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MIKROBIOLOGICKA LABORATOR Téma 1

Mikrobiologicka laborator patri z hygienického hlediska k rizikovym pracovistim, a proto je
bezpodminecné nutné dodrzovani zasad bezpecnosti, zejména poradku, naprosté Cistoty a
aseptické prace. Mikrobiologické pracovisté je urceno pouze pro provadéni predepsanych
cviceni v ramci vyuky, pro vyzkumné experimenty a nesmi byt vyuzivana pro jiné Ucely.
Zarizeni mikrobiologické laboratofe by mélo odpovidat kritériim a normam CSN, EN a ISO.

Pravidla pro praci v mikrobiologické laboratori
Obecné platné zasady

1. Na kazdé praktické cviceni se predem teoreticky pripravte, seznamte se s Ukoly a
postupem prace.

2. Dodrzujte zasady pro praci s chemikaliemi, elektrickymi a plynovymi spotrebici.

V pribéhu cviceni peclivé uzavirejte privod plynu do kahanu. Seznamte se také s umisténim
hlavniho uzavéru plynu, ktery je nutné uzavirat vzdy pri opusténi laboratore.

3. Své pracovni misto udrzujte v poradku.

4. Kazdy mensi pozar ihned haste, pri haseni vypnéte privod plynu. Maly ohen nehaste nikdy
rukou - pouzijte hadr, knihu apod.; k haseni vétsiho plamene pouzijte hasici pristroj.
Seznamte se s umisténim hasiciho pristroje a jeho pouzitim.

Pri pozaru ihned opustte laborator a ohlaste pozar vratnici budovy A tel. 3111, pripadné
volejte hasice tel. 150.

Specifické zasady pro praci s mikroorganismy

Prace s mikroorganismy vyzaduje disledné dodrzovani predepsanych pravidel osobni i
pracovni hygieny, nebot’ se vyznacuje zvysenym rizikem nakazy.

Prace, ktera prisné respektuje potrebna preventivni opatreni smérujici k zabranéni jakékoli
kontaminace, se oznacuje jako asepticka.

Zakladni zasady aseptické prace

1. Pro praci v mikrobiologické laboratori je predepsan ochranny plast.
2. Pred zacatkem prace i po jejim ukonceni je nutné umyt ruce mydlem.

3. Pri urcenych cinnostech je nutné pracovat v ochrannych gumovych rukavicich (napr. pri
dekontaminaci pouzitého materialu).

4. Je nezbytné dodrzovat naprosty poradek na pracovnim stole a Uzkostlivou Cistotu. Na
pocatku i na konci cviceni je nutné pracovni plochu otrit dezinfekénim roztokem.

5. Pouzité laboratorni sklo se ihned po pouziti odklada do zvlastnich nadob s dezinfekcnim
roztokem. Pouzité predméty se nesmi odkladat na pracovni stul.



6. Ockovaci jehly a klicky je nutné pred a po pouziti peclivé vyzihat v plameni.

Pokud dojde ke kontaktu sterilnich pomtcek s rukou, pracovnim stolem, odévem nebo s
jinym nesterilnim predmétem, musi se odlozit a je nutné pouzit nové = sterilni nastroje.

7. Suspenze mikroorganismi se vétSinou pipetuje automatickymi pipetami nebo pomoci
balonku.

Pokud se do pipety suspenze mikroorganismui nasava Usty, Usti pipety se pfedem zajisti vatou
tak, aby roztok nemohl proniknout do Ust.

Po pouziti se vata vyjme pinzetou a odhodi do dezinfek¢niho roztoku.

8. Nadoby s kulturami nesmi nikdy zlstat zbytecné dlouho oteviené, nebot hrozi jejich
kontaminace mikroorganismy z prostredi. VSechna hrdla sklenénych Erlenmeyerovych banék
a zkumavek se musi po odzatkovani a pred jejich uzavrenim sterilizovat ozZihanim v plameni.
Ziha se tak dlouho, dokud nezmizi zamlzeny prstenec na hrdle.

9. Pri praci s kulturami mikroorganismu se nesmi zbytecné mluvit, aby se kapénkami
nekontaminovala zivna média; ze stejného dlvodu se pri praci s kulturami nesmi otvirat okno
a vétrat. Vhodné je také pouzivat Ustni rousku.

Je zakazano v mikrobiologické laboratori jist a pit.

10. Pouzité kultury mikroorganismd se nikdy nesmi vylévat do vylevky, musi se nejprve
usmrtit teplem nebo chemicky.

11. Do drezu nepatfi ani zbytky rozpusténych agarovych pad, nebot’ hrozi ucpani odpadu.

12. Rozbité sklo se vklada do igelitovych sacku do odpadkového kose k tomu uréenému, které
se pak uzaviraji a likviduji predepsanym zplGsobem.

Prvni pomoc pri nehodach v mikrobiologické laboratori

1. Seznamte se s umisténim lékarnicky v laboratori a s jejim vybavenim.

2. Pfi proniknuti infekéniho materialu do Ust jej ihned vyplivnéte. Usta si pak opakované
vyplachnéte nejprve cistou vodu, pak zredénym dezinfekénim roztokem, napr. 0,1%
hypermanganem, Lugolovym roztokem, peroxidem vodiku. Nékdy se doporucuje zvykat
kousek chleba a poté jej vyplivhout.

3. Pri polknuti infekcniho materialu vypijte malé mnozstvi zakladniho (masopeptonového)
bujénu. Tim se podniti sekrece Zaludecnich stav, jejichz kyselou reakci je prirozené znicena
vétsina patogennich mikroorganismu. Po 20 min. spolknéte nékolik tablet zivocisného uhli.
Doporucuje se také vypit asi 20 ml zredéné 0,2% kyseliny chlorovodikové.

4. Pri infekci oka ihned oko peclivé proplachnéte cistou vodou a pak Opthalem nebo
Opthalmo-Septonexem.

5. Pri povrchovém poranéni klze pripadné potrisnéni infekénim materialem postizené misto
ihned dezinfikujte.

6. Peclivé zvazte vsechny okolnosti tykajici se vniknuti infekéniho materialu do organismu,
zejména virulenci a patogenitu infekcniho agens, podle zavaznosti se pripadné poradte se
svym osetrujicim lékarem o nutnosti preventivnich opatreni, napr. o podavani antibiotik.
Prestoze jsou pri vyuce student( prednostné pouzivany nevirulentni nebo malo virulentni
mikroorganismy, pracujte s nejvétsi opatrnosti. Pamatujte, ze vSechny mikroorganismy
mohou byt potencionalnimi patogeny.

7. Vsechny nehody je nutné ihned hlasit vyucujicimu.




Mikrobiologicka laborator a jeji vybaveni

Zarizeni mikrobiologické laboratore musi vyhovovat predevsim hygienickym pozadavkim
Casté dezinfekce.

Laboratorni pristroje
e Ockovaci boxy (laminarni boxy, flow-boxy)

Ockovaci boxy jsou urceny pro praci s kontaminovanym mikrobiologickym materialem a
toxickymi latkami bez pristupu vzduchu z vnéjsiho okoli laboratore. Ochrana je zajisténa
proudénim sterilniho vzduchu s vlastni filtraci, sterilita atmosféry v boxu se musi pravidelné
ovérovat. Pro specialni Ucely mohou byt vybaveny napriklad privodem plynu, mikroskopem,
germicidni lampou s casovac¢em i dalSim zarizenim podle potreb laboratore.

o Termostaty (inkubatory)

Termostaty jsou pouzivany ke kultivaci mikroorganismu, tkanovych kultur, biologickych a
biochemickych vzorku vyZadujicich stalou teplotu. Zpravidla to jsou kovové skiiné s dvojitym
plastém, ve kterych cirkuluje voda ¢&i vzduch. Jejich hlavni soucasti jsou regulacni
teploméry, které pri dosazeni urcité teploty temperovaného prostoru vypinaji nebo pri
poklesu teploty zapinaji elektrické vytapéni. Mezi doplnujici vybavu patri digitalni systémy
rizeni osvétleni, alarmy, ¢idla pro nezavislé méreni teploty vzorkd, vlhkosti, CO.

Zakladni typy termostatu:

> standardni = udrzuji teplotu + 5°C oproti teploté v laboratori
> chlazené = mohou kromé vyhrivani vzduch v termostatu také ochlazovat, nebot’ jsou
napojeny na chladici jednotku; udrzuji teplotu v rozmezi 0-99°C

e Sterilizatory

Sterilizatory slouzi k dokonalému usmrceni vSech Zivych mikroorganism0 a jejich spor, které
se vyskytuji na laboratornim skle, v Cerstvé pripravenych zivnych mediich i v dalsim
laboratornim materialu, moderni pristroje jsou schopny vyvijet teplotu az 250°C.

Zakladni typy sterilizatoru:

> horkovzdusné = vyuzivaji se nejcastéji pro sterilizaci laboratorniho skla za sucha
(susarny), byvaji vybaveny automatickou regulaci teploty v rozmezich 60-200°C.
V susarnach je zakazano susit tékavé latky nebo material se zbytky organickych
rozpoustédel, nebot’ hrozi nebezpeci vybuchu. Nesmi se v nich sterilizovat material
z umélé hmoty, pryZové a textilni predméty, latky obsahujici vodu a kovové nastroje
s ostfim - skalpely, nlzky, jehly;

> parni (autoklavy) = umoznuji sterilizaci plsobenim syté vodni pary pfi stanovené
teploté, tlaku a délce sterilizacni expozice. Vlastni sterilizacni proces probiha v
uzavrené tlakové komore vyrobené z nerezavéjici oceli. Pristroje maji systémy velmi
rychlého vyvijeni pary, prednastavené programy pro moznost volby v zavislosti na
druhu sterilizovaného materialu, testovaci programy, vakuovy test vzduchotésnosti
komory, programy vicefazového suseni s odvétravanim. Pristroje také umoznuji
dekontaminaci vzorkl v uzavrenych lahvich a pouzitych Zivnych ptd. U modernich
pristroju byva uvniti bezpecnostni ¢idlo (teplotni zavora), které znemoznuje otevreni
dveri, je-li teplota vyssi nez 80°C, nebot hrozi nebezpeci opareni. Tyto pristroje jsou
v mikrobiologické laboratori nejcastéji pouzivany ke sterilizaci zivnych pld pred
jejich pouzitim a roztokl obsahujicich tepelné nestalé slozky.



> vakuové = tyto pristroje pracuji ve vakuu pri vytésnéni vzduchu inertnim plynem a
pouzivaji se pri sterilizaci na oxidaci citlivych substanci (prasky, granulaty)

V souladu s platnymi predpisy pro sterilizaci (Vyhlaska MZ CR 195/2005 Sb., kterou se
upravuji hygienické pozadavky na provoz zdravotnickych zarizeni ve spojeni s platnymi
normami CSN EN) musi byt o sterilizaci vedeny zaznamy, kontrola a archivace sterilizacnich
protokoll je mozna standardné pomoci tiskarny. Pro moderni a prehledné zobrazeni
protokolt jednotlivych cykli a jejich bezpecné archivovani na pevném disku je mozné
moderni pristroje propojit s poCitacem nebo pocitacovou siti.

V mikrobiologické praxi se nejcastéji vyuziva programu pro sterilizaci zivnych pud, které se
ridi konkrétnim navodem pro jejich pripravu. Nejpouzivanéjsi program je na 15-30 min. pri
teploté 121°C.

e Destilacni aparatura

V mikrobiologické praxi se pouziva vyhradné destilovana (demineralizovand) voda, kterou
vyrabi destilacni pristroj; moderni pristroje pracuji na principu reverzni osmodzy a
deionizace.

e Vodni lazné

Vodni lazné jsou vyhrivané nadoby naplnéné destilovanou vodou, které umoznuji udrzovat
stalou teplotu pomoci termostatu. Slouzi k rozehrivani médii, mohou byt vyuzivany také ke
kultivaci. Cirkulacni systém ve vodni lazni zajistuje teplotni stabilitu v celé lazni.

Pri provozu lazné se voda trvale odparuje, proto se musi mnozstvi vody neustale kontrolovat
a jeji objem doplnovat tak, aby hladina vody byla vzdy vyse nez topné téleso; modernéjsi
pristroje jiz obsahuji elektronickou kontrolu vodni hladiny se zvukovou signalizaci jejiho
doplnéni.

¢ Chladni¢ky, mraznicky a mrazici boxy

Chladnicky slouZi ke kratkodobému uchovavani vzorka, kultivacnich medii, roztokd ¢i kultur
mikroorganismu.

Dlouhodobé (asi trimésicni) uchovani kultur umozniuji mraznicky do -20°C; po delsi dobu lze
uchovavat vzorky pouze v hlubokomrazicich boxech pri teplotach v rozmezi -50°C az -85°C.

Spickové mikrobiologické laboratofe byvaji také vybaveny lyofilizatory, které umoziuji
lyofilizaci (vymrazovani) vzorkd, kdy se ze vzorku pod vakuem odparuje voda za jejich
soucasného namrazovani pri teploté -50°C na kondenzacni spiralu. Lyofilizované kultury
bakterii jsou opét zZivotaschopné po rozsuspendovani ve vodé.

e Trepacky (vortexy) a magneticka michadla

Trepaci a michaci pristroje slouzi k protfepavani a promichavani roztokd a tekutych
kultivacnich medii, kde se timto zplsobem vytvareji optimalni podminky pro rast kultur.
Krouzivy horizontalni pohyb zajistuji elektromotory, byvaji opatreny elektronicky rizenou
regulaci teploty a casovym spinacem.

e Centrifugy

Centrifugy se pouzivaji k separaci jednotlivych suspenzi v kapalinach pomoci odstredivé sily.
Otacivy pohyb je generovan rotorem, do centrifugy se vkladaji kyvety se vzorkem. Moderni
pristroje, které =zajistuji odstfed'ovani vzork( pri uréité teploté, byvaji vybaveny
mikroprocesorem umoznujicim jejich programovani a chlazeni.

e Vyvévy

Vyvévy jsou zarizeni, ktera se pouzivaji k membranové filtraci, mohou byt vodni nebo
olejové.



e Laboratorni vahy

Soucasti kazdé laboratore musi byt kvalitni laboratorni vahy s vysokou citlivosti; vahy mohou
mit interni i externi (meteorologicky ovérenou) kalibraci.

e Laboratorni pH metry

Pristroje se pouzivaji ke stanoveni kyselosti kultivacnich médii a roztokd, nejvhodnéjsi jsou
pH metry s presnosti 0,1 pH jednotek.

e Kahany

K privodu plynu na laboratorni stil se nejcastéji pouziva Bunsenilv nebo Meckertv plynovy
kahan, pripadné lihové kahany; ohen je nutny k pohotovostni sterilizaci ozihanim hrdel
kultivacnich nadob a ockovacich nastroja.

o Fotometry a spektrofotometry

Mezi dllezita zarizeni pro méreni absorpce svétla vzorkem patri fotometricka zarizeni, ktera
predstavuji optické pristroje uzivané k hodnoceni mnozstvi propusténého nebo pohlceného
svétla v zavislosti na vlnové délce a koncentraci latky v roztoku.

e UV (germicidni) lampa

Ke sterilizaci kontaminovaného prostredi se v mikrobiologické laboratori vyuzivaji germicidni
(UV) zarice, které jsou umistény nejcastéji na stropu mistnosti. Lampy se zapinaji zpravidla
v noci, zasadné v dobé nepritomnosti pracovnik(. Nejvyssi ucinnosti je dosazeno pri zareni
v rozmezi vinové délky 200-280 nm, optimalni vlnova délka zareni je 260 nm.

Komercné vyrabéné germicidni lampy emituji zareni o vlnové délce 253,7 nm a nelze je
zaménovat s UV lampami vyuzivanymi k vyhodnoceni fluorescence, které emituji zareni o
vlnové délce 360 nm.

e Mikroskopy

Kazda mikrobiologicka laborator by méla byt vybavena kvalitnimi laboratornimi mikroskopy.
Pro pozorovani mikroorganismu v prochazejicim svétle se pouzivaji optické mikroskopy s
imerznimi objektivy se zvétsenim 1500-2000krat; velmi vhodné jsou také fluorescencni ci
elektronové mikroskopy.

Laboratorni sklo a nastroje

e Kultiva¢ni nadoby

Mikrobiologické zkumavky jsou na rozdil od bézné pouzivanych zkumavek v chemické
laboratori z umélé hmoty nebo silnosténného skla a maji rovné okraje. Pouzivaji se ke
kultivaci v tekutych, tuhych i polotuhych pidach a k biochemickym testim. Zkumavky se
uzaviraji vatovymi zatkami, které by mély zasahovat do 2/3 zkumavky nebo kovovym
(hlinikovym) uzavérem.

Zvlastnim typem jsou Durhamovy zkumavky (plynovky), které se pouzivaji k zachyceni plynu
tvoreného mikroorganismy.

Petriho misky jsou pouzivany ke kultivaci mikroorganismi na pevnych zivnych pudach,
k izolaci kultur, ke studiu kolonii i rGznym testdm. Nejcastéji se pouzivaji misky o priméru
90-100 mm (vyrabéji se v rozmezi velikosti 40-200 mm). Nékteré mohou mit délené dno na
Ctyri oddily, coz umoznuje ockovani kultury na ¢tyri odlisSna média.



Erlenmeyerovy banky jsou vyuzivany zvlasté ke kultivaci mikroorganisml v tekutém médiu;
mohou v$ak byt vyuzity i ke kultivaci na tuhych rovnych nebo Sikmych pudach. Jsou vhodné
pro kultivaci za aerobnich podminek i pro pripravu zasobnich roztokd a kultivacnich médii.

Fernbachovy banky a Rouxovy lahve se v mikrobiologii pouzivaji méné casto. Slouzi ke
kultivaci mikroorganismi na tekutych meédiich, pri které je vyzadovan velky povrch
substratu.

e Odmeérné sklo

Sklenéné délené pipety na objemy 1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml, 20 ml, 25 ml se pouzivaji k méreni
presnych objemu roztok( nebo suspenzi mikroorganismu. Pfi zpracovavani vétsiho mnozstvi
vzork( se v mikrobiologické praxi velmi ¢asto vyuzivaji automatické pipety (i multikanalové)
a mikropipety s nastavitelnym objemem. Pouzité spicky se odhazuji do nadob s dezinfekénim
roztokem nebo do uzaviratelnych igelitovych sacka.

Odmérné valce pro objemy 10 ml a vice se pouzivaji k méné presnému odmérovani objemd
kapalin pri michani rdznych roztokd a kultivac¢nich medii.

e Mikroskla

Mikroskopicka sklicka — podlozni a kryci sklicka se pouzivaji pfi prfipravé preparata.
V mikrobiologické laboratori se Cista sklicka uchovavaji v roztoku kyselého alkoholu (ethanol
+ 3% HCl) nebo v 95% etanolu, aby byla sterilni, nezaschla a neslepila se.

Pouzita sklicka se shromazd'uji v uzavrené nadobé s kyselym alkoholem, pak se odmastuji
xylenem nebo chromsirovou kyselinou, a po opakovaném oplachnuti destilovanou vodou se
vkladaji do 50% alkoholu.

Pro pocitani kultur mikroorganismd se v mikrobiologii a hydrobiologii vyuzivaji specialné
upravena podlozni sklicka s Thomovou nebo Biirkerovou komurkou.




e Ockovaci nastroje

Ockovaci nastroje slouzi k prenaseni mikroorganismd do kultivaénich médii — k ockovani
(preockovani) mikrobiologickych kultur.

Mezi zakladni ockovaci nastroje patfri:

» ockovaci klicky jsou tvoreny niklovym, niklchromovym nebo platinovym dratkem na
konci s ockem; vyrovnanim dratku lze ziskat ockovaci jehlu, dratek je upevnén v
Kolleho drzaku;

> ockovaci lancety jsou tvoreny dratkem s rozSirenym koncem, jehoz hrany jsou
vybrouseny do ostri;

> Pasterovy pipety jsou sklenéné trubicky na jednom konci zUzeny do kapilary.
Pouzivaji se pri odbéru suspenznich kultur z tekutych medii, pri ockovani do tekutych
medii a pro pridavani riznych reagenci; jsou vhodné také k barveni mikroskopickych
preparatd.

)

Laboratorni sklo pouzivané pro praci s mikroorganismy musi byt velmi peclivé umyto, nebot
rist mikroorganismu brzdi i stopova mnozstvi (1 pg/ml) mycich prostfedki a chemikalii.
Z toho ddvodu je nutné duikladné sklo oplachnout pod tekouci vodou a pak opakované
v destilované vodé. Po dokonalém oplachnuti se sklo vklada do susarny a susi se pri teploté
60°C asi 20 az 30 minut. K myti bézného laboratorniho skla je vhodné, alespon obcas, pouzit
3% roztok kyseliny chlorovodikové, umyté sklo se pak neutralizuje sodou (5% NaCOs3),
nakonec se sklo dikladné oplachne.

Pouzité pipety se odkladaji do valce s dezinfekénim roztokem (2% roztok ajatinu), ostatni
pouzité laboratorni sklo se odklada do nadoby s vodou a pridavkem vhodného detergentu.

zkumavky Petriho miska ockovaci nastroje



it EVROPSKA UNIE
* * Evropskeé strukturalni a investi¢ni fondy
* *

* 4k Operacni program Vyzkum, vyvoj a vzdélavani MINISTERSTVO SKOLSTV

Téma: MIKROBIOLOGICKA LABORATOR Pracovni list 1
Jméno: Akademicky rok:

S,kupina: Datum:

Ukol: Uzavirani mikrobiologickych zkumavek

Material:

mikrobiologické zkumavky a banky, bunicita vata, gaza

Pracovni postup:

1. Z bunicité vaty nastfihejte asi 6 cm Siroké prouzky (podle priméru zkumavky nebo
banky), které podélné postupné prekladejte na polovinu, az nakonec vznikne jedina
vrstva. Takto pripravené pruhy svinte do tuhého valecku, ktery se obali gazou a na hornim
konci bal zajistéte zavazanim niti.

2. Hotova zatka nesmi byt v hrdle zkumavky (banky) prilis volna (hrozi, ze pri sterilizaci
zapadne dovnitr) ani tésna (obtizné otvirani pri manipulaci).

Zatka s optimalni velikosti vydava pri otevirani zkumavky charakteristicky zvuk.

Pfi kultivaci aerobnich mikroorganism( lze pouzit k uzavirani zkumavek a Erlenmeyerovych
banék vatové a papirové zatky nebo kovové uzavéery typu Kapsenberg.

Vsechny uzavéry musi byt schopné sterilizace, umoznit dobrou vyménu plyni mezi vnéjsim
prostfedim a kultiva¢ni nadobou a soucasné zamezit vstupu nezadoucich mikroorganismda,
takze nedochazi k sekundarni kontaminaci z vnéjsiho prostredi.

Spravné uzavreni zkumavek a Erlenmeyerovych banék je kli¢ové pro celou dalsi aseptickou
praci.
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*
x & o Operacni program Vyzkum, vyvoj a vzdélavani

EVROPSKA UNIE
Evropské strukturalni a investi¢ni fondy

Otazky k opakovani Pracovni list 1

1. Uved'te zakladni rozdily mezi mikrobiologickou a béznou biologickou laboratori:

5. Které laboratorni sklo lze pouzit ke kultivaci mikroorganism( v tekutych médiich?
Které sklo je vhodné pro kultivaci v tuhych médiich?

8. Zakreslete rozmisténi teplot v plameni kahanu. Ktera cast plamene je nejvhodnéjsi pro
sterilizaci ockovacich nastroju?

9. Seznamte se s tvarem Fernbachovych a Rouxovych laboratornich nadob.
K jakym Géelum se nejcastéji vyuzivaji v laboratorich?

11



- % EVROPSKA UNIE
* * Evropské strukturalni a investi¢ni fondy
* *

* 4 K Operacni program Vyzkum, vyvoj a vzdélavani

ZAKLADY MIKROSKOPOVANI Téma 2

Nejrozsirenéj$i metodou studia vnéjsi a vnitfni struktury bunék mikroorganismi jsou
mikroskopicka pozorovani. Mikroskopie je souhrnny nazev metody, ktera zahrnuje pripravu
preparat( k pozorovani a praci s mikroskopem. Mikroskopy dnes patfi mezi zakladni vybaveni
kazdé biologické laboratore, pro narocna pozorovani se pouzivaji mikroskopy ve spolupraci
s moderni PC technikou.

Kazdy mikroskop se sklada z mechanické Casti, optické casti a zdroje svétla.

Mechanickou cast mikroskopu tvori stativ, stolek na preparaty s krizovym posuvem, tubus s
revolverovym nosi¢em objektivl, mikrometricka a makrometricka posuvna zarizeni.

Stativ tvori nosnou cast mikroskopu a zajistuje jeho stabilitu, ¢asto vybiha v rameno, které
slouzi k prenaseni mikroskopu. Stredni cast mikroskopu tvori tubus a na jeho spodni strané
je umistén revolverovy nosi¢ objektivi. Uchyceni a posun mikroskopickych preparatd na
stolku zajistuji drzaky a Srouby pro krizovy posuv preparat(. Zaostfovani pfi pozorovani se
provadi zaostrovacimi Srouby: makrosroub slouzi k hrubému zaostreni a mikrosroub slouzi k
jemnému doostreni vysledného obrazu.

Opticka ¢ast mikroskopu zahrnuje soustavu objektiv( a okular, optické filtry a clonu.

Kvalita obrazu zavisi zejména na vlastnostech objektivu. Objektiv predstavuje systém cocek,
které vytvari skuteCny a zvétseny obraz pozorovaného objektu. Na objektivech zpravidla
byvaji vyznaceny dvé hodnoty: zvétseni a numericka apertura (A); ¢im vétsi je numericka
apertura objektivu, tim vétsi je jeho rozliSovaci schopnost. Objektivy se déli na suché (pro
pozorovani ve vzduchu) a imerzni (pozorovani v oleji).

Prosvétleni zorného pole zajistuje kondenzor, jehoz intenzitu lze ménit nastavitelnou clonou
a vkladanim filtrd. Vysledny obraz do oka pozorovatele privadi okular.

Zdrojem svétla v mikroskopu muzZe byt denni viditelné svétlo, které je u starSich typu
mikroskopu privadéno pohyblivym zrcatkem, nebo umélé svétlo z osvétlovaciho zarizeni,
které je zabudovano jako soucast stativu.

Vybrané druhy mikroskopie
e Opticka (svételna) mikroskopie

Opticky mikroskop umoznuje pozorovat objekty vyrazné zvétSené za pouziti prirozeného
nebo umélého svétla. Nase laboratorni mikroskopy typu CX31 firmy Olympus nejsou zavislé
na vnéjsim zdroji svétla, k osvétleni vyuzivaji LED diodové lampy.

Obraz vstupujici do mikroskopu je objektivem zvétsen a otocen, takto zvétseny obraz je
poté jesté zvétsen okularem. Okular ma obvyklé zvétseni 10x az 20x, objektivy 5x az 100x,
vysledné zvétSeni mikroskopu tak mulze byt az 2000x. Vysledné zvétseni mikroskopu je
soucinem obou zvétseni — okularu a objektivu.

Zvétsovani u svételné mikroskopie ma vsak svoje limity, které jsou dany zejména vlnovou
délkou pouzitého svétla a vlastnostmi optickych casti mikroskopu. Maximalni rozliseni
detaill je dano numerickou aperturou objektivu (A), kterou lze urcit ze vztahu A = n.sina,
kde n je index lomu prostredi mezi cockou objektivu a preparatem, a je polovina otvorového
Uhlu objektivu (Uhel mezi dvéma krajnimi paprsky, které mohou projit do objektivu).
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Numericka apertura kazdého objektivu by na ném méla byt napsana, obvykle pod Cislem
udavajicim jeho zvétseni. Na numerické aperture zavisi také rozliSovaci schopnost objektivu
(d), tedy nejmensi vzdalenost mezi dvéma odliSitelnymi body. RozliSovaci schopnost lze
vypocitat podle vzorce d = A : A, kde A je vlnova délka privadéného svétla, A je numericka
apertura objektivu.

Rozlisovaci schopnost ovliviuje i tzv. hloubku ostrosti, ktera predstavuje vzdalenost dvou
nad sebou polozenych rovin, mezi kterymi je obraz ostry. Cim vétsi je rozliSovaci schopnost,
tim mensi je hloubka ostrosti.

e Mikroskopie ve fazovém kontrastu

Metodu mikroskopovani ve fazovém kontrastu poprvé popsal a zavedl do mikroskopické praxe
v roce 1935 nizozemsky fyzik Frederik Zernike (1888 — 1966). Za konstrukci tohoto fazové
kontrastniho mikroskopu mu byla udélena v roce 1935 Nobelova cena za fyziku.

Zarizeni pro fazovy kontrast se sklada z fazového kondenzoru s fazovymi clonami,
pomocného mikroskopu, sady objektivll a sady filtrd. Pro mikroskopii ve fazovém kontrastu
se dnes vyrabéji specialni mikroskopy, ale je mozné takto upravit pomoci pridavného zarizeni
i bézny svételny mikroskop.

Metoda se pouziva pri pozorovani nebarvenych nebo malo kontrastnich objektd. Princip této
metody spociva v tom, Ze zarizeni na fazovy kontrast posouva fazi svétla ze svételného
zdroje oproti fazi svétla prochazejiciho pres pozorovany objekt o ctvrtinu vinové délky. To
se pak projevi v zorném poli mikroskopu diferencovanou svétlosti jednotlivych struktur, ¢imz
se zvysuje jejich kontrast a moznost rozpoznani.

Metoda fazového kontrastu umoznuje pozorovat v bunkach struktury, které maji odlisny
index lomu. To se uplatni predevsim u pozorovani zivych bunék, které jsou ve svétleném
mikroskopu témér transparentni (nebarevné). Protoze u jednotlivych casti bunék (organel)
se vyskytuji rozdily v indexu lomu vlivem jejich rozdilné tloustky, vznika kontrast, a mnohé
struktury se takto stavaji viditelnymi. Pomoci této metody se tedy dosahne kontrastniho
zobrazeni pozorovanych struktur; vyhodou této metody je, Ze neposkozuje zivé biologické
objekty a umoznuje jejich primé pozorovani v Case.

Bézné konstruovany fazovy mikroskop umoznuje rozeznavat mnoho puvodné prahlednych
objekt(, jako jsou mikroorganismy, tenké tkanové rezy, bunécné organely i jejich Casti, a
to s rozliSovaci schopnosti okolo 0,1 pm. Urcitou nevyhodou fazového kontrastu je tzv. ,halo
efekt”, ktery je zpusoben lomem svétla na strukturach s velkym rozdilem indexu lomu (napr.
u bunék kvasinek ve vodnim prostredi). Projevuje se jasné zaricim rozhranim mezi objektem
a jeho prostredim, a tim nékdy dochazi k rozmazani hranice pozorovanych objektu.

e Mikroskopovani v zastinu

Svételny opticky mikroskop upraveny pro pozorovani v zastinu vyuziva primarniho zareni
nevstupujiciho do objektivu. Centralni paprsky svétla jsou vyrazeny napr. specialni clonou
zabudovanou primo do kondenzoru nebo zvlastni clonou, kterou lze vlozit do roviny
kondenzorového filtru.

Pozorovany objekt je pak osvétlen pouze odrazenymi svételnymi paprsky od struktur
preparatu a pozorované objekty se proto jevi jako svétle zarici na tmavém pozadi. Tato
mikroskopie je velmi vhodna pro pozorovani mikroorganism( a jejich ¢asti, které jsou ve
svételném poli bézného mikroskopu Spatné rozlisitelné, pozorovanim v temném poli naopak
dobre vystoupi hranice pozorovanych objektu.
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e Polariza¢ni mikroskopie

V polarizacnim mikroskopu jsou do toku svételnych paprski vlozeny dva hranoly - pred
kondenzor je vlozen tzv. polarizator a za objektiv tzv. analyzator. Jejich vzajemnym
mechanickym natacenim dochazi k efektu linearni polarizace svétla. Polarizované svétlo po
prachodu pozorovanym objektem rozlisi ve vysledném obrazu latky dle jejich indexu lomu.
Latky dvojlomné (anizotropni) se jevi jako tmavé struktury, latky jednolomné (izotropni) se
jevi jako svétlé.

Vyhodou této mikroskopie je, ze pozorovanim urcitych bunécnych struktur organel ziskame
spolu s informaci o pozorovaném objektu také urcitou predstavu o jeho prostorové orientaci.

Tato metodika je velmi vhodna k pozorovani bezbarvych nebo malo zbarvenych Zivych
organismu v nativnich preparatech, v temném poli se kontrastné zobrazi samotné organismy
i detaily jejich struktur. Nespornou vyhodou této techniky je, Ze lze pozorovat zivé bunky,
které neni nutno barvit.

e Fluorescencni mikroskopie

Metoda fluorescencni mikroskopie umoziuje pozorovani preparatd, ve kterych jsou na
mikrobialni bunky nebo jejich struktury navazany fluoreskujici latky, které transformuji UV
paprsky na delsi vinové délky ve viditelné oblasti. Fluorescencni mikroskopie se pouziva
zejména pri identifikaci Zivych bunék a jejich struktur véetné bunék mikroorganismda.

Funkce fluorescenc¢niho mikroskopu je zalozena na ultrafialovém zareni, které je po dopadu
na preparat nékterymi jeho slozkami absorbovano, a po této absorpci vychazi z téchto latek
jiny typ zareni — fluorescence, ktera je snimana mikroskopem. Z hlediska fluorescence se
rozliSuje autofluorescence (prirozena, primarni fluorescence), kterou vykazuji napr.
pigmenty, vitaminy, chlorofyl i nékteré dalsi bunécné Casti; tato prirozena autofluorescence
vsak byva velmi slaba. V diagnostické praxi se proto vyuziva uméla, tzv. sekundarni
fluorescence, kdy jsou na zkoumané struktury navazany fluoreskujici latky — specialni barviva
fluorochromy, a ta jsou nasledné snimana mikroskopem. Nejcastéji se vyuziva vazby
fluorochromu na molekulu bilkovin ¢i specifickou sekvenci nukleovych kyselin; fluorochrom
v excita¢nim (vzbuzeném) stavu pak jasné zari.

Vyrazny posun ve fluorescencni mikroskopii zivych bunék prinesl objev zeleného proteinu
GFP (green fluorescentprotein) u morské medlzy rodu Aqueoria. Genovymi manipulacemi
byl gen pro GFP prenesen také do jinych organismi a umoznil tak ,,oznaceni“ sledovanych
struktur; tim je mozné pozorovat jejich fyziologii i vnitrni sloZeni.

.....

nalézani specifickych molekul (bilkovin, lipidd, sacharid() véetné zviditelnéni nékterych
bunécnych struktur (jadro, cytoskelet); stale Sirsi uplatnéni ma také v diagnostice
mikroorganism( zalozené na nalezeni urcitych sekvenci nukleotidd v DNA ¢i RNA. V
mikrobiologii se vyuziva k mikroskopické identifikaci mikroorganismd; napriklad lze primo
v preparatu identifikovat patogenni bakterie ve smési s ostatnimi bakteriemi (pri poziti
specifické sondy budou hledané bakterie barevné svitit). Pouziti komercné dostupnych,
fluorescencné znacenych protilatek otevrelo rozsahlé moznosti vyuziti imunofluorescencnich
technik.

Nevyhodou této moderni mikroskopické metody je pouze skutecnost, ze fluorochromy jsou
vétsinou mutageny, proto je nezbytné pri praci s nimi zachovavat zvlastni bezpecnostni
opatreni (oddéleny prostor, oddéleny obéh laboratorniho skla, specialni likvidace roztoka,
nepipetovat Usty, pri praci se substanci pouzivat ochranné prostredky (rousku, ochranné
bryle), nepotrisnit si pokozku apod.).
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Fluorescencni mikroskop (vpravo)
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e Mikroskopie v infracerveném a ultrafialovém svétle

je zaloZena na schopnosti nékterych bunék rozdilné absorbovat zareni urcité vinové délky.
Cytofotometricky je mozné pomoci UV zareni identifikovat a lokalizovat v bunkach nukleové
kyseliny, bilkoviny i dalsi slouceniny; infracervené zarni se pouziva také pri studiu hrubych
a neprusvitnych objekta.

¢ Elektronova mikroskopie

Vynalezcem elektronového mikroskopu (TEM, transmisni elektronové mikroskopie) byl
némecky védec Ernst Ruska (1906 — 1988), ktery predstavil prvni jednoduchy elektronovy
mikroskop jiz v roce 1931. Elektronovy mikroskop umoznoval zvétseni vyrazné prevysujici
moznosti optického mikroskopu, které jsou limitovany délkou svételného paprsku.

Princip elektronové mikroskopie spociva v tom, Ze svételné paprsky jsou nahrazeny svazkem
urychlenych elektron(, jehoz vlnova délka je vyrazné nizsi nez vlnova délka svétla. Sklenéné
cocky, regulujici sbihavost a rozbihavost paprsku svétla u optického mikroskopu, jsou zde
nahrazeny elektromagnetickymi cockami.

Metoda je zalozena na zrychleném a usmérnéném proudu emitovanych elektrond, které jsou
vedeny vakuem. Elektrony prochazeji tenkym mikroskopovanym vzorkem, ¢ast elektronu se
odrazi od atomu a molekul vzorku. Jejich opétovnym soustifedénim pomoci magnetové ¢ocky
se vytvari ,,stinovy obraz“ mikroskopovaného vzorku. K jeho zviditelnéni se u zdokonalenych
typl elektronovych mikroskopt vyuziva stejného principu, na jakém vznikd obraz na
monitoru pocitace. Vysledny obraz tak mize byt az stotisic krat vétsi nez pozorovany objekt.

15



Podle zplsobu zobrazovani se elektronové mikroskopy dnes déli na transmisni, emisni a
odrazové (v praxi véak malo pouzivané), a na novéjsi radkovaci (skenovaci ¢i rastrovaci).
Elektronovy mikroskop se stal cennym nastrojem v radé védeckych odvétvi, od mikrobiologie
a mediciny az po fyziku a technologii materiald. Diky této metodé byly s vysokou rozliSovaci
schopnosti studovany jednotlivé Casti bunék mikroorganismu i jevy, které v nich probihaji,
stejné jako napf. povrch a struktura krystalll celé rady materiald.

Na zakladé revolucnich praci na poli elektronové mikroskopie vyvinuli Gerd Binning a
Heinrich Rohrer ve Svycarském vyzkumném pracovisté IBM v Zurichu skenovaci tunelovy
mikroskop (STM, z angl. scanning tunneling microscope). Tento pristroj, léty neustale
vylepsovany, umoznil lidskému oku nahlédnout na povrch hmoty v rozmérech nanometru.
Skenovaci tunelové mikroskopie se zacalo vyuZzivat nejen v mikroelektronice (napriklad ke
studiu a konstrukci polovodicl), ale predevsim dala zaklad pro rozvoj nanotechnologie.

Vyvoj elektronové mikroskopie ovsem nekonci. Mezi nejvyznamnéjsi inovace patri napr.
atomovy silovy mikroskop (AFM, z angl. atomic force microscope) a skenovaci sondovy
mikroskop (SPM, z angl. scanning probe microscope), ktery kombinuje metodu STM a AFM.
Jednou z jeho modifikaci je napriklad chemicky silovy mikroskop (CFM, z angl. chemical
force microscope), slouzici k pozorovani vazeb mezi jednotlivymi molekulami.

Trojice védcl Ruska, Binning a Rohrer ziskala v roce 1986 Nobelovu cenu za fyziku. Polovina
ceny nalezela Ernestu Ruskovi ,,za fundamentalni prace na poli elektronové optiky a za objev
elektronového mikroskopu“, o druhou polovinu se rozdélili Gerd Binning a Heinrich Rohrer
»Za konstrukci skenovaciho tunelového mikroskopu“.

Elektronovy mikroskop (vlevo), vpravo transmisni elektronova mikrofotografie a barevna transmisni
elektronova mikrofotografie (TEM) bakteriofaga T4 z rastrovaciho mikrosopu
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T4 bakteriofag (vpravo) a Aspergillus fumigatus, oba snimky z rastrovaciho elektronového mikroskopu
(SEM), zvétseno 110000x. Bakteriofagy T4 parazituji napr. v bakteriich Escherichia coli. Bakteriofagy
nikdy nepronikaji do bunék, pouze prorazi bunécnou sténu a do hostitelské bakterie vpusti svou DNA.

Priprava mikrobiologickych preparat

Pro pozorovani vzorkd mikroorganismu je tfeba nejprve pripravit mikroskopicky preparat.
e Nativni preparat

umoznuje pozorovat zZivé mikrobialni bunky vcéetné jejich pohybu. Pripravuje se primo
z prirodnich vzorkl nebo z mikrobl kultivovanych na Zivnych plidach. Nativni preparat se
pripravuje na podloznim skle a prekryva se krycim sklickem nebo se zhotovuje roztérem na
krycim sklicku a pozoruje se ve visuté kapce.

¢ Fixovany preparat

slouzi k pozorovani morfologie odumrelych mikroorganism(. Fixace je rychlé a Setrné
usmrceni zivych bunék teplem nebo fixacnimi roztoky. Bakterialni bunky se nejrychleji fixuji
teplem, kdy se sklicko s pripravenou suspenzi trikrat rychle protahne plamenem.
Mikroskopické houby a kvasinky mohou teplem ménit svij tvar, proto je zde vhodnéjsi pouzit
fixaci chemickymi latkami, nejcastéji organickymi kyselinami (octova, pikrova), acetonem,
etanolem, metanolem, formaldehydem.

e Trvaly preparat

se pripravuje tehdy, kdyz je nutné vzorky mikroorganism( uchovat jako srovnavaci a
dokladovy material na delsi dobu (nékolik let). Pro pfipravu trvalych preparatt se pouziva
kanadsky balzam, ktery se nanasi v podobé tenké vrstvy mezi podlozni a kryci sklicko tak,
aby vyplnil cely prostor. Takto zhotoveny preparat se uchovava v suchu a temnu ve
vodorovné poloze nékolik tydnd, nez dojde k zaschnuti a vytvrzeni.
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Pracovni postup pri mikroskopovani

1. Na zacatku cviceni je tfeba zkontrolovat stav mikroskopu - veskeré zavady je treba ihned
nahlasit vedoucimu cviceni.

2. Mikroskop je nutné postavit na pevné misto tak, aby jeho poloha umoziovala pohodlné
pozorovani a provedeni nakresu. Mél by byt otocen volnou stranou stolku od sebe a ramenem
stativu smérem k sobé.

3. Preparat se poklada na stolek mikroskopu a upevnuje se svorkami krizového posuvu.

4. Revolverovym méni¢em objektivil se nastavi nejvhodnéjsi zvétseni (postupuje se od
objektivu s nejmensim zvétsenim).

5. Pri pozorovani ze strany se makrosroubem snizi objektiv az k preparatu. Teprve pak se
pozoruje preparat v okularu za soucasného oddalovani objektivu otacenim makrosroubu. Po
zachyceni obrazu se mikrosroubem jen doostri.

6. Upravi se clona a nejvhodnéjsi vzdalenost kondenzoru - k vétsimu zvétseni je treba silnéjsi
svétlo, které se upravuje kondenzorem tak, aby zorné pole bylo co nejsvétlejsi. Cim vice se
cloni, tim je obraz ostrejsi.

7. Pro pozorovani v imerzi slouzi zvlast oznacené imerzni objektivy (zpravidla bilym
pruhem). Pozorovani se provadi primo v kapce imerzniho oleje, ktery se nanasi na preparat,
objektiv se oleje dotyka. Po skonceni pozorovani se musi vse peclivé ocistit benzinem ci
xylenem.

8. Pozorovany preparat se kresli tuzkou, popis preparatu se provadi perem, obrazek musi
byt oznacen nazvem a musi mit zaznamenano celkové zvétseni pri pozorovani (okular x
tubus).

9. Po kazdé praci je treba mikroskop prikryt ochrannym obalem a ulozit jej do skrinky.
Mikroskop je tfeba chranit pred nahlymi zménami teploty, pred vlhkosti, pred pusobenim
chemickych latek (par kyselin, rozpoustédel) a pred prachem.

Je treba pribézné odstranovat prach z pristroje jemnym Stéteckem a bavinénym hadfikem.
Na optiku mikroskopu se nikdy nesaha prsty, rozebirani a ¢isténi optiky mikroskopu provadi
pravidelné pracovnik profesionalni firmy.

11. Pokud se mikroskop prenasi, levou rukou se uchopi za rameno stativu a pravou rukou se
podepre stativ zespodu.

Methylene
blue

“T— ( < sy

Priprava nativniho preparatu
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Postup prace pri pozorovani v imerzi

Pri pozorovani v imerznim objektivu se vzduch nahrazuje opticky hustSim prostredim s vyssim
indexem lomu svételnych paprskl (svételné paprsky prochazeji prostredim, které ma index
lomu blizky sklu preparatu: index lomu imerzniho oleje n = 1,51, index lomu skla n = 1,52).
Prirodni imerzni olej se ziskava z cedru (Juniperus virginia) nebo se pouziva smés olejl z
kanadskych borovic; jako imerzni olej lze také pouzit Cisty parafinovy olej nebo glycerin.

1. Pred pouzitim imerzniho objektivu se kapne na kryci sklicko nebo na natérovy preparat

kapka imerzniho oleje. Kapku je treba umistit do stfedu podlozniho sklicka v poloze mezi
vymeénou suchého objektivu s nejvétsim zvétsenim za objektiv imerzni (bilé pruhy).

2. Imerzni objektiv se ponori do kapky imerzniho oleje az se zlehka dotkne kryciho skla nebo
svrchni strany podlozniho skla preparatu. Pritom je nutné sledovat z boku pohyb tubusu a
davat pozor, aby mikrosklo neprasklo.

3. Obvyklym zpUsobem se upravi zaostreni otacenim makrosroubu a mikrosroubu. Je vhodné
maximalni osvétleni pozorovaného mista a clonéni pomoci kondenzoru. Neni vhodné clonit
na zdroji svétla, nebot’ se zhorsuje viditelnost preparatu.

4. Po ukonceni mikroskopovani je treba objektiv i preparat peclivé ocistit od pouzité imerze
vhodnym rozpoustédlem (napr. xylenem).

1
podloznisklo  vzduch | + olej kryci
\ N\ /4 11— sklicko
\ /. !

Priichod paprskd suchym a olejovym imerznim objektivem (upraveno podle Prescott, 2013)

19



= v EVROPSKA UNIE
* * Evropské strukturaini a investi¢ni fondy
* *

* 4 Kk Operacni program Vyzkum, vyvoj a vzdélavani MINISTERS

Téma: ZAKLADY MIKROSKOPOVANI Pracovni list 2
Jméno: Akademicky rok:

Skupina: Datum:

Ukol: Pozorovani trvalych preparatt

Material:

trvalé preparaty mikroorganism(, zakladni pomutcky pro mikroskopovani

Pracovni postup:
1. Seznamte se s obsluhou mikroskopu Olympus CX31.
2. Pozorujte trvalé preparaty, pozorované objekty zakreslete.

Vypracovani:
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x & o Operacni program Vyzkum, vyvoj a vzdélavani

EVROPSKA UNIE
Evropské strukturalni a investi¢ni fondy

Otazky k opakovani Pracovni list 2

1. Vysvétlete rozdily mezi monokularnim a binokularnim mikroskopem:

4. K pozorovani byl pouzit objektiv se zvétsenim 40x a okular se zvétsenim 15x. Vypocitejte
celkové zvétseni:



11. Popiste zakladni ¢asti mikroskopu:

22



- % EVROPSKA UNIE
* * Evropské strukturalni a investi¢ni fondy
* *

* 4 Operacni program Vyzkum, vyvoj a vzdélavani

HODNOCENi HYDROBIOLOGICKYCH VZORKU Téma 3

Pro hydrobiologické sledovani lokality je nesmirné dulezité, aby vzorek, odebrany z této
lokality, byl dostatecné reprezentativni (tj. aby obsahoval dostatecné mnozstvi organismd,
i nezivych soucasti). Teprve na zakladé spravné odebraného a reprezentativniho vzorku mdze
byt proveden spravny kvantitativni a kvalitativni hydrobiologicky rozbor, vyjadrujici pocetni
zastoupeni organismd, (prip. nezivych soucasti), véetné jejich druhového zastoupeni.

Odbér vzorku

Pred provedenim vlastniho odbéru vzorku je nutné vymezit cile a Ucely, ke kterym maji
zjisténé hydrobiologické vysledky slouzit. Podle toho je treba zvolit metodiku zpracovani
vzorku, od které se pak odviji také vhodné zvoleni metodiky odbéru. Metody odbéru vzorkd
jsou zaméreny na odbéry vzorkd volné vody s pritomnymi organismy, na odbéry spolecenstev
vodnich organisml nebo na odbéry vodnich organismu prichycenych na riiznych substratech.

Postup odbéru spolu s vhodnou metodou, konzervaci vzorkd i s jejich skladovanim je
souhrnné uveden v normach CSN 75 - Vodni hospodafstvi: 7570 Jakost vod. Odbér vzorkd.
Jedna se o CSN EN 1SO 5667 (757051), kde jednotlivé asti této normy Fesi navody na odbéry
vzorku z rtznych typ( vod véetné pokynll pro konzervaci vzorkd vod a manipulaci s nimi.

Pro jednorazovy odbér vzorkd volné vody se pouZiva napf. Mayerova lahev, zhotovena
z obycCejné lahve zatizené zavazim a se zatkou upevnénou provazem k hrdlu a k taznému
lanku. Uzavrena lahev se spusti lanem do pozadované hloubky, trhnutim za lanko se zatka
uvolni a lahev se naplni volnou vodou. Pro odbér vétsiho objemu vzorku jsou vhodné
odbéraky typu Van Dorna, konstruované jako Siroké plastové valce, opatrené na obou koncich
gumovymi viky, navzajem spojenych gumou prochazejici vnitrkem valce. Gumova vika jsou
pri spousténi valce do vody fixovana k uzaviracimu mechanismu. Po spusténi valce do
pozadované hloubky se prudkym trhnutim za uzaviraci mechanismus elasticitou gumy obé
vika uzavrou a ve valci je zachycen potrebny objem vzorku z lokality. Tzv. “smésny vzorek”
lze ziskat pri pouziti plastové hadice o priuméru cca 3-5 cm, ktera se spusti nade dno
sledované lokality a volny horni konec se uzavre zatkou. V hadici je vzorek reprezentujici
jednotlivé vrstvy napr. na stratifikované nadrzi.

Pro zachyceni planktonu se pouzivaji planktonni sité, pro odbér bentickych organism( z
jejich prirozenych podkladi se mohou pouzivat rizné skrabaky a drapace dna. Narostové
formy organism( se mohou odebirat také pomoci riznych kartacku, stérek a pinzet, popr. se
vytvari umélé podklady, na kterych se po urcité dobé narostové formy organismu uchyti.

Vlastni hydrobiologicky rozbor zavisi nejen na kvalité odbéru vzorku, ale také na jeho
skladovani. Vzorky vody je nutné odebirat do predem vymytych lahvi (sklenénych i
polyethylenovych) o objemu 100 ml az 300 ml. Lahve se nikdy neplni az po okraj, vzdy do
dvou tretin, z divodu pritomnosti vzduchu pod zatkou. Pri transportu se odebrany material
chrani pred teplotnimi vykyvy za pouziti prenosného chladiciho boxu. Vzorky se skladuji v
chladu, pri teploté do 4°C po dobu maximalné 24 hodin (vzorky nesmi zmrznout). Po uplynuti
této doby jsou jiz vysledky biologickych rozbor( zkreslené. V pripadé, Ze neni mozné vzorek
béhem 24 hodin zpracovat, je treba vzorky fixovat Lugolovym cinidlem dle Utermahla.
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Vlastni hydrobiologické hodnoceni vzorku spociva ve stanoveni sestonu, ktery se sklada z
kvantitativniho stanoveni biosestonu (tj. hodnoceni Zivych organism(), z kvalitativniho
hodnoceni biosestonu a ze stanoveni abiosestonu (tj. hodnoceni nezivych soucasti vzorku).
V pripadé hodnoceni abiosestonu se doporucuje stanovit také procento pokryvnosti
abiosestonu, které se hodnoti odhadovou stupnici.

Kvalitativni a kvantitativni rozbor biosestonu

Pod pojmem kvalitativni a kvantitativni rozbor se v hydrobiologii rozumi zejména
mikroskopické hodnoceni vzorku na zakladé zjisténi pritomnosti a poctu jedinct v 1 ml vody.
V laboratofich se pouzivaji rozbory v souladu s metodikami uvedenymi v normach CSN 75 -
Vodni hospodafstvi: 7577 Jakost vod. Biologicky rozbor vod. Jedna se predevsim o CSN 75
7712 (stanoveni biosestonu) a CSN 75 7713 (stanoveni abiosestonu).

V praxi existuje nékolik typl metod kvantitativniho stanoveni biosestonu.

Nejpouzivanéjsi je centrifugacni metoda kvantifikace biosestonu, ktera slouzi pro rychlé
provozni biologické rozbory. Presnéjsi nez centrifugace je vsak metoda sedimentace. V této
metodé se vzorky nejprve fixuji Lugolovym roztokem dle Utermohla a pak se nechaji
sedimentovat 24 hodin v sedimentacnich komurkach (malé umélohmotné valecky o riznych
objemech). Lugoliv roztok funguje jako zatézkavadlo, které umoziuje sedimentaci bunék.
Bunky sedimentuji na dno kom(rky, kvantifikace pak probiha v upraveném mikroskopu, ktery
je prizpusoben k zasunuti celé komurky (pozorovani se provadi na spodni ¢asti komurky).
Tato metoda, v porovnani s centrifugaci, umoziuje zachyceni vyssiho poctu bunék organismd
(mikroorganismt) v 1 ml vzorku vcéetné jejich presnéjsiho taxonomického zarazeni, protoze
umoznuje pracovat také pri velkém zvétseni.

Kromé metod kvantitativniho stanoveni biosestonu zalozenych na pocitani bunék v pocitacich
komUrkach existuji také dalsi metody. Prikladem je metoda membranové filtrace, pri které
se pres filtr prefiltruje znamy objem fixovaného vzorku; nasledné se pocitaji organismy
zachycené primo na filtru. Z dalSich metod je to napr. metoda zaloZena na zjisténi
koncentrace chlorofylu-a, nebo metoda na stanoveni objemové biomasy. Ukazuje se, Ze tato
metoda je velmi presnou metodou nejen pfi stanoveni celkové objemové biomasy organismd,
ale také koresponduje s obsahem vylu¢ovanych metabolit(, napf. toxind v bunkach sinic.

Kvantitativni stanoveni biosestonu

Metoda cetrifugace

Nejbéznéjsi a v praxi nejpouzivanéjsi metodou kvantitativniho stanoveni biosestonu je
metoda zaloZena na centrifugaci.

Podle platné metodiky je nejprve vzorek homogenizovan (tj. obsah vody ve vzorkovnici se
musi nékolikrat protrepat). Poté se 10 ml zhomogenizovaného vzorku vody centrifuguje pri
2000 otackach za minutu po dobu 5 minut. (V pripadé biologického hodnoceni podzemnich
vod se voli pro centrifugaci vétsi objemy, a to 50-100 ml). Postup centrifugace je
standardizovan normou CSN pro biologicky rozbor a stanoveni mikroskopického obrazu.
Centrifugovany vzorek se slije, po sliti vzorku se mikropipetou nebo preparacni jehlou jemné
promicha zahustény podil ve zkumavce a objem se upravi na 0,2 ml. Poté probiha druha
centrifugace po dobu 1 minuty pri stejnych otackach. Zahustény podil se pak prenese ze
zkumavky mikropipetou na mrizku pocitaci komulrky (napr. typu CYRUS I).
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Prace v pocitaci komtirce CYRUS |

Na sklicku pocitaci komlrky je vyryta mrizka, ktera je slozena ze zakladnich ctvercu
o velikosti 250 x 250 pm umisténych ve 40 radach ve vodorovném i ve svislém sméru (tj.
celkem 1600 Ctverc(). Néktera pole Ctvercl jsou jesté rozdélena pomocnymi liniemi na
obdélniky o velikosti 125 x 250 pm a Ctverecky o velikosti 125 x 125 um. Cela plocha komurky
odpovida 100 mm?, (hloubka 0,1 mm a objem 10 mm?). Z uvedenych parametru je odvozen
i zplsob vyhodnoceni vySetrené plochy pocitaci komUrky, viz obr. Kromé tohoto typu existuje
vétsi mnozstvi jinych pocitacich komdrek, lisicich se hloubkou, tj. objemem vzorku
hodnocené vody mezi krycim sklickem a rastrem pocitaci komlrky (mrizkou), a tedy také
prepocitavacimi koeficienty. Prikladem je komurka Thomova, Biirkerova atd.

HLOUBKA 0.10 mm
100 mm?

CYRUS! §
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Biirkerova komUrka - pocitaci pole a pohled z boku

Pro kvantifikaci organismu v pocitaci komulrce je dilezité vymezeni pojmu “jedinec”,
kterym se rozumi v souvislosti s normou CSN pro biologicky rozbor samostatné Zijici
jednobunécny ¢&i vicebunéény organismus - bunka, kolonie, cenobium o pramérné velikosti
do 60 pm nebo vlakno do 100 um. Pri prekroceni uvedenych velikosti se zaznamenavaji jejich
nasobky.

Vybér zpusobu kvantifikace, tj. zda pocitat bunky ¢i jedince, se odviji od vlastniho Ucelu
hydrobiologického rozboru. Pro ucely stanoveni objemové biomasy se hodi vysledky se

zaznamenanymi pocty bunék, pro Gcely stanoveni saprobity vod jsou vhodné vysledky s pocty
jedincda.
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Stanoveni abiosestonu

Pfi mikroskopickém rozboru je velmi ddlezitym parametrem stanoveni neZivého materialu,
tzv. abiosestonu. Abioseston je tvoren casticemi organického i anorganického plvodu. Mize
obsahovat casti rostlinnych a zivocisnych tkani, ¢astice pady, prachu, saze, popilek, castice
textilii, pylova a Skrobova zrna, produkty koroze, Ulomky skla, plastt i zrnka pisku nebo
srazeniny Zeleza, manganu a dalSich kovl. Do abiosestonu patfi i prazdné schranky
organismd, jejich Glomky, zbytky chitinu hmyzu, tél virnikd, korysu, larev hmyzu, apod.

Abioseston v pitné vodé vétsinou pochazi z rozvodného systému. Muze se vsak do pitné vody
dostat i ze surové vody nebo kontaminaci béhem jeji distribuce. Abioseston ma predevsim
indikacni hodnotu pro analyzu vod, nebot’ vypovida o zdroji znecisténi, puvodu nezadouci
kontaminace, stavu a Cistoty rozvodné sité, apod. Pro stanoveni abiosestonu ve vodach se v
laboratofich v CR pouzivd metoda podle CSN 75 7713. Stanoveni abiosestonu se zpravidla
provadi v ramci béZného stanoveni biosestonu.

Kromé mikroskopického vyhodnoceni jednotlivych soucasti abiosestonu se provadi jesté
odhad pokryvnosti zorného pole v procentech, ktery se provadi srovnanim s obrazky z normy
(pri zv. 200x). Na srovnavacich obrazcich jsou zobrazeny pripady 1 %, 3%, 5%, 10 %, 20 % a
40 % pokryvnosti, popf. odhadovou stupnici, tj. 1, 2, 3, 5, 7 a 9. Takovy zpusob stanoveni
pokryvnosti odhadem je vsak velmi subjektivni analyza.

Ve snaze o objektivnéjsi hodnoceni lze tento subjektivni odhad pokryvnosti zorného pole
nahradit pouzitim metody analyzy obrazu s vyuzitim PC. Vzorek se nejprve zpracuje
postupem podle CSN 75 7713, ale misto odhadu pokryvnosti se v mikroskopu nasnima nékolik
zornych poli. Vétsi pocet snimk( lépe eliminuje variabilitu zplsobenou velkymi ¢asticemi.
Snimky se nasledné prevedou do Sedé skaly (obr. nize vlevo). Nasleduje tzv. prahovani, které
predstavuje prevod snimkd do binarniho obrazu. PFi ném se voli hranice, podle kterych budou
vsechny pixely v obrazku prevedeny na ¢erné nebo bilé (obr. vpravo). Poslednim krokem je
automatické spocitani procentualniho zastoupeni cernych a bilych pixeld v binarnim obrazku,
coz je vlastné vysledek stanoveni pokryvnosti zorného pole abiosestonem.
- oy S : ST ’ H g

Stanoveni pokryvnosti zorného pole abiosestonem pomoci analyzy obrazu. Vlevo je snimek prevedeny
do Sedé skaly, vpravo binarni obraz po prahovani. Pokryvnost byla stanovena na 4,75 %.

Stanoveni abiosestonu analyzou obrazu ma vsak také radu Uskali a nevyhod. Ve srovnani s
CSN 75 7713 je nepochybné pracnéjsi a narocnéjsi na vybaveni. Pro nékteré vzorky, ve
kterych se vyskytuji napr. stfipky skla nebo prazdné schranky rozsivek (prusvitné castice),
mUze byt obtiZné najit hranice pro prahovani. Také byva nékdy obtizné automaticky odlisit
abioseston od organism, coz vadi predevsim pri jejich vyssim vyskytu. Pres vSechny uvedené
problémy je vsak analyza obrazu zrejmé jedinou cestou, jak standardizovat kvantitativni
stanoveni abiosestonu vyjadrené jako pokryvnost zorného pole mikroskopu.
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Priklady béznych castic abiosestonu ve vodach:

(1) vlakna bavlny, (2) vlakna vlny, (3) olejové kripéje, (4) ptaci peri, (5) motyli Supiny, (6)
ustépky kremicité horniny, (7) detritus, tj. neidentifikovatelné organické zbytky, (8)
Skrobova zrna brambor, (9) vzduchova bublina, (10) zbytky chitinu hmyzu, (11) vlakna
rostlinného pletiva, (12) pylova zrna (zde borovice), (13) ¢ast listu s priduchy, (14) srazenina
Zeleza, (15) saze, (16) chlupy ZivoCich( (zde potkan).
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Priklady % abiosestonu na zakladé pokryvnosti zorného pole mikroskopu
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1%
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et EVROPSKA UNIE
* * Evropské strukturaini a investi¢ni fondy
* *

kg k Operacni program Vyzkum, vyvoj a vzdélavani

Téma: MIKROSKOPICKY ROZBOR ABIOSESTONU Pracovni list 3
Jméno: Akademicky rok:

Skupina: Datum:

Ukol: Hodnoceni abiosestonu

Material:

vzorky vody rizného puvodu, zakladni pomtcky pro mikroskopovani

Pracovni postup:
1. Odeberte malé mnozstvi vzorku, zhotovte preparat a pozorujte.
Pokuste se o kvantitativni hodnoceni pomoci odhadové stupnice pokryvnosti preparatu.
2. Vyhledejte Castice abiosestonu a zakreslete je.
3. Pokuste se o zarazeni pozorovanych castic do nékteré ze zakladnich kategorii, pripadné
o presnéjsi identifikaci.
4. Identifikujte mozné zdroje tohoto znecisténi vzhledem k plvodu vzorku.

Vypracovani:
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EVROPSKA UNIE
Evropskeé strukturalni a investi¢ni fondy

*
X Operacni program Vyzkum, vyvoj a vzdélavani MINISTERSTVO SKOLSTV

Otazky k opakovani Pracovni list 3

1. Co je seston? Vysvétlete rozdily mezi biosestonem a abiosestonem:
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6. Sepiste vybaveni pro odbér hydrobiologickych vzorki mensiho/vétsiho objemu v terénu:
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* * Evropské strukturaini a investi¢ni fondy
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* 4k Operacni program Vyzkum, vyvoj a vzdélavani

ZAKLADY KULTIVACE MIKROORGANISMU Téma 4

Kultivace mikroorganismu je zpusob jejich pomnoZeni v laboratornich podminkach na
zivnych pudach (kultivacnich médiich).

Kultivace mikroorganismd v laboratorich je Uspésna jen tehdy, jestlize se slozeni Zivného
média co nejvice priblizi podminkam prislusného prirozeného stanovisté a spliuje-li nutric¢ni
pozadavky daného druhu mikroorganismu.

Pozadavky na Ziviny jsou u ruznych mikroorganismu velmi rozdilné. Pro jejich kultivaci
existuje cela rada rdznych médii (zivnych pud), které se navzajem odliSuji zastoupenim
vyzivnych latek.
Mezi nejvyznamnéjsi slozky zivnych pid pro mikroorganismy patri:

e Uhlik (C)

Uhlik je jednim ze zakladnich biogennich prvka, ktery se do médii pridava vétsinou ve formé
sacharidu. Pri sestavovani média je dulezité, aby se prislusny sacharid béhem sterilizace
nerozkladal nebo nereagoval s ostatnimi komponentami v médiu.

V pripadé, Ze se zvolené cukry pri sterilizaci rozkladaji, je nutné roztok cukrd vysterilizovat
zvlast filtraci a teprve pak jej asepticky pridat do ochlazeného média. Zdrojem uhliku mohou
byt, predevsim v pfirozenych pidach, také latky, které jsou soucasné i rustovymi faktory -
napr. pepton, masovy extrakt, kaseinovy hydrolyzat; v posledni dobé se uplatnuje jako zdroj
uhliku také celuloéza.

e Dusik (N)

Zdrojem dusiku mlze byt pro mikroorganismy vzdusny dusik, dusitany, dusi¢nany, amonné
soli nebo organicky vazany dusik v aminokyselinach, peptidech, peptonech a nativnich
bilkovinach. Vzdusny dusik jsou schopny vazat jen nékteré mikroorganismy v procesech
nitrifikace; nejvhodnéjsim zdrojem dusiku pro vétsinu heterotrofnich mikroorganismu jsou
amonné soli. Vhodnym zdrojem dusiku je pro mnohé mikroorganismy také mocovina, ktera
se vsak pri vyssi teploté rozklada, proto se musi sterilizovat filtraci.

¢ Rustové faktory

Mikroorganismy, které nemaji schopnost syntetizovat ristové faktory, vyzaduji jejich
pritomnost v kultivacnim médiu. Ristovymi faktory mohou byt vitaminy, aminokyseliny,
purinové a pyrimidinové latky, vyssi mastné kyseliny nebo aminy.

o Peptony

Pepton je produkt hydrolytického stépeni molekul bilkovin pldsobenim prislusného enzymu
(pepsin, trypsin, papain). Plisobenim enzymu jsou polypeptidové fetézce natolik zkraceny,
Ze se stavaji rozpustnymi ve vodé. Stupen hydrolyzy je zavisly na pouzitém enzymu, na Case
pusobeni i na druhu stépené bilkoviny. Kvalitni pepton je svétle Zluty, silné hygroskopicky a
je dobre rozpustny ve vodé. Sklada se z aminokyselin, peptid( a dalSich rozpustnych latek
jako jsou sacharidy, vitaminy, soli apod.

e Mineralni latky

Velmi ddlezitym mikroelementem v zivnych médiich je fosfor, jehoz zdrojem jsou vétsinou
soli kyseliny fosforecné. Nedostatek fosforu zpusobuje zpomaleni rlstu, pripadné inhibici
metabolickych reakci mikroorganisma.
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Ve formé soli se pridavaji do Zzivnych plid také dalsi prvky specifické pro konkrétni
mikroorganismy, nejcastéji horcik, draslik, vapnik, zelezo, zinek, méd'.

e Kultivacni extrakty

Extrakty se ziskavaji varem substratd ve vodé, naslednym odstranénim vody a jejich Gpravou
do praskového stavu. Jsou bohaté na nizkomolekularni proteiny a rustové faktory. Mezi
zakladni typy pouzivanych extraktu v mikrobiologické praxi patri:

Kvasni¢ny extrakt (yeast extract) je prlmyslové vyrabény preparat, ktery se ziskava
nékolikanasobnou extrakci rozmnozenych kvasinek ve vodé a jejich naslednym Setrnym
vysusenim. Pridava se do tekutych i pevnych pad jako zdroj vitamin( ¢i rdstovych latek.

Masovy extrakt (beef extract) je primyslové vyrabéna hmota z libového masa, ktera se vyrabi
nékolikanasobnou extrakci. Pouziva se do zakladnich pud a je velmi vhodny pro kultivaci
vétsiny aerobnich bakterii.

Sladovy extrakt (malt extract) je nejcastéji kapalina sirupovité konzistence, ktera se ziskava
extrakci a naslednou koncentraci je¢menného sladu ve vodé. Takto vznikly extrakt obsahuje
vysoky podil sacharidi, dusikatych latek i vitamin(. Pridava se zejména do zivnych médii pro
kultivaci kvasinek a mikromycet.

Kukuricny extrakt (corn extract) obsahuje redukujici latky, kyselinu mlécnou, velké mnozstvi
aminokyselin a rustovych faktord. Do vybranych Zivnych médii se pridava k podpore ristu
mikroorganism( a ke zvySeni jejich metabolické aktivity.

Séjovy extrakt (soyabean extract) se pridava se do univerzalnich i selektivnich kultivacnich
médii pro vysoky obsah skrobu, bilkovin, ale také tukd, které plsobi pri kultivaci jako
protipénici latka.

e Ztuzujici komponenty

Soucasti tuhych pld jsou latky zajistujici gelovy charakter kultivacnich pid. Mezi zakladni
typy ztuzujicich prisad patri:

Agar (agar-agar) je prirodni polysacharid ziskavany ze stélek cervenych morskych ras,
predevsim z rodu Gelidium (rosolenka), dnes také z dalSich druh( (Gracilaria, Ptyllophora,
Euchlema, Ceramium). Tato latka byla plivodné v Malajsii pouzivana jako Zelirujici prisada
do jidel, do mikrobiologické praxe byla zavedena v roce 1880.

Agar se prodava mlety nebo vlaknity, ktery je vSak nutné pred pouzitim nastrihat na vlakna
10-20 mm dlouha. Pro pouziti k mikrobiologickym Ucellim se agar nejprve peclivé Cisti od
obsazenych pigmentt, coz se provadi nékolikanasobnym promyvanim destilovanou vodou,
pak se drti a mele na pozadovanou jemnost. Podle gelujicich schopnosti se pridava do
kultivacnich médii nejcastéji v koncentraci 1-3 %, bud’ se rozvari pfimo s plidou ve vodni
lazni, nebo se rozpousti pri sterilizaci (agar taje pri teploté 95-98°C a tuhne pri teploté 45-
48°C). Po ztuhnuti vyluuje agarova puda tzv. kondenzac¢ni (agarovou) vodu, proto se
Petriho misky s agarovou pudou ukladaji po naockovani dnem vzhuru, aby kondenzacni voda
stékala do vicka Petriho misky a nesuspendovala kolonie mikroorganismu vyrdstajicich na
povrchu pldy.

Zelatina je bilkovinna latka, ktera se ziskava extrakci ze zvifecich kosti, chrupavek, $lach a
kize. Je to bezbarva, prahledna latka s neutralni reakci bez viiné a chuti. Rozpousti se v
horké vodé, po ochlazeni tuhne v gelovitou hmotu. Taje pri teploté 28-30°C, tuhne pri 23°C
a do zivnych médii se pridava zpravidla v 10-20% koncentraci. Nevyhodou je, ze opakovanym
zahrivanim ztraci Zelatina své ztuzujici vlastnosti, proto se v mikrobiologické praxi pouziva
v mensi mire. Nékteré mikroorganismy (bakterie, houby) ji rozkladaji, a tim ji zkapalnuji.

Gel kyseliny kremicité je ztuzujici latka ke kultivaci téch mikroorganismu, které nesnaseji
pritomnost organickych sloucenin. Pripravuje se z vodniho skla a kyseliny chlorovodikové

tak, ze vodni sklo se pomalu naléva do kyseliny. Gel je pak nutné pred jeho pouzitim
dukladné promyt, aby se vyplavily zbytky kyseliny chlorovodikové.
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Zakladni typy zZivnych pud

Zivné pudy ke kultivaci mikroorganism( lze rozdélit z riznych hledisek - napf. podle pivodu,
konzistence, pouziti, a dalSich.

Rozdéleni zivnych pud podle plvodu:
e Prirozené pudy

jsou pldy organického plivodu, napr. mléko, brambory, vejce, maso, zelenina, ovoce, krev,
apod. Jejich sloZeni ¢asto neni mozné presné stanovit. Tyto pldy jsou vhodné ke kratkodobé
kultivaci uréitych mikroorganism( nebo k jejich izolaci z prirodnich zdroju. Pro laboratorni
kultivaci mikroorganismu jsou komeréné zpracovavany a dodavany napf. hydrolyzaty
kaseinu, masové extrakty, kvasnicovy extrakt, peptony a dalsi latky.

¢ Syntetické pludy

jsou presné definovanou smési organickych a anorganickych sloucenin. Pouzivaji se pro
studijni Ucely nebo ke kultivaci litotrofnich mikroorganisma.

e Polosyntetické pudy

jsou smési syntetickych a prirozenych pud, kromé anorganickych slouc¢enin obsahuji také
rizné prirodni sloZzky - odvary, maceraty, vyluhy nebo hydrolyzaty nékterych prirodnich
materialG. V praxi maji nejvétsi uplatnéni.

Rozdéleni zivnych pud podle konzistence:
o Tekuté pudy

slouzi predevsim k pomnozeni mikroorganismu, k pripravé cistych kultur, k oziveni
mikrobialnich kultur i k dalsim G¢eldm. Tyto pldy neobsahuji Zadné ztuzujici latky, proto
jsou po celou dobu kultivace mikroorganismu tekuté. Po naoCkovani mikroorganismu a jejich
inkubaci se tekuta puda bud’ zakali, nebo se biomasa mikroorganismd usadi na dné kultivacni
nadoby v podobé sedimentu, pripadné se koncentruje pri povrchu média v podobé blanky.
Jednotlivé rdstové typy se mohou kombinovat, napf. kmen roste v zakalu a soucasné vytvari
sediment.

V tekutych médiich jsou projevy rdstu mikroorganismd malo charakteristické, a pokud je do
nich naockovana smésna kultura, neni mozné jednotlivé mikrobialni druhy od sebe vibec
rozlisit. Kmeny téhoz druhu mohou rust v tekuté pudé rdznym zplGsobem v zavislosti na
rastové fazi, nékteré kmeny rostou v tekutych padach zcela charakteristicky.

e Pevné (tuhé) pudy

jsou dnes nejrozsirenéjsim typem médii pro laboratorni Ucely a vzdy obsahuji ztuzujici
slozku. V mikrobiologii se pro vyrobu tuhych plid vyuziva nejcastéji zelirujicich vlastnosti
cervenych morskych ras (ruduch); agar se pro bézné ucely pridava v poméru 15-30 g na 1 litr
média.

¢ Polotekuté pudy

jsou kombinaci obou predchozich, maji krémovitou konzistenci, nebot obsahuji nizkou
koncentraci (obvykle 0,5 %) ztuzujicich latek.
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Rozdéleni zivnych pud podle jejich pouziti:
e Univerzalni (zakladni) nutri¢ni pidy

jsou bézné pudy, vhodné pro rist a mnozeni vétsiny mikroorganismd, napf. masopeptonovy
bujon a masopeptonovy agar, trypton-séjovy bujon a agar, rdzna média pod oznacenim
,nutricni“, napr. média Luria Bertani, ale také napr. Columbia agar, ktery je zakladem pro
pripravu krevnich agaru, ¢okoladovych agaru a rdznych selektivnich a diagnostickych médii.

e Selektivni pady

svym sloZenim podporuji rdst jen urcité skupiny mikroorganismu a rist ostatnich zamérné
inhibuji. Jako inhibi¢ni faktory se vétsinou pouzivaji riizna barviva, antibiotika, zlucové soli,
azid sodny a cela rada dalsich latek. Napr. krevni agar je vhodny pro kultivaci naro¢néjsich
mikroorganism( a pro izolaci streptokokl a stafylokoku, Sabouraud agar se vyuziva pro
izolaci mikroskopickych hub a kvasinek, Ashbyho agar pro izolaci ptdnich bakterii apod.

o Diagnostické pudy

se vyuzivaji k identifikaci jen urcité skupiny mikroorganismd, nebot’ obsahuji slozky, které
hledany druh svym metabolismem specificky pozménuje. Na zakladé téchto biochemickych
reakci pak lze konkrétni rod & druh mikroorganismu dokonce diagnostikovat. Tyto pldy
umoznuji izolovat patogeny, ale také malo bézné, pripadné ojedinéle se vyskytujici druhy,
a to i ve vysoce prevladajici indigenni mikroflore. Napr. citratovy agar se vyuziva k dikazu
salmonel, Endova plda pro diagnostiku stfevnich (entero) bakterii a koliformnich bakterii.

¢ Selektivné-diagnostické pudy

jsou kombinaci obou predchozich typ( - selektivni prfisady brani v rlstu nezadoucim
mikroorganismim, diagnostické prisady umoznuji barevna odliSeni hledanych druh(. Tyto
pudy jsou v praxi velmi zadané, prikladem je Wilson-Blair(v agar i Slanetz-Bartleylv agar.

e Testovaci pudy

se pouzivaji predevsim k ovéreni sterility, napr. Clausen medium.

Prehled nékterych selektivné-diagnostickych agarovych pud

Dnes existuje cela rada tekutych i pevnych pld presného slozeni odpovidajici pozadavkim a
narokim jednotlivych mikroorganismu na jejich rist a mnozeni. Komercné se vyrabi nejen
zakladni ingredience pro namichani pad v laboratori, ale také rtzné rlstové dopliky a
suplementy. Cela rada firem je dnes schopna dodavat hotové pudy konkrétniho slozeni
(zpravidla ve formé praskovych smési), pripadné i Petriho misky s konkrétnim médiem.

Priklady nékterych znamych agarovych medii:

Ashby's agar se vyuziva predevsim pro kultivaci pidnich druhd bakterii, schopnych vyuZzivat
atmosféricky dusik.

Czapklv agar (Czapek dox agar) je univerzalni médium pro
kultivaci vlaknitych mikroskopickych hub vcetné kvasinek a
nékterych pldnich bakterii.

Zakladem puldy je smés anorganickych soli (sirany, dusi¢nany,
fosforecnany, chloridy) a sachardzy; v praxi se pouziva také
cela rada modifikaci téchto pld - napr. Czapek malt agar pro
detekci saprofytickych druh(l mikroskopickych hub nebo
Czapek yeast agar s primési kvasnicného extraktu zvlasté
vhodny pro selektivni kultivaci hub z rodu Aspergillus.
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Enddv agar (Endo agar) je plida pro detekci a izolaci patogennich
enterobakterii a koliformnich bakterii. Pida obsahuje kromé
zakladu laktozu a bazicky fuchsin, ktery je odbarven sificitanem
sodnym.

Pfi rastu bakterii fermentujicich laktozu dochazi ke vzniku
aldehydu, jejichz vlivem se méni plvodni rizova barva kolonii na
fialovou. Bakterie, které laktozu nezkvasuji, maji kolonie rizové.
Barva pudy se méni také vlivem svétla, proto se musi Petriho misky
s touto pldou uchovavat v temnu.

Krevni agar (blood agar) je jednou nejpouzivanéjsich kultivacnich
pud, ktera je vhodna pro kultivaci vétSiny béznych lidskych i
zvifecich patogennich bakterii a umoznuje rozliSovat u
naockovanych bakterii riznou intenzitu hemolyzy. Tento agar se
vyrabi smichanim horkého agaru (80-85 °C) s 5-10 % defibrované
berani krve. Teplotou dochazi k hemolyze cervenych krvinek a
uvolnéni hemoglobinu, podle miry vyuziti barviva mikroorganismy
se daji kultivované bakterie i dale urcovat. Pri ¢astecném rozkladu
hemoglobinu vznika v okoli kolonii zretelna viridace (tvorba
zeleného zbarveni), v dusledku kompletniho rozkladu cerveného
krevniho barviva v okoli kolonie dochazi k vyraznému projasnéni
pudy. Krevni agar se pouziva k diagnostice nékterych vyznamnych
patogennich druhu bakterii napf. rodu Neisseria a Haemophilus.

V praxi se pouzivaji také jiné druhy krevnich agard, napr. FortnerQv agar s pridanim kralici,
hovézi, konské i lidské krve. Zvlastnim typem krevniho agaru je také Cokoladovy agar
(chocolate agar), ve kterém vsak hemolyza neprobiha.

Lowenstein-Jensen agar je pevna puda pro zachyt a diagnostiku mykobakterii. PGda kromé
nutri¢niho zakladu obsahuje glycerin, skrob, vajecnou bilkovinu a malachitovou zelen.

Mac Conkey agar je selektivni médium pro detekci gramnegativnich
bakterii zkvasujicich laktozu. Obsahuje zlucové soli, které inhibuji
rust vétsiny grampozitivnich bakterii a barviva, ktera umoznuji na
zakladé barevné zmény média rozlisit bakterie fermentujicich
laktozu od bakterii, které ji nekvasi vlivem produkti metabolismu.

Mueller-Hinton agar se vyuziva pro testovani citlivosti vétsiny patogennich bakterii k
antimikrobialnim latkam; vhodné médium pro difizni diskovou metodu.

Slanetz-Bartley agar je selektivné-diagnosticka plida pro enterobakterie. Pida je chuda na
Ziviny, protoze enterokoky jsou oproti jinym bakteriim nenarocné; kolonie enterokok( maji
v masivnim narustu fialovohnédou barvu. Plda se vyuziva také pro detekci a stanoveni poctu
fekalnich streptokok( z vod membranové-filtracni technikou.

Wilson-Blair agar je selektivné diagnostické médium pro izolaci a
identifikaci rodu Salmonella, zejména pak pro patogenni druh
Salmonella typhi z klinickych vzorka.

Tato puda je pomérné narocna na pripravu, kromé agarového
zakladu obsahuje bizmut-sulfitovy roztok a brilantovou zelen.

Salmonely lze na této pudé diagnostikovat v podobé kovové
lesklych kolonii, kolem kterych se bizmut redukuje na lesklé tmavé
plosky. Hotovou pldu je tfeba uchovavat v temnu a méla by se
spotrebovat do 5 dnu od pripravy.
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Sabourauduv agar (Sabouraud dextrose agar) je znamé
nutricni medium pro kultivaci mikroskopickych vlaknitych hub
a kvasinek, které je bézné pouzivano k ovéreni mikrobialni
kontaminace v potravinach, v kosmetice, ve vzorcich z
klinického prostredi, atd. Zakladem meédia je mykologicky
pepton a dextrdza; pepton je zdrojem dusikatych sloucenin a
cukr dextroza je pro rostouci mikroorganismy zakladnim
zdrojem energie.

Dalsi vhodnou pldou pro kultivaci hub je napf. maltdzovy
agar, bramboro-mrkvovy agar, Czapkdv agar a dalsi.

China blue agar je standardni médium pouzivané pro
diferenciaci a kultivaci mlécnych bakterii fermentujicich
laktozu. Médium obsahuje laktozu a modré barvivo (Cinska
modr), které je indikatorem pH. Pri fermentaci laktozy
bakteriemi na kyselinu mlécnou dochazi ke zméné barvy
kolonii z bezbarvé na modrou, a tim se rozlisuji bakterie
fermentujici laktézu od nefermentujicich. Médium bylo
plvodné vyvinuto pro indikaci pritomnosti fekalnich bakterii
v mléce (kontaminace vznikajici napr. pri dojeni); na této
pldé dobre rostou také enterobakterie, napr. Enterococcus
faecalis nebo Escherichia coli (tvori modre zbarvené
kolonie).

Chromogenni média jsou moderni selektivné-diagnostické pidy k urcovani mikroorganismul
na zakladeé specifické barvy jejich kolonii. Obsahuji patentované chromogenni substraty, coz
jsou bezbarvé nebo mirné barevné latky, které reaguji s rostoucimi mikroorganismy za vzniku
vyraznych barevnych kolonii.

Na obr. (vlevo) lze pomoci chromogenniho media (CHROMagar™ ECC) zretelné odlisit bakterie rodu
Escherichia coli (zelené) od ostatnich enterobakterii (fialové, modré).

CHROMagar™ Candida (vpravo) je zivné médium, které se vyuziva pro izolaci a idenitfikaci zakladnich
druh( kvasinek Candida z klinickych vzorka: C. albicans (zelenomodré kolonie), C. tropicalis (modré
kolonie) a C. krusei (rGzové kolonie s bilou zénou)
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Néktera zakladni kultivacni média

Trypton-sojovy agar (TSA) je obecné pouzitelné médium pro kultivaci nutriéné nenarocnych
mikroorganismU, ale i narocnéjsich bakterii jako jsou bakterie rodu Neisseria, Listeria a
Brucella a jinych. Médium lze modifikovat pridanim riznych rdstovych komponent a faktor(,
tak lze rozsirit jeho vyuziti ke kultivaci celé rady dalSich mikroorganismda.

Luria Bertani agar (LBA) je obecné pouzitelné médium pro rutinni kultivaci mikroorganismda,
zejména pro kultivaci bakterii Escherichia coli.

Nutricni agar (NA) je obecné pouzitelné médium pro kultivaci mikroorganismd z rtznych
prostredi. Nutricni média jsou média pouzivana napr. pro mikrobiologické hodnoceni vody
véetné odpadnich vod a potravin. Nutri¢ni agar (no. 2) lze pouzit pro mikrobiologickou
analyzu vody podle ¢eskych norem.

Zakladem pudy je masovy pepton a
( hovézi extrakt, tyto slozky poskytuji
” potrebné slouceniny dusiku, uhliku,
( vitamind a také stopovych prvku pro rast
( vétsiny bakterii. Chlorid sodny se pridava

pro osmotickou rovnovahu média.

\ Vsechna univerzalni média lze pripravit
B - také v tekuté formé (tzv. bujon) bez
e ztuzujici slozky.

Priprava kultivacnich médii

Zivnd média se pripravuji bud’ ze zakladnich ingredienci danych predpisem, nebo
rozpusténim komercéné dodavanych dehydratovanych smési. Média pripravovana laboratorné
podle predem zvolené receptury jsou zvlast vhodna pro vyzkumné prace, nebot umoznuji
provést v pripadé potreby nékteré zmény ve slozeni pudy ¢i v jeji koncentraci.

U pramyslové vyrabénych dehydratovanych médii je kromé vysoké standardnosti vyhodou
zpravidla jednoducha a rychla priprava, avsak nevyhodou je, zejména u selektivnich a
diagnostickych pad, jejich vyssi cena.

Priprava Sikmého agaru ve zkumavkach
Spatné spravné Spatng
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x & o Operacni program Vyzkum, vyvoj a vzdélavani

EVROPSKA UNIE
Evropské strukturaini a investi¢ni fondy

Téma: KULTIVACNI MEDIA Pracovni list 4
Jméno: Akademicky rok:

S’kupina: Datum:

Ukol: Priprava kultivaénich médii

Material:

jednorazovy sterilni material, kultury sinic, ZPM

Pracovni postup:

1. Seznamte se se sloZzenim vybranych kultivacnich médii. Pripravte si vybrana kultivacni
média podle navodu a sterilizujte je. Zapiste si jejich slozeni.

2. Sterilni zkumavky napliite rozvarenou agarovou pidou (MPA) do % jejich objemu a
zazatkujte. Pidu nechejte utuhnout v Sikmé poloze pri sklonu priblizné 15 °C (Sikma plocha
by neméla presahovat 2/3 délky zkumavky).

3. Agarové pldy rozlévejte do sterilnich Petriho misek, tloustka agarové plotny by méla
byt 3-4 mm. Pri nalévani MPA dodrzujte zasady aseptické prace — levou rukou pootevrete
Petriho misku, pravou rukou pak nalévejte pudu. Pracujte asepticky, hrdlo bariky s Zivnou
pldou vzdy sterilizujte pred i po nalévani pudy v plameni kahanu (vyhodné je pracovat
ve dvojici).

4. Pudu v Petriho misce nechejte ztuhnout ve vodorovné poloze.

5. O sterilité pripravenych pud se presvédcite tak, Ze je ponechate 1-2 dny v termostatu
pri kultivacni teploté.

(Pokud nedodrzite zasady aseptické prace, kontaminace se projevi nardstem viditelnych
kolonii; tyto Petriho misky a zkumavky je pak nutné vyloucit z dalsi prace)

6. Nezapomente pripravené Petriho misky s ptudou (plotny) vzdy radné oznacit!

Vypracovani:
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Otazky k opakovani Pracovni list 4

1. Zivnd média rozdélte podle jejich ptivodu a vyuziti:

9. Co jsou koliformni bakterie? Uved'te jejich priklady.
Na které kultivacni pidé je lze spolehlivé diagnostikovat?



10. K vybranym selektivnim pidam doplite jejich zakladni slozku a praktické vyuziti:

ENdOv agar (ENO QQAI) ettt esssesessssessses e ses st s ses st s s st sesaesassesessenes
Pro KULLIVAVACT eeeeeeeereeseeenenseseesesessessesessessessessesessessesessesessesssssesessessessesaessssens

MLECNY AGAr (MILK @QAI) et e e sesesesesesesesssesssesesesesesesesesasssssssssseseseseseseseseseses
Pro KULLIVAVACT = eeeecrcceecceneeneeesenesesseessesessssessssesessssessesessessssssessssssassesssssnsssssens

SOJOVY @GAr (SOYA ALAI) eeceeececeeerererereesesssesesesssesssesesesesesessssesssssssssssssssesssssesesesesesesesssssenes
Pro KULLIVAVACT = eeeeeccercreceecsennetseeseeeseeseessesessssessssesessessssssessssssssssssssnssssssssses

Krevni agar (BlOOd @Qar) cccrresereeseneeeeeeeseessesssesssssssesssesssssesesssssessssssssssnsssssnsnsnens
Pro KULLIVAVACT eccceececneeseeeneseeneesesessessesessessessessesessessessessesessesssssessssessessessessssens

COKOLAAOVY Gar (CHOCOLALE AZAI)  wuveeereesieensrensessnsessssessssessssssasssssssssasssssssssssssasssssssssssssssssssssessssessanes
Pro KULLIVAVACT  eeeerceerteseeeseneeseesesessessessssessessestsssssessessessesssssssessessssessessessesssens

CILFALOVY QQAI s sesssssssesesesesesss s s s s s s s s e s e ne s s s nenes
Pro KULLIVAVACT  eeeeeccercreneeeseseestseeseeesteseessesessssessssesessessssssesssssssssesesssnssssnssssns

Claubergly agar (CLAUDEIG @Zar)  ..cceccceeceeeereseeesesesesesesssessssesssesssssssessssessssessssesssesessssesssseses
Pro KULLIVAVACT eeeecerereeseceneneeseesesessessessssessessestesssssssessessessssessessesessessessesassssens

11. Uved'te priklady 5 zivnych pud, na kterych lze kultivovat mikroskopické houby:

15. Na strankach vyrobce kultivacnich médii https://www.himedia.cz se blize seznamte se
sortimentem dodavanych médii.
Uvedte priklady kultivacnich pad, které se v praxi vyuzivaji k laboratornimu ovérovani
mikrobialni kontaminace ve vzorcich vod:
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MIKROORGANISMY V PROSTREDI Téma 5

Mikroorganismy jsou kosmopolitni: obyvaji vSechna okolni ekologicka prostredi - plidu, vodu,
vzduch, jsou pritomny i v télech rostlin i Zivo¢ichl. Rada mikroorganismu se vyskytuje také
v prostredi s velmi extrémnimi podminkami jako jsou ledovce, skaly, horka vridla, kyselé
dilni vody, zasolené pldy; prakticky v kazdém typu prostredi se vyskytuje mikrobialni
populace, slozena z mnoha riznych druh( mikroorganismda.

Populace mikroorganismd rostouci na sterilnim kultivaénim médiu se nazyva mikrobialni
kultura. Vydéleni jednoho taxonomického druhu z takové smési mikroorganisml se pak
nazyva izolace. Kromé ziskani Cisté kultury z prirozenych material( se izolace pouziva pri
cisténi kontaminovanych kultur, pri ziskavani bunék pozadovanych vlastnosti z dané kultury
mikroorganism( nebo pfi uréovani nezadoucich mikroorganismd v potravinarskych vyrobcich,
ve vodé, v pudé; lékarsky nebo veterinarni mikrobiolog ziska izolaci ze vzork( patogenni
mikroorganismy, které jsou puvodci hledaného onemocnéni.

Morfologie mikroorganism( v tekutych piadach

V tekutych médiich jsou projevy rdstu u vétsiny mikroorganismi malo charakteristické, a
pokud je do nich naockovana smés mikrobud, nelze jednotlivé mikrobialni druhy od sebe
morfologicky rozliSit. Obecné plati, Ze tekuta pida se po naockovani a nasledné inkubaci
bud’ zakali, nebo se suspenze mikroorganism( usadi na dné kultivacni nadoby v podobé
sedimentu, pripadné se koncentruje pri povrchu média v podobé blanky.

Pri hodnoceni rdstu mikroorganismu v tekuté padé se sleduje:

e povrch pudy — zda mikroorganismy vytvareji blanku, ktera mdze byt souvisla,
vlockovita, prsténcovita, pavucinkovita, kozovita nebo krehka

e zdkal pudy - mikroorganismy rostou bud’ v souvislém difuznim zakalu, ve vlockach
nebo v hrubsich zrnech; rostou-li pouze v blance, mize zakal Uplné chybét

e sediment - pokud je vytvoren, muze byt zrnity, vlockovity, hlenovity nebo jemné
homogenni; hodnoti se také, zda je roztrepatelny Ci neroztrepatelny

Rlst mikroorganismu v tekutém médiu:

- . 8 A - blanka
B - prstenec
C - zakal
D - vlocky
— = e E - sediment
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Morfologie kolonii na tuhych padach

Na pevné pudé se mikroorganismy mohou volné rozptylit a rozmnoZovat na misté, na kterém
ulpély. Po inkubaci vyrlsta na povrchu agarové plotny postupnym délenim jediné bakterialni
bunky uzavrena populace, i okem viditelna kolonie predstavovana shlukem mnoha milion(
mikrobialnich bunék.

Pfi popisu mikrobialnich kolonii na tuhé pidé se hodnoti tyto znaky:

velikost kolonie - méri se v mm a nékdy se popisuje obecné, napr. kolonie teckovité,
drobné, stredné velké, velké, atd.

tvar kolonie - hodnoti se pravidelnost tvart

povrch kolonie - leskly, matny, hladky, zrnity, krabaty, ryhovany, zprohybany, drsny,
pupkovity, atd.

okraj kolonie - rovny, vroubkovany, laloCnaty, vlaknity, krajkovity, plstnaty, zvlnény,
valovité ztlustély atd.

barva kolonie - bezbarva, ¢ira, zakalena, seda, bila, zluta, okrova, zelena, cervena,
rizova, fialova, ¢erna, jinak pigmentovana

konzistence - sucha, droliva, hlenovita, slizovita, mazlava, vodnata; konzistence se
zkousi vysterilizovanou bakteriologickou klickou

zapach - jemny, ostry, ¢pavy, nasladly, kysely, plisnovity, hnilobny, amoniakalni,
fekalni, silazni, tlejici atd.; Casto se charakteristicky zapach hodnoti prirovnanim
napr. po drozdi, po houbach, po citronu, po ¢esneku, apod.

zmény pudy v okoli kolonii - hodnoti se, zda barevny pigment z mikrobialni kolonie
difunduje do zivné plidy a méni néjak jeji charakter v okoli kolonie, nebo zda kolonie
vrastaji (vnorfuji se) do kultivacniho média v dusledku proteolytickych reakci do Zivné
pldy, zda neni napr. na krevnim agaru patrna hemolyza (Uplny rozklad krevniho
barviva v okoli kolonie) nebo zda neni patrna viridace (zména krevniho barviva pudy

Rist mikroorganisma na Sikmém agaru:

n

do zelena vlivem castecného rozkladu hemoglobinu)

_/ O \_/

A C D E
A - souvisly narust (s rovnym okrajem) D - rozptyleny rast
B - souvisly narust (se zvlnénym okrajem) E - pérovity (stromovity) rist
C - koralkovity rdst F - rozvétveny rist
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Morfologie kolonii mikroorganism( na agarovych plotnach:

pohled z boku pohled shora

vypouklé |

okrouhlé nepravidell\‘é

okrouhlé
Q__ o a _ s rovaym okrajem
s valem O
- — vroubkované
_ stfechovité jemné hrubé se zafezy
= o=/ P
s vyvysenym stiedem
' ' okraj zvinény laloénaty
c—/ L\ —— :
DIDCh‘ G
poviak | nepravidelné laloénaly

terasovity poviak

_ : : s viasovitymi vyrostky
TS e e

hiadké . zrnité
jemné hrubé
2270 o é} svrafléne

papilarni nerovné kvétakovité

[ G - G W —
kolonie poviak
se sekundérnimi koloniemi viaknité

rhizoidni
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Téma: MIKROORGANISMY V PROSTREDI Pracovni list 5
Jméno: Akademicky rok:

Skupina: Datum:

Ukol: Dikaz kosmopolitniho vyskytu mikroorganismi

Material:

sterilni odbérové tampony, plotny s TSA, plotny s SDA, bakteriologicka klicka

2.

S

8.
9.
10.Vysledky vyhodnotte do tabulky, pri hodnoceni mikroorganism( si vSimejte jejich

Pracovni postup:
1.

Izolace mikrobu ze Spinavych rukou: na povrchu % agarové plotny zlehka otisknéte
briska prst( z nemyté ruky a na druhou cast proved'te totéZ po umyti ruky.

Izolace bakterii ze zubniho plaku nebo jazyka, pripadné z dalSich casti téla: sterilnim
tamponem zvlhéenym ve sterilni vodé proved'te stér z povrchu zubl a preneste jej na
plotnu s TSA.

. lzolace bakterii z povrchu rdznych material(: sterilnim tamponem (suchym i zvlhéenym)

proved'te stéry z povrchu pokojovych rostlin, nabytku, sanitarniho zarizeni, podlahy v
ucebné a z dalsiho zarizeni. Stéry preneste na plotny s TSA a SDA.
Izolace bakterii z prostfedi skoly: na sterilni pady preneste stéry z venkovniho prostredi.

. lzolace mikroorganismu z potravin: klickou preneste mikroorganismy z povrchu kazicich

se potravin - z ovoce, zeleniny, masa, kvasicich napoju, syru apod.

Izolace bakterii ze vzduchu: plotny nechejte 10 minut otevrené, pak je uzavrete a
inkubujte.

Izolace mikroorganismu z pady, vody, snéhu: malé mnozZstvi pldy preneste do 2 ml
destilované vody a dobre protrepejte, pak nanasejte na plotny 0,2 ml této tekutiny,
kyvavymi pohyby ji dobre rozprostrete po celém povrchu a nechejte chvili difundovat,
zbytek tekutiny odsajte.

Plotny se vzorky oznacCte mistem odbéru, datem a svym jménem.

Plotny inkubujte 24 hod. pri teploté 20-30°C.

plvodu, poctu a primérné velikosti kolonii, tvaru a povrchu kolonii, konzistence,
profilu, barvy, zapachu (pri hodnoceni zapachu pouzijte sterilni rousku).

Vypracovani:

Hodnoceni vyskytu mikroorganismu ve vzorcich z prostredi:

Plivod mikroorganismu Pocet kolonii Pivod mikroorganismu Pocet kolonii
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Hodnoceni morfologickych znak( mikroorganismd v tekutych padach:

PlGvod mikroorganismu | Barva média | Povrch média | Zakal média | Sediment
Nazev (pavod) | Pavod Barva Okraj Profil Poznamka
mikroorganismu | mikroorganismu | kolonie kolonie kolonie
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Otazky k opakovani Pracovni list 5

1. Kosmopolitni organismus je:

10. Zhodnot'te, ve kterém ze sledovanych prostredi se mikroorganismy vyskytovaly nejvice,
a ve kterém nejméné (vychazejte z vysledkd celé pracovni skupiny).
Své vysledky zdGvodnéte:
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* 4 Kk Operacni program Vyzkum, vyvoj a vzdélavani MINISTERSTVO $KOLSTV

\V/
ADEZE A TELOVYCHOVY

BAKTERIE Téma 6

Bakterie jsou jednobunécné kosmopolitni prokaryotni mikroorganismy, které dnes tvori
nejrozsirenéjsi skupinu organismu na svété.

Bakterie jsou ve svych narocich na prostredi neobycejné prizpusobivé - vykazuji obrovskou
fyziologickou diverzitu a vynikaji metabolickou schopnosti vyuzivat riizné zdroje energie:
jsou fotoautotrofni, fotoheterotrofni, chemoautotrofni, chemoheterotrofni. Bakterie se
mohou vyskytovat také v prostredi bez pritomnosti kysliku (anaerobni a fakultativné
anaerobni bakterie), nepriznivé podminky prostredi mohou nékteré bakterie prezivat ve
formé velmi odolnych klidovych stadii, tzv. spor.

Bakterie maji nezastupitelny vyznam pro kolobéh latek v prostredi, a to nejen jako
symbiotické oboustranné prospésné organismy, ale také jako vyznamni destruenti, kteri se
podili na rozkladu mrtvé organické hmoty.

Stavba bakterii odpovida stavbé prokaryotni burky: na povrchu bakterii byva slizova vrstva,
kterou tvori pouzdro - kapsula, pripadné ochranna vrstva - glykokalyx; pod ochrannou vrstvou
je bunécna sténa a cytoplazmatickda membrana, ktera ohranicuje vnitfni hmotu - zakladni
cytoplazmu. Soucasti bunéénych povrch(i mohou byt také pohybové povrchové struktury,
napr. biciky, fimbrie. Nejdilezitéjsi soucasti bakterii je nukleoid, ktery tvori kruhovité
uzavrena makromolekula DNA, tzv. bakterialni chromozém bez jaderné membrany. Soucasti
genetické vybavy bakterii mohou byt i rdzné pocty malych kruhovych molekul DNA, tzv.
plazmidi. Nejéastéji se bakterie rozmnozuji priénym délenim a pucenim.

Po rozdéleni mohou bakterie zlstavat ve shlucich a tvorit charakteristicka seskupeni.

3
e

Streptohkoky

£ 2
[ )
o *.,

Tatrady

Stafylokoky

-— F
Twdinka {bacillus)

Sairila Vlevo: Rozeznavaji se bakterie kulovité
e R. (koky), bakterie tycCinkovité (bacily), bakterie
Diplatailus zakrivené (napr. vibria, spirily, spirochety) a
vlaknité.
ﬂ{;m Na obr. vpravo pldni vlaknité bakterie rodu
Kokobagius Streptomyces.
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Velmi znamy zpUsob rozdéleni bakterii je podle barvici metody, kterou objevil v roce 1884
dansky bakteriolog Hans Christian Gram. Mikroorganismy lze timto zpusobem rozdélit podle
barvitelnosti jejich bunécné stény na grampozitivni (G+) a gramnegativni (G-). Schopnost
prijimat barvivo souvisi se stavbou jejich bunécné stény: grampozitivni bakterie maji v
bunécné sténé vice peptidoglykanli, branici vyplaveni barviva, proto se neodbarvuji
organickymi rozpoustédly.

Tato metoda zUstava i dnes jednou z nejdulezitéjsich barvicich a diagnostickych metod pri
zakladnim rozdéleni a taxonomickém zarazeni bakterii do systému, i kdyz uvedené rozdéleni
bakterii je zjednodusené. Existuji bakterie, které se metodou podle Grama barvi Spatné
nebo je touto metodou vibec nelze nabarvit, prikladem jsou bakterie bez bunécné stény,
bakterie s jinym typem bunécné stény nebo tzv. acidorezistentni bakterie, z nichz
nejznaméjsi jsou mykobakterie.

Zakladni diagnostické barveni podle Grama

Gramova reakce je zalozena na reakci nékterych latek v bunécné sténé bakterii s urcitymi
barvivy. Zakladem této barevné reakce je tloustka a slozeni bunécné stény bakterii,
predevsim pritomnost peptidoglykanu (mureinu) a kyseliny teichoové. Pritomnost kyseliny
teichoové v bunécné sténé grampozitivnich bakterii po obarveni krystalovou violeti a
Lugolovym roztokem vytvori pevny barevny komplex, ktery se dale nevymyva organickym
rozpoustédlem (alkoholem nebo acetonem ci jejich smési). Bunécna sténa gramnegativnich
bakterii kyselinu teichovou neobsahuje, proto se zminény komplex nevytvori a barviva se
rozpoustédlem vymyvaji. Gramnegativni bakterie lze tak v dalsi fazi opét nabarvit napr.
karbolfuchsinem nebo safraninem.

Pracovni postup

1. Na podlozni sklicko se pripravi stér bakterialni kultury; vzorek se vysusi na vzduchu a
fixuje rychlym protazenim nad plamenem.

2. Preparat se prevrstvi roztokem krystalové violeti a barvi se 20 s.

3. Po ukonceni barveni se prebytecna krystalova violet slije a preparat se opatrné oplachne
vodou.

4. Preparat se prevrstvi Lugolovym roztokem a barvi asi 1 min.

5. Po ukonceni barveni se prebytecny Lugollv roztok odsaje a preparat se opatrné oplachne
vodou stejnym smérem.

6. Preparat se odbarvuje 96% ethanolem (nebo acetonem) 20 - 30 s; pak se oplachuje vodou
tak dlouho, dokud barvivo odchazi.

7. Dobarveni se provadi roztokem karbolfuchsinu nebo safraninu po dobu 1 min.
8. Po dobarveni se opét preparat oplachne a vysusi.

9. Pri pozorovani preparatu se hodnoti barva bakterii - grampozitivni bakterie jsou zbarveny
modre az tmavé fialové, gramnegativni bakterie jsou zbarveny ¢ervené nebo rdzové, protoze
se odbarvily organickym rozpoustédlem a nabarvily ¢ervenym (rizovym) barvivem.

Poznamka:

K rychlému rozliSeni grampozitivnich a gramnegativnich bakterii lze pouzit také 3% KOH. Na
podlozni sklicko se nanese bakterialni kultura a smicha se s kapkou 3% roztoku KOH. Pomalym
zvedanim ocka bakteriologické klicky od podlozniho sklicka se pozoruje, jestli se vytvori
viskdzni hmota. Bakterie s pozitivnim vysledkem testu jsou gramnegativni, bakterie s
negativnim vysledkem testu jsou grampozitivni.
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Gram Positive

Gram Negative

Fixation %CD

Crystal violet ’.

l

lodine treatment ’ &
Decolorization & C)

Counter stain ’ -

safranin

@

Princip barveni podle Grama v zakladnim prehledu:

fixace vzorku e barveni krystalovou violeti (modrofialova) e fixace jodovym roztokem (modrofialova)
e odbarveni vzorku organickym rozpoustédlem, napr. acetonem, etanolem (G+ se neodbarvi, G- se
odbarvi) e zavérecné barveni cervenym barvivem (barvi se pouze G- bunky)

Dalsi zptisoby barveni bakterii

Pro pozorovani bakterii lze pouzit rizné dalsi fixacni a barvici techniky.
e Fixace preparatu

Podstatou fixace je vysrazeni bunécnych koloidu, zejména bilkovin. Fixaci bunky lépe prilnou
ke sklicku, nesplachnou se aplikaci barviva Ci rozpoustédla a lépe prijimaji barvivo. Pri fixaci
dochazi k rychlému a setrnému usmrceni zivych bunék teplem nebo fixacnimi roztoky.
Bakterialni bunky se nejrychleji fixuji teplem, kdy se sklicko s pripravenou suspenzi trikrat
rychle protahne plamenem. (Preparat se fixuje az ve chvili, kdy je natér suchy, aby nedoslo
k zbytecnému poskozeni bunék teplem).

Je znamo, Ze kvasinky a mikroskopické houby mohou teplem ménit sv(j tvar, proto je u nich
vhodnéjsi pouzivat fixaci chemickymi latkami, nejcastéji organickymi kyselinami (napr.
kyselina octova, pikrova), acetonem, etanolem, metanolem, pripadné formaldehydem.
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Bunky se nikdy nefixuji pri priprave tzv. nativniho preparatu. Nativni preparat je nebarveny,
a slouzi ke zjisténi skutecnych tvar( a struktur bunék neporusenych fixaci a barvenim.
Mikroskopovani nativniho preparatu se vyuziva predevsim pri pozorovani fyziologickych
projevi mikroorganismu - rdstu, mnozeni a pohybu bakterii. Ma také vyznam pfi studiu
bunécnych Gtvard, které se obtizné barvi, napr. spor. Pro pozorovani bakterii v nativnim
preparatu se vyuziva specialnich mikroskopickych technik, napr. pozorovani ve fazovém
kontrastu nebo pozorovani pomoci tzv. Nomarského kontrastu.

Zakladni barvici metody se déli na monochromatické (orientacni), kdy se pouziva jediny druh
barviva, a na polychromatické (diagnostické), kdy se vyuziva barvicich smési, pricemz rizna
barviva riznym zpGsobem barvi jednotlivé druhy mikroorganismu nebo jejich struktur.

Pro pozorovani morfologie burky a charakteristickych tvart bunék bakterii staci jednoduché
nabarveni bunécné stény (napr. krystalovou violeti) bez dalsiho rozliSovani grampozitivniho
¢i gramnegativniho typu bunky.

Diagnosticka barveni predstavuji slozitéjsi metodické postupy, které vsak umoznuji lépe
rozpoznat fyziologicky vyznamné vlastnosti bunék, napr. grampozitivitu, acidorezistenci,
pritomnost pouzder, typy spor atd. Diagnosticka barveni napomahaji také identifikaci
bakterii, prikladem je Gramovo barveni, acidorezistentni barveni karbolfuchsinem, barveni
dle Giemsy a dalsi barvici metody.

e Vitalni barveni

Vitalni barveni se pouziva napr. k ovérovani fyziologického stavu mikrobialnich kultur - napr.
ke kontrole Zivotaschopnych bunék ve vzorku. K metodé vitalniho barveni se vyuziva
nékterych méné toxickych barviv, nejcastéji methylenova modr.

Na zakladé této techniky byl vyvinut tzv. vitalni test, ktery se pouziva v biotechnologické
praxi napr. pri provozni kontrole zivotaschopnosti kultur bakterii i kvasinek. Pri této metodé
Zivé bunky zuUstavaji nezbarveny, nebot prostfednictvim svych enzymu (reduktaz)
metabolizuji methylenovou modr na nebarevnou formu; u mrtvych bunék je produkce
enzymU zastavena, a proto se dobre barvi.

¢ Negativni barveni

Negativni barveni je metodou, ktera spociva v obarveni pozadi, tedy plochy mezi bunkami.
Bunky mikroorganismu tak zUstavaji zivé a nezbarvené, ale jejich obrysy vyrazné vystupuji
z barevného pozadi. Tato metoda je vhodna napr. k méreni realné velikosti bunék nebo k
pozorovani povrchovych Utvard Zivych bakterii, které jinak fixaci zméni svuj tvar i velikost.
K barveni se nejcastéji pouziva nigrosin ¢i 2% Kongo-Cerven.

Prikladem negativniho barveni je Burriho metoda spocivajici v barveni bakterii nigrosinem,
ktery se pridava primo do suspenze kultury na podloznim skle. Vse se dobre promicha klickou
a zhotovi se stér; preparat se jiz nefixuje, necha se volné susit na vzduchu. Po zaschnuti se
preparat pozoruje v imerzi.

Kromé negativniho a vitalniho barveni se preparat pred nabarvenim vzdy fixuje. K barveni
preparatd se pouzivaji zredéné vodné roztoky organickych barviv. Pfi barveni bakterii se
vétsinou pouzivaji bazicka barviva (napr. krystalova violet, metylenova modr, safranin,
bazicky fuchsin, malachitova zelen).

Barveni lze zvyraznit také morenim bunék (napr. fenolem, taninem), pri kterém ma moridlo
roli prostrednika zvysujici afinitu bunky k barvivu. K docileni lepsiho barviciho Ucinku je
mozné také prodlouzit dobu pusobeni barviva nebo podporit barvici G¢inek teplotou.
Barveni bakterii je dnes pro celou radu laboratori rutinni zalezitosti a pro konkrétni patogeny

byly vyvinuty standardizované diagnostické barvici postupy, napr. Ziehl-Neelsenovo barveni,
barveni podle Alberta, barveni podle Giemsy a dalsi.
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Téma: POZOROVANI BAKTERIi Pracovni list 6
Jméno: Akademicky rok:

S’kupina: Datum:

Ukol: Barveni bakterii

Material:

bakterialni kultury na agarovych plotnach, barviva: karbolfuchsin, krystalova violet,
Lugollv roztok, safranin, nigrosin, methylenova modf, Kongo-Cerven, neutralni ¢erven,
imerzni olej, xylen, ZPM

Pracovni postup:

1. Podlozni sklicko vyjméte pinzetou z alkoholu a sterilizujte nad plamenem.

2. Na podlozni sklicko kapnéte nigrosin.

3. Klickou odeberte malé mnozstvi zkoumané bakterialni kultury a pridejte ji do barviva,
suspenzi klickou rozmichejte a krycim sklickem zhotovte stér. Nechejte volné uschnout.
4. Po uschnuti preparat pozorujte v imerzi, zjisténé tvary bakterii zakreslete.

5. Na podlozni sklicko naneste stejnou bakterialni kulturu a zhotovte stér, fixujte rychlym
protazenim v plameni kahanu.

6. Preparat barvéte metodou podle Grama a pozorujte v imerznim oleji.

7. Rozhodnéte o grampozitivité bakterii.

8. Vysledky celé skupiny zaznamenejte do tabulky, pozorované preparaty zakreslete.

Vypracovani:
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Otazky k opakovani Pracovni list 6

1. Schematicky nakreslete stavbu bunécné stény G+ a G- bakterie. V ¢em je rozdilna?

2. Popiste princip Gramova barveni. Co zjistime touto metodou o bakteriich?

6. Seznamte se s principy nize uvedenych diagnostickych barvicich postupl. Které bakterie
(ze timto zpUsobem nabarvit?

Ziehl-NeelsonoVO DarveNni  ....uiiiiiiiiiii i et et e et eeeeneeeneeaeeenseeneaeaneen

AlDErtovo DarveNT e e e e aa e

(€ 1T 001 )YZo TN oY=V V7= o

Wirtz-ConklinOVo Darveni  ..ouiiiiiiiiii i e e it et e e e eneeeaeeaneenaeenaens

7. Seznamte se s tvary nasledujicich bakterii a doplite tabulku:

Nazev bakterie Tvary bunék | G+/ G- | Nazev bakterie | Tvary bunék | G+/ G-
Micrococcus luteus Actinomyces sp.

Bacillus subtilis Neisseria sp.

Pseudomonas sp. Vibrio cholerae

Escherichia coli Proteus vulgaris

Mycobacterium sp. Borrelia sp.

Clostridium sp. Streptococcus sp.
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MIKROMYCETY Téma 7

Mikroskopické vlaknité houby (mikromycety) jsou chemoorganotrofni jednobunécné Cci
vicebunécné eukaryotni organismy bez obsahu chlorofylu, jejichz stari se odhaduje na 300
milionG let. Spolu s kvasinkami a kvasinkovymi mikroorganismy tvori samostatnou skupinu
hub (Fungi), tvorici velmi slozitou systematickou skupinu organismd, jejiz zastupci vykazuji
znacné rozdily nejen z hlediska fylogenetického a taxonomického, ale ipo strance
morfologie a ekologickych naroku.

Velka morfologicka rozmanitost, adaptabilita a schopnost mikroskopickych hub prizplsobit
se nejruznéjsim ekologickym podminkam, umoziuje jejich kosmopolitni vyskyt prakticky ve
vSech biotopech (puda, voda, vzduch) a na r(zném rozkladajicim se materialu. Pida, ktera
poskytuje houbam vhodné podminky pro jejich rdst, tedy dostatek tepla, vlhkosti,
organickych latek a chrani je pred slunecnim zarenim, je povazovana za jejich prirozeny
biotop.

Podle typu Zivnych pld ze houby rozdélit na tyto zakladni skupiny:

e houby saprofytické - ziskavaji ziviny a energii z odumrelych rostlinnych ¢&i ZivocisSnych
organismu

e houby parazitické - ziskavaji ziviny a energii z Zivych tél organismd
e houby symbiotické - ziskavaji ziviny vyménou za latky, které produkuji

V porovnani s pevnou pudou se mikroskopické houby v malém mnozstvi nachazeji také ve
vodé; ve vodé se rozristaji predevsim v pripadé sekundarniho znecisténi vody napf. pri
zaplavach ¢i pronikajicim znecisténi, kdy se do vody dostava vétsi mnozstvi organickych latek
rizného plvodu. Mikroskopické houby se nachazeji také ve vzduchu, zejména ve formé spor
vlivem prasné kontaminace, nejcastéji z pevnych pud.

V Zivotnim a pracovnim prostredi Clovéka jsou pritomny také toxinogenni a patogenni
mikromycety (zhruba 180 druh(), jejichz mykotoxiny patfi k vyznamnym faktorim, které
mohou negativné ovliviovat zdravi ¢lovéka i chovanych zvirat. V soucasné dobé je znamo
pres 290 mykotoxinu. Toxikologicky vyzkum v oblasti hodnoceni zdravotniho rizika
mykotoxin( na zakladé soucasnych poznatk( prokazal, Ze lidska populace je exponovana
mykotoxinlm zejména z potravin a surovin rostlinného ptivodu v potravinach.

Houby vyrustaji z podhoubi (mycelia), které tvori navzajem propletena a rozrostla vlakna
hyf. Mycelium roste na zivném substratu (vzdusné mycelium) nebo do néj ¢astecné pronika
(substratové mycelium). V zivotnim cyklu mnoha mikroskopickych hub prevlada nepohlavni
rozmnozovani charakteristické tvorbou rizné utvarenych sporangiofori se sporami,
konidiofor( s konidiemi nebo chlamydospor. Méné ¢asto se uplatruje rozmnozovani pohlavni,
pro které je charakteristicka tvorba zygospor nebo askospor.

Kultivace mikroskopickych vlaknitych hub

Mikromycety se kultivuji podobné jako bakterie na tuhych kultivacnich médiich, mezi bézné
pouzivana média ke kultivaci hub patfi agar se sladovym extraktem (MEA), Czapkiv agar
(CZA), sladinovy agar (MA) a Sabourauduyv agar (SDA). Ke kultivaci jednotlivych skupin hub
(ze pouzit také celou fadu dalsich kultivacnich pld, napr. bramboro-dextrézovy agar (PDA),
bramboro-mrkvovy agar (PCA), glukézovy agar s chloramfenikolem (GCA), pripadné dalsi
pldy s obsahem peptonu, kvasni¢ného extraktu, maltézového extraktu i dalSich organickych
primési (MEYE, MSMA, YEA). Pro identifikaci zastupcu pudnich druh( je doporucovan agar s

54



pldnim vyluhem (SEA). Vsechna agarova média se sterilizuji v autoklavu pri 121°C po dobu
15 minut.

Slozeni vybranych agarovych médii pro kultivaci hub:
¢ Sladinovy agar (Wort Beer Agar, WBA)

Pivovarskou sladinu naredit vodou na pozadovanou hodnotu stupnd cukernatosti podle
Balinga (4° nebo 8°). Do 1000 ml takto ziskaného roztoku pridat 20 g agaru a rozvarit.

e Maltézovy agar - Agar se sladovym extraktem (Malt Extract Agar, MEA)

Slozeni: sladovy extrakt 20 g, glukdza 20 g, pepton 1 g, agar 15 g, destilovana voda 1000 ml,
pH 5,6.

e Czapkiyv agar (Czapek Dox Agar, CZA)

Slozeni: K;HPO4 1 g, sachardza 30 g, CZ koncentrat 10 ml, agar 15 g, Cu-Zn koncentrat 1 ml
destilovana voda 1000 ml

CZ koncentrat: NaNO3 30 g, KCl 5 g, MgS04 5 g, FeSO4 0,1 g, destilovana voda 100 ml
Cu-Zn koncentrat: ZnS04 1 g, CuS0O4 0,5 g, destilovana voda 100 ml

e Sabouraudiiv agar (Sabouraud Dextrose Agar, SDA)

Slozeni: glukdza 40 g, pepton 10 g, agar 15 g, destilovana voda 1000 ml

e Agar s pidnim vyluhem (Soil Extract Agar, SEA)

500 g zeminy varit 1 hodinu v 1200 ml vody, prefiltrovat pres filtracni papir a doplnit na 1000
ml; pridat 15 g agaru, upravit pH na 6-6,5.

e Bramboro-mrkvovy agar (Potato Carrot Agar, PCA)
Slozeni: brambory 20 g, mrkev 20 g, agar 20 g, destilovana voda 1000 ml + dalsi na pridani

Brambory a mrkev nastrouhat a varit 15 minut, prefiltrovat pres gazu, doplnit na 1000 ml a
pridat agar.

e Bramboro-dextrézovy agar (Potato Dextrose Agar, PDA)
Slozeni: brambory 200 g, glukéza 15 g, agar 20 g, destilovana 1000 ml

Oloupané brambory nakrajet na kostky a prilit 1 | vody, zmérit objem smeési, varit 1 hodinu.
Smés rozmixovat, zmérit objem smési a doplnit vyvarenou vodu na predem zmérenou
hodnotu, pridat agar a dextrozu.

Po preockovani na kultivacni padu rostou mikroskopické houby vétsinou ve tmé pri 25 °C po
dobu 3-7 dni (pripadné déle). Nékteré houby je vhodné kultivovat také pri teplotach 15 °C,
37 °C, 45 °C nebo 50 °C (spory se vsak obvykle tvori jiz pri 20 °C).

Pro pozorovani mikroskopickych znaki vyznamnych pro identifikaci mikroskopickych hub se
doporucuje voda nebo roztoky s obsahem nékterych barviv, napr. bavlnikové modri (cotton
blue), pripadné 4% vodny roztok gencianové violeti. Pri pripravé mikroskopickych preparatd
pro fotografovani lze jako pozorovaci médium pouzit Melzerovo cinidlo, které ma vysoké
projasnujici vlastnosti, a proto je pro fotografované preparaty velmi vhodné (Melzer(v
roztok - roztok jodidu draselného, jodu a chloralhydratu).

Pri manipulaci s mikroskopickymi houbami je nutné plné respektovat zasady aseptické prace.
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Zygomycety

Zygomycety jsou mikroskopické vlaknité houby, predstavujici jedno ze Sesti oddéleni rise
Fungi. Kmen Zygomycota (zejména rad Mucorales) obsahuje bézné rozsirené mikroskopické
houby, které se hojné vyskytuji v pudé, a odtud se mohou dostavat i do vody. Zastupci téchto
hub jsou casto oznacovany jako ,,plisné“.

V prirodé maji vyznamnou funkci dekompozitor(i - rozkladaci organickych zbytk( v pidé
(saprotrofni houby), casto rostou na tlejicich zbytcich rostlin, na hnoji, kompostu a na trusu
zivocichu (koprofilni houby). Néktefi zastupci parazituji na hmyzu (entomopatogenni houby),
na rostlinach (fytopatogenni houby), ale také na jinych houbach (mykoparazitické houby),
mohou vyvolavat mykoticka onemocnéni u ¢lovéka i jinych obratlovct (oportunni patogenni
houby).

Zygomycety patri k velmi rychle rostoucim mikroskopickym houbam, které rychle kolonizuji
substrat s vyssim obsahem cukri (napf. kazici se ovoce). Béhem kratké doby vytvari vysoké,
husté, vatovité az plstnaté vzdusné mycelium svétle béZovych az Sedych barevnych odstind.
Zygomycety pronikaji do substratového mycelia rhizoidy, ze substratového mycelia vyristaji
ve svazcich sporangiofory (vytrusoroda vlakna), nesouci sporangia (vytrusnice) s kulovitou
kolumelou, na které dozravaji spory (vytrusy).

Pohlavni rozmnoZovani zygomycet predstavuje konjugace (spajeni) opacné pohlavné
orientovanych vlaken (+ a -), ktera se tvori bud’ na jednom organismu (homotalické druhy)
nebo na dvou riznych jedincich stejného druhu (heterotalické druhy). Opacné orientovana
spajejici se vlakna, ktera maji funkci gametangii, se zacinaji k sobé priblizovat, (nékdy konec
gametangii vyrazné zduruje a nazyva se suspenzor). Ke konjugaci dochazi pri dotyku obou
vlaken, jejich bunécna sténa se rozpousti a dochazi k splynuti obsahu obou vlaken. Tak
vznika diploidni pohlavni zygospora, jejiz bunécna sténa postupné zpevnuje, inkrustuje a je
vyrazné tmavsi nez okolni mycelium. Zygospora je pohlavni spora, pri jejim kli¢eni dochazi
k redukénimu déleni, takze sporangiofor vyrustajici ze zygoty je opét haploidni (nepohlavni).

F A Rhizopus stolonifer

dozravajici
sporangium

% —— kolumela

7

svazek sporangiospory

sporangioford
stolon

rhizoidy

Zygomyceta Rhizopus sp. na povrchu jahody (vlevo), stavba Rhizopus stolonifer (vpravo). U
zygomycet vyrlstaji sporangiofory ve svazcich na vlaknech mycelia (stolony), v Zivném substratu
houba prorusta napadné rozvétvenymi rhizoidy.
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Konidialni (mitospérické) houby

Vyznamnou skupinou hub, které se mohou vyskytovat také jako kontaminanty vod, jsou
konidialni (mitosporické houby). Jejich nazev je odvozen ze zplsobu rozmnozovani, ktery se
déje pomoci konidii - nepohlavnich spor, které uzravaji na konci hyf. Tyto houby tvori
prevazné telemorfu, tedy nepohlavni stadium, jen u nékterych zastupcli je znama také
anamorfa - stadium pohlavni. Tato anamorfa, pokud je znama, je systematicky razena
nejcastéji do kmene Ascomycota (vreckovytrusé houby), pripadné do kmene Basidiomycota
(stopkovytrusé houby).

Vzhledem k tomu, Ze u vétsiny zastupcl této skupiny neni znamo pohlavni stadium, byly
drive tyto houby oznacovany také jako houby nedokonalé (Deuteromycota, Fungi
imperfecti). Tato uméla systematicka skupina byla vytvorena pro houby, které nebylo drive
mozné zaradit do zadného ze znamych oddéleni hub, protoZe klasicka mykologicka
taxonomie byla zalozena predevsim na pohlavnich znacich, které u Deuteromycota chybi
(vytrusy - spory téchto hub vznikaji vyhradné nepohlavni cestou). Tato uméle vytvorena
skupina hub se vsak dnes uz v moderni taxonomii hub témér nepouziva.

Jako houby mitosporické je dnes oznacovano asi 25 000 druhd hub, ale jejich pocet diky
modernim reklasifikacnim metodam rychle klesa. Vétsina znamych konidianich hub je z
oddéleni Ascomycota (vreckovytrusé houby); mezi nejznaméjsi patri napr. zastupci z rodu
Atenaria, Aspergillus, Cladosporium, Stachybotrys, Penicillium, Phoma.

Rod Penicillium

Prislusnici rodu Penicillium patfi k nejrozsirenéjsim mikroskopickym houbam teplého a
mirného klimatu. Jejich spory jsou prakticky vsudypritomné, a proto jsou tyto plisné takeé
velmi castymi kontaminanty potravin, zivotniho i pracovniho prostredi clovéka. V béznych
podminkach vytvari tyto houby zelenosedé ¢i modrozelené povlaky, které se drzi na povrchu
zasazeného mista. Objevuji se nejcastéji na pecivu, marmeladach, kompotech, ovocnych
Stavach a citrusech, ale mohou rdst i na vodou poskozenych ¢i vihkych budovach, tapetach
nebo kobercich.

Cesky nazev pro tento rod - §tétickovec vznikl tim, Ze tvar konidioforu pfipominal nasim
botanikim Stétec.

Do rodu Penicillium jsou razeny také jedlé mikroskopické houby, s jejichz pomoci jsou
vyrabény chutové vyrazné syry zn. Roquefort, Camembert i Niva. Dnes je jiz znamo, Ze se
jedna o zastupce radu Eurotiales (plesnivkotvaré), patriciho do vreckovytrusych hub tridy
Eurotiomycetes.

Rod Aspergillus

Také houby z rodu Aspergillus patri mezi ¢asté v nasem zivotnim prostredi. V soucasnosti je
popsano priblizné 150 druh( téchto hub, které jsou znamymi kontaminanty vlhkych mist i
vod. Nékteri zastupci jsou patogenni: u ¢lovéka mohou vyvolat intoxikaci, infekce i alergie.
Podobné jako mnohé dalsi mikromycety, také aspergily jsou dnes vyznamnymi plvodci
nosokomialnich nakaz a jejich nebezpecnost vzrusta.

Rod Aspergillus zahrnuje pomérné rychle rostouci mikromycety. Jejich kolonie produkuji
razné pigmenty, které dobre difunduji do agaru. Na koncich vlaken vzdusného mycelia
dozravaji konidiofory, jejichZ tvar pripomina kropenku na konvicce, odtud pochazi cesky
nazev kropidlak. Nepohlavni spory - konidie jsou nejcastéji kulovitého tvaru.

Zastupci tohoto rodu jsou znamymi producenty celé rady sekundarnich metabolitd, z nichz
zejména mykotoxiny jsou Casto karcinogenni. Nékteré druhy jsou pro svou zvysenou produkci
organickych kyselin prakticky vyuzivany v modernich biotechnologickych provozech.
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Priklady morfologie konidialnich hub:

Penicillium chrysogenum Aspergillus
niger
konidie
konidie
fialidy
metuly
méchyrek
stopka
asymetricky — stopka
vétveny o
konidiofor konidiofor

Botrytis
cinerea

—konidie @ ¥
méchyrek -
konidiofor
rozvétveny
konidiofor Stachybotrys
chartarum

Stélku konidialnich hub tvorfi mycelium, ze kterého vyrustaji rozvétvené konidiofory (hyfy), na jejichZ
vétvich (sporokladia) vyrustaji sporogenni bunky (fialidy), ze kterych se odskrcuji spory - konidie.
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Téma: MIKROSKOPICKE HOUBY Pracovni list 7
Jméno: Akademicky rok:

Slkupina: Datum:

Ukol: Pozorovani mikroskopickych hub

Material:

Mikroskopické houby riznych rodu, ZPM

Pracovni postup:

1. Pripravte si nativni preparat z mikroskopickych vlaknitych hub a kvasinek a pozorujte.
2. Zakreslete stavbu stélky mikroskopickych hub a popiste ji.

Vypracovani:
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EVROPSKA UNIE
Evropské strukturaini a investi¢ni fondy

Operacni program Vyzkum, vyvoj a vzdélavani

Otazky k opakovani Pracovni list 7

1. Vysvétlete nasledujici pojmy: (https://www.natur.cuni.cz/biologie/botanika/veda-a-
vyzkum/atlas-zygomycetu/terminologicky-slovnicek)

SUDSTIAtOVE MYCELIUM eerreretssetssssssstsses s sessssssssssssssss s seesssssssesssssssssssssssssssnes
VZAUSNE MYCELIUM  eeeeeeee e eeresesesesess s sesesssesesesssese s ssesesesssesesesesesessesssnsane
LELEOMOITA ettt es et s seteseseeaesesseae s sesnesesesnesaeseseaesenassasans
ANAMOITA ettt ts et s senesssssssssesene s sessesssenssssssssnessssssssan
ENAOSPONY et eeseste e e stestestens s seseseestesaeseste s seesaerestestentesestetesteneaes
Py @ ettt et stens s sresessesesaeaete s seseesesesaesatenesenenasaenan
KOWUMELA ettt s stesssenssesaese s sesnessssenssassesessenssssnssans
KONTAIE ettt aeae s s stsaesesaesesaeae s sesaesesesaesassenetenesaasanans
KONJUGACE et see e e e aete s sresaete st eresaen s sesaesesaeseesaesaae st et eraneen
SPOT@ ettt ssseestssssens s sestsssessssstene s ssesessssassesssenssssestnsanes
SPOFANGIOTOr ettt s steste s s setesaeeeeerete s seeseerestestetesesaetesaeneans
SPOFANGIUM  rreeeereseesessesssseessesessssasstess s sesssassessessesess sessasssseesessassssasssessenssns
SEOLON ettt teteas s sesese s e et s ssenessasassessnenenssesansanes
AIMOITIE ettt s sebessssesssssese s sesnsssssenssassesssensssssssan
KaryogQami@ ereereseeeseeeesaesessesesaesees s sstssesesassesesse s sesaesesesnesassenesesesassenans
VEZIKULA et eeessesessesesaenes s sesesssesssnsstn s susssssssessssassssssnsnsssenes
ZYGOSPOIA  ereeeeeeeeeseseesessesseseasssasassestaes s srssesesesssssssss s sesestesesessssasssssssessssssses

2. Uved'te priklady médii, které se pouzivaji ke kultivaci mikroskopickych hub:

3. Seznamte se s mikroorganismy, které jsou uchovavany ve Sbirce kultur hub (CCF) Katedry
botaniky PrF Univerzity Karlovy v Praze. Kolik kmen( mikroskopickych hub sbirka uchovava?
O jaké skupiny hub se jedna?
https://edit.natur.cuni.cz/biologie/botanika/struktura/sbirka-kultur-hub-ccf

4. Popiste podminky, za jakych se uchovavaji kmeny mikromycet ve sbirce. Jak Casto je
nutné provadét jejich preockovani?
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https://www.natur.cuni.cz/biologie/botanika/veda-a-vyzkum/atlas-zygomycetu/terminologicky-slovnicek
https://www.natur.cuni.cz/biologie/botanika/veda-a-vyzkum/atlas-zygomycetu/terminologicky-slovnicek
https://edit.natur.cuni.cz/biologie/botanika/struktura/sbirka-kultur-hub-ccf

5. Popiste obecnou stavbu stélky mikroskopické houby:

=)

6. Seznamte se se zakladnimi typy mykotoxini mikromycet. Které z mykotoxinu produkuji
mikroskopické houby rodu Aspergillus?
http://www.biotox.cz/toxikon/mikromycety/obsah.php

7. Kvasné procesy jsou vyvolany enzymatickou cinnosti mikroskopickych hub - kvasinek.
Popiste zakladni typy kvaseni a uved'te priklady kvasnych mikroorganismu:

OCLOVE KVASENT  ceereeeceeseeeseseesessssesssessssesssessasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssessssssssssssesssses
MLECNE KVASENT  cerereertreseseseesesesessesesessssssessssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssesses
ALKONOLOVE KVASENT  .eveeeceetreeeeeretsteeeestssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss s sssssessssses susees
MASEINE KVASENT ceeeeeertreeseseseseseaessesesessassstsessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss s sessesases sssesses

8. Uved'te priklady mikroskopickych hub vyuZivanych v potravinarském primyslu:
UZILECNE ceeeeeeesesese e ssses e east s s st s st sasses s st s s e bt s et et e et et e e e b en s asassatesasassanasasassssanane

KONEAMINUJICT cveveurrerererireiesetssesesesesesssssssssssssssssesesssesssesssesssesssssssssesessssssssssssssssssssssesssssssesssesesesssesssssnes

9. Mikromycety mohou vyvolavat alergické reakce i oportunni onemocnéni. Uved'te priklady
patogennich hub vyvolavajicich onemocnéni kize lovéka:


http://www.biotox.cz/toxikon/mikromycety/obsah.php
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* 4 K Operacni program Vyzkum, vyvoj a vzdélavani

SINICE A RASY Téma 8

Sinice a rasy jsou prevazné mikroskopické, autotrofni a kosmopolitni organismy. Sinice maji
prokaryotickou stavbu bunky a neobsahuji zadné bunécné organely ohrani¢ené membranami,
rasy se vyznacuji eukaryotickou stavbou bunky.

Rasy a sinice jsou fotoautotrofni, jsou vybaveny fotosyntetickymi barvivy, ktera jim
umoznuji vytvaret organické latky a kyslik z latek anorganickych za vyuziti foton(. Z pohledu
ekologie jsou primarnimi producenty zejména vodnich a mokradnich ekosystému(. Nékteré
druhy fas jsou schopny také smisené (mixotrofni) vyzivy, kromé anorganickych zdrojd
dovedou za urcitych okolnosti také prijimat organické latky z okolniho prostredi. Prikladem
jsou nékteri bicikovci (krasnoocka, obrnénky), kteri mohou pohlcovat drobné bakterie
(fagocytoza) a zivit se heterotrofné, proto byvaji casto razeni do rostlinného i Zivocisného
systému organisma.

Vétsina sladkovodnich sinic a ras ma mikroskopické rozméry, jsou viditelné pouze
v seskupeni kolonii. Stejné jako velikosti, lisi se jednotlivé typy téchto organism( také svym
zbarvenim. Kromé chlorofylll - zakladnich fotosyntetickych barviv, byvév charakteristickym
barvivem sinic fykocyanin, a proto ma vétsina sinic modrozelenou barvu. Rasy obsahuji celou
skalu dalsich barviv - napr. fykoerytrin, fukoxantin, diatoxantin, karotenoidy, xantofyly; tato
doplrikova fotosynteticka barviva zpusobuji vysledna zabarveni ras od Zlutych odstint az po
cervené, modré, fialové ¢i hnédé.

Zakladni charakteristiky hlavnich skupin sinic a ras:

Taxonomicka Duilezita barviva Zasobni latky Organizacni stupen
skupina stélky
Cyanophyta chlorofyly a, b, ¢, d sinicovy Skrob monadoidni, kokalni,
fykocyanin, fykoerytrin volutin trichalni
Rhodophyta chlorofyly a, d florideovy trichalni
fykoerytrin, fykocyanin skrob oleje pletivna
Dinophyta chlorofyly a, ¢ skrob kokalni,rhizopodalni,
karotenoidy, xantofyly volutin trichalni
Cryptophyta chlorofyly a,c skrob monadoidni
fykocyanin, fykoerytrin
Chromophyta | chlorofyly a, ¢ chryzolaminarin | monadoidni,
fukoxantin, xantofyly oleje rhizopodalni, trichalni
Chlorophyta chlorofyly a, b skrob vsechny typy
Euglenophyta | chlorofyly a, b paramylon monadoidni

Sinice tvori nejcastéji kokalni, kapsalni nebo trichalni (vlaknity) organizacni stupen stélky.
Kokalni sinice se vyskytuji bud’ samostatné nebo se seskupuji v pravidelnych nebo
nepravidelnych koloniich. Trichalni sinice tvori jednoducha nerozvétvena vlakna nebo vlakna
rozvétvena.
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Priklady stélek sinic:

OO OO
O OO OO

OO OO
OO OO

kokalni nepravidelne pravidelné
(Synechocystis) kolonie kolonie

(Apahanocapsa) (Merismopedia)

jednoduché izopolarni heteropolarni
vlakno viakno viakno
(Phormidium) (Anabaena) (Rivularia)
U TSR] ?@JA@
prisedla nepravé vétvené pravé vétvené
(Chamaesiphon) vlakno vlakno

(Scytonema) (Stigonema)
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Zakladni vyvojové stupné stélky sinic a ras:

e Monadoidni stélka (bicikata)
- jednobunécna, jednojaderna stélka, zpravidla kapkovitého tvaru, se zUzenym prednim
koncem s biciky a zaoblenym zadnim koncem. Dalsimi znaky této stélky jsou: svétlociva
skvrna (stigma) a pulzujici vakuoly, které vyrovnavaji koncentracni spad mezi bunkou a
prostredim. Vyskytuje se predevsim u krasnoocek a zelenivek.

¢ Rhizopodova stélka (ménavkovitd)
- jednobunécna, jednojaderna stélka proménlivého tvaru, ktera se pohybuje pomoci panozek
(pseudopodii).

e Kapsalni stélka
- jednobunécna stélka ve slizu, ktera mlize mit zachovany nékteré znaky bicikovcl, napr.
pulzujici vakuoly, stigma a bi¢ikim podobné, ale nepohyblivé Utvary (pseudocilie).

e Kokalni stélka (kulovitd)
- jednobunécna, nejcastéji jednojaderna, nepohybliva stélka, ktera se pohybuje zpravidla
pouze pasivné. Jeji jednotlivé bunky se mohou seskupovat v kolonie nebo cenobia.Tento typ
stélky je charakteristicky napr. pro rozsivky i zelenivky.

e Trichalni stélka (vlaknita)
- mnohobunécna stélka, tvorena vétsinou z jednojadernych bunék, které jsou spojeny v
nevétvena nebo jednoduse vétvena vlakna.

o Sifonokladalni stélka (heterotrichalni)
- mnohobunéc¢na, vlaknita a vétvena stélka, tvorena mnohojadernymi bunkami. Uvedeny typ
stélky se vyskytuje u nékterych zelenych ras (zelenivky).

¢ Sifonalni stélka (trubicovitd)
- stélka trubicovitého typu, tvorena jedinou velkou mnohojadernou bunkou, funkcné
rozliSenou na Cast, kterou je prichycena k podkladu a rozvétvenou vrcholovou cast.

e Pletivna stélka
- mnohobunécna stélka predstavujici vyvojové nejvyssi typ stélky ras. Je odvozena od
heterotrichalni stélky, pripomina primitivni pletiva, je znama u nékterych ruduch a chaluh.
Vyskyt sinic a ras

Sinice a rasy jsou kosmopolitnimi organismy a vyskytuji se témér ve vsech ekologickych
prostredich, vcetné extrémnich lokalit.

Ve vodach se kromé bentickych (prisedlych) a epifitickych (prisedlych na rostlinach)
vyskytuji také planktonni rasy a sinice, které se volné vznaseji ve vodnim sloupci.

Nékteré sinice a rasy se vyskytuji také mimo vodni prostredi - na snéhu a ledu (kryoseston),
v pudé (fytoedafon), na kire strom( (vzdusné, aerofytické organismy); sinice a rasy byly
nalezeny také v termalnich pramenech, mineralnich pramenech, do¢asné mohou prezivat v
podzemnich vodach a vykazuji také symbiotické interakce - napr. s houbami tvori liSejniky.
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Morfologie sinic

Sinice mohou mit rdzny tvar. Nékteré druhy jsou jednobunécné, jiné jsou slozeny z bunék
tvoricich kolonie, pripadné mohou mit tvar vlaken slozenych z jednotlivych bunék.
Vicebunécéné sinice tvori burnky nékolika zakladnich typu:

e Vegetativni bunky
jsou zakladni bunky sinic, charakteristické svou prokaryontni
stavbou. Jejich tvar a velikost, pripadné usporadani v
koloniich je vyznamnym diagnostickym znakem; u vlaknitych
kolonii se navic zjiStuje také pritomnost povrchové slizové
pochvy, zpusob propojeni bunék, tvar vlakna a typ jeho
vétveni.

o Heterocyty
jsou tlustosténné bunky vétsi velikosti nez bunky vegetativni.
Vznikaji z vegetativnich bunék a v optickém mikroskopu se
jejich obsah jevi jako prazdny, nebot jsou vyplnény plynem.
Za Ucasti enzymu nitrogenazy se v nich fixuje vzdusny dusik,
ktery je nasledné redukovan do slouceniny amoniaku, ktery
pak v podobé aminokyselin prechazi do sousednich bunék.

e Akinety
vznikaji z jedné nebo vice vegetativnich bunék a byvaji jesté
vétsi nez heterocyty. Tyto bunky obsahuji velké zasoby zivin a
slouzi k preckavani nepriznivych (zimnich) podminek. Na jare
z akinet opét vyrusta nova kolonie vegetativnich bunék.

Sinice se na nasi planeté objevily priblizné pred 2,5 miliardami let a zaznamenaly velky
evolucni rozvoj. V prekambrickém obdobi byly schopny tolerovat nizky obsah kysliku,
vysokou intenzitu UV zareni a zvysené koncentrace sirovodiku, jejich fotosyntetickou
cinnosti tedy doslo k nasyceni praatmosféry Zemé kyslikem. Sinice maji v prirodé i dalsi
vyznamné role. Nékteré druhy (napr. druhy rodu Nostoc, Anabaena) maji schopnost
diazotrofie, coz je zakladni proces pro biologickou fixaci a kolobéh dusiku v prirodé a
souCasné jim tato schopnost poskytuje znacnou vyhodu v prostredi, kde je dusiku
nedostatek. Ze sinic byla také izolovana cela rada bioaktivnich latek, z nichz nékteré jsou
testovany pro vyrobu lékl. Napr. Arthrospira (znama také pod obchodnim nazvem
»spirulina®) se dnes komercné péstuje a uziva se jako potravinovy doplnék.

Nékteré sinice (napr. Microcystis) pri premnozeni ve vodnich nadrzich vytvari tzv. vodni
kvét, ktery je tvoren biomasou sinic a ras plovoucich na vodni hladiné. Mikroorganismy
vodniho kvétu casto produkuji velmi nebezpecné toxiny a latky zplsobujici kozni alergie.
Zvyseny vyskyt vodnich kvétu na nasich prehradach je vysledkem vzrlstajiciho znecisténi
povrchovych vod.
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* 4 Kk Operacni program Vyzkum, vyvoj a vzdélavani MINISTERS

Téma: SINICE A RASY Pracovni list 8

Jméno: Akademicky rok:
Skupina: Datum:

Ukol: Pozorovani morfologie sinic a fas

Material:
jednorazovy sterilni material, kultury sinic, ZPM

Pracovni postup:

1. Sterilni bakteriologickou klickou odeberte malé mnozstvi kultury sinic a ras a zhotovte
nativni preparat, pozorované mikroorganismy zakreslete a popiste.

2.Podle morfologickych znak( prifad’te jednotlivym druhlm spravny typ stélky.

Vypracovani:
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* 4 * Operacni program Vyzkum, vyvoj a vzdélavani

KEx EVROPSKA UNIE
* * Evropské strukturalni a investiéni fondy
* *

Otazky k opakovani Pracovni list 8

1. Nakreslete vegetativni bunku sinic a popiste jeji zakladni organely. Vysvétlete jejich
funkci:

2. Co jsou cyanofagy?

3. Zapiste, jakou barvu bunék sinic a fas zpusobuji:
XANEOTYLY  crreeeeeereceereseneesaeee s ceaesesessesessssessesesessesessessssssesessesessessssesesessesessesesesssssssenssssnssens
KArOLENOTAY  ..eeeeeereeieeeeecctertesteee s testesessessetesessesseteseesessesaesaesessessessesessessentessesessessessasessessassenen
FYKOBIIEITNY ceeeeeeeeerteereneeseeestese s estsseesaesestesesessesessssesssseseesesessesessssesessesessesessesssessensssssessasesess
FYKOCYANY ceeeeecereeneeesteessese s vesessesessesestesesessesessesessssestasesessesessssessssesessesessesssessessssssessasesess
CRLOTOTYL et ettt se e stesa s e e e saesa e e ssesae st e saesesae st st e e sessestesassassesaanaasansenen
FUKOXANTINY ceeeeteertecseeeeseeeseee s sesesseessesessesessesssessesessesessesesessesessessssssesessessssessssessssssessssassanes

Které z nich patri mezi tzv. fykobiliny?

4. Co je eutrofizace a jaké jsou jeji priciny? Jak se projevuje v zZivotnim prostredi?



8. Vysvétlete, proc jsou sinice evoluc¢né vyznamné. Proc se oznacuji jako recentni organismy?

.......................................................................................................................................................................
-----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

9. Nékteré sinice jsou produkovany biotechnologickym zplisobem. Jaké jsou moznosti jejich
moderniho vyuziti v praxi?
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