle ndkresu uvedeného v obrazku 2.

1. Ockovani z tekutého média

A. Odbér kultury z tekutého média bakteriologickou kli¢ckou
a. Ockovaci klicku drzte v jedné ruce a zkumavku s bakterialni kulturou v druhé ruce. Sterilizujte
klicku dikladnym vyzihdanim v nesvitivé casti plamene (klicka se rozzhavi do ruda). Klicku nechejte
vychladnout (asi 30 s).
b. Malikem ruky, kterd drzi klicku, sejméte ze zkumavky vicko. (V pfipadé pouziti zkumavek se
Sroubovacim vickem je vhodné vicko predem mirné povolit). Vicko nepokladejte na podlozku, ale
stdle ho drzte.
¢. Zkumavku drzte mirné naklonénou a ozehnéte jeji hrdlo v plameni. Ponofte sterilni klicku do
bakteridlni kultury a do ocka naberte bakteridlni suspensi. Pfi praci ve dvojici kazdy student
odebira jiny mikroorganismus (E. coli, S. epidermidis).
d. Klicku vytdhnéte ven, oZehnéte hrdlo zkumavky a vratte na ni vicko. Zkumavku umistéte do
stojanku. Klicku stdle drzite v ruce.

B. Ockovani do tekutého média
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Vezméte do ruky zkumavku se sterilnim masopeptonovym bujonem, odstrarite vicko a oZzehnéte
hrdlo zkumavky. Ponofte klicku s odebranou kulturou do bujéonu a potom ji ze zkumavky
vytahnéte. Ozehnéte hrdlo zkumavky a vratte vicko zpét. Zkumavku vratte do stojanku. VyZihejte
klicku.

Ockovani na Sikmy agar

Postupujte obdobné jako u ockovani do bujénu, na Sikmy agar ockujte jemnym pohybem plochou
ocka klicky po povrchu agaru smérem ode dna nahoru, tak aby nedoslo k naruseni agaru. Po
naockovani zkumavku oZehnéte, uzaviete vickem a postavte do stojanku. Vyzihejte klicku.
Ockovani na agar v Petriho misce

Mirné odklopte vicko, vsunte dovnitt klicku s odebranou kulturou a lehkym pohybem , kreslete”
po povrchu agaru (¢ary nebo vinovku) plochou ocka klicky. Vytahnéte klicku, zaviete vicko a
klicku vyZihejte.

Ockovani do hlubokého agaru ockovaci jehlou

Kulturu odeberte ockovaci jehlou stejné jako v bodé A. Vezméte do ruky zkumavku se sterilnim
masopeptonovym hlubokym agarem, odstrarnte vicko a oZehnéte hrdlo zkumavky. Ockujte
hluboky agar zapichnutim jehly do stfedu agaru. Jehlu opatrné vytahnéte, tak Ze ji pohybujete ve
stejné draze jako pfi vpichu. OZehnéte hrdlo zkumavky a vratte vicko zpét. Zkumavku vratte do
stojanku. Vyzihejte jehlu. PFi praci ve dvojici kazdy student ockuje jiny mikroorganismus (P.

fluorescens, S. epidermidis).

Z tekutého média casto ockujeme presny objem kultury pomoci pipety. Tento postup je popsan

v Uloze 5.

2. Ockovani z tuhého média

A. Odbér kultury z agaru na Petriho misce
Vyzihejte ockovaci klicku a nechte ji vychladnout. Vicko misky lehce nadzvednéte a ockem kli¢ky
lehce seskrabnéte povrch kolonie. Klicku vytahnéte, misku zavrete.

B. Ockovani do tekutého média, na agarovou plotnu
Provedte obdobné jako pfi ockovani z tekutého média.

3. Kultivace

Inkubujte vsechny zkumavky a Petriho misky pfi 30°C (P. fluorescens) nebo 37°C (E. coli, S.

epidermidis).

16



Bujon
Escherichia coli nebo
Staphylococcus epidermidis

Sikmy agar Bujon
Escherichia coli nebo
Bujon Staphylococcus epidermidis
s bakteridIni
kulturou \
Petriho miska
Pseudomonas fluorescens
Petriho miska Petriho miska

Escherichia coll nebo
Staphylococcus epidermidis

Hluboky agar
Pseudomenas fluorescens
nebo Staphylococcus
epidermidis

Obrazek 2. Schéma prenosu mikroorganismd mezi jednotlivymi typy médii.

Vyhodnoceni vysledkd

Zaznamenejte vzhled jednotlivych kultur (viz Uloha 2). K zaznamenani vysledk( pouZijte ptilohu 3. U
polotuhého agaru porovnejte vzhled média snenaockovanym kontrolnim médiem.
Trifenyltetrazolium chlorid pfitomny v médiu je metabolickou aktivitou Zivych organismi redukovan
na barevny formazan a usnadniuje tak identifikaci zony rlistu nao¢kovaného organismu. Byly nékteré
bakterie rostouci na polotuhém hlubokém agaru pohyblivé? Byl asepticky pfenos uspésny? Podle

¢eho tak usuzujete?
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Uloha 4

Izolace mikroorganismu kfizovym roztérem

Cile

Izolovat bakterie pomoci kfizového roztéru.

Teoreticky uvod

V ptirodnich podminkach roste vétSina mikroorganismi pohromadé s ostatnimi organismy. Pro
studium urcitého organismu je nutné ho izolovat ze smésné kultury a ziskat tzv. Cistou kulturu
(kultura obsahujici pouze jeden druh mikroorganismu). Pro izolaci mikroorganism( se pouZivaji
nepfimé metody, nebot pfima separace je vzhledem k malé velikosti mikroorganismi mozna jen
s pouzitim d@myslnych mikromanipulaénich technik. Cistou kulturu je moZno ziskat pomoci
selektivnich médii nebo zfedovacimi technikami. Mezi béZzné pouzZivané ziedovaci techniky patfi
metoda kfizového roztéru, metoda roztirani na plotné a metoda nalévani ploten. Princip kfizového
roztéru spociva v postupném roztirani vzorku po povrchu agaru bakteriologickou klickou, pricemz
dochazi k nafedovani pavodniho vzorku tak, Ze na konci vyrUstaji jednotlivé izolované kolonie. Je to
nejbéznéjsi izolacni technika. Metody roztirani a nalévani jsou kvantitativni techniky, které umoznuji

stanovit pocet bakterii ve vzorku. Pfesnym popisem téchto metod se zabyva uloha 5.

Material

Petriho misky s masopeptonovym agarem (2)
Bakteriologicka klicka

Kahan

Smésna kultura bakterii

Zakaleny masopeptonovy bujén z minulého cviéeni

Pracovni postup

Vyzihejte ockovaci klicku, nechejte ji vychladnout a asepticky odeberte kulturu. Nadzvednéte vicko
Petriho misky a udélejte klickou opatrné 4 vodorovné cary po povrchu agaru (obrazek 3). Vyzihejte
klicku a nechejte ji zchladit. Pooto¢te misku a udélejte dalsi 4 ¢ary prochazejici pres plvodni cary.
Vyzihejte klicku a nechejte ji zchladit. Znovu pootocte misku a udélejte 4 cary. Vyzihejte klicku,
nechejte ji zchladit a pres posledni ¢ary udélejte vinovku. VyZihejte klicku. Mezi jednotlivymi kroky

roztéru priklopte vicko misky. Mezi jednotlivymi kroky nenamdcejte klicku znovu do kultury! Ktizovy
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roztér provedte se smésnou kulturou a se zakalenym bujénem z minulého cviceni. KfiZovy roztér
muze byt také proveden tak, Ze misto vodorovnych car kreslime vinovky (obrazek 2). Cilem metody je
ziskat izolované kolonie mikroorganism(. Po naockovani kultivujte misky dnem vzhGru pfi vhodné

teploté (poutzité teploty zaznamenejte do protokolu).

Obrazek 3. Vzor ktizového roztéru. Mezi jednotlivymi kroky (1-4) je nutno vyZihat klicku.

Vyhodnoceni vysledki

Do tabulek v pfiloze 4 popiste vzhled jednotlivych kolonii (dle ndvodu k Uloze 2). Zakreslete vzhled
kfizového roztéru na obou miskdch a v ndkresu oznacéte rlzné vyhliZejici kolonie. Zhodnotte

Uspésnost kiizového roztéru.

Otazka

Budou vzidy ve Ctvrté ¢asti kiizového roztéru pritomny izolované kolonie?
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Uloha 5

Izolace a kvantifikace mikroorganismu fedicimi technikami

Cile
1. Izolovat bakterie roztiraci a zalévaci technikou.

2. Ur¢it pocet bakterii ve vzorku.

Teoreticky uvod

Metody roztirdni a zalévani jsou kvantitativni techniky, které umoziuji stanovit pocet
Zivotaschopnych bakterii ve vzorku. Jedna se o nepfimé techniky stanoveni poc¢tu bunék. Metoda
roztirani na plotné spocivd v naneseni malého mnozstvi (0,1 - 0,2 ml) pfredem naredéného vzorku
(obvykle ve sterilni vodé nebo fyziologickém roztoku) na povrch agaru v Petriho misce a jeho
rozetfeni ohnutou sklenénou tycinkou, tzv. hokejkou. Metoda nalévani ploten spociva
v napipetovani naredéného vzorku o objemu 1 - 2 ml na sterilni Petriho misku a jeho zaliti sterilnim
agarem vytemperovanym na 45°C. Variace této metody spociva ve ziedovani vzorku do sterilniho
tekutého agaru a jeho naliti do sterilni Petriho misky. Pfi nalévaci metodé rostou kolonie v celém
objemu agaru, nejen na jeho povrchu. Pocitany organismus musi kratkodobé snést zvySenou teplotu.
K urceni poctu mikroorganismu se zvoli misky s 30 az 300 koloniemi (pouZiti misek s méné nez 30
koloniemi je nepresné, vice nez 300 kolonii se obtizné pocita). Metody vychazeji ze zadkladniho
predpokladu, Ze z jedné Zivotaschopné bunky vyrlsta jedna kolonie. Mikrobidlni suspenzi je pred
ockovanim nutno zredit. Pfi fedéni se pouzivd obvykle desitkového fedéni (obrazek 3). Kuréeni

3
optimalniho fedéni je potfeba odhadnout pocet bunék ve vzorku (0-10 bunék/ml bez opalescence,

5 7 9
10 /ml lehce opaleskuje, 10 -10 tvofi mléény zékal). Pocet mikroorganism( v 1 ml pavodni kultury se

spocita nasledovné:

KTJ = (pocet kolonii/fedéni ve tvaru 10™) * (1/objem vzorku v ml pipetovaného na misku)
Pocet bunék se uvadi jako KTJ = kolonii tvofici jednotka (CFU, colony forming unit), nebot 1 kolonie
ne vzdy reprezentuje 1 bunku. Kolonie mlZe vzniknout ze skupiny stejnych bunék, které jsou spolu

docasné spojeny. Pro spravné zhodnoceni poctu mikroorganism( ve vzorku je potreba kazdé redéni

ockovat na tfi misky a pocet mikroorganism( vypocitat jako pridmérnou hodnotu.
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Material

Petriho misky s masopeptonovym agarem (4)

Barka obsahujici 50 ml vytemperovaného masopeptonového agaru
Sterilni zkumavky (8)

Sterilni Petriho misky (2)

Sterilni destilovana voda

Pipeta 0,1-1 ml

Pipeta 20-200 pl

Sterilni Spicky (zluté, modré)

Sterilni ohnuté sklenéné tycinky (hokejky)

Kahan

Tekuta kultura bakterii (Pseudomonas fluorescens)

Pracovni postup

1. Metoda roztirani na plotné

A. Redéni bakterialni kultury (obrazek 4)
Nachystejte si 8 sterilnich zkumavek a do kazdé napipetujte pomoci automatické pipety se sterilni
Spickou 1,8 ml sterilni destilované vody. Ze vzorku odeberte asepticky kulturu. Postupujte
obdobné jako u pfenosu kultury z tekutého média:
a. Na automatické pipeté nastavte pozadovany objem (200 pl). Vezméte pipetu, odklopte vicko
krabicky se sterilnimi Spickami a nasadte Spicku (nedotykat se rukama, krabicku ihned zavfrit).
Zkumavku s bakteridlni kulturou vezméte do druhé ruky.
b. Malikem ruky, ktera drzi pipetu, sejméte ze zkumavky vicko. Nepokladejte ho na stll, ale stale
ho drite.
c. Zkumavku drite mirné naklonénou a ozehnéte jeji hrdlo v plameni. Ponofte Spicku do
bakterialni kultury a pomalym pohybem nasajte bakteriadlni suspensi.
d. Pipetu vytahnéte ven, oZehnéte hrdlo zkumavky a vratte na ni vicko. Zkumavku umistéte do
stojanku. Pipetu stdle drzite v ruce.
Pfeneste odebrany vzorek do prvni zkumavky s vodou:
a. Vezméte do ruky zkumavku se sterilni vodou, odstrante vicko a ozehnéte hrdlo zkumavky.
Ponofte $pic¢ku s odebranou kulturou do vody, vypustte do ni obsah $picky a pipetu ze zkumavky
vytdhnéte.
b. OZehnéte hrdlo zkumavky a vratte vi¢ko zpét. Zkumavku vratte do stojanku. Spi¢ku odhodte do

odpadni nadoby.

21



c. Obsah prvni zkumavky protrepeijte, asepticky z ni odeberte 200 pl roztoku a pfeneste do dalsi
zkumavky se sterilni vodou. Postup opakujte, az dojdete k posledni zkumavce.
B. Ockovani na agar v Petriho misce

Pfipravte si 4 Petriho misky s masopeptonovym agarem. Postupné ockujte na Petriho misky

bakterie ze zkumavek se zfedénim 10_5 az 10_8:

a. Pomoci automatické pipety se sterilni Spickou asepticky odeberte ze zkumavky 100 pl
suspenze.

b. Nadzvednéte vicko Petriho misky a do stfedu napipetujte suspenzi. Vicko priklopte, odhodte
Spicku a odloZte pipetu.

c. Nadzvednéte znovu vicko a suspenzi rozetrete sterilni hokejkou po celé plose agaru. Na
hokejku netlacte. Po rozetteni vicko pfiklopte, hokejku ponofte do nadoby s desinfekci.

d. Postup opakujte s dalSimi nafredénymi vzorky. Na kazdé ziedéni pouZijte novou Spi¢ku a novou
hokejku. (Pro potreby cviceni bude pfichystan dostatecny pocet sterilnich hokejek. V praxi se vsak
obvykle pouziva opakované jedna hokejka, ktera se sterilizuje ndsledovné: Hokejku vyjmeme
z nadoby s etanolem, lehce ji oklepeme nad nadobkou a sterilizujeme ozehnutim v plameni.
Pfitom dojde ke vzniceni a shoreni etanolu na hokejce. Hokejku nechdme vychladnout a
pouzijeme. Potom ji ozehneme nad plamenem, pockame, az se ochladi a ponofime ji zpét do

etanolu).

200l 200l 200pl  200ul  200ul 200l 200 ul

7 N ST ARNT N N NN

1.8 ml 1.8 ml 1.8 ml 1.8 ml 1.8 ml 1.8 ml 1.8 ml 1.8 ml

10" 10% 10° 10* 10° 10° 107 10°

) -6 6
10 . 1:101 = fedéno 10x 10 =1:10 =1:1000 000 = fedéno 1 000 000x (10°)

Obrazek 4. Redéni mikrobialni kultury. V kazdém kroku je kultura zfedéna 10x.

22



2. Metoda zalévani ploten

Pfipravte si 2 sterilni Petriho misky. Z natedénych kultur (zvolte redéni 10—7 a 10_8) asepticky
napipetujte do stfedu misky 1 ml suspenze. Vyndejte zinkubatoru (45°C) bariku s tekutym
masopeptonovym agarem a asepticky nalijte na kulturu v misce vrstvu agaru (asi 0,5 cm). Prikrytou
miskou mirné pohybujte, aby doslo k promichani inokula s médiem. Nesmi dojit k potfisnéni vicka.
Nechejte ztuhnout.

3. Kultivace

Kultivujte dnem vzh(ru pti 30°C, 48-72h.

Vyhodnoceni vysledku

Spocitejte kolonie na jednotlivych miskach a pro vSechny misky (bez ohledu na pravidlo minimalniho
poctu kolonii nutného k presnému hodnoceni) vypoctéte pocet bunék (KTJ) v1 ml mikrobidlni
kultury. Hodnoty uvedte ve tvaru jednotky * 10*. Spoditejte primérny pocet mikroorganismu z po¢td

kolonii na vSech miskach, které lze hodnotit.

Otazka

Mohou nékteré bakterie narlst na roztirané plotné a pfitom nenarlist na zalévané plotné?

Vysvétlete.
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PFimé pocitani mikroorganismt pod mikroskopem

Cile

Urcit pocet mikroorganism(l ve vzorku pomoci Blirkerovy pocitaci komuarky.

Teoreticky uvod

Pro pfimé pocitani mikroorganisml pod mikroskopem se uZivaji rGzné typy poéitacich komurek.
Pocitaci komUrku tvofi silné podloZni sklo, v jehoZ stfedni c¢asti je vyryta mtizka ¢tvercovych polic¢ek
(poditaci sit) o znamé plose a hloubce. Komurka se prekryje specialnim silnosténnym krycim sklem a
tak vznika prostor o presné definovaném objemu. Mezi nejbéznéjsi pocitaci komurky patfi komurka
Biirkerova, Thomova nebo Neubaerova.

Na Birkerové komdirce je poditaci sit tvofena deviti velkymi étverci, jejichz strana méfi 1 mm
(plocha 1 mm?). Kazdy z velkych &tvercil je rozdélen dvojitymi ¢arami na skupinu 16 malych ¢tverct o
plode 0,04 mm? a v jejich rozich jsou malé ¢tverce s plochou 0,0025 mm? (obrazek 5). Prikrytim ploch
s mfizkami krycim sklem vznikd prostor hluboky 0,1 mm.

K pocitani mikroorganismd pod mikroskopem se pouZivaji suspenze o vhodné hustoté. Kulturu Ize

sledovat v nativnim stavu nebo po barveni napf. metylénovou modfi.

PN — >|l€
0,2 1 mm 0,05

Obrazek 5. Biirkerova pocitaci komUrka.
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Material

Birkerova komdrka

Silnosténné kryci sklo pro pocitaci komarku
Pipeta

Sterilni Spicky

Sterilni zkumavka

Sterilni voda

Mikrobialni kultura (Saccharomyces cerevisiae)

Pracovni postup

1. Naredte kulturu do sterilni vody, protrepte. (Pfi pouZiti 24 h kultury S. cerevisiae je vhodné redit
10-20x).

2. Prazdnou komdurku prekryjte krycim sklem a do stfedni ¢asti komUrky napipetujte pod kryci sklo
sterilni Spickou suspenzi.

3. Preneste komurku pod mikroskop a zaosttete na ¢tverecky.

4. Pocitejte bunky v jednotlivych ploskach. Pokud se buriky nachdazeji na ¢arach, pocitejte vidy jen ty,
které lezi na levé a horni strané ctverecku. Spocitejte buriky v co nejvétsim poctu policek (alespon

10). Pocet bunék v 1 mm? (x) spocditdme nasledovné:

X= (Celkovy pocet bunék/pocet pocitanych policek) * [1/(plocha Etverecku x 0,1)] * fedéni

puvodni kultury ve tvaru 10”
Poznamka: Postup podle bodl 1-3 bude demonstrovan vyucujicim, pocitani provedou studenti

samostatné — kazdy student spocita mikroorganismy v jednom poli¢ku. K vypoctu potrebujete znat

pocet bunék v kazdém poéitaném poli¢ku! Pozor na vztah mm? a ml!

Vyhodnoceni vysledku

Spocitejte pocet bunék v 1 ml pdvodni kultury a vysledek zaznamenejte do protokolu.
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Uloha 7

Vliv teploty na rast mikroorganismiu: stanoveni rustové krivky

Cile
Identifikovat typické faze rlistové krivky.
Méfit turbidimetricky bakterialni rlst.

Kultivovat bakterie v tfepané kulture.

> W N

Stanovit vliv teploty na rist bakterii.

Teoreticky uvod

Rast populace mikroorganismi lIze popsat rlistovou kfivkou (obrazek 6). Po inokulaci bakterii do
Cerstvého Zivného média se pocet bunék témér neméni, bunky se adaptuji na nové prostiedi
(adaptacni neboli lag faze). Poté se bunky zacinaji exponencidlné mnozit (exponencidlni neboli
logaritmicka faze). Po vycerpani Zivin nebo nahromadéni toxickych produktl buriky prestavaji rlst a
jejich pocet se neméni (stacionarni faze). Po urcité dobé bunky zacinaji exponencidlné odumirat (faze

odumirani).

Stacionarni faze

Faze odumirani

Exponencialni faze

Poéet zivych bunék (log)

Lag faze

Doba kultivace (h)

Obrazek 6. Typicka rlistova kfivka mikrobialni populace.

Faze rGstu mikrobidlni populace mohou byt uréeny mérenim turbidity (zakalu) mikrobialni
kultury. Zmérenim turbidity neni mozné primo stanovit pocet bunék ve vzorku, je vSsak moZno
pozorovat mikrobidlni rlst na zakladé zvysujici se turbidity. Turbiditu vzorku méfime napf. na

spektrofotometru, jako absorbanci (optickou hustotu) p¥i 600 nm (ODggo). Cim je vzorek hustsi, tim
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vice absorbuje viditelné svétlo, tj. absorbance se zvySuje. Chceme-li korelovat turbiditu s poctem
bunék, je nutno spocitat pocet bunék odpovidajici urcité absorbanci jinou metodou. Ziskana korelace
je zavisla na druhu organismu a podminkach kultivace.

pti které mikroorganismus jesté roste. Jednotlivé druhy rostou nejlépe pfi optimalni teploté rlstu.
Nejvyssi teplota, pFi které organismus roste, se nazyva maximalni teplota ristu.

Prokaryotické organismy jsou podle poZadavku na teplotu klasifikovany do péti skupin.
Psychrofilni bakterie rostou pfi teplotach pod 20°C (az 0°C nebo méné), s optimem 15°C nebo méné.
Také psychrotrofni bakterie jsou schopny rlstu pfi velmi nizkych teplotach, avsak optimalné
v rozmezi od 20 do 30°C. Optimalni teplota pro mezofilni bakterie je mezi 25 a 40°C, pro termofilni
mezi 45 a 65°C. Hypertermofilni bakterie rostou nejlépe pfi teplotdch 80°C i vySSich. Rozsah

preferovanych teplot je geneticky dan, souvisi se stabilitou enzym a dalSich biopolymer( buriky.

Material

Barka obsahujici 30 ml LB (lysogeny broth) média
Jednorazové spektrofotometrické kyvety (2)
Sterilni Spicky (modré)

Automatickd pipeta (1 ml)

Spektrofotometr

Tekuta kultura Escherichia coli

Pracovni postup

1. Seznamte se s pouZitim spektrofotometru (typ se mlze lisit v rGznych letech). Z LB média v barce
asepticky odeberte 1 ml a napipetujte ho do spektrofotometrické kyvety. VloZte kyvetu do
kyvetového prostoru spektrofotometru (AL = 600 nm) a vynulujte ho. Vénujte prosim pozornost
spravnému umisténi kyvety v kyvetovém prostoru spektrofotometru! Kyvetu sLB médiem si
ponechte pro dalsi méreni.

2. Asepticky inokulujte do barnky 2 ml kultury Escherichia coli. Promichejte.

3. Asepticky odeberte 1 ml do nové kyvety a zmérte absorbanci. Vzorek z kyvety vylejte do nadoby
s desinfekénim prostfedkem. Kyvetu si ponechejte pro dalsi méreni.

4. Barnku umistéte na tfepacku v inkubatoru nastaveném na urcitou teplotu (25, 30 nebo 37°C). Pfi
praci ve dvojici umistéte kazdou barnku do jiného inkubatoru.

5. Zaznamenavejte absorbanci kazdych dvacet minut po dobu 2 hodin. Pro méreni odeberte vidy 1

ml kultury.
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Vyhodnoceni vysledku

Ziskana data (sva i partnera ve dvojici) vyneste do spolec¢ného grafu. Zhodnotte vliv teploty na rist E.

coli. Zhodnotte zaznamenané rlstové kfivky v porovnani s kfivkou na obrazku 6.

Otazky
1. Proc pti tomto experimentu nezaznamenate fazi odumirani (a to ani po dlouhé dobé kultivace
presahujici ramec cviceni)?

2. Jaka je optimalni teplota ristu pro lidské patogeny?
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Uloha 8

Vliv osmotického tlaku a pH na rist mikroorganismu

Cile
1. Vysvétlit jak mikrobialni rist souvisi s osmotickym tlakem a pH.

2. Porovnat vliv osmotického tlaku a pH na rUst bakterii a kvasinek.

Teoreticky uvod

Osmoticky tlak je tlak toku rozpoustédla pronikajiciho pres semipermeabilni membranu z roztoku o
nizsi koncentraci rozpusténych latek do roztoku o vyssi koncentraci rozpusténych latek. Difuze
rozpoustédla pres membranu (osmdza) je pohdnéna potencialni energii koncentrac¢niho gradientu,
nevyzZaduje tedy vydej energie vytvorené metabolicky burikou. Latky rozpusténé ve vodé (cukry, soli)
tvofi s molekulami vody slabé vodikové vazby. Molekuly nevdzané (volné) vody jsou dostatecné malé,
aby volné prochazely pres cytoplasmatickou membrdanu, avsak molekuly vody vadzané k rozpusténé
latce nikoli. Cim vyssi je tedy koncentrace rozpusténych latek, tim nizsi je koncentrace volnych
molekul vody schopnych pfenosu pres membranu.

Burika se muZe z hlediska koncentrace rozpusténych latek nachazet v isotonickém, hypotonickém
nebo hypertonickém prostfedi. V isotonickém prostredi je koncentrace vody i rozpusténych latek
stejnd uvnitf i vné bunky a voda vstupuje do bunky a vystupuje zni stejnou rychlosti.
V hypotonickém prostfedi je koncentrace vody vyssi vné bunky a koncentrace rozpusténych latek
uvnitf bunky. Voda vtéka do burky. V hypertonickém prostiedi je koncentrace vody vyssi uvnitf
bunky, zatimco koncentrace rozpusténych latek je vyssi vné bunky. Voda vytéka z bunky,
cytoplasmatickd membrana se smrstuje a dochazi k plazmolyze.

Vétsina bakterii vyZzaduje pro svij optimalni rlst isotonické nebo hypotonické prostredi. Nékteré
bakterie jsou osmotolerantni, tj. toleruji koncentrace soli az 10% (fakultativné halofilni bakterie).
Nékterd archea jsou extrémné halofilni a vyZaduji pritomnost az 30% soli.

Bakterialni rlst je ovlivnén také kyselosti (pH) prostfedi. Vétsina mikroorganismu roste v rozsahu
2-3 jednotek pH. Optimalni pH pro rast vétSiny bakterii je mezi pH 6,5 a 7,5. Pouze nékolik druh(
bakterii roste v kyselém prostfedi s pH nizSim nez 4 nebo naopak v alkalickém prostfedi nad pH 9.
Mikroskopické houby jsou obecné vice acidotolerantni nez bakterie. Mikroorganismy pfi svém rlstu
Casto vytvareji kyseliny, které inhibuji jejich rGst. Do Zivnych médii se proto pridavaji pufry.

V komplexnich médiich plsobi jako pufry peptony, do syntetickych médii se obvykle pridavaji fosfaty.
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Material

Petriho misky s masopeptonovym agarem obsahujicim 2% cukru a 0, 5, 10 nebo 15 % NaCl
Petriho misky s masopeptonovym agarem obsahujicim 0, 10, 25 a 40% sacharosy
Zkumavky obsahujici masopeptonovy bujén o pH 3,0, 5,0, 7,0a 9,0

Pipeta (100 pl)

Sterilni Spicky (Zluté)

Bakteriologicka klicka

Tekuta kultura Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis, Saccharomyces cerevisiae

Pracovni postup

1. Vliv osmotického tlaku
a. Nachystejte si sadu masopeptonovych agarli obsahujicich NaCl nebo sacharosu (pfi praci ve
dvojici zpracuje kazdy student jednu sadu). Na dno kazdé misky nakreslete fixou tfi ¢ary sbihajici
se ve stfedu misky délici agar na tfi ¢asti.
b. Pomoci sterilni bakteriologické klicky naockujte ve formé vinovky do jedné ¢asti kazdé misky S.
epidermidis. Opakujte s kulturou E. coli a S. cerevisiae (kvasinka) ve zbyvajicich ¢astech.
c. Inkubujte dnem vzharu pti 30°C 24 az 48 hodin.

2. VlivpH
a. Do kazdé zkumavky naockujte néktery z organismu (20 ul pomoci pipety se sterilni Spickou). PFi
praci ve dvojici jeden student ockuje bakterii a druhy kvasinku.

b. Inkubujte pfi 30°C 24 aZ 48 hodin.

Vyhodnoceni vysledki

Zaznamenejte vysledky kultivace tabulkovou formou. Zhodnotte relativni rlst jednotlivych
mikroorganismu za rdznych podminek (++++ znaci maximalni rist). Ktery organismus toleruje nejlépe
vysoké koncentrace NaCl? Ktery nejlépe toleruje vysoké koncentrace sacharosy? Jaka je tolerance

k pH u testované bakterie a kvasinky?

Otdzky

1. Ktery Zivny agar byste radéji pouZili pro izolaci kvasinek: masopeptonovy nebo Sabouraudiv?
Vysvétlete proc.

2. Kde ve svém nejblizsim okoli byste mohli nalézt (a odebrat ke kultivaci) acidofilni a halofilni

organismy? U kazdé skupiny uvedte alespon dva priklady vyskytu.
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Uloha 9

Vs

Fyzikalni metody kontroly mikrobidlniho rastu: UV zafeni

Cile
1. Sledovat vliv UV zafreni na rlist mikroorganismu.

2. Seznamit se s praci v laminarnim boxu.

Teoreticky uvod

Ultrafialové (UV) zafeni je neionizacni zafeni o vinovych délkach mezi 15 a 390 nm. Vinové délky pod
200 nm jsou absorbovdny vzduchem a neovliviiuji Zivé organismy. Nejnebezpecnéjsi je tzv. UVC
zareni (200-290 nm), jehoZ vinové délky odpovidaji optimalnim absorpénim vinovym délkam DNA.
Také UVB zareni (290-320 nm) muzZe poskodit DNA. UVA zireni (320-390 nm) neni shadno
absorbovano a proto Zivé organismy ovliviiuje méné.

UV zareni indukuje dimerizaci pyrimidinu v nukleovych kyselinach, coz vede k nasledné mutaci.
Pokud neni poskozeni opraveno, vede mutace dlleZitych gend k bunécné smrti. Pokud jsou
pyrimidinové dimery vystaveny viditelnému svétlu, aktivuji se enzymy fotolyasy, které tyto dimery
Stépi. Tento proces se nazyva fotoreaktivace (oprava svétlem). Druhy mechanismus opravy probiha
nezavisle na svétle. Dimery jsou odstranény endonukleasou, DNA polymerasa nahradi baze a DNA
ligasa spoji retézec.

Vyuziti UV zafeni pro sterilizaci je limitovano, protoZze UV zafeni Spatné prostupuje fadou

materiall. Vyuziva se hlavné pro sterilizaci povrch, vzduchu a desinfekci vody.

Materidl

Petriho misky s masopeptonovym agarem (4)
Sterilni vatové tycinky (1)

Papir

Alobal

UV lampa

Tekutd kultura Pseudomonas fluorescens

Pracovni postup

V lamindrnim boxu (viz pfiloha 5) velmi peclivé rozetiete bakteridlni kulturu pomoci vatové tycinky

po celém povrchu agaru (celkem ¢tyfi misky). Rozdélte misku na dvé poloviny (fixou na dno misky).
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Postupné umistéte tfi misky pod UV lampu a odklopte vicko. Jeden student z dvojice pfrikryje
polovinu kazdé misky sterilnim alobalem, druhy student listem sterilniho papiru. Prvni misku ozafujte
5, druhou 10 s a tfeti 30 s. Po ozafeni vratte vicko zpét, misky inkubujte dnem vzharu pfi 30°C 24 h.

Ctvrta (neozaiend) miska slouZi jako kontrola rdstu.

Vyhodnoceni vysledki

Prohlédnéte vsechny agarové plotny, zaznamenejte pocty bakterii. Zhodnotte vliv UV zafeni na rast

bakterie. Zhodnotte i rist v zakryté ¢asti agarové plotny. Porovnejte s vysledky kolegy.

Otazky

1. Procje pfiozafovani agaru na misce UV svétlem nutno odstranit vicko?
2. Mnohé mikroorganismy nachazejici se v prostfedi jsou zbarvené. Jakou vyhodu miZe pigment

predstavovat pro organismus? Podrobnéji vysvétlete v souvislostech s tématem této ulohy.
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Uloha 10

Chemické metody kontroly mikrobidlniho ristu: desinfekcni prostiedky a
antimikrobialni latky

Cile
Zjistit ucinnost raznych chemickych latek jako antimikrobidlnich ¢inidel.
Stanovit minimalni inhibi¢ni koncentraci fedicim testem.

Stanovit citlivost mikroorganism( k antibiotikim.

> w o

Porovnat citlivost rGznych bakterii k rlznym antibiotikdim.

Teoreticky uvod

Ke kontrole mikrobidlniho rlstu se uZiva rfada chemickych sloucenin, nazyvanych antimikrobidlni
¢inidla. Desinfeké¢ni latky jsou chemické slouceniny pouzivané ke snizeni po¢tu mikroorganism( na
povrchu neZivych objektd, zatimco antiseptika jsou latky pouzivané ke snizeni poctu mikroorganismu
na zivych tkanich. V obou ptipadech je cilem zamezit mnoZeni zejména patogennich mikroorganismu.
Latky, jejichz pouziti vede ke smrti bakterii, se nazyvaji baktericidni, ty které zplsobuji pfechodnou
inhibici jejich rlstu, jsou bakteriostatické.

Antimikrobialni cinidla museji byt pouzita s ohledem na organismus a pfirodni podminky. Je
potfeba brat ohled na pH, rozpustnost, toxicitu, pfitomnost organického materidlu a cenu. DllezZitymi
kritérii pro zhodnoceni ucinku antimikrobialniho ¢inidla je G¢innd koncentrace, doba kontaktu a je-li
pro mikroorganismus letalni (-cidni) nebo inhibujici (-statické).

Antimikrobidlni latky, které se uZivaji k |é¢bé nemoci a aplikuji se vnitfné, se nazyvaji
chemoterapeuticka cinidla. Pokud jsou to latky pfirodni, produkované jinymi mikroorganismy,
nazyvaji se antibiotika. Prvnim objevenym antibiotikem byl penicilin, latka produkovana vlaknitou
houbou Penicillium chrysogenum. Poté nasledoval streptomycin produkovany aktinomycetou rodu
Streptomyces. Aktinomycety stale zlstdvaji dlleZitym zdrojem antibiotik. Latky zafazované mezi
antibiotika jsou produkovany celou fadou mikroorganismu. Antibiotika se vzajemné lisi chemickou
strukturou, spektrem ucinnosti a mechanismem ucinku.

Z hlediska aplikace chemoterapeutické latky v humanni nebo veterinarni mediciné je dilezita
citlivost mikroorganismu k aplikované latce. Stanoveni citlivosti se nejcastéji provadi pomoci
kvalitativniho difusniho testu v agarovém médiu. Jeho princip spocivd vtom, Ze se testovany
organismus rovnomérné rozetfe po povrchu agaru a potom se na néj aplikuji papirové disky
napusténé antimikrobialni latkou (komeréné dodavané, napusténé definovanym mnozstvim latky).

B&hem kultivace difunduje latka z disku do okolniho agaru v koncentraénim gradientu. Uginek latky
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se projevi vytvorenim tzv. inhibi¢ni zony kolem disku. Citlivost mikroorganismu k testované latce se
urci z velikosti inhibi¢ni zény. Velikost zdny je ovlivnéna schopnosti antimikrobialni latky difundovat
agarem a rychlosti rlstu mikroorganismu. V klinickych laboratofich se proto pouziva standardizovany
Kirby-Bauer(v test. Spravnost testu je kontrolovana za pomoci standardnich bakteridlnich kmend.
Test vyuZiva ke kultivaci Mueller-Hinton(v agar, v némz latky volné difunduji.

Druhou béZznou metodou urceni citlivosti mikroorganismu k antimikrobialni latce je metoda
zfed'ovaci a to bud ve zkumavce nebo mikrotitracéni desti¢ce. Latka se obvykle redi faktorem 2.

Pomoci této kvantitativni metody lze stanovit tzv. minimalni inhibi¢ni koncentraci (MIC), co?Z je

evvs

Material

Petriho miska s masopeptonovym agarem

Sterilni mikrobiologické zkumavky (7)

Sterilni voda

Masopeptonovy bujon (10 ml)

Petriho miska s Mueller-Hintonovym agarem

Sterilni vatova tycinka

Antimikrobidlni disky (bacitracin, kanamycin, penicilin G)
Sterilni pinzeta

Automatickd pipeta

Sterilni Spicky

Pravitko

Ockovaci klicka

Desinfek¢ni cinidla (Savo, Incidur)

Tekuta kultura Staphylococcus epidermidis, Micrococcus luteus (grampozitivni bakterie), Escherichia

coli (gramnegativni bakterie)

Pracovni postup

1. Uc&innost desinfekénich prostiedki: vliv doby kontaktu
a. Do sterilni zkumavky nafedte desinfekéni prostfedek sterilni vodou na koncentraci
doporucovanou na obale vyrobcem, tak aby celkovy objem cinil 5 ml. Pfesny postup redéni
zaznamenejte do protokolu. Pfi praci ve dvojici kazdy student pouZzije jiné desinfekéni €inidlo.
Misku s masopeptonovym agarem rozdélte na 5 sektor(. Oznacte je 0, 2,5, 5, 10 a 20.

b. Bakteriologickou klickou naockujte do sektoru 0 kulturu S. epidermidis.

34



c. Do zkumavky s desinfekénim prostfedkem pridejte asepticky 0,5 ml kultury S. epidermidis.
Protrepte.
d. Z této zkumavky po 2,5, 5, 10 a 20 minutach ockujte do odpovidajicich sektord na misce.
e. Inkubujte 24 h pii 37°C.
2. Ucinnost desinfekénich prostfedkl: vliv koncentrace. Stanoveni minimalni inhibiéni
koncentrace fedici metodou
a. Pripravte si sadu sterilnich zkumavek. Oznacte je poradovym cislem (1-6). Do prvni zkumavky
pripravte 2% roztok Inciduru nebo 3% roztok Sava v masopeptonovém bujénu, tak aby celkovy
objem byl 2 ml. Pfesny postup fedéni zaznamenejte do protokolu.
b. Do dalSich 5 zkumavek asepticky napipetujte po 1 ml masopeptonového bujéonu.
c. Z prvni zkumavky odeberte 1 ml roztoku a napipetujte ho do druhé zkumavky, protfepte.
d. Postupujte obdobné k predposledni zkumavce (zkumavka 5). 1 ml kultury odebrané ztéto
zkumavky vypustte do odpadni nddobky. Posledni zkumavka (¢. 6) tak nebude obsahovat zadny
desinfekéni prostfedek a slouZi jako kontrola rlistu. Ostatni zkumavky ted obsahuji 1 ml roztoku
desinfekéniho prostfedku v masopeptonovém bujénu. Koncentrace prostiredku v kazdé
nasledujici zkumavce je polovic¢ni ve srovnani s predchazejici zkumavkou.
e. Do kazdé zkumavky asepticky prfeneste 50 ul kultury S. epidermidis.
f. Inkubujte 24 h pfi 37°C.
3. Citlivost bakterii k antibiotikiim: difusni test
a. Asepticky a velmi peclivé rozetrete kulturu (M. luteus nebo E. coli, kazdy student ve dvojici jiny
organismus) po celém povrchu Mueller-Hintonova agaru. Pracujte v lamindrnim boxu.
b. Sterilni pinzetou vyjméte disk impregnovany antibiotikem ze zasobni lahvicky a polozte ho na
povrch naockovaného agaru. Jemné pritlacte, aby disk dobfe pfilnul k agaru. PoloZte tfi rdzné
disky, dostateéné daleko od sebe a od okraje misky. Pocitejte s tim, Ze primér zény muze byt

vétsi nez tfi centimetry. Inkubujte dnem vzhUru 24 h p¥i 37°C.

Vyhodnoceni vysledki

1. Pozorujte rlst mikroorganismu v jednotlivych sektorech. Zaznamenejte i vysledky vaseho kolegy.
Jakd doba kontaktu s desinfekénim prostfedkem je dostacujici k Uplnému potlaceni bakteridliniho
rastu? Byla nejdelsi testovand doba dostacujici? Ktery prostfedek byl ucinnéjsi? Myslite si, Ze tento
test byl objektivni a opravdu reprezentuje ucinnost testovanych latek?

2. Urcete minimalni inhibi¢ni koncentraci testovaného desinfekéniho prostfedku. Zaznamenejte i

vysledky vaseho kolegy. Ktery prostfedek je ucinnéjsi?
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3. Pravitkem presné zmérte prdmér inhibic¢nich zén (kompletni inhibice) ve dvou na sebe kolmych
smérech. Podle tabulky 1 urCete miru citlivosti testovaného mikroorganismu (citlivy, stredni,
rezistentni). Zaznamenejte i vysledky spoluzaka. Které antibiotikum bylo Gcinné pro grampozitivni

bakterii a které pro gramnegativni?

Tabulka 1. Interpretace inhibi¢nich zén

Pramér inhibiéni zény (mm)

Symbol Antimikrobialni latka Obsah na disku Rezistentni Stfedni Citlivy
B Bacitracin 10 jednotek <8 9-12 >13
P Penicilin G, Staphylococcus 10 jednotek <28 - >29
P Penicilin G, ostatni bakterie 10 jednotek <14 - >15
K Kanamycin 30 mcg <13 14-17 >18
Otazky

1. Jaké jsou aktivni slouCeniny testovanych desinfekcnich prostiedkid? Zjistéte jaky je jejich obecny
mechanismus antimikrobialniho ucinku (ucebnice, internet).

2. Jak byste kultivacné ovéfili, jestli je pfi zfedovacim testu ucinek testovaného desinfekéniho
prostredku baktericidni nebo bakteriostaticky?

3. SvyuZitim vysledkl ziskanych béhem tohoto cviceni zhodnotte, zda je Ucinek Inciduru a Sava
baktericidni nebo bakteriostaticky. Vysvétlete vase zavéry.

4. V pripadé Inciduru jste pti zfedovacim testu pravdépodobné zjistili, Ze bakterie narostla pouze
vmédiu bez desinfekéniho prostfedku. Je vtomto pfipadé moiné urcit minimalni inhibiéni
koncentraci? Jak byste postupovali, abyste ji mohli ur¢it?

5. Stru¢né popisSte podstatu mechanismu ucinku testovanych antibiotik. Na zdkladé struktury buriky
a chemickych vlastnosti testovanych antibiotik vysvétlete rozdilnou citlivost grampozitivnich a
gramnegativnich bakterii k testovanym antibiotikdm. Zhodnotte, zda pozorované vysledky odpovidaji

teoretickym predpokladim.
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Uloha 11

Mikroskopické pozorovani mikroorganismu

Cile
1. Pfipravit mikroskopicky preparat.
2. Pouzit mikroskop k pozorovani mikroorganismu.

3. Zvladnout rGzné barvici techniky.

Teoreticky uvod

Vzhledem ktomu, Ze jednotlivé mikrobidlni bunky nejsou pozorovatelné pouhym okem, lze
morfologické znaky mikroorganisml sledovat pouze pod mikroskopem. K pozorovani
mikroorganismil nejcastéji pouzZivame svételny mikroskop. Mikroskop obsahuje dvé sady cocek,
okuldr a objektiv. Zvétseni mikroskopu je nasobkem zvétSeni okularu a objektivu. Okular obvykle
obsahuje ¢ocku zvétsujici 10x, bézné objektivy zvétsuji 4x, 10x, 40x a 100x. K pozorovani preparatu
pfi 1000-ndsobném zvétseni je pro zaostieni obrazu nutné pouzit imerzni olej, prislusny objektiv se
nazyva imerzni. RozliSeni mikroskopu je definovano jako schopnost rozliSit dva body jako zfetelné
odliSené. Je nepfimo Umérné vinové délce svételného zdroje a pfimo Umérné tzv. numerické
aperture, kterd vyjadfuje miru schopnosti objektivu sbirat svétlo. Pfi pouziti béZzného objektivu se
svétlo na rozhrani podlozniho skla a vzduchu lame a nevstupuje do objektivu. Pti pouziti imerzniho
oleje k lomu nedochazi.

Pro posouzeni velikosti, skutecného tvaru a pohybu bunky pozorujeme burky v tzv. nativnim
preparatu. Vyvoj a rlst mikroorganismi pozorujeme obvykle vtzv. vlhké komlrce, kde jsou
mikroorganismy umistény ve visuté kapce.

Pouziti svételného mikroskopu je omezeno nedostatecnym kontrastem mezi bezbarvymi
mikroorganismy a okolnim prostfedim. Kontrast je mozné zlepsit barvenim preparatu. Barviva lze
délit zrdznych hledisek. Pokud se kbarveni pouZivd pouze jedno barvivo, potom se jednad o
jednoduché (monochromatické) barveni. Mikroorganismy se obvykle barvi tzv. pfimym barvenim,
kdy jsou barviva aplikovana ptimo, bez pouziti moridel. Negativni barveni vyuziva barveni pozadi,
takZe pozorujeme nezbarvené bunky na kontrastnim pozadi. Pozitivni barveni vyuZiva barveni bunék.
Barviva lze rozdélit také na kyselad (aniontova), bazicka (kationtova) a neutrdlni. Kyselad barviva jsou
zaporné nabitymi burikami odpuzovdna a pouzivaji se k barveni pozadi, zatimco bazickd barviva
(kladné nabita) se pouzivaji k barveni bunék.

Podil Zivych a mrtvych bunék ve vzorku zjistime pomoci tzv. vitalniho barveni. Tato metoda

vyuzivd semipermeability cytoplasmatické membrany. K barveni se pouzivd barvivo metylénova
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mod¥, kterd barvi mrtvé buniky modre (maji cytoplasmatickou membranu zcela propustnou) a Zivé
bunky zlstavaji nezbarveny (zabarvena je pouze bunécna sténa).

K odliseni rdznych druhl bunék a pozorovani nékterych bunécnych struktur je nutno pouZit
specialnich barvicich technik. Tento typ barveni je oznacovan jako diferencni (rozliSovaci). Pouziva se
obvykle vice neZ jedno barvivo, proto je oznacovdno jako barveni polychromatické.

Pfed samotnym barvenim se buriky museji natfit na skli¢ko a zafixovat. U¢elem fixace je usmrceni
bunék, nebot mrtvé buriky lépe pfijimaji barvivo. Také se denaturuji enzymy, které by mohly rozlozit
Casti bunky a tak ji narusit. Fixace také zlepsuje prilnavost bunék k podloZznimu sklu. Fixovat mizeme
plamenem nebo 95% metanolem. Pfi negativnim barveni se preparat nefixuje.

Prvnim krokem pfi identifikaci bakterii je obvykle barveni podle Grama. Toto diferencidlni
barveni rozliSuje bakterie na grampozitivni a gramnegativni. Grampozitivni bakterie zadrzuji primarni
barvivo (krystalova violet), kdeZto gramnegativni bakterie se snadno odbarvuji a odbarvené bakterie
jsou barveny sekundarnim barvivem (safranin). Rozdilné barveni je dano rozdily v chemickém sloZeni
bunécné stény. Princip spociva v tom, Ze krystalova violet se nejprve vaze na burku a jéd reaguje
s krystalovou violeti za tvorby komplexu. U gramnegativnich bunék odbarvovaci cinidlo rozpusti
vnéjsi lipopolysacharidovou vrstvu a komplex krystalové violeti s jodem se vymyje pres tenkou vrstvu
peptidoglykanu. Gramova reakce je nejspolehlivéjsi u mladé bakteriadlni kultury (méné nez 24 h),
zatimco starsi kultury nemuseji zadrzovat primarni barvivo a vysledky nejsou presné.

Strukturdlni barveni se pouzivaji kidentifikaci a studiu struktury bakterii. V souc¢asné dobé se
pouzivaji k barveni endospor, pouzder a biciku (flagely). Endospory jsou klidové formy bunék,
protoZze nemetabolizuji a jsou rezistentni k teplu, chemikaliim a ostatnim nepfiznivym podminkam.
Vytvareji se pfi nedostatku vyzivy a vody. Endospory jsou vytvareny bakteriemi rodu Bacillus a
Clostridium. Endospory jsou pro vétSinu barviv neprostupné, pro zlepseni barveni se obvykle pouziva
zvysSena teplota. Obarvené endospory neni mozné snadno odbarvit. Vegetativni buriky se dobarvuiji
jinym barvivem. Mnohé bakterie vyluCuji chemikalie, které pfilnou k jejich povrchu a vytvareji
viskdzni povlak. Je-li tato struktura okrouhld nebo ovalna, pak se nazyva pouzdro. Je-li
nepravidelného tvaru a volné pfipojena k bakteriadlni sténé, pak se jednd o slizovou vrstvu. Schopnost
vytvaret pouzdro je dana geneticky, ale velikost pouzdra je ovlivnéna sloZzenim média, na kterém
bakterie roste. VétSina pouzder je tvorena polysacharidy, které jsou rozpustné ve vodé a nenabité
(nevaZi iontova barviva), néktera jsou slozena z polypeptid(. Pouzdro mize byt snadno naruseno a
uvolnéno teplem a vodou, proto se preparat pfi barveni nikdy nefixuje a nikdy se neoplachuje vodou.
Vétsina barvicich technik vyuZiva barveni bakterii a pozadi, pouzdro zGstava bezbarvé. Biciky (flagely)
jsou proteinové struktury slouzici k pohybu bakterii. Biciky jsou velmi kiehké a nejsou viditelné pod
svételnym mikroskopem. VSechny techniky barveni bi¢iku pouZivaji mofidlo, které bicik pokryje a tim

zesili. PFitomnost a rozmisténi bicikd jsou dllezité znaky pro identifikaci a klasifikaci bakterii. Podle
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rozmisténi rozeznavame biciky peritrichalni (vSude kolem bakterie) a poldrni (na jedné nebo obou

stranach buriky).

Material

Podlozni a kryci skla

Stfi¢ka s vodou

Filtracni papir

Ockovaci klicka

Pasteurovy pipety

Automatickd pipeta

Sterilni Spicky

Pinzeta

Sterilni voda

Jednoduché barveni: metylénova modr
Negativni barveni: nigrosin

Gramovo barveni: krystalova violet, jéd, etanol (ve stfi¢ce), safranin 1
Barveni endospor: malachitova zelen, safranin 2

Bakteridlni kultury Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis, Nostoc

Pracovni postup

1. Pouziti mikroskopu
a. Seznamte se s popisem mikroskopu v pfiloze 6.
b. Rozsvitte Zzarovku mikroskopu a nastavte osvétleni.
c. PodlozZni sklo s preparatem umistéte na stolek mikroskopu.
d. Zaradte objektiv se zvétsenim 40x (pfi mensim zvétseni nejsou bakterie pozorovatelné).
e. Zaostiete na prepardt tak, Ze ho pomalu pfibliZite co nejblize k objektivu pomoci kolecka
makroposuvu (sledujte ze strany). Pozorujte preparat obéma ocima v okuldrech a doostiete
otacenim kolecka mikroposuvu smérem od sebe (stolek se posouva smérem dol().
osvétleni. PFi pouZiti objektivu s malym zvétsenim musi byt clona sotva oteviena. U mikroskopl
Olympus je krouZek aperturni clony opatfen stupnici zvétSeni objektiv(, otocte tedy krouzkem
aperturni clony tak aby na jeho predni strané bylo zvétSeni odpovidajici pouzitému objektivu.
g. V pripadé pouziti imerzniho objektivu vyfadte z drahy objektiv zvétsujici 40x, do svételné drahy

naneste kapku imerzniho oleje, zafadte imerzni objektiv (100x), pomoci kolecka mikroposuvu
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doostrete na preparat a pozorujte. Pravdépodobné bude nutné otevrit vice clonu. V pribéhu
mikroskopovani musi byt objektiv stale spojen imerznim olejem s krycim nebo podloznim sklem.
Pred pouZitim imerzniho objektivu je vZdy nutné nejdfive zaostfit prepardt pfi mensim zvétseni!
Pfed pridanim oleje musi byt preparat dokonale suchy, jinak dojde k vytvofeni neprihledné
emulze!
h. Po ukondeni pozorovani vyradte imerzni objektiv (neotacejte objektiv zvétSujici 40x do
imerzniho oleje!) a odstrarite olej z ¢ocky objektivu pomoci prichystaného papiru.
2. Priprava mikroskopického preparatu
A. Nativni preparat
a. Do stfedu Cistého podlozniho sklicka naneste kapku kultury v bujonu nebo do kapky sterilni
vody ve stfedu podlozniho skla pfeneste vyzihanou klickou malé mnozZstvi kultury kultivované na
agaru.
b. Dukladné rozmichejte a prekryjte krycim sklem tak, aby se nevytvofily bubliny (sklicko drzime
za hrany a opatrné pokladame; pouzijte jednorazové rukavice!). Pfebytec¢nou kapalinu odsajte
filtraénim papirem.
c. Pozorujte pod mikroskopem, nejprve pfi mensim zvétSeni, poté i imerznim objektivem. Ve
dvojici k pozorovani pouzijte Nostoc a dvé dalsi kultury. Kazdy student pfipravi alespon jeden
preparat. VSechna pozorovani zakreslete.
d. Pouzitd podlozni skla odlozte do pfipraveného desinfekéniho roztoku nebo oznacené odpadni
nadoby.
B. Fixovany preparat (pro ndasledné barveni)
a. Do stfedu Cistého podloZniho sklicka naneste kapku sterilni vody a vyZihanou klickou do ni
preneste malé mnozstvi kultury z agaru nebo pfimo na sklo kapku kultury v bujonu.
b. Po dikladném rozmichani suspenze zhotovte pomoci sterilni klicky natér, ktery nesmi byt pfilis
silny (mél by pouze slabé opaleskovat).
c. Nechejte volné na vzduchu Uplné zaschnout.
d. Fixujte plamenem tak, Ze sklicko se zaschlym natérem 2-3x protahnete rychle pfes modrou
(nesvitivou) ¢ast plamene. Kultura je pfitom na horni strané sklicka.
e. Po vychladnuti barvéte.
3. Barveni
Pti barveni pracujte v ochrannych rukavicich! Barveni provddéjte ve spusténé digestofi. Dodrzujte
doporucené casy a preparaty nechejte dlkladné zaschnout. PouZitd podloini skla odloite do
pfipraveného desinfekéniho roztoku nebo oznacené odpadni nddoby. Pfed odloZenim skla do
desinfekéniho roztoku otfete imerzni olej bunic¢inou. Kazdy student pripravi svlj vlastni preparat u

vSech barvicich technik. VSechna pozorovani zakreslete.

40



A. Jednoduché barveni
a. Pripravte fixovany preparat. Pouzijte stejné mikroorganismy jako pro pozorovani v nativnim
preparatu (mimo Nostoc).
b. Prevrstvéte metylénovou modfi na 30-60 s.
c. Dukladné oplachnéte destilovanou vodou tak, abyste ji nestfikali pfimo na natér a opatrné
osuste mezi filtracnimi papiry.
d. Pozorujte imerznim objektivem. Imerzni olej naneste pfimo na suchy preparat, pouZiti kryciho
skla neni nutné (plati i pro dalsi barvené preparaty). Ve dvojici pouZijte k pozorovani dvé razné
kultury.
B. Negativni barveni
a. Na okraji podlozniho skla suspendujte kulturu (ve dvojici napf. S. epidermidis a E. coli nebo B.
subtilis) v kapce sterilni vody, pfidejte kapku nigrosinu a klickou rozmichejte.
b. Rozetrete kapku pomoci kratsiho konce druhého podloZzniho skla do tenké vrstvy.
c. Nechejte volné uschnout (nefixujte).
d. Pozorujte imerznim objektivem svétlé buriky na Sedém pozadi.
C. Barveni dle Grama
a. Pripravte natér kultury (S. epidermidis, E. coli), vysuste a fixujte v plameni.
b. Prevrstvéte krystalovou violeti a nechejte plsobit 30 s.
c. Barvivo slejte, oplachnéte destilovanou vodou ze stficky tak, abyste ji nestfikali pfimo na natér.
d. Prevrstvéte roztokem jédu na 30 s.
e. Oplachnéte destilovanou vodou.
f. Rychle odbarvéte etanolem (nechejte plsobit asi 10 s tak, Ze preparat oplachnete etanolem ze
stricky) a okamzité oplachnéte destilovanou vodou.
g. Pridejte na 30 s safranin.
h. Oplachnéte destilovanou vodou a osuste mezi filtracnimi papiry.
i. Pozorujte rizné zbarvené buriky (Cervené, fialové) imerznim objektivem.
D. Barveni endospor
a. Natrete a fixujte rlizné staré kultury B. subtilis (24 h, 48 h v bujonu, starou kulturu na agaru).
b. Na vafici v digestofi zahtejte vodu v kadince, tak aby vystupovala para.
c. Natér na podloznim skle zakryjte malym kouskem filtracniho papiru (mensi nez podlozni sklo) a
sklo umistéte na kadinku.
d. Opatrné prevrstvéte malachitovou zeleni, tak aby se barvivo vsaklo do papiru, a ponechte nad

parou po dobu 10 minut. Pfidavejte barvivo podle potfeby. UdrZujte vlhké. PFi praci
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s malachitovou zeleni postupujte s maximalni opatrnosti, abyste zabranili kontaminaci okoli
barvivem!

e. Pinzetou odstrante opatrné papir, dlikladné oplachnéte destilovanou vodou (nabarvené sklo
neni cilem metody).

f. Pfekryjte na 30 s vrstvou safraninu (roztok 2).

g. Oplachnéte destilovanou vodou a osuste filtracnim papirem.

h. Pozorujte pod mikroskopem imerznim objektivem. Spory jsou zbarveny zelené, ostatni

bunécny obsah Cervené.

Vyhodnoceni vysledki

Zakreslete vSechna mikroskopicka pozorovani (tedy i preparatd pripravenych kolegou) do protokolu.
Popiste zbarveni mikroskopovanych preparatd (bunék i pozadi). V zavéru porovnejte vzhled
mikroorganism( v nativnim preparatu s preparatem barvenym metylénovou modfi. Porovnejte
vysledky barveni metylénovou modii a nigrosinem. Uvedte, ktera ztestovanych bakterii je
grampozitivni a kterd gramnegativni. Popiste, jak se lisi vzhled rGzné starych kultur Bacillus subtilis.

Jak vysvétlite tyto zmény?

Otazky
1. Jaka slozka zivného média pravdépodobné zvétsi bakterialni pouzdro? Vysvétlete proc.

2. Jakou morfologii ma vétsina bakterii majici bicik?
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Uloha 12

Zaklady identifikace bakterii: katabolismus cukru

Cile
1. Seznamit se s principy identifikacnich test( zaloZzenych na metabolismu cukr(.

2. Testovat hydrolyzu Skrobu mikroorganismy.

3. Testovat a interpretovat schopnost mikroorganism( fermentovat cukry.

Teoreticky uvod

Chemické reakce probihajici vZivém organismu se nazyvaji souhrnné metabolismus. Nékteré
mikroorganismy vyuzivaji urcité metabolické drahy v pfitomnosti kysliku (aerobni) a nékteré
v nepfitomnosti kysliku (anaerobni).

Mnohé bakterie vytvareji stejné vyhlizejici kolonie a sdileji i stejnou bunéénou morfologii. K jejich
identifikaci se proto vyuZivaji dalS$i metody, z nichz mnohé vychdzeji z rozdilnych metabolickych
aktivit. Studium metabolismu mikroorganisma je také dlileZité pro pochopeni jejich funkce v ekologii.

Znacnd cast mikroorganism( ziskdva energii rozkladem (katabolismem) cukrl. Cukry jsou
organické molekuly obsahujici uhlik, vodik a kyslik vpoméru (CH,0),. Podle velikosti jsou
klasifikovany jako monosacharidy, oligosacharidy a polysacharidy. Monosacharidy jsou jednoduché
cukry obsahujici 3 az 7 atom0 uhliku. Oligosacharidy jsou sloZzeny ze 2 a7 9 monosacharidovych
molekul, nejbéznéjsimi oligosacharidy jsou disacharidy. Polysacharidy obsahuji deset a vice
monosacharidovych jednotek.

Vétsi molekuly jsou ¢asto rozkladany mimo buriku tzv. exoenzymy. Malé molekuly uvolnéné touto
reakci jsou preneseny zpét do buriky a dale rozklddany endoenzymy. V laboratornich podminkach je
pfitomnost exoenzymu sledovana pomoci zmén substratu okolo mikrobialni kolonie. Amylasy
hydrolyzuji polysacharid Skrob, pficemzZz se uvoliuje monosacharid glukosa. Glukosa vstupuje do
buriky a je dale katabolizovana. Nékteré mikroorganismy katabolizuji glukosu oxidativné za tvorby
oxidu uhli¢itého a vody. Vétsina vSak katabolizuje glukosu fermentativné (zkvasovanim) bez pouziti
kysliku (a to i v pfitomnosti kysliku). Mikroorganismy jsou schopny kromé glukosy fermentovat dalsi
monosacharidy (fruktosu), disacharidy (napf. sacharosu, laktosu, maltosu) ¢i polysacharidy (celulosu).
Koncovymi produkty fermentace jsou malé organické molekuly, obvykle organické kyseliny (napf.
kyselina mlécna). Nékteré mikroorganismy vytvareji pfi fermentaci i plyny (vodik, oxid uhliity). Zda je
organismus oxidativni nebo fermentativni lze uréit pomoci Hugh-Leifsonova OF média, které
obsahuje vysokou koncentraci cukru a nizkou koncentraci peptonu. Pepton podporuje rUst

neoxidativnich, nefermentujicich bakterii. K testu se pouzivaji dvé zkumavky s polotuhym hlubokym
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agarem, z nichZ v jednom pfipadé je agar vystaven pfistupu kysliku a vdruhém je jeho pfistupu
zabranéno pomoci mineralniho oleje na povrchu agaru. OF médium také obsahuje acidobazicky
indikdtor, bromthymolovou modf, kterd se v pfitomnosti kyseliny vznikajici rozkladem cukru barvi
Zluté. V alkalickém prosttedi vznikajicim rozkladem peptonu je zbarveni tmavé modré. Fermentujici
organismus rozkladd cukr za vzniku kyseliny v obou zkumavkach, zatimco oxidativni organismus
vytvafi kyselinu pouze ve zkumavce s pristupem kysliku.

Tvorba kyseliny a plynu u fermentativnich mikroorganism( se testuje pomoci tzv. fermentacni
zkumavky. Fermentaéni médium obsahuje pepton, acidobazicky indikator (fenolova cervern nebo
bromthymolova modf), malou zkumavku otocenou dnem vzhiru k zachyceni plynu (Durhamova
zkumavka) a 0,5-1% cukru. V neutralnim prostredi je fenolova Cerven ¢ervend, pod pH 6,8 se barvi
Zluté. Oranzové zbarveni je zndmkou tvorby velmi malého mnozstvi kyseliny (pH v rozmezi 6,8 a 7,4)
a je povaZovano za negativni reakci. Fermentace nastdva jak v nepfitomnosti, tak v pfitomnosti
kysliku, avsak pfi delsi kultivaci (vice nez 24 h) mohou mnohé bakterie rlist po vycerpani cukru
oxidativné na peptonu a tim dojde k neutralizaci az alkalizaci (indikator se zbarvi riZovo ervené).

Fermentacni proces mlze vést k tvorbé rlznych koncovych produktd. V nékterych pripadech
muZe byt vytvareno velké mnoistvi kyseliny, v jinych jsou vytvareny produkty neutralni. K rozliseni
organismu vytvarejici kyselé produkty z glukosy od téch, které vytvareji neutralni produkt acetoin se
pouzivd kombinovany metylcerveriovy a Voges-Proskaeuerliv test. Metylcerven je ¢ervend pod pH
4,4 (tj. Cervena barva indikuje tvorbu vétsiho mnoistvi kyseliny), nad pH 6,0 je Zlutd (vytvari se
neutralni produkt). Tvorba acetoinu je detekovana reakci s hydroxidem draselnym a a-naftolem. P¥i
pozitivni reakci se médium zbarvi ¢ervené, pfi negativni svétle hnédé. Tvorba acetoinu je zavisla na
dobé kultivace. Acetoin se tvofi aZ pti delsi kultivaci (glukosa je pti glykolyze preménéna na kyselinu

pyrohroznovou a ta ddle metabolizovana bud' na kyselinu mlé¢nou nebo na acetoin).

Material

Petriho miska s masopeptonovym agarem obsahujicim skrob (1 do dvojice)
Roztok jodu

Zkumavky se sterilnim médiem (9 ml) pro fermentaci cukr( (fenolova cerven) (3)
Sterilni roztoky (10%) cukr( (glukosa, laktosa, sacharosa)

Bakterialni kultury v tekutém médiu: Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens

Pracovni postup

1. Hydrolyza Skrobu

a. Rozdélte skrobovy agar na tii sektory.
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b. Pomoci sterilni inokulacni klicky do kazdého sektoru naneste kulturu B. subtilis, E. coli a P.
fluorescens ve formé jedné kratké cary.
c. Kultivujte dnem vzharu pfi 30°C 24 h.
d. V pfistim cviceni zaznamenejte rlst bakterii, potom na agar napipetujte roztok jédu a
pozorujte zbarveni média v okoli bakteridlniho rlstu. Oblast hydrolyzy skrobu zlstane prihledna,
Skrob se zbarvi j6dem modre az ¢erné (podle koncentrace jédu).

2. Fermentace cukrti
a. Vyudujici pred zacatkem cviceni prida do zkumavek s bujénem asepticky roztok cukru tak, aby
koncova koncentrace cukru byla 1% (do kazdé zkumavky jiny cukr).
b. Pomoci pipety ockujte do jedné sady zkumavek 20 ul bakterialni kultury E. coli a do druhé P.
fluorescens nebo B. subtilis (tj. kazdy student jinou kulturu, ale do vSech 3 zkumavek stejnoul).

c. Inkubujte pti 37°C 24 - 48 h.

Vyhodnoceni vysledki

Zaznamenejte vysledky kultivace na Skrobovém agaru. Ktery organismus ddava pozitivni test na
hydrolyzu skrobu? Zaznamenejte rGst ve fermentacnim médiu, tvorbu kyseliny a plynu. Které

z testovanych mikroorganisma tvori kyselinu, které tvofi plyn?

Otazky
1. Vysvétlete, jak mGze organismus, ktery nehydrolyzuje skrob, rlst na agarové plotné se Skrobem.
2. Co se mUZe stat, spotfebuje-li organismus veskery cukr ve fermentaéni zkumavce? Jak se to

projevi?
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Uloha 13

Zaklady identifikace bakterii: katabolismus proteint

Cile
Seznamit se s principy identifikacnich testl zaloZzenych na metabolismu protein(.
Testovat hydrolyzu Zelatiny.

Testovat pfitomnost ureasy.

P w N

Testovat deaminaci fenylalaninu.

Teoreticky uvod

Proteiny jsou sloZeny z aminokyselin spojenych do dlouhych fetézch pomoci peptidové vazby. Rada
bakterii je schopna hydrolyzovat proteiny na peptidy a aminokyseliny. Hydrolyza proteinu se nazyva
proteolyza. Bakterie vyuzivaji aminokyseliny jako zdroj energie a uhliku pokud sacharidy nejsou
k dispozici. Primarné jsou vSak aminokyseliny vyuZivany v anabolickych procesech.

Velké proteinové molekuly jako napt. Zelatina, jsou hydrolyzovany pomoci exoenzym( a produkty
hydrolyzy jsou transportovany zpét do buriky. Hydrolyza Zelatiny mize byt demonstrovana kultivaci
bakterii na médiu s obsahem Zelatiny. Zelatinové médium se rozpousti v teplé vodé (50°C), tuhne pfi
ochlazeni pod 25°C a opét se rozpousti pti zahfati nad 25°C. Pokud je Zelatina hydrolyzovdna,
zkapaliiuje, a netuhne ani pfi ochlazeni pod 20°C.

Nékteré bakterie jsou schopny hydrolyzovat mlécny protein kasein, ktery ddva mléku jeho bily
neprihledny vzhled. Hydrolyza kaseinu se projevi projasnénim média.

Ureasa je enzym, ktery rozkladd mocovinu (odpadni produkt rozkladu proteinl u obratlovci) za
vzniku amoniaku a oxidu uhli¢itého. Amoniak alkalizuje pfi reakci prostfedi, coz je detekovdno
zménou barvy acidobazického indikatoru (fenolova cerven) na tmavé rizovocervenou barvu.

Aminokyseliny, které vznikaji rozkladem proteind a peptidd vné burky exoenzymy, jsou
preneseny do burky, kde jsou metabolizoviany pomoci endoenzym(. Dfive neZ mohou byt
aminokyseliny pouzity jako zdroj uhliku a energie, musi byt odstranéna aminoskupina deaminaci
(pomoci deaminas). Aminoskupina je preménéna na amoniak, ktery je vyloucen z bunky. Druhym
produktem je organickd kyselina. Deaminaci fenylalaninu vznika kyselina fenylpyrohroznovd, kterd
vytvari zeleny komplex se Zelezitymi ionty. Deaminaci je mozZno sledovat také pomoci Nesslerova
¢inidla, které detekuje amoniak (Zluté zabarveni).

Aminokyseliny mohou byt také dekarboxylovany (odstranéni oxidu uhli¢itého pomoci

dekarboxylas). Dekarboxylace aminokyselin vede ktvorbé odpovidajictho aminu, uvolnéni oxidu
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uhlicitého a posunu pH do alkalické oblasti. Dekarboxylasova reakce je sledovdna pomoci
acidobazického indikatoru.

Nékteré bakterie uvoliuji sirovodik z aminokyselin obsahujicich siru (cystin, cystein, methionin).
Nékteré enterobakterie tvofi sirovodik redukci kyslikatych sirnych sloucenin (napf. thiosiranu).
Produkce sirovodiku je detekovana pomoci siranu Zeleznatého (vytvati se Cerny, nerozpustny sulfid
Zeleznaty).

Nékteré bakterie jsou schopny preménovat tryptofan na indol. Indol je mozno detekovat pomoci

dimetylaminobenzaldehydu (Kovacsovo ¢inidlo), se kterym vytvati jasné cervené barvivo.

Material

Zkumavky s masopeptonovym bujénem obsahujicim Zelatinu (3 do dvojice)

Roztok mocoviny

Roztok fenylalaninu

Roztok chloridu Zelezitého

Zkumavky (6 do dvojice)

Ockovaci klicka a jehla

Automatickd pipeta (1 ml)

Spicky (modré)

Bakteridlni kultury Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens, Staphylococcus

epidermidis

Pracovni postup

1. Hydrolyza Zelatiny
a. Pomoci ockovaci jehly naockujte jednu zkumavku s Zelatinovym médiem tekutou kulturou B.
subtilis, druhou E. coli (pfi praci ve dvojici ockuje kazdy student jeden mikroorganismus). Treti
zkumavka slouzi jako kontrola.
b. Inkubujte pfi laboratorni teploté do pfistiho cviceni.
c. Pokud je Zelatina tekuta, umistéte zkumavku do nadoby s ledem. Je médium stale tekuté?

2. Duikaz tvorby ureasy
a. Do 3 zkumavek napipetujte 0,3 ml roztoku mocoviny a masivné naockujte klickou kulturu S.
epidermidis, E. coli a B. subtilis (vice kolonii z misky, az do hustého zakalu).
b. Inkubujte pfi 37°C do nasledujiciho dne nebo do vzniku zabarveni.
c. Hodnotte zabarveni.

3. Dlikaz deaminace fenylalaninu
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a. Do 3 zkumavek napipetujte 0,5 ml roztoku fenylalaninu a masivné naockujte klickou kulturu S.
epidermidis, E. coli a P. fluorescens.

b. Inkubujte pfi 30°C 2-3 hodiny v témér vodorovné poloze (zkumavky polozte do prazdné Petriho
misky).

c. Pridejte 2-3 kapky ¢inidla (chlorid Zelezity) a ihned pozorujte.

Vyhodnoceni vysledk

Zaznamenejte vysledky jednotlivych testl. K vyhodnoceni testu na deaminaci fenylalaninu pouZijte i
fotografie vysledk( ziskanych pro bakterii Proteus vulgaris (obrazek 7). Které organismy vykazuji

pozitivni testy?

Proteus vulgaris Staphylococcus
epidermidis

Obrazek 7. Vysledek testu na deaminaci fenylalaninu.

Otazky

V souvislosti s vysledky této ulohy vysvétlete, proc se ke ztuZzovani Zivnych médii pouZiva agar a ne

Zelatina.
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Uloha 14

Zaklady identifikace bakterii: respirace

Cile
1. Seznamit se s principy identifikacnich test( zaloZzenych na detekci respiracnich enzymu.
2. Testovat pritomnost oxidasy a katalasy.

3. Testovat schopnost redukovat dusi¢nany.

Teoreticky uvod

Béhem metabolickych procesl v burce jsou uvoliovany elektrony, které jsou pfijimany dalSimi
slouceninami — akceptory elektronl. Pfijetim elektronu jsou tyto slouceniny redukovany. P¥i
fermentativnim metabolismu pUsobi jako akceptory elektronl organické slouceniny, pfi oxidativnim
metabolismu (respiraci) jsou to anorganické slouceniny. Pfi aerobni respiraci je koncovym
akceptorem elektrond kyslik.

Oxidasovy test identifikuje organismy, které vytvareji enzym cytochrom c oxidasu. Cytochrom ¢
oxidasa se Uucastni prenosu elektronli v elektronovém transportnim fetézci aerobnich bakterii
z cytochromu ¢ na kyslik (oxidace cytochromu c kyslikem, kyslik je redukovan). Oxidasové Ccinidlo
obsahuje chromogenni oxida¢né-redukéni Cinidlo (tetrametyl-p-fenylendiamin dihydrochlorid), které
oxidaci méni barvu (tmavé modrofialové). Pfi oxidasovém testu nedochazi k pfimé oxidaci Cinidla
cytochrom c oxidasou, ale cytochrom ¢ oxidasa nejdfive oxiduje cytochrom c, ktery potom oxiduje
¢inidlo.

Nékteré bakterie jsou schopny redukovat kyslik na peroxid vodiku. Ten je pro bunky toxicky.
Nékteré bakterie vSsak maji obranny mechanismus snizujici toto poskozeni. Rozklad peroxidu vodiku
na vodu a kyslik je katalyzovan enzymem katalasou. Pfitomnost katalasy je moziné testovat
jednoduchym katalasovym testem, ktery spociva v pfidani peroxidu vodiku k bakteriadlni kulture.
Pozitivni test se projevi uvolfiovanim bublinek kysliku.

Pfi anaerobni respiraci slouZi jako akceptory elektron( rlizné oxidované anorganické slouceniny.
Béhem anaerobni respirace nékteré bakterie redukuji dusicnany na dusitany, nékteré dale redukuji
dusitany na oxid dusny a dusik. Redukce dusi¢nanti na dusitany je detekovana pridavkem kyseliny
sulfanilové a dimetyl-a-naftylaminu ke kultufe kultivované v pfitomnosti dusi¢nanu. Pozitivni reakce
se projevi ¢ervenym zbarvenim. Pokud je vysledek negativni (nepfitomnost dusitanu), je kultura dale

testovana na pritomnost dusicnanu pridavkem zinku. Pokud jsou pfitomny dusi¢nany, nenastala
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redukce. Zinek zredukuje dusi¢nany na dusitany a objevi se cervené zbarveni. Jestlize je test negativni

i po pridavku zinku, byly dusitany zredukovany na oxid dusny nebo dusik.

Material

Oxidasovy test (disky)

Voda

Peroxid vodiku (3%)

Podlozni skla nebo Petriho misky

Zkumavky se sterilnim masopeptonovym bujéonem obsahujicim KNO; (5 do dvojice)
Automaticka pipeta (200 pl)

Spicky (Zluté)

Sterilni voda

Roztok 1 (kyselina sulfanilova)

Roztok 2 (dimetyl-a-naftylamin)

Zinkovy prach

Spachtle

Bakterialni kultury Pseudomonas fluorescens, Escherichia coli, Bacillus subtilis, Lactococcus lactis,

Staphylococcus epidermidis, Micrococcus luteus

Pracovni postup

1. Oxidasovy test
Oxidasovy disk umistéte do Petriho misky a zvlhcete ho vodou. Testovanou kulturu kultivovanou na
pevném médiu (P. fluorescens, E. coli, M. luteus, S. epidermidis, L. lactis) preneste sterilni klickou a
rozetfete po povrchu disku. Pozitivni reakce se projevi béhem 10-15 sekund jako tmavé modrofialové
zabarveni. OpoZdéna reakce se projevi do 60 s. Pozdéjsi nebo Zadna zména barvy znaci negativni
vysledek.
2. Katalasovy test
Rozetfete bakteridlni kolonii (L. lactis, S. epidermidis, E. coli, B. subtilis, M. luteus) v kapce 3%
peroxidu vodiku na podloznim sklicku nebo Petriho misce a pozorujte.
3. Redukce dusi¢nanii
a. Do 4 zkumavek s bujénem obsahujicim dusi¢nan draselny naockujte 18-24 h bakteridlni kulturu
(E. coli, L. lactis, P. fluorescens a B. subtilis). Pata zkumavka slouzi jako kontrola.

b. Kultivujte do pFistiho cvic¢eni pfi 30°C.
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c. Pridejte nékolik kapek (3-5) roztoku kyseliny sulfanilové a dimetyl-a-naftylaminu do kazdé

zkumavky (i kontrolni), protfepte a pozorujte.

d. Do vSech zkumavek s negativni reakci pfidejte nepatrné mnoiZstvi zinkového prachu a

pozorujte.

Vyhodnoceni vysledku

Zhodnotte vysledky jednotlivych testl. Které bakteridlni kultury byly pozitivni, které negativni?

Otazky

Jak odlisite stafylokoky od streptokokud (pomoci biochemického identifikacniho testu)?
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Uloha 15

Eukaryotické mikroorganismy: kvasinky a mikroskopické houby

Cile
1. Definovat rozdily mezi bakteriemi, kvasinkami a mikroskopickymi houbami.

2. Odlisit bakterie od kvasinek a mikroskopickych hub.

Teoreticky uvod

Kvasinky a vlaknité houby jsou mikroskopické eukaryotické organismy pattici do fiSe Fungi
(houby). Jsou to chemoheterotrofni organismy. Ve srovnani s bakteriemi rostou houby Iépe
v kyselejSim prostredi, toleruji vy$si osmoticky tlak a nizsi vihkost. Jsou vétsi nez bakterie, k jejich
charakterizaci a identifikaci se vyuZiva predevsim morfologickych a bunécnych znakd. Houby jsou
strukturné komplexnéjsi nez bakterie, ale méné rozmanité metabolicky. Kvasinky ani vlaknité houby
netvofi samostatnou taxonomickou skupinu, jedna se pouze o rizné morfologické typy hub.

Kvasinky jsou jednobunécéné houbové organismy, pro které je typicky kulaty nebo ovalny tvar. V
pfirodé jsou velmi rozsifené, predevsim na ovoci a dalSich substratech obsahujicich cukry. Kvasinky se
mnoZi nepohlavné i pohlavné. Nepohlavné se mnoZi predevSim pucenim, nékteré se mnozi
prehradeénym délenim (Schizosaccharomyces pombe). BEhem puceni se na matefské burice vytvari
pupen, ktery se po dosazeni dostatecné velikosti oddéli. V nékterych pripadech nemusi k oddéleni
pupenu dojit a vytvari se kratky retizek bunék, ktery se nazyva pseudohyfa. Pfi pohlavnim
rozmnozovani vznikaji rizné druhy pohlavnich spor, podle kterych jsou kvasinky fazeny do podkmene
Ascomycota (pfevaina cast) nebo Basidiomycota. Kvasinky jsou fakultativné anaerobni organismy,
jejichz metabolické aktivity jsou vyuZivany vfadé primyslovych procesl, predevsim vkvasném
prdmyslu (vyroba piva, vina, lihu, drozdi). Kvasinky jsou vyuZivany také v mnoha biotechnologickych
aplikacich. Kvasinky Saccharomyces cerevisiae a Pichia pastoris patfi mezi nejvyznamné;jsi modelové
eukaryotni organismy. Nékteré kvasinky mohou byt patogenni. V laboratornich podminkach se
kizolaci kvasinek vyuZivd selektivni Sabouraudlv agar. Jeho selektivita spocivd v obsahu
jednoduchych Zivin (glukosa a pepton) a predevsim v nizkém pH, které inhibuje rlist vétsiny ostatnich
mikroorganism(. Na agarovych plotnach kvasinky vytvareji kolonie, které nejsou v mnoha ptipadech
vzhledové odliSitelné od kolonii bakteridlnich. VétSina technik pouzivanych pro praci s bakteriemi je
aplikovatelna pro praci s kvasinkami. Pro identifikaci kvasinek je tfeba provést radu testl, které
zahrnuji charakteristiky morfologické (tvar bunék, tvorba mycelia, specializovanych bunék), kultiva¢ni
(vzhled kultury, tvorba pigmentd, tvorba pouzdrového polysacharidu), rozmnoZovaci (schopnost

sporulace, tvar spor a viecek, typ spajeni) a fyziologické (schopnost fermentace cukr(, asimilace
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nitratd, schopnost vyuzivat rizné uhlikaté slouceniny). Mezi bézné zastupce patfi Saccharomyces
cerevisiae (pekarské a pivovarnické kvasinky), Candida albicans, Schizosaccharomyces pombe.
Mikroskopické vlaknité houby (obecné oznadované jako plisné) jsou aerobni mnohobunécné
organismy tvorené vlakny, kterd rostou na povrchu substratll nebo je prorlstaji. Tato vldkna se
nazyvaji hyfy. Jednotlivé hyfy vytvareji rozvétvené vldknité mycelium, které je povazovano za jeden
organismus a jehoZ jednotliva vldakna obsahuji stejnou DNA. Vldkno hyfy je slozeno z jednotlivych
bunék, obvykle oddélenych prepazkou (septem). Nékteré houby septa neobsahuji a jejich hyfy jsou
tvoreny souvislou hmotou cytoplasmy s mnoha jadry (koenocytické hyfy). Konec vldkna nese bud’
spory Ci vacky (sporangia) se sporami. V laboratornich podminkach se vldknité houby identifikuji na
zakladé vzhledu kolonie (tvar, barva), usporadani hyf a struktury reprodukénich spor. Mikroskopické
houby se mnozi prfevazné nepohlavné tvorbou sporangiospor nebo konidiospor. Sporangiospory jsou
vytvareny uvnitf' sporangia, které je neseno vzdusnou hyfou (sporangioforou). Konidiospory jsou
usporadany v retizku na konci vzdusné hyfy nazyvané konidiofora. Pomoci sporangiofor se
rozmnozuje napf. Rhizopus a Mucor, pomoci konidiofor Penicillium a Aspergillus. Méné casto se
mikroskopické houby rozmnoZuji pohlavné tvorbou zygospor nebo askospor. Na zakladé
nejmodernéjsi klasifikace se dle zplsobu pohlavniho rozmnoZovani vldknité houby fadi do podkmene
Zygomycota (napt. Rhizopus, Mucor) a Ascomycota (rlizné druhy padli, vétSina kvasinek). Néktefi
zastupci Ascomycota se vSak rozmnozuji pouze nepohlavné, napt. Penicillium, Aspergillus. Dfive se
tyto nepohlavné rozmnozujici houby fadily do podkmene Deuteromycota. Vlaknité houby se obvykle
vyzivuji saprofytné, tzn., Ze ziskavaji vyZivu z mrtvého organického materidlu. Nékteré jsou vSak
parazitické. Rada hub je vyuZivana v potravinaiském pramyslu napf. k vyrobé syrd (rod Penicillium),
saké, sojové omacky (Aspergillus oryzae), kyseliny citronové (Aspergillus niger) nebo ve
farmaceutickém primyslu (antibiotika, Penicillium chrysogenum). Houby vsak zplsobuji i nemoci u
Clovéka a to nékolika zplsoby. Mohou byt pfi¢inou alergickych reakci (vdechovani spor), nékteré
vytvareji toxiny, které mohou byt pro clovéka jedovaté nebo maji halucinogenni ucinky. Toxiny
nékterych vldknitych hub jsou karcinogenni (napf. aflatoxiny produkované rodem Aspergillus).
Nékteré houby se v lidském organismu mnozi a zpUsobuji nemoci, obecné nazyvané mykdzy. Nékteré
patogenni kvasinky a houby vykazuji tzv. dimorfismus — tj. rostou ve formé kvasinky nebo vlaknité
houby podle podminek prostfedi (napf. Candida albicans, Coccidioides immitis). VIaknité houby
mohou také zniéit zasoby potravin, coz mlze vést k hladovéni az smrti. Spory vladknitych hub ve

vzduchu jsou nejcastéjsim zdrojem kontaminace v laboratofi.

Material

Petriho miska se Sabouraudovym agarem (2)
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Banka s YPG bujonem

Balének

Sterilni vatova tycinka

Zkumavka se sterilni vodou
Sterilni zkumavky (2)

Ockovaci klicka

NGz

Birkerova komrka s krycim sklem
PodloZni skla

Kryci skla

Metylénova modr (pro vitalni barveni)
Roztok 20% glycerolu

Mikroskop

Kvasnice

Ovoce

Syr Niva, Hermelin

Tekuté kultury Saccharomyces cerevisae, Pichia pastoris, Schizosaccharomyces pombe

Pracovni postup

1. Pozorovani kvasinek pod mikroskopem
a. Na podloini sklo pfeneste kapku kultury v bujénu. Prekryjte krycim sklem a pozorujte pod
mikroskopem (viz Uloha 11, nativni preparat). K pozorovani pouZijte pfichystané cisté kultury
kvasinek. Pozorovani zakreslete do protokolu.

2. lzolace kvasinek
a. Nakrajejte ovoce na malé kousky (kazdy student jiny druh) a vloZte je do bariky s YPG
(kvasnicny extrakt-pepton-glukosa) bujonem. Promichejte.
b. Misku se Sabouraudovym agarem rozdélte na dvé Casti. Pomoci vatové tycinky provedte stér
z jazyka a inokulujte polovinu agaru. Na druhou polovinu inokulujte pomoci sterilni klicky YPG
bujon, ktery jste pfipravili v kroku a. Kultivujte pfi 30°C 2-3 dny.
c. Na hrdlo bariky nasadte baldnek. Kultivujte pfi laboratorni teploté do pristiho cviceni.
d. V nasledujicim cvi¢eni ze zakaleného bujonu pfipravte nativni preparat a pozorujte pod
mikroskopem (viz bod 1 a dloha 11).
e. Po zhodnoceni vzhledu kolonii na Sabouraudové agaru v ndsledujicim cvi¢eni pfipravte nativni

preparat z rlizné vyhlizejicich kolonii a pozorujte pod mikroskopem. Zakreslete do protokolu.
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3. Barveni kvasinek — vitalni test
a. 0,2 g drozdi rozpustte v 5 ml sterilni vody (v mikrobiologické zkumavce). Dobfe roztfepte.
b. Kapku vhodné zfedéné suspenze (50 - 100 x) preneste do kapky metylénové modti v dalsi
zkumavce, promichejte.
c. Obarvenou kulturu preneste do Blrkerovy komlrky (viz Uloha 6) a poditejte v 10 polickach
mrtvé a zZivé buriky (viz uloha 11). V pfipadé potieby suspenzi dale naredte. Obarvenou kulturu je
nutné mikroskopovat ihned, nebot metylénova modr plsobi na buriky mirné toxicky.

4. Pozorovani vlaknitych hub rodu Penicillium
a. Sabouraudlv agar rozdélte na dvé poloviny. Jednu ¢ast inokulujte pomoci vyzihané klicky
kulturou z Nivy (zeleny povlak na fezu), druhou cast kulturou z Hermelinu (bily povlak na
povrchu). Kazdou kulturu inokulujte na dvé dostatec¢né vzdalena mista ve formé kratké cary (1
cm). Po kazdé inokulaci nezapomernite vyzihat klicku. Kultivujte do pfistiho cviceni pfi 25°C.
b. V nasledujicim cvi¢eni odeberte vzorek mycelia vykultivovaného z Hermelinu nebo Nivy,
preneste ho do kapky glycerolu na podloznim skle a opatrné prekryjte krycim sklem. Kulturu
neroztirejte a kryci sklo nepfitlacdujte, aby nedoslo k poskozeni. Pozorujte pod mikroskopem

nejprve pod nejmensim zvétSenim, postupné pod vétsim. Pozorovani zakreslete do protokolu.

Vyhodnoceni vysledku

1. Zhodnotte vzhled bujonu v barice, a zda byl vytvofen plyn. Kapku bujonu mikroskopujte (Gloha
2d), pozorovani zakreslete do protokolu.

2. Zaznamenejte rlast na obou Sabouraudovych agarech, popiste vzhled kolonii. U kolonii hub
raznych druhl rodu Penicillium si vSimejte pigmentace vrchni a spodni strany kolonie, zbarveni
konidiofor, pfitomnosti exudatu (vypotku) a jeho zbarveni. Mikroskopujte rtzné vyhlizejici kolonie
(uloha 2e). Mikroskopicka pozorovani zakreslete do protokolu.

3. Zhodnotte procento mrtvych bunék v suspenzi kvasnic.

4. Mikroskopické pozorovani Penicillia zakreslete do protokolu.

Otazky

1. Jak vysvétlite tvorbu plynu pfi kultivaci kvasinek?

2. Které mikroorganismy vykultivované na Sabouraudové agaru povaZujete za bakterie, kvasinky
pfipadné vlaknité houby? Vysvétlete proc.

3. Jaké druhy rodu Penicillium se pouzivaji pfi vyrobé Nivy a Hermelinu? (Specifikujte pro jednotlivé

syry).
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Uloha 16

Mikroorganismy v pudé

Cile

Prokazat pritomnost bakterii v pidé a urcit jejich pocet.
Prokdazat vyskyt celulolytickych bakterii.

Izolovat lipolytické bakterie z pldy.

Prokazat pritomnost bakterii rodu Azotobacter v plidé.

LA

Pozorovat symbiotické bakterie v korfenovych hlizkach.

Teoreticky uvod

Puda je jednim z pfirozenych stanovist mikroorganismi. Mikroorganismy jsou rozhodujicim faktorem
pfi vzniku pudy, ovliviiuji ptdni strukturu, Gcastni se rozkladu organické hmoty. Mikroorganismy hraji
nezastupitelnou roli pfi preméné a kolobéhu biologicky dilezitych prvkd v pfirodé. Produkuji fadu
latek prospésnych pro rostliny (vitaminy, rastové latky), nékteré fixuji vzdusny dusik. Vyskyt bakterii
v pldé je dan mnoistvim Zivin a ostatnimi faktory prostredi (vlhkost, teplota, kyselost). Nékteré
mikroorganismy se vyskytuji v plidé pfirozené, jiné pouze v pfitomnosti dostatecného mnozstvi Zivin.
Mezi béZznou pudni mikrofléru nalezi bakterie rodt Pseudomonas, Serratia, Bacillus, Agrobacterium,
Arthrobacter, Streptomyces a také rada vlaknitych hub (Aspergillus, Penicillium, Rhizopus, Fusarium).

Podstatnou soucasti bunécnych stén rostlinnych bunék je celulosa. Je to velmi odolny,
nerozpustny polysacharid. Vrostlinném materidlu je obvykle doprovazena dalSimi obtizné
odbouratelnymi latkami, napf. hemicelulosami, pektiny, ligniny, tuky a pryskyficemi. Na rozkladu
celulosy se podili fada mikroorganismu, které ji Stépi exoenzymem celulasou na celobiosu a poté na
glukosu. Zastoupeni aerobnich celulolytickych bakterii je ukazatelem urodnosti pldy. V intenzivné
obdélavanych pldach se vyskytuji zastupci rodd Cellvibrio, Cellfalcicula, Cytophaga, Sporocytophaga,
ve stfedné obdéldvanych myxobakterie, ve slabé obdélavanych pldach a v kyselych padach
prevladaji mikroskopické houby. Celulosa muze byt rozkladana také za anaerobnich podminek.

Tuky jsou odbouravény na volné mastné kyseliny a glycerol hydrolytickymi exoenzymy lipasami.
Tuky jsou nejdrive Stépeny na glycerol a mastné kyseliny. Nékteré bakterie fermentuji glycerol, jiné
oxiduji mastné kyseliny. Tuky jsou v pQdé sStépeny predevSim bakteriemi rodu Pseudomonas,
Mycobacterium, Serratia a Corynebacterium.

PUdni mikroorganismy se vyznamnou mérou podileji na kolobéhu dusiku v pfirodé. Proteiny jsou
proteolyticky hydrolyzovany na aminokyseliny, ze kterych je deaminaci uvoliovdan amoniak, ktery ve

vétsSiné pld vytvari amonné ionty (proces amonifikace). Ty mohou byt pfimo vyuzZity rostlinami a
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bakteriemi na syntézu aminokyselin. Nékteré pUdni bakterie (Nitrosomonas, Nitrobacter) jsou
schopny ziskdvat energii oxidaci amonnych iontll na dusitany a dusiChany procesem zvanym
nitrifikace. Dusi¢nany jsou potom dulezitym zdrojem dusiku pro rostliny. Denitrifikacni bakterie
(napf. Pseudomonas, Bacillus) dusi¢nany redukuji na dusitany, oxid dusny a dusik a odstranuji je tak
z pldy do ovzdusi. Denitrifikace je procesem anaerobni respirace (viz Uloha 14), pfi kterém
dusi¢nany, dusitany a oxidy dusiku slouzi jako akceptory elektron(i. Atmosféricky dusik je vracen do
pady procesem fixace dusiku. Dusik je redukovan na amoniak enzymovym komplexem nitrogenasou
za anaerobnich podminek. Mezi volné Zijici bakterie schopné vazat vzdusny dusik patfi rody
Azotobacter, Clostridium a nékteré cyanobakterie (sinice). Mnohé bakterie fixujici dusik Ziji ve
spolecenstvi kofenu rostlin (rizosfére). Symbioticky vaze dusik nap¥. rod Rhizobium. Azotobacter se
vyskytuje pouze v dobfe provzdusnovanych hnojenych padach s neutraini az alkalickou reakci, ma
velké naroky na vyZivu, v kyselych pldach nefixuje dusik. Vytvari pouzdra. Clostridium je pfisné
anaerobni bakterie maselného kvaseni. Je tolerantni ke kyselé i zasadité reakci pQdy, dobre snasi
vysoké nasyceni plidy vodou a nizsi teploty. Vytvari endospory. Rhizobium a pribuzné rody (hlizkové
bakterie, rhizobia) se mohou mnozit v pidé samostatné nebo vytvari symbioticky vztah s kofeny
bobovitych rostlin (sdja, fazole, hrach, vojtéska, jetel). Jednotlivé druhy rodu Rhizobium vykazuji
vysokou specifitu vici hostiteli, kterého infikuji. Ani bakterie, ani rostlina nejsou za normalnich
podminek schopny fixovat dusik. Pfi kontaktu bakterie s kofenovym vldsenim se na rostliné vytvareji
hlizky, které poskytuji anaerobni prostiedi nutné pro fixaci dusiku. K fixaci dochazi pomoci bakterialni
nitrogenasy, avSak proces je zcela zavisly na zdrojich energie vytvarenych rostlinou. Fixace dusiku
symbiotickymi bakteriemi ma znaény zemédélsky vyznam, nebot vede kvyznamnému zvyseni
vazaného dusiku v pidé a tim kvyssi Urodnosti pldy. K symbiotické fixaci dusiku dochazi také u
nebobovitych rostlin. Napf. aktinomyceta Frankia tvofi hlizky na kofenech olSe i dalSich rostlin.

Znama je také symbidza cyanobakterie rodu Anabaena s vodni kapradinou Azolla.

Material

Vzorky pudy proseté pres sito s oky o velikosti 2 mm
Sterilni voda

Sterilni plastova zkumavka (1)

Sterilni mikrobiologicka zkumavka (1)

Sterilni mikrozkumavka (1)

Automatické pipety

Sterilni Spicky

Sterilni hokejky (3)
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Petriho miska s masopeptonovym agarem (2)
Prouzky filtracniho papiru

Sterilni Petriho misky (3)

Sterilni pinzeta

Stficka s destilovanou vodou

Kadinky

Masopeptonovy agar obsahujici 1% tuku (tributyrin)
20% roztok CuSO,

Skrobova moucka

Sklenéna tycinka nebo vétsi Spachtle

70% ethanol

Petriho miska s agarem obsahujicim manitol a kvasni¢ny extrakt (1)
Ockovaci klicka

Mikroskop

Podlozni skla

Imerzni olej

Krystalova violet

Bobovita rostlina

Pracovni postup

1. Pfitomnost a poéet mikroorganismu v padé
a. 0,5 g zeminy suspendujte v 5 ml sterilni vody ve sterilni plastové zkumavce o objemu 50 ml.
Dobre protrepte (5 min) a nechejte zeminu klesnout ke dnu (5-10 min).
b. Preneste asepticky 0,1 ml extraktu na povrch masopeptonového agaru a rozetrete hokejkou.
c. Ve sterilni zkumavce narfedte 200 x pudni extrakt (celkovy objem alesponn 2 ml) a znovu
naockujte 0,1 ml na dalsi masopeptonovy agar.
d. Kultivujte tyden pfi 25°C.
2. Pfitomnost celulolytickych bakterii v padé
a. Zeminu naplite do prazdné Petriho misky a mirné stlacte dnem kadinky.
b. Zeminu rovnomérné provlhéete vodou, tak aby se nevytvorilo bahno.
c. Na povrch polozte pinzetou prouzky filtracniho papiru, které jste provlhéili vodou. Potradné je
pritlacte tak, abyste je nepotfisnili zeminou.
d. Misky kultivujte ve tmé pfi 25°C 3-7 dn(l. Zemina pfitom nesmi vyschnout.

3. Izolace lipolytickych bakterii
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a. Na médium obsahujici tuk (tributyrin) ockujte 200 x fedény padni extrakt (0,1 ml).
b. Kultivujte pfi 25°C do pfistiho cviceni.
c. Po ukoncéeni kultivace pozorujte okoli kolonii a potom do misky napipetujte 5 ml 20% CuSOQ,,
nechejte plsobit 15 minut a pfebytec¢ny roztok slijte.

4. Pfitomnost bakterii rodu Azotobacter v padé
a. Zeminu smichejte v kadince se stejnym objemem Skrobové moucky.
b. Za stalého michani pridavejte tolik vody, az vznikne velmi husta pasta.
c¢. Touto hmotou naplnte Petriho misku do poloviny vysky. Stlacte dnem kadinky a uhladte povrch
vihkym sklem.
d. Inkubujte 48 h pfi 30°C nebo tyden pfi pokojové teploté.

5. Kultivace a pozorovani hlizkovych bakterii
a. Odfiznéte hlizku od korene, peclivé ji oplachnéte vodou a umistéte ji na 1-2 minuty do
mikrozkumavky obsahujici 70% ethanol.
b. Sterilni pinzetou hlizku vyjméte a oplachnéte ji sterilni destilovanou vodou. Pfemistéte ji do
kapky sterilni vody na sterilni Petriho misce a pomoci pinzety hlizku rozdrtte.
c. Pomoci sterilni klicky naockujte vytvofeny wvyluh zhlizky kfizovym roztérem na agar
s manitolem a kvasniénym extraktem (MYE). Kultivujte pfi laboratorni teploté do pfistiho cviceni.
d. Pomoci sterilni klicky pfipravte z vyluhu hlizky fixovany preparat, ktery barvéte krystalovou
violeti (postupujte stejné jako v pfipadé barveni metylénovou modfi, viz Gloha 11). Pozorujte pod

mikroskopem, pozorovani zakreslete.

Vyhodnoceni vysledki

Ve vsech pfipadech porovnejte vysledky ziskané s rliznymi zeminami.

1. Stanovte pocet kolonii vyrostlych na masopeptonovém agaru a vypoctéte pocet mikroorganismi
v 1g pldy. Posudte morfologické vlastnosti jednotlivych kolonii a zaznamenejte. Zhodnotte vyskyt
kolonii Bacillus cereus (charakteristicky mykoidni vzhled, hyfy se obvykle staceji ve sméru hodinovych
rucicek). Jsou ptitomny vlaknité houby?

2. Pozorujte filtraéni papir na zeminé. Pfitomnost celulolytickych bakterii v pldé se projevi
oranzovymi, hnédymi a zelenymi skvrnami. Po delSi dobé kultivace se skvrny zvétSuji, papir
zprUsvitiiuje a mdze i zmizet.

3. Pozorujte rlst na misce. V mistech, kde byl tuk rozstépen, dojde k projasnéni média, pfipadné je
okolo kolonii viditelny precipitat. V pfitomnosti CuSO, se kolem kolonii objevi zelené zabarveni

(reakce Cu** s mastnymi kyselinami).
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4. Pozorujte rdst na misce. Pfitomnost bakterii rodu Azotobacter se projevi prahlednymi, pozdéji
svétle hnédymi slizovitymi koloniemi. Na miskach mohou vyristat i jiné mikroorganismy, nejcastéji
Clostridium pasteurianum. Jeho pritomnost se projevi charakteristickym Zluklym zapachem.

5. Pozorujte rdst na agaru s manitolem a kvasnicnym extraktem. Kolonie Rhizobia se jevi jako témér
bilé, mazlavé. Zhodnotte pripadny vyskyt jinych bakterii. Jak byste vysvétlili jejich plvod? Z vybrané
kolonie hlizkovych bakterii pfipravte mikroskopicky preparat barveny krystalovou violeti a pozorujte
pod mikroskopem. Porovnejte s preparatem pfipravenym piimo z hlizky. Mikroskopicka pozorovani

zakreslete do protokolu.

Otazky

1. Proc se k testovani celulolytickych bakterii v plidé pouziva filtracni papir?

2. Podle jakych strukturnich znakd byste mikroskopicky rozlisili rod Azotobacter od rodu Clostridium?
3. Popiste prlbéh symbiotického vztahu rhizobii a rostlin (tvorbu hlizek) a vysvétlete, proc bakterie

izolované pfimo z hlizky maji jiny vzhled nez bakterie z hlizky kultivované.
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Uloha 17

Mikroorganismy v potravinach

Cile
1. Prokdzat pritomnost bakterii v jogurtu.

2. Analyzovat mnozstvi bakterii v potravinach.

Teoreticky uvod

Mikrobidlni fermentace je vyuZivana k vyrobé Sirokého spektra potravin, zejména mlécénych vyrobki
a alkoholickych napoja. PFi vyrobé mléénych vyrobk(l se vyuZivd pfemény laktosy na kyselinu
mlécnou bez vyuziti kysliku bakteriemi mlécného kvaseni. Pfi vyrobé vina se vyuzivd premény
sacharosy na etanol a oxid uhlicity kvasinkami za anaerobnich podminek. V pfitomnosti kysliku rostou
kvasinky aerobné a vytvareji oxid uhlicity a vodu.

Mléko mUiZe byt zpracovano fermentaéné za pfitomnosti rliznych mikroorganismi. Vysledny
produkt je zavisly na druhu mléka, podminkach kultivace a pouzZitém mikroorganismu. Kyseliny a
antibiotika vytvarena béhem fermentace zabranuji rdstu nezadoucich mikroorganisma. V soucasné
dobé se z kravského mléka vyrabéji fermentaci napf. podmasli, jogurt a kefir. Pfi vyrobé podmasli se
vyuzivd cinnosti bakterii Lactococcus lactis (tvorba kyseliny mlééné) a Leuconostoc (tvorba
neutralnich diacetyl). Jogurt je mléko, které je zkoncentrovano zahfivanim a poté fermentovano za
zvysené teploty. Streptococcus vytvari kyselinu mléénou a Lactobacillus chut a aroma jogurtu. Kefir se
vytvari ¢innosti bakterii rodu Lactobacillus a kvasinek Saccharomyces.

Mikrobialni rdst v potravindch mlzZe vést ke zkaZeni potravin a mulzZe byt pfi¢inou raznych
nemoci. Béhem zpracovani potravin mulzZe dojit ke kontaminaci pldnimi mikroorganismy,
mikroorganismy z Zivocich(, pracovnikll manipulujicich s potravinami a z pfistrojd. Potraviny jsou
primarnim zdrojem nemoci zaZivaciho traktu. Ztohoto ddvodu je sledovan vyskyt koliformnich
bakterii (tyCinkovité nesporulujici gramnegativni bakterie fermentujici laktosu za tvorby kyseliny a
plynu), které obvykle indikuji pfitomnost fekalniho znecisténi.

K rutinnimu sledovani kvality potravin se pouziva technika pocitani kolonii, kdy se stanovi celkové
mnozstvi Zivotaschopnych bakterii ve vzorku potraviny. Pritomnost pfiliS velkého mnoZstvi
mikroorganism( v potravinach je neZadouci, protoZe se zvysuje pravdépodobnost pritomnosti
patogenll a zvySuje se také moZnost zkaZeni potraviny. Nedostatek metody spociva vtom, Ze jsou
detekovany pouze bakterie schopné rlstu v daném Zivném prostiedi. K testovani se pouziva médium,

které podporuje rlst vétsiny heterotrofnich bakterii.
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Material

Petriho miska s MRS (de Man, Rogossa a Sharpe) agarem
Metylénova modf

PodloZni skla

Imerzni olej

Mikroskop

Sterilni voda

Tekuty masopeptonovy agar vytemperovany na 45°C (150 ml)
Sterilni Petriho misky (6)

Sterilni plastova zkumavka (1)

Sterilni mikrobiologické zkumavky (2)

Sterilni odmérny valec (10 ml)

Automatické pipety

Sterilni Spicky

Jogurt

Vzorek masa

Pracovni postup

1. Bakteridlni kultura v jogurtu.

a. Sterilni klickou odeberte vzorek z jogurtu a rozetfete ho kfizovym roztérem na povrch MRS

agaru. Kultivujte dnem vzh(ru pfi 30°C 24-48 hodin.

b. Jogurt rozmichejte v kapce sterilni vody na podloznim skle, zhotovte fixovany preparat (viz

Uloha 11). Preparat barvéte metylénovou modfi (Uloha 11) a pozorujte pod mikroskopem (uloha

11).

2. Zakladni bakteriologicky rozbor mletého masa.

a. Do sterilni plastové zkumavky o objemu 50 ml navazte 1 g mletého masa (Cerstvého nebo

ponechaného 24 h v teple, pfipadné nékolikrat rozmrazeného a znovu zmraZzeného). Pfi praci ve

dvojici zpracuje kazdy student jiny vzorek.

b. Pridejte 9 ml sterilni vody a poradné protrepte (fedéni 1:10).

c. Do sterilnich mikrobiologickych zkumavek pfipravte vzorky zfedéné v poméru 1:10%a 1:10°.

d. Oznatte dno 6 sterilnich Petriho misek 1:10, 1:107, 1:10%, 1:10* 1:10° a 1:10°.

e. Preneste asepticky 0,1 ml z fedéni 1:10° na misku 1:10° (0,1 ml fedéni 1:10° je ve vysledku

Fedéni 1:10° origindlniho vzorku) a 1 ml na misku 1:10°.

f. Opakujte s fedénim 1:10 a 1:10° (obrazek 6).
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g. Vyjméte vytemperovany agar z inkubdatoru a nalijte ho asepticky do misek s napipetovanymi
vzorky (asi do 1/3). Misky zakryjte a mirné promichejte krouzivym pohybem.

f. Po ztuhnuti inkubujte dnem vzh(ru pfi 37°C 24-48 hodin.

1:10 1:108 1:10%

‘/
‘/

/ /
(=) () ()
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i
2

Obrazek 8. Redéni vzorku masa.

Vyhodnoceni vysledki

1. Pozorujte rGst na MRS agaru naockovaném jogurtem (zamérte se hlavné na cary kfizového
roztéru). Popiste vzhled kolonii. Porovnejte vysledky ziskané z obou jogurta.

2. Zakreslete mikroskopické pozorovani jogurtu do protokolu, popiste vzhled pozorovanych
mikroorganismu.

3. Vyhodnotte rist bakterii na agarech s rlizné fredénymi vzorky masa. Pocitejte bakterie na povrchu
i uvnitr agaru. Spocitejte mnoZstvi bakterii v 1 g masa a zhodnotte, zda se maso hodi ke konzumaci.

P¥ipustna hodnota v mase a masnych vyrobcich je 10° mikroorganismt na 1 g.

Otadzky

1. Jak byste ovérili (na zakladé charakteristickych metabolickych a fyziologickych vlastnosti), Ze na
MRS agaru byly vykultivovany bakterie mlééného kvaseni? Uvedte vysledky testd (+/-).

2. Pokud by se jogurt testoval pomoci Gramova barveni, jaky vysledek by indikoval kontaminaci?

Vysvétlete proc.
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Uloha 18

Mikroorganismy ve vodé

Cile

Zvladnout techniku membranové filtrace.

Demonstrovat vyuziti selektivnich a diferenciacnich zivnych médii.
Seznamit se s principy metod stanoveni koliformnich bakterii a enterokokd.
Stanovit bakterie obecného znecisténi vody.

Stanovit pocet koliformnich bakterii ve vzorku pitné vody.

o v kA w nNoE

Stanovit pocet enterokok( ve vzorku pitné vody.

Teoreticky uvod

Sladka voda je jednim z pfirozenych stanovist bakterii. Jejich mnozstvi a druhové zastoupeni je zavislé
na zdrojich vyZzivy a na pritomnosti kysliku. Ve vodé pritomné bakterie Ize zafadit do tfi zakladnich
skupin. Autochtonni vodni bakterie jsou typické vodni bakterie. Radi se knim rody
Chromobacterium, Flavobacterium, Micrococcus, Sphaerotilus, Leptothrix, Spirillum a prostékaté
bakterie. Obsahuje-li voda vétsi mnozstvi organické hmoty, jsou vice zastoupeny také anaerobni a
fakultativné anaerobni bakterie (Clostridium, Desulfovibrio). Splavovanim pldy se do vody dostavaji
pudni bakterie (Bacillus, Micrococcus, Streptomyces, Corynebacterium, Arthrobacterium). Jedna se
vétsSinou o aerobni bakterie s mohutnou metabolickou aktivitou, nachazeji se proto ve svrchnich
vrstvach vody a jejich vyskyt je omezen koncentraci Zivin. Ve vodé se také mohou nachdzet bakterie
ze stiev zvifat a clovéka, zejména celed Enterobacteriaceae, zastupci rodu Streptococcus a
Clostridium. Pfechodné se ve vodé mohou nachdazet patogenni organismy (Salmonella typhi, Shigella
dysenteriae).

Mikrobiologicky rozbor vody je spolu s chemickym rozborem zdkladni slozkou komplexniho
posouzeni kvality vod. PFi mikrobiologickém rozboru vody se sleduje pfitomnost mikroorganismi,
které jsou z hygienického hlediska zavadné. Vzhledem ktomu, Ze neni moiné rutinné testovat
pfitomnost vSech bakterii ve vodé a také neni mozZné testovat vyskyt vSech patogennich bakterii
(velmi malé mnoistvi, ndrocné identifikacni techniky), vyuZivaji se ke zjisténi znecisténi vody tzv.
indikatorové skupiny bakterii. Zjistuje se pfitomnost bakterii indikujici znecisténi obecné a fekalni.

Pfi stanoveni indikatori obecného znecisténi se sleduji psychrofilni a mezofilni bakterie.
Pritomnost téchto mikroorganism( podava informaci o stavu vodniho zdroje a jeho okoli. Pfitomnost

psychrofilnich bakterii (optimalni teplota rdstu 15°C, viz Uloha 8) indikuje pritomnost organickych
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latek rozlozZitelnych bakteriemi pti nizkych teplotach. Mezofilni bakterie (Uloha 8) indikuji znecisténi
mikroflorou teplokrevnych Zivocichl a clovéka.

Za indikatory fekdlniho znecisténi se povaZzuji koliformni bakterie a enterokoky, tedy bakterie
vyskytujici se ve stfevech a tim i ve fekaliich. Koliformni bakterie jsou nejdilezitéjsim faktorem
fekalniho znecisténi vody. Jedna se o bakterie nalezejici do Celedi Enterobacteriaceae (gramnegativni
tycky netvotici spory), které béiné ziji v tlustém stievé. NejcastéjSim zastupcem je Escherichia coli.
Koliformni bakterie vykazuji negativni oxidasovy test a zkvasuji laktosu (viz uUlohy 12 a 14). Jejich
pritomnost ve vodé je dikazem fekalniho znecisténi vody a ve vodé se potom mohou vyskytovat i
patogenni enterobakterie (Salmonella, Shigella). V pfipadé podezieni na pfitomnost téchto patogent
je potfeba potvrdit jejich vyskyt specidlni metodou stanoveni. Enterokoky jsou grampozitivni
streptokoky, které se vyskytuji v zaZivacim traktu ¢lovéka a Zivocich(. Oproti koliformnim bakteriim
jsou odolnéjsi vici teploté a dalsSim fyzikdlnim a chemickym vlivim okolniho prostiedi. Jsou
povaZzovany za vyznamny indikator fekalniho znecisténi, obzvlasté v pitnych vodach upravovanych
desinfekci. K detekci koliformnich bakterii a enterokokd je mozno vyuzit fadu selektivnich médii.

V Ceské republice jsou pozadavky na rozbor pitné dany vyhlaskou &. 252/2004 Sb., ktera byla
novelizovana vyhlaskou ¢. 187/2005. Tyto vyhlasky mj. stanovi pro nékteré ukazatele metody
rozboru, které jsou dany pfislusSnymi normami. Také uvadi povolené hodnoty poctu bakterii z
jednotlivych skupin. Vybrané metody stanoveni koliformnich bakterii a enterokokd jsou popsany
v nasledujicich odstavcich.

Koliformni bakterie v pitné vodé se stanovi membranovou filtraci a kultivaci na laktosovém TTC
agaru s heptadecylsulfatem sodnym (Tergitol-7). Tergitol vZivném médiu inhibuje rUst
grampozitivnich mikroorganismi a sporulujicich gramnegativnich bakterii. Gramnegativni
mikroorganismy schopné fermentovat laktosu vytvareji Zluté kolonie diky reakci sindikdatorem
bromthymolovou modfi. Gramnegativni mikroorganismy nefermentujici laktosu vytvareji modré
kolonie. TTC (trifenyltetrazolium chlorid) slouZi jako rychly indikator bakteridlniho rlstu, redukuje se
na nerozpustny formazan a vytvari Cervené aZ cCervenofialové kolonie. V pfitomnosti laktosy i TTC
vytvareji fermentujici mikroorganismy Zluté kolonie se Zlutymi zénami, nefermentujici ¢ervené
s modrymi zénami, které se jevi jako fialové. Pozitivni kolonie se z membranového filtru preockuji na
neselektivni agar a po kultivaci se provedou konfirmacni testy na cytochrom c oxidasu (-) a tvorbu
indolu (+).

Presumptivni fekdlni enterokoky se stanovi membranovou filtraci a kultivaci na Slanetz-Bartleyho
agaru. Enterokoky (ale i jiné bakterie) redukuji tetrazolium chlorid pfitomny v médiu na nerozpustny
c¢erveny formazan, na membranovém filtru se vytvareji cervenohnédé kolonie. Kolonie
z membrdnového filtru je nutné preockovat na Zlué-eskulin-azidovy agar, kde enterokoky hydrolyzuji

eskulin. Produkt reakce eskuletin reaguje s Zelezitym iontem a tvofi ¢ernohnédy komplex. Azid
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pfitomny v médiu inhibuje rlst gramnegativnich organism0 a Zlu¢ inhibuje vétSinu ostatnich
grampozitivnich organisma.

Pritomnost koliformnich bakterii v nedesinfikovanych vodach se stanovi na Endové agaru. Ten
obsahuje bazicky fuchsin a laktosu. Bazicky fuchsin potladuje rlist grampozitivhich mikroorganism.
Koliformni bakterie fermentujici laktosu vytvareji cervenorlzové kolonie, zatimco bakterie
nefermentujici laktosu jsou bezbarvé nebo slabé rizové.

Metoda membranové filtrace je kvantitativni metodou pocitani mikroorganisma, pfi které se
pres filtr s péry o velikosti 0,45 um prosaje zndmé mnoistvi vzorku. Bakterie jsou zadrieny na
povrchu filtru, ktery se potom umisti na povrch vhodného agarového média. Bakterie zachycené na
filtru vytvofi po kultivaci na povrchu filtru kolonie, které je mozné spocitat. Pokud se ke kultivaci
pouZije selektivni nebo diferenéni médium, je moZno stanovit nebo podle vzhledu rozlisit urcité
skupiny mikroorganismi. Metoda umozZiiuje stanoveni malého mnoZstvi mikroorganismd ve velkém

objemu vzorku.

Material

Sterilni odbérova lahev

Automatické pipety

Sterilni Spicky (zluté, modré)

Sterilni filtracni zafizeni s membranovym filtrem
Sterilni pinzeta (s plochymi konci)

Membrdnova vyvéva

Sterilni odmérny valec 100 ml

Petriho misky s masopeptonovym agarem (4)
Petriho miska se Slanetz-Bartley agarem
Petriho miska s agarem s laktosou, TTC a Tergitolem-7
Sterilni hokejky

Otaceci podlozka

Vzorek vody

Pracovni postup

1. Odbér vzorku vody
Odbér vody provedte do sterilni lahve. Pro rozbor pitné vody (studna, povrchovy zdroj, vodovod)

odeberte 500 ml. Pfi odbéru zvodovodniho kohoutku nechejte vodu nejprve 5 min odtékat.
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Odbérovou lahev naplnte asi 2 cm pod okraj. Vzorky zpracujte do 2h po odbéru, v pfipadé transportu
a uchovavani v lednici maximalné do 24 h.
2. Stanoveni poctu bakterii pfi 22 a 36°C
a. Pripravte si 4 masopeptonové agary a popiSte je. Dva budou slouzit ke kultivaci bakterii pfi
22°C (psychrofilni) a dva pro kultivaci bakterii pfi 36°C (mezofilni).
b. Na agary pro kultivaci psychrofilnich bakterii asepticky napipetujte 0,1 a 1,0 ml vody pfimo
z lahve. Rozetrete sterilni hokejkou. Pti roztéru otacejte miskou na otaceci podlozce.
c. Totéz opakujte s agary pro mezofilni bakterie.
d. Misky, na které jste pipetovali 1 ml vody, neobracejte dnem vzh(ru, voda po povrchu agaru
stéka. Je nutné nechat vodu vsaknout nebo ji vysusit, proto misky umistéte do lamindrniho boxu,
Castecné je otevrete a vysuste.
e. Inkubujte pti vyse uvedenych teplotach 24 h.
3. Stanoveni koliformnich bakterii a E. coli na agaru s laktosou, TTC a Tergitolem
a. Na sterilnim filtraénim zafizeni dotahnéte bily stfedovy krouzek a k vyvodu ve spodni ¢asti
filtraéniho zafizeni pfipojte vypnutou vakuovou pumpu.
b. Odmérte ve sterilnim valci 100 ml vody z odbérové lahve.
c. Odsroubuijte viko filtracniho zatizeni.
d. Zapnéte pumpu, ihned nalejte na filtr cely odméreny vzorek vody a prosajte ho pres filtr. Viko
neSroubujte zpét, jen ho volné polozte, tak aby se nepfisalo, nebo nechejte zafizeni oteviené.
Dodrzte popsany sled ¢innosti, jinak mUZe dojit k posSkozeni filtru!
e. Pomalu odpojte pumpu od filtracniho zafizeni, az poté pumpu vypnéte.
f. Odsroubujte bily stfedovy krouzek a odstrante horni ¢3ast filtracniho zarizeni. Opatrné pomoci
sterilni pinzety s plochymi konci odstrante filtr z filtracniho zafizeni a pfeneste ho do stfedu agaru
s laktosou, TTC a Tergitolem 7 tak, Ze ho opatrné pokladate od okraje. Umistéte filtr na agar ve
stejném smeéru, jako byl pfi filtraci! Filtr musi k agaru dobre pfilnout. Nepftitlacujte filtr k agaru
pinzetou!
g. Kultivujte dnem vzh(ru pti 37°C 24 h.
4. Stanoveni presumptivnich fekalnich enterokoktl na Slanetz-Bartley agaru
a. Postupem uvedenym v bodech 3a-e zfiltrujte 100 ml vody pfes membranovy filtr.
b. Filtr pfeneste sterilni pinzetou do stfedu Slanetz-Bartleyho agaru.

c. Kultivujte dnem vzhiru pfi 37°C 40-48 h.
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Vyhodnoceni vysledku

1. Spocitejte mnozstvi kolonii na jednotlivych plotnach. Vypocditejte pocet bakterii v 1 ml vzorku vody
(bez ohledu na pravidlo minimalniho poétu kolonii nutného k pfesnému hodnoceni, nebot zde nelze
aplikovat).

2. Spocitejte pocet kolonii na membranovych filtrech. Vénujte pozornost barvé kolonii. Zhodnotte
mnozstvi koliformnich bakterii a enterokokt ve 100 ml vody.

3. Na zakladé hodnot uvedenych v tabulce 2 zhodnotte, zda analyzovany vzorek splfiuje naroky na
kvalitu pitné vody. K hodnoceni vzork( vody ze zdrojli s malym odbérem (domadci studny) plati vyssi

hodnoty.

Tabulka 2. Povolené limity pro jednotlivé skupiny bakterii v pitné vodé.

Parametr Povoleny limit

Pocet kolonii pti 36°C (mezofilni bakterie) 20 KTJ/ml

100 KTJ/ml u zdrojG s vykonem do 5 m® za den
Pocet kolonii pti 22°C (psychrofilni bakterie) 200 KTJ/ml

500 KTJ/ml u zdrojii s vykonem do 5 m® za den

Koliformni bakterie, E. coli, enterokoky 0 KTJ/100 ml

Otazky

1. Jsou vami provedené kultivacni testy dostacujici k dikazu koliformnich bakterii a enterokokl ve
vodé? Jak byste ovéfili, Ze na membranovych filtrech narostly koliformni bakterie a enterokoky?

2. Bylo by mozné vyuzit techniku membranové filtrace (pomoci zatizeni pouZitého v tomto cviceni)
k ziskani sterilniho Zivného bujonu (napf. MPB)? Pokud ano, jak byste postupovali?

3. Pro analyzu vzorku mate k dispozici Petriho misku s médiem, které obsahuje laktosu, Zlu¢ a
indikator pH. Kterd skupina mikroorganismd bude selektivné obohacena na tomto Zivném médiu?
Které mikroorganismy je mozné diferencovat na tomto médiu? Vidy vysvétlete dlvod. K zodpovézeni

otazky vyuzijte informaci uvedenych v teoretickém uvodu ulohy.
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Pfriloha 1
Vzor protokolu

Cislo stranky

Cviceni z mikrobiologie

Tématicky okruh 6: Kontrola bakterialniho ristu

Jméno: Jan Novdk
Skupina: Biochemie (EXBIO, BGI), den dle rozvrhu (napf. stfeda dopoledne)

Datum: datum zapoceti Ulohy

Uloha 10  Fyzikalni metody kontroly mikrobialniho riistu: UV zafeni

Ucel: Sledovat vliv ultrafialového zateni na riist mikroorganismdi

Pracovni postup: Popsat stru¢nou formou. Je nutné uvést pouzitou kulturu, dobu ozareni, material

pouzity k zakryti misky.

Vysledky: napf.

Doba ozareni (s) Rast na volné poloviné Rlst na zakryté poloviné
0 Pocet kolonii
10
20
60

Zavér: Zhodnotit vliv UV zareni na rlst sledovaného mikroorganismu. Nezapomenout porovnat
vysledky s kolegou ve dvojici. V tomto pfipadé, jak hodnotite propustnost riznych material pro UV

zareni.

Odpovéd na otazky: Odpovédét na vSechny poloZené otazky. Formulaci otazky do protokolu opsat.
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Cislo stranky

Uloha 11 Chemické metody kontroly mikrobidlniho rastu: desinfekéni prostfedky a

antimikrobialni latky

=

Ucel: Zjistit Gcinnost rtznych chemickych latek jako antimikrobialnich cinidel.

N

Stanovit minimalni inhibi¢ni koncentraci zredovacim testem.

w

Stanovit citlivost mikroorganismu k antibiotikim.

E

Porovnat citlivost riznych bakterii k rznym antibiotik(m.

Pracovni postup: Zejména nezapomenout popsat presné postupy redéni, pouzité bakterialni kultury a

slouceniny.

Vysledky: Zpracovat tabulkovou formou.

Zavér: Zhodnotit ucinnost jednotlivych chemickych latek dle pozadavkd ve ,,Vyhodnoceni vysledk(”.

Odpovéd na otazky: Odpovédét na vSechny poloZené otazky. Formulaci otazky do protokolu opsat.
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Jméno:

Priloha 2
Kultivace mikroorganismt pfitomnych v prostiedi - vyhodnoceni vysledku

Popis vzhledu kolonii na pevnych ptdach:

Vzorek: . Kultivacni teplota

Primér Tvar Okraje Profil Povrch Pigmentace Pocet
Vzorek: . Kultivacni teplota

Pramér Tvar Okraje Profil Povrch Pigmentace Pocet
Vzorek: . Kultiva¢ni teplota

Pramér Tvar Okraje Profil Povrch Pigmentace Pocet
Vzorek: . Kultivacni teplota

Pramér Tvar Okraje Profil Povrch Pigmentace Pocet
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Vzorek:

. Kultiva¢ni

Jméno:

teplota

Primér

Tvar

Okraje

Profil

Povrch

Pigmentace

Pocet

Popis vzhledu bujoni:

Nesterilni bujon

Vzorek:

Inokulovany bujén

Pfed roztfepanim

Po roztfepani

Pfed roztfepanim

Po roztfepani

Zakal

Vlocky

Sediment

Blanka

Zbarveni

Vysledky myti rukou:
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Jméno:
Pfiloha 3
Pfenos mikroorganismiu: asepticka technika - vyhodnoceni vysledku

Popis vzhledu bujénu:

Pfenos z tekuté kultury Pfenos z kultury na agaru
Vzorek: Vzorek:
Pfed roztfepanim Po roztfepani Pfed roztfepanim Po roztfepani

Zakal

Vlocky

Sediment

Blanka

Zbarveni

Popis vzhledu kultury na Sikmém agaru: (uvést pouZity mikroorganismus, popsat vzhled)

Popis rustu v hlubokém agaru: (uvést pouzity mikroorganismus, popsat vzhled, do zdvéru uvést, zda

byl organismus pohyblivy nebo ne, totéz uvést pro druhy mikroorganismus pouzity ve skupiné)

Popis vzhledu kolonii:

Pfenos z tekuté kultury

Vzorek: . Kultivaéni teplota

Primér Tvar Okraje Profil Povrch Pigmentace Pocet

Pfenos z kultury na agaru

Vzorek: . Kultivaéni teplota

Primér Tvar Okraje Profil Povrch Pigmentace Pocet
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Priloha 4

Izolace mikroorganismtu kfizovym roztérem — vyhodnoceni vysledkd

Popis vzhledu kolonii:

Jméno:

Vzorek: . Kultivaéni teplota

Primér Tvar Okraje Profil Povrch Pigmentace Pocet
Vzorek: . Kultivaéni teplota

Primér Tvar Okraje Profil Povrch Pigmentace Pocet
Ndakresy:
Vzorek: Vzorek:
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Priloha 5
Pouziti laminarniho boxu

Lamindrni box se pouZiva k zajisténi vysoké Cistoty na pracovni plose a celém vnitfnim prostoru boxu.
Obsahuje Cistici vzduchotechnicky systém, ktery svym pretlakovym nastavenim zabranfuje vstupu

nezadoucich ¢astic do pracovniho prostoru.

Obsluha:

1. Pred zapocetim prace sterilizujte prostor boxu ultrafialovym zarenim (asi 15 minut) zapnutim
ultrafialové lampy do zasuvky.

Zapnéte box do pohotovostniho reZzimu otocenim klicku do polohy I.

Za pomoci vyucujiciho odstrante ultrafialovou lampu.

Zapnéte cirkulaci vzduchu (tlacitko c) a osvétleni (symbol Zarovky).

Po ukonéeni prace vypnéte cirkulaci vzduchu tlaéitkem o (osvétleni se vypne automaticky).
Vypnéte box otocenim klicku do polohy 0.

Vyucujici nasadi ultrafialovou lampu. Prostor sterilizujte.
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Pokud v boxu po kratsi dobu nepracujete, nevypinejte cirkulaci vzduchu. Pokud vypnete cirkulaci

a nenasadite UV lampu, mlZe do prostoru vnikat prach a mikroorganismy pfitomné ve vzduchu.
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Priloha 6

Popis mikroskopu Olympus CX21
(Skolni mikroskop Olympus CX21 - Navod k obsluze. Elsyst Enginnering, Vy$kov, 2003).

Upevtiovact sroub tubusu

Sroub zarszky

makroposuyy
KrouZek dioptricke
korekce
Revolverowy _—
nosié objekthv
o Kole&ko
Drzdk prepardts — -~ makroposuvu
Koledka
T =" mikroposuyy
Koletko apertumi —
clony _ .
T .. Koletko posuvu
,.-f-'"j . preparaty v oze Y
Drzak filtru - Y,
. W Koletko posuvu
/ preparaty v ose X
,-“'. Hlavni wvypinad
/ I: Zapnuta
i/ O Wypnuto

Kol edko nastavenl intenzity osvéteni
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