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Osnova

» Opakovani pojmu

» Rust mikroorganismu — rustova krivka, vyziva,
podminky rustu

» Kultivace

» Tekuté pudy

» Pevné pudy



Opakovani

» Bakterie, kvasinky: nemozno vidéet pouhym
okem, nutno pouzit mikroskop.

» Vzorek: ,to, co jsme odebrali pacientovi”.

» Kmen: narust bakterialnich/kvasinkovych bunék
vzniknuvsich z jedne jedine bunky = populace
jedné bunky. Cista kultura.

» Kolonie: podoba, v niz sledujeme narust kmenu
na pevné pude.



Rust mikroorganismu

» Generacni doba: doba nezbytna pro zmnozeni
bakterie — vznik dvou dcerinnych bunek z jedné
materske.

» Escherichia coli — generacni doba 20-70 minut,
zmnozeni DNA trva kratsSi dobu (cca 40 minut).

» Deleni bakterii: binarni (eukaryota — mitoza,
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» Mnozeni kvasinek: nepohlavni (pucCeni),
pohlavni (konjugace, tvorba spor).



Rustova krivka

logaritmus poétu bunék

http://web2.mendelu.cz
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Rustova krivka

» Lag faze — faze adaptace, bunky nepribyvaiji,
,2aktivuje se” metabolismus.

» Log faze — faze neintenzivnéjsiho rustu a
mnozeni (bunky se mnozi geometrickou radou s
kvocientem 2).

» Stacionarni faze — bunky stejne rychle pfibyvaji
jako odumiraji. VyCerpavaji se ziviny a hromadi
zplodiny metabolismu.

» Faze odumirani — prilis vysoka koncentrace
zplodin, bunky hynou.



Vyziva mikroorganismu

» Zdroj energie, uhliku, elektronu a dalSich
biogennich a rustovych prvku

» pH

» Voda

» Teplota

» Osmoticky tlak

» Rozdilné rustové optimum a rozdilné meze
preziti pro ruzné mikroorganismy -
diagnostika!



Vyziva mikroorganismu — Kklinicky vyznamneé
druhy (1)

» Zdroj uhliku a energie — organicka latka =
chemoheterotrofie.

» Bakterialni katabolismus (akceptory elektronu):

Fermentace — bez pfistupu kysliku, malo
energeticky vyhodny, akceptor elektront nemusi byt
pritomen v prostredi (napr. mlecné kvaseni,
etanolové kvaseni atd.)

Aerobni respirace — koneCnym akceptorem
elektronu je kyslik

Anaerobni respirace — koneCcnym akceptorem
elektronu je kyslikata slou€enina, ale ne pfimo kyslik
(napr. denitrifikace — NO5;, NO,” = N,O + N,)



Vyziva mikroorganismu — Kklinicky vyznamneé
druhy (2)

» Kyslik:

» Aerobni — rust za pritomnosti kysliku

» Fakultativné anaerobni — preferuji rust bez

pristupu kysliku, ale mohou rust i za pfitomnostsi
kysliku

» Striktné anaerobni — vyzaduji atmosféru bez
kysliku

» Mikroaerofilni — vyzaduji snizenou tenzi O,
» Kapnofilni — vyzaduji zvysenou tenzi CO,



Vytvoreni anaerobnich podminek

» Anaerobni box, anaerostat

medmicro.info



Vyziva mikroorganismu - klinicky vyznamné
druhy (3)
» pH:

Vetsina vyzaduje pH neutralni =7

Acidofilni druhy — pH < 7 (napf. helikobaktery v
zaludku pH < 3)

Alkalofilni druhy — pH > 7 (nekteré enterokoky az pH
>11)

» Teplota:

Rust zpravidla pfi 37 °C, nékteré druhy (ptali
patogeny) pri 42 °C.

Nekteré druhy (Listeria monocytogenes, plisne) roste
| pri chladniCkovych teplotach — 4 °C.



Vyziva mikroorganismu — Kklinicky vyznamneé
druhy (4)

» Osmoticky tlak — koncentrace NaCl:
Bézne mikroorganismy toleruji prostredi podobné
fyziologickému roztoku, tedu 0,9 %.
Halofilni druhy — néktera vibria vyzaduiji k rustu
alespon 1 % NaCl.

Halotolerantni druhy — stafyloky toleruji az 10 %
NaCl, enterokoky 6,5 % NaCl.



Kultivace mikroorganismu

» Pro¢?
Zisk Cisté kultury — kmene
UdrZzeni mikroorganismu pfi zivoté — pfeockovani na
novou pudu

Odliseni jednotlivych mikrobu na zakladé
diagnostickych a selektivné diagnostickych pud



Pudy tekuté a pevneé

» Tekuté pudy
Zakladem je masopeptonovy bujon (hovézi vyvar +
bilkovinny hydrolyzat).
Pouzivaji se predevsim k pomnozeni.
Vyhodnoceni vysledku: Ciry bujon = neroste;
zakaleny bujon nebo pritomny sediment = roste.

Pouziti hlavne tam, kde se nepredpoklada velka
variabialita druhu (napF. vytér ze spojivkoveho vaku).

» Pevné pudy
Bujon zpevneny agarem (agarova rasa) — pomalejsi,
ale rozmanitéjsi rust.

Tam, kde se pfedpoklada velka variabilita druhu
(napF. stér z rany, vytéer z krku).



Tekuté pudy

» Pomnozovaci:

nejbézngjsi a univerzalni; bujon pro aerobni kultivaci
a VL-bujon pro anaerobni kultivaci (VL = viande-
levure, obsahuje masokvasnicny extrakt)

» Selektivhé pomnozovaci:
pomnozeni urcité bakterie a potlaceni mnozeni
jinych (selenitovy bujon pro salmonely)

» Obohacené pomnozovaci:

z kvalitngjSich extraktu (napf. BHI = mozkosrdcova
infuze), hydrolyzatu (kasein), vitaminu (kvasnicny
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(streptokoky, hemofily, patogenni neisserie)



Pevné pudy

» Zakladni:

zaklad je masopeptonovy bujon, NaCl a 1,5 % agaru
— pro nenarocne bakterie.

» Obohacené:

zakladni s pfidavkem dalSich slozek (napf. rastové
faktory, krev, cukry...)

» Diagnosticke:
pridané slozky, které reaguji charakteristicky s

metabolismem mikroorganismu (krevni agar,
chromogenni a florogenni pudy...)



Pevné pudy

» Selektivni:
Pridany latky podporujici rust nékterych
mikroorganismu a potlacuji rust jinych (krevni agar s
10 % NaCl pro rust stafylokoku, krevni agar s azidem
sodnym pro enterokoky — stafylokoky ani streptokoky
na ném nerostou, ...)

» Selektivné diagnosticke:

Kombinace diagnostickych a selektivnich — ENDO
(selektivni slozka je fuchsin, diagnosticka slozka
fuchsin odbarveny sifiCitanem a laktoza), XLD, MAL
(k detekci salmonel).



Pevné pudy pro specialni tcely

» MH agar (Milleruv-Hintonové agar):
In vitro testovani citlivosti na antimikrobialni latky
pouziva se také k testovani pigmentu bakterii
V MH agaru je namisto peptonu (v masopeptonovem
agaru) pouzit kaseinovy lyzat. Pepton brani difuzi
antimikrobialnich latek.

» Pudy pro sledovani virulence:
Zloutkova puda pro histotoxicka klostridia

puda s kongocerveni pro detekci stafylokokového
biofilmu



Ukol 1la: Pady v klinické mikrobiologii (1)
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Ukol 1la: Pudy v klinické mikrobiologii (2)
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Ukol 1b: video — pfiprava krevniho agaru

» Prohlédnéte si video, kterak se pfipravuji pudy.
» VSimejte si kroku, které zarucuiji sterilni postup.



Ukol 2a: zavislost rustu na kysliku

» Zaznamenejte do tabulky, kde bakterie rostou a
kde nikoliv a na zaklade znalosti o zavislosti
rustu na kysliku rozhodnéte, do ktere patri
skupiny.

» striktni aeroby — rust v pfitomnosti kysliku
» striktni anaeroby — rust v prostredi bez kysliku

» fakultativni anaeroby a aerotolerantni — rostou i za
pritomnosti kysliku, | bez

» mikroaerofilni — rostou pouze za stopového mnozstvi
Kysliku
» kapnofilni — vyzaduji vetsi tenzi CO,



Ukol 2b: zavislost ristu na ATB a solich

» Zaznamenejte do tabulky, kde bakterie rostou a
kde nikoliv a na zaklade znalosti o zavislosti
rustu na pritomnosti ATB a koncentraci soli
rozhodnéte, do ktere patri skupiny.

» KA's 10 % NaCl jen pro stafylokoky

» KA's 6,5 % NaCl pro stafylokoky a enterokoky
» KA s amikacinem pro streptokoky a enterokoky
» KA s azidem sodnym pro enterokoky



Ukol 2c: zavislost riistu na teploté

» Zaznamenejte do tabulky, kde bakterie rostou a
kde nikoliv a na zaklade znalosti o zavislosti
rustu na teploté rozhodnete, o jaky se jedna
druh.

» Pseudomonas aeruginosa roste pri 37 °C a 42 °C
» Pseudomonas fluorescens roste prfi4 °C a 37 °C



Ukol 3a: krevni agar — viridace a hemolyza

» pudy s krvinkami (krevni agar, VL krevni agar,
agar s pranymi erytrocyty apod. — netyka se ale
krevniho agaru s 10 % NaCl, kde jsou krvinky
lyzovany) jsou schopny rozlisit:

» uplnou hemolyzu (B-hemolyza) a caste€nou
hemolyzu (B-hemolyza) — Streptococcus
pyogenes, Streptococcus agalactiae

» nepritomnost hemolyzy (y-hemolyza)
» viridaci — puda ,zezelena” (a-hemolyza) —

Streptococcus pneumoniae, Streptococcus
mutans



Ukol 3a: krevni agar — viridace a hemolyza

Beta Hemolysis Alpha Hemolysis Gamma Hemolysis

Iws2.collin.edu



Ukol 3b: Endova ptida

» na Endové pldé rostou pouze G- bakterie (Celedi
Enterobacteriaceae, Vibrionaceae, GNFB)
» Endova puda obsahuje jako substrat laktdzu. Dale obsahuje

basicky fuchsin zodpovédny za selektivitu pudy. Fuchsin
spolecné s Na,CO; slouzi jako indikator

(= Schiffovo Ciinidlo). Bakterie
utilizujici laktozu tvori laktaldehyd
-> tmavocervena barva kolonii.

» laktoéza pozitivni (Cervene,
vcetné okoli, jinak muze jit
pouze o pigment!) a
negativni (bledé)

medmicro.info



Ukol 4: Popis vlastnosti kolonii

» Pokuste se popsat 10 zakladnich vlastnosti
kolonii.

» VSimejte si rozdilu mezi jednotlivymi koloniemi.

ZNAKY POPISOVANE NA BAKTERIALNI KOLONII

Velikost hodnoti se jen v dobic izolovanyeh kolonii, uvadi se v mm

Tvar kolonie pravidelnd kulatd, ovalna, nepravidelné laloZnata, plazicd se

Profil xolonie plocha, vypoukla, miskovita, s vystupujicim stfedem, s navalitymi okraji apod.
Okraje ' rovié, ncbho vigknité, = vibdzky, laMicky atd.

Paovrch | hladky, leskly (S-fize), matny, drsny (R-fize), krabaty

Transparence | kolonie prahlednd, prisvimd, neprisvitna

Barva kolonie bezbarvi, nebo pigmentovand: nadedla, bélava, Huta, s Eemym sticdem apod.

Zmény v okoli | dvorec zbarven:, hemolyzy, precipitatu
Konzistence | kolonie mazlava, drobiva, hlenovita, vrista do agaru apod.

Zipach po jasminu, spermatu, zluklém masle, ovocny, nakysly ad.

Votava M.(2005) Lékarska mikrobiologie
obecna



Ukol 5a: Ockovani stéru/vytéru na pevnou

pudu

» naneste tamponem vzorek na cast misky (asi
tak do jedné tretiny prumeéru misky)

» vyzihejte klicku

» rozockujte z plochy, kam jste nanesli vzorek,
do dalsi casti

» vyzihejte klicku

» rozoCkujte z car, kde jste rozoCkovali minule

(uz se nedotykejte plochy, kam jste oCkovali
tamponem

» vyzihejte klicku
» rozockujte ,,hadka“



Ukol 5b: Pfeockovani agarové kultury

» vyzihejte klicku

» naberte kmen (pouze ted, nikdy znovu v dalsSich
krocich!)

» naoCkujte prvni usek

» vyzihejte klicku

» rozoCkujte druhy usek

» vyzihejte klicku

» rozoCkujte treti usek

» vyzihejte klicku

» rozoCkujte ,,hadka“



Po skonceni prace

» Uklidte misky a z
» Provedte dezinfe
» Provedte dezinfe

Kumavky do beden, stojanu
KCi stolu

KCl a umyti rukou

» Pokud chcete misky z ukolu 5b nechat
vykultivovat, oznacte je Citelné jménem Ci pro
vas jasnym symbolem a dnesnim datem a
ponechte je na stolech.

Votava M.(2005) Lékarska mikrobiologie
obecna



Po tomto cviceni byste méli umeét

» Vysvétlit rustovou kfivku a popsat mnozeni
mikrobu.

» Umet vyjmenovat zakladni naroky
mikroorganismu na rust a mnozeni.

» Znat zakladni typy tekutych a pevnych pud
vCetné zpusobu pouziti.
» OCkovat na pevné pudy.



