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Otazka: Kultivace mikroorganismu
Predmeét: Biologie

Pridal(a): werul3

1) Zivné pudy

Zivné pldy (media) pouzivand pro kultivaci MIO musi vyhovovat véem narok@im daného
mikroorganismu na vyZzivu, pH, osmoticky tlak a dalsi fyz.-chem. podminky.

Vlastnosti ZP:

» Dostatek vody - Zivotni pochody probihaji ve vodném prostredi
 Zdroj energie - shodny se zdrojem uhliku, u fototrofnich MIO je nahrazen svétlem
e Zdroj uhliku:

e cukry

 organické kyseliny

 alkoholy

e CO, pro autotrofy

* bilkoviny

e Zdroj dusiku: NH,"
* NO;
e aminokyseliny
» peptony (Castecné hydrolyzované bilkoviny)
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* bilkoviny

* Ostatni biogenni prvky - ve formé soli

* Specifické latky:
« nadbytek SO,” pro bakterie redukujici sirany
e vitaminy, aminokyseliny,..

Druhy ZP:

 PFirodni - mléko, platky mrkve nebo brambor, kokosové mléko,...
» Umélé - obsahuji vytazky prirodnich latek:
* sladovy vytazek
vyluh ze sladovych kli¢k{
kvasni¢ny autolyzat (yeast extract)
zahusténé maceci vody z vyroby kukufri¢.skrobu (corn steep liquor)
masovy vytazek (beef extract)
* hydrolyzat kaseinu
» Syntetické: pouzivaji se chemikalie s vysokym stupném Cistoty,
* je znamo presné chemické slozeni,
* k rozpusténi slozek se pouziva destilovana voda

Podle konzistence délime ZP:

» Tekuté - mléko, masopeptonovy bujon, sladina
» Ztuzené - agarem, Zelatinou
e Tuhé - mrkev, brambor

Podle uéelu ZP délime na:
» VSeobecné - rozmnozuji se na nich velké skupiny MIO (Pf. Masopeptonovy agar pro

bakterie, sladinovy agar pro kvasinky a plisné)
e Selektivni - zvyhodnuji rdst urcité skupiny MIO - obsahuji latky potladujici rdst
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doprovodné mikroflry

 Diagnostické - kromé latek potlacujici rdst nezadoucich MIO obsahuji jesté indikéator,
ktery barevnou zménou umozni urcit druh MIO (Pf.: X-glukuronid - modra barva kolonii
Escherichia coli, acidobasické indikatory - méni barvu pfi tvorbé kyselin ¢i amoniaku, ...)

Pfiprava zivnych pud:
K pfipravé ZP z pfirodniho materidlu se pouziva vodovodni voda, kterd nesmi

1. byt prilis tvrda
2. nesmi obsahovat vétsi mnozstvi zeleza
3. nesmi byt pfilis chlorovana

K pfipravé syntetickych a specialnich ZP pouzivdme destilovanou vodu, pro analytické
stanoveni vitaminl a aminokyselin pomoci MIO se pouzivéa redestilovana voda. Pro pripravu
ZP se nehodi voda upravena pfes iontoménice, je pfili§ kontaminovana MIO.

ZP se pfipravuje rozpusténim jejich soucasti ve vodé, je-li tfeba zahfeje se za neustélého
michani, pak se upravi pH, Zfiltruje, rozpIni do sterilnich nadob (zkumavek, banék, lahvi) a
ihned steriluje.

Dnes jsou na mikrobiologické kontroly kladeny prisné pozadavky a je tfeba pracovat se
standardnimi ZP, proto se vét$inou kupuji hotové susené ZP nebo praskové, u nichz se po
rozpusténi pouze upravi pH (dnes je vétsinou v ZP pufr, ktery pH udrzuje v deklarované
hodnoté) a provede se sterilace.

Uprava pH se provadi - 1M NaOH, 2M H,SO,, pro bakterie na hodnotu 7 - 7,3 a pro kvasinky a
plisné na 4,5 - 6. Pozor! Sterilaci klesne pH 0 0,1 - 0,3!

Filtrace se provadi skladanym filtrem, u silné vyvloc¢kovanych pld se pouZije vata a prvni podil
filtratu se vrati do nalevky a jesSté jednou se prefiltruje.

Ztuzovani se provadi agarem v koncentraci 1,5 - 3% podle jeho zelirovaci schopnosti. (Agar

je polysacharid z morskych ras), Je ve formé prouzk(, ,hoblinek”, mlety. Obsahuje malé
mnozstvi jinych organickych latek, v pfipadé potreby (pfi testech asimilace N kvasinkami) je Ize
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vymyt destilovanou vodou.Rozvareni se provadi na vodni Idzni nebo v autokldvu pfi sterilaci. Pri
kyselém pH (5 - 5,5) dochazi pfi zahrati k ¢aste¢né hydrolyze agaru a tim ke snizovani
rosolovaci schopnosti, proto se musi zvysit jeho mnozstvi na 2,5 az 3%. Ma-li plda pH nizsi nez
5, pH se upravuje az po sterilaci za aseptickych podminek. Po rozvareni agaru je nutno ptdu
dobre rozmichat (krouzivymi pohyby), dat pozor na kypéni ptdy! Bod tani agaru je 96°C, bod
tuhnuti 37 - 42°C, vyluCuje se kondenzacni voda.

Dalsi latkou pouzivanou ke ztuzeni pldy je Zelatina. Jde o bilkoviny (prevazuje kolagen, vyrabi
se ze Slach a kosti). Taje pri 22 - 25°C, nelze na této pddé kultivovat v termostatu, ani sterilovat
v autoklavu, navic fada MIO produkuje proteolytické enzymy, které zelatinu rozlozi a ztekuti.

Z téchto dlvodU se dnes Zelatina pouziva pouze k dikazu extraceluldrnich proteolytickych
enzymU u bakterii.

Zelatina se pfidava do pddy v mnozstvi 10 - 20%, b&hem rozpousténi na vodni |azni se musi
neustéle kontrolovat a upravovat pH na 6,9 - 7,0. Zelatina je sama kysel4, ale pfi zahrati
v kyselém pH ztraci zelirovaci schopnost (kyselad hydrolyza).

Pro péstovani autotrofnich MIO nesndsejicich organické latky se pouziva ke ztuzeni gel
kyseliny kremicité, ktery se pfipravuje z vodniho skla a HCI. Po vymyti vodou se napoji
Zivnymi roztoky.

Rozlévani ZP:

Pady se ihned po roztaveni pini do sterilnich banék, zkumavek pomoci nalevky, neztuzené pldy
Ize i byretou. Nesmi se potfisnit okraj nddoby ani zatka! Pomnozily by se MIO ze vzduchu a
prorostly dovnitf. Mnozstvi ptdy v nddobé nesmi byt vétsi nez 2/3 objemu (kypéni pri sterilaci).
Po rozliti se ihned steriluje.

Sikmé agary se pfipravuji tak, Zze se zkumavky naplni do 1/3 a po sterilaci se nechaji utuhnout
v Sikmé poloze - oprené o tycinku.

Liti do Petriho misek se provadi asepticky po sterilaci, okraje a vicka misek nesmi byt
potrisnény pldou, zatku nddobky béhem liti neodkladame. Bubliny odstranime jesté za
tekutého stavu plamenem kahanu. Po naockovani inkubujeme v obracené poloze (zavéseny
agar). Pfedsuseni desek Ize provést ulozenim desek do termostatu na 2 - 3 dny v obracené
poloze, kontaminované desky se pred ockovanim vyradi. Rychlé predsuseni Ize provést

v susarné pri 50 - 70°C, doba suseni otevienych misek polozenych dnem vzhlru je 5 - 30
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minut. U plastovych misek teplota nesmi presahnout 60°C.

Sterilace nadobi, Zivnych pud a pomucek:

Sterilace - vykon, kterym material zbavujeme Zivych mikroorganismd usmrcenim nebo
odstranénim.Nejpouzivangjsi metody:

* teplem

e UV zarenim

o filtraci

e chemickymi prostredky

Teplem:

» ozehavanim - pouziva se u hrdla zkumavek a banék, sklenénych tycinek, ockovacich
jehel a jiné sklenéné a kovové pomlcky. Oc¢kovaci jehly ozehujeme v oxida¢nim plameni
po celé délce jehly az do zhnuti dratku a kratce ozehneme i tu ¢ast drzaku, kterad bude
zasahovat do kultivacni nadoby. OZzehujeme tésné pred ockovanim a jehlu zchlazujeme
na nezaockované pldé, ve sterilni vodé nebo na okraji kultury. Po pouziti je nutno jehlu
opét radné vyzihat, aby se nezanesly MIO do prostredi laboratore. Chromniklové jehly se
nejdfive vypaluji v redukénim plameni, teprve potom v oxidacnim. Platinové pouze
v oxidacCni ¢asti plamene, jinak vznika kfehky karbid platiny.

» suchym teplem - sklenéné kultivacni nadoby, pipety, vatové filtry, Petriho misky a jiné
pomlcky zabalené do papiru pri teploté 160 - 180°C/2 hodiny. Nelze pouzit pro gumové
hadice, tkaniny, zivné pldy.

 vlhkym teplem - pouziva se pro zivné pldy, vodu, roztoky, tkaniny, gumové hadice,
likvidaci kultur.

1. tlakovou parou - pfi 0,1 - 0,15 Mpa, cozZ je 121 - 128°C v autoklavu

2. proudici parou - pfi 99 - 100°C/20 - 30 minut 3x po 24 hodinach tzv. frakcionovana
(prerusovana) sterilace. Spory po prvni sterilaci vykli¢i a vegetativni bunky se znici po
druhém varu. Treti den popripadé Ctvrty den se sterilace opakuje pro jistotu. Pouziva se
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u ZP nesnasejicich autoklav. U ZP nesnasejicich ani teplotu varu se pouziva tzv.
tyndalizace - 57°C/1 hodinu 8x po 24 hodinach

Filtraci - pro ciré kapaliny, které nesnasi zahrivani, pouziva se membranova filtrace, velikost
pord u filtrd je 0,1 - 05 mm.

Chemickymi prostredky - pro sterilaci Ci dezinfekci pracovnich ploch, do nadob pro
ukladanipouzitych pipet, likvidaci zbytkd kultur, napr. ndhodné rozlitych na pracovni

ploSe.NejCastéji pouzivané prostredky:

Ajatin, Septonex, aj. kvarterni amoniové base

Persteril 40% - rfedi se 1:80, plsobi i na kvasinky a plisné, i zfedény je silné korozivni

Ethanol - nejucinnéjsi je 50 - 70%

Formaldehyd 40% - pro dezinfekci termostatl se v nich necha odparovat az 24 hodin,
k urychleni se pridava k 25 ml 40% formaldehydu 12,5 ml horké vody a 25 g manganistanu
draselného a promicha se. Pary se zaCnou vyvijet po nékolika minutach.

Krystalek manganistanu draselného polozeného do stfedu kolonie zastavi jeji rdst.

2) O¢kovani mikroorganismu

Ockovani (inokulace) mikroorganismi je preneseni zivych bunék (inokula) zadaného druhu do
sterilni Zivné pldy za aseptickych podminek.

Asepticka prace zabranuje prlniku cizich mikroorganismt ze vzduchu a pracovnich pomucek do
kultury a naopak brani Gniku mikroorganismu z kultury ven. VyZaduje fadu zvlastnich opatreni i
znacnou zrucnost.

Zasady aseptické prace:
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1. v mistnosti se nesmi virit prach, byt prlivan a musi zde byt dokonala Cistota

. ruce si omyt pred praci mydlem a otfit dezinfekénim prostfedkem

3. dezinfikovat pred praci pracovni plochu, pracovat v blizkosti plamene, plamen
protahnout nékolikrat pracovnim prostorem

4. pracovat opatrné, co nejrychleji

N

5. hrdla nadob i zatky pred i po praci ozehnout plamenem
6. zatky nikdy neodkladat, drzet je b&hem celé prace mezi dlani a malikem, malikem a

prstenikem pravé ruky, nedotykat se rukou nebo jinym nesterilnim predmétem casti
zatky, ktera se bude zasunovat do kultiva¢ni nadoby

7. nadoby s kulturou nebo sterilnim roztokem ¢i zivnou pldou nechavat oteviené jen po
nezbytné nutnou dobu a drZet je oteviené hrdlem v blizkosti plamene v silné naklonéné
poloze

Ockovani klickou:
1. ze zkumavky do zkumavky
2. ze zkumavky na Petriho misku a naopak

3. z misky do misky

Ve zkumavce miizeme mit tuhou ZP (3ikmy, polosikmy agar) nebo tekutou ZP. O¢kujeme
¢arkovanim nebo vinovkou.

Ockovani jehlou:

Jehla se pouzivéa pfi o¢kovani vpichem do ztuzené ZP ve zkumavce. Tuto metodu pouzivdme pfi
kultivaci anaerobnich nebo mikroaerofilnich MIO, pro sledovani narokl na kyslik nebo pfi
sledovani typu ztekucovani zelatiny.

Vpich se provadi rovnou oc¢kovaci jehlou, dovnitf i ven se musi tdhnout stejnou stopou, aby se

netvorily kratery. Pri o¢kovani je vhodné drzet zkumavku vodorovné a ruce opirat lokty o stdl
nebo svisle dnem vzhiru. Vpich zasahuje 0,5 cm nad dno zkumavky.

Ockovanim pomoci pipety:
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Sterilni pipetu pouzivame pfi ockovani vétsiho objemu tekutého inokula. Pipeta se vyjme

z obalu tésné pred pouzitim v blizkosti plamene, dotykdme se ji pouze v horni ¢asti, kterad
nebude zasahovat do kultiva¢ni nddoby. (Pipetu a nddoby s kulturou a Zivnou ptdou drzime
v pravé ruce, leva ruka sunda vicka a nadoby - vétSinou zkumavky - se prendaji do levé ruky.
Nic se neodklada na stul !!!). Pouzitou pipetu odlozime do vélce s dezinfekénim roztokem!
Hrdla nadob i vicka ozehneme a uzavieme.

3) Inkubace

Po zaocovani pldy se musi nechat mikroorganismy rdst (kultivovat) pri jejich optimalni teploté.
Kvasinky a plisné pfi 25°C, mezofilni pfi 30 - 37°C, psychrofilni pfi 6 nebo 20°C a termofilni pfi
55°C. Agarové desky inkubujeme prevracené vickem dolu (tzv. zavéseny agar), aby na kulturu
nekapala kondenzacni voda. Inkubacni doba je pro bakterie a kvasinky 24 - 48 hodin, pro plisné
2 - 5dnd.

Aerobni kultivace.

Aerobni MIO ockujeme na povrch agaru na Petriho miskach, na Sikmy Ci poloSikmy agar nebo je
mdlzeme kultivovat v malém objemu kapaliny. Chceme-li péstovat aerobni MIO ve vétSim
objemu tekuté pldy, musime pddu neustéle okysli¢ovat - tfepanim na automatické trepacce
(dochazi rovnéz k lepSimu rozptylu bunék a jejich pfistupu k zivinam), turbinovym michadlem,
které u hladiny zaroven ,nasava“ vzduch a vmichava ho do zivné pddy nebo pfivadénim
stlaceného vzduchu ke dnu nadoby. Vzduch se v tomto pripadé se vzduch steriluje prlichodem
pres filtr nebo promyvacku s dezinfekénim roztokem.

Anaerobni kultivace.
Anaerobnich podminek dosahujeme nékolika zplsoby, ¢asto se navzajem kombinuiji.
1. vypuzeni kysliku z pady varem, po zaockovani pddu prevrstvime tuhym nebo tekutym
parafinem nebo 3% sterilnim rozehrfatym agarem 3 - 4 cm vysokou vrstvou

2. odstranéni kysliku ze vzduchotésné uzavrené nadoby odsavanim, chemickou reakci,
nahradou inertnim plynem - oxidem uhlic¢itym, dusikem, vodikem - zde je nutno zabranit
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styku s plamenem nebo elektrickym jiskfenim. Priklad chemické smési k odstranéni
kysliku z kultiva¢ni nddoby: praskované Zelezo s uhli¢itanem sodnym a kyselinou
citronovou. Jaké reakce budou po ovlhéeni této smési probihat? Dalsi smésjena 1|
vzduchu: 7g pyrogallolu a 50 ml 20% KOH

3. snizeni oxidoreduk¢niho potencidlu zivné pady pridanim redukujicich latek: thioglykolat
sodny, kyselina askorbova, sifiCitany, thiosirany, cystein

4) 1zolace mikroorganismu
Izolace je ziskdvani Cisté kultury urcitého mikroorganismu ze smési, pouziva se:

1. k ziskani Cistych kultur z pfirodniho materialu
2. k Cisténi infikovanych kultur

Princip izolace spociva v dostate¢ném naredéni smési mikroorganismt a naockovani na Zivnou
pldu tak, aby vzniklé kolonie pochazely od jediné burky.

Selekce (vybér) je ziskavani vhodnych kmend, tedy ziskavani bunék urcitych vlastnosti
z kultury, ktera je druhové jednotna, ale fyziologicky neni homogenni (nékteré bunky se
biochemicky i tvaroveé lisi).

Izolacni techniky kontrolované makroskopicky.

1. 1zolace litim desek - mikrobialni smés se rozmicha v roztavené Zivné pidé (sladinova
Zelatina pro kvasinky, masopeptonovy agar pro bakterie), do pldy se m{ze pridat latka,
ktera potlaci doprovodnou mikrofléru - napfiklad antibiotika.

2. Izolace roztérem - 0,1 ml zfedéné smési MIO ve fyziologickém roztoku se nanese pipetou
na povrch agaru a rozetre sklenénou tycinkou - pouziva se hlavné u kvasinek a plisni

3. Céarkovanim na desky (kfizovym roztérem)
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Vyvijejici se kolonie sledujeme pouhym okem a jejich Cistotu zjistujeme mikroskopicky az po
jejich dostatecném narlstu. Ke kontrole se pripravuje fixovany preparat barveny podle Grama.

Izolacni techniky kontrolované mikroskopicky.

Tyto metody dovoluji sledovani celého izolacniho postupu pomoci mikroskopu a skytaji zaruku,
Ze narostla kolonie vznikla skute¢né z jedné burky. Nej¢astéji se dnes pouziva:

Izolace pomoci mikromanipuldtoru - fidka suspenze bunék se nanese na tenkou vrstvu agaru
na krycim skli¢ku, které se preklopi na zvlastni komurku, a pomoci jehly mikromanipulatoru se
jednotlivé bunky prenesou na vhodné misto tohoto agaru. Zde se kultivuji.

Propagace - je preneseni nakultivované a zkontrolované kolonie vypéstované z jedné bunky
do tekuté Zivné pldy. Podle velikosti kultiva¢ni nddoby rozliSujeme propagaci laboratorni a
provozni. Slouzi k velkému pomnozeni kulturnich mikroorganismu - vyrobé Cistych
technologickych kultur (pivovarské, lihovarské kvasinky, Cisté mlékarské kultury,..)

5) Identifikace mikroorganismu

Identifikaci mikroorganismu se rozumi stanoveni pfislusnosti studovaného mikroorganismu
k urcité taxonomické skupiné (Celed, rod, druh). Postup:

1. zajistit si Cistou kulturu - nafedit a naoCkovat kfizovym roztérem, k identifikaci se vybira
typicka kolonie

popsat makroskopicky vzhled kolonii

pripravit mikroskopicky preparat - nativni, fixovany a barveny - dle druhu MIO

radné popsat mikroskopické znaky

provést biochemické testy - zkvasovani cukrd, tvorba plynu, indolu, sirovodiku,
kyselin,...

6. pomoci klice urcit rod, druh

ik W
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