Cvifeni 2
Piiprava a sterilizace Zivnych medii

Media pevna (pfidavek agaru 1,5- 3 %) a media tekuta (bujony)

Pomiicky:
2600 mg komeréniho masopeptonového media (MPB — meat pepton broth)
agar
destilovana voda
sterilni Petriho misky
sklenéné biologické zkumavky
Erlenmeyerovy batky
vatové zatky
odmérny valec

Pozn: sloZeni 2600 mg MPB €. 1: Beef extrakt 600 mg, pepton 1 000 mg, NaCl 1 000 mg,
destilovana voda 200 ml, agar 4 000 mg
pH 6,8 —7

Postup:

* Na 200 ml objemu destilované vody navazime 13/5 g = 2,6 g media

+ Uprava pH 1M NaOH / 1M HCI
Z toho objemu odpipetujeme do 2 zkumavek a 5 ml, sterilizace 20 min, 0,15 MPa, 121°C

= tekuté medium ve zkumavce s vatovou zatkou

* Do zbytku objemu ptidame 4 g agaru (1,5 — 3 %) a dobfe promichame

* Agar v mediu rozvaiime v mirovinné troubé

* Do 2 zkumavek odpipetujeme rozvareny agar (4 5 ml) a zazatkujeme, sterilizace

* Zbytek media v Erlenmeyerové bance zazatkujeme a ptipravime rovnéz pro sterilizaci

* Sterilni agar MPB rozlévame do 6-ti Petriho misek & 20ml (postupujeme rychle,
nemluvime). Batiku po kazdém naliti 0zihdme nad kahanem

* Zkumavky se sterilnim agarem jesté za tekutého stavu ulozime do Sikmé polohy

Nakres: viz dale

Zavér:

Dvojice ptipravila sterilni media a to 4 zkumavky s masopeptonovym bujonem, 4
zkumavky se §ikmym agarem MPB 6 Petriho misek s agarem MPB. Sikmy agar ma vyhodu
silngj§i vrstvy zivin oproti tenké vrstvé Petriho misek. Pfipravend media budou slouzit
k ockovani a naslednému makroskopickému pozorovani kultur mikroorganisma.
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Nékres: Sikmy agar po sterilizaci media
Vatova zatka

Utuhnuti agaru v podlozené
zkumavce v §ikmé poloze
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Teoreticka ¢ast

Mikroorganismy (bakterie, kvasinky) se v mikrobiologickych laboratofich kultivuji na
sterilnich zivnych padach, které spliuji vSechny pozadavky na vyzivu, maji optimalni pH a
osmotické poméry vcetné dalSich vhodnych fyzikadlnéchemickych parametri (redoxpotencial,
atmosféra..). Zékladni vlastnosti vSech zivnych pad:

- dostatek vody pro zivotni pochody
- ptitomnost zivin
- zdroje energie (heterotrofi — zdroj energie shodny se zdrojem uhliku,
fototrofi — zdrojem energie je svétlo)
uhliku (cukry, bilkoviny, org.kyseliny, alkoholy; pro autotrofni bakterie CO,)
dusiku (amonné ionty, dusi¢nanové ionty, AMK, bilkoviny nebo jejich
¢astecné hydrolyzaty (peptony), malo pak plynny dusik
biogennich prvki (anorganickeé soli)

Zakladni druhy kultivace:

- kultivace kontinualni — otevieny systém; Ziviny jsou dodavéany, ¢ast media
odtéka; zivné prostiedi neméni své optimalni parametry, eliminace vlivu
limitujiciho faktoru (napt. primyslové bioreaktory)

- kultivace stacionarni — uzavieny systém; sloZeni prostfedi se méni v Case
odCerpanim zivin a tvorbou metabolitd kultivovanych mikroorganismu;
jakéakoli chemicka latka (produkt) je zde faktorem; maximalni koncentrace
bunék na jednotku objemu; limitujici koncentrace rozpusténého kysliku
a) vzduSnéna (vyhodné vhanéni kysliku fritou, zvéteni plochy pro vyménu
plyni), b) submerzni (tfepand), c) statickd (vyména plynt jen na fazovém
rozhrani)

Klasifikace Zivnych medii dle sloZeni:

- prostiedi synteticka — jsou piesné definovaného sloZeni (Ustojné roztoky,
zdrojem uhliku obvykle gluk6za, zdrojem dusiku (NH4),SO4 nebo NH4Cl,
Cist¢ aminokyseliny, vitaminy a rastové faktory (RF). K rozpusténi destil.
voda. Pi: minimalni media, na nichZ rostou jen prototrofi, saprofyti.

- prostiedi prirozena — komplexni, zékladem je zivny bujon, nejsou chemicky
definovand, jsou tvoiena sloZzkami ziskanymi po kyselé¢ hydrolyze (HCI)
kaseinu nebo zelatiny nebo po enzymatické (fermentativni) hydrolyze masa
(pepsin, trypsin, pankreatin).

Hydrolyza kaseinu - kyseld/enzymatické hydrolyza bilkoviny z mléka
Masovy vytazek — plisobeni proteolyt. enzymd (trypsin) na maso (beef extract)
Extrakt z kvasinek — auto/hydrolyzat z kvasinek, zdroj N a RF (yeast extract)
Pepton — plisobenim zalude¢nich $tav na bilkoviny (z masa, lusténin, mouky..)
Preparaty z jater, mozku, erytrocyti

Brambory, chléb, Zlu¢, vejce, sladinka...

Podle konzistence pak:
- tekuté (mléko, masopept.bujon, cukrové pudy, sladina) — vyhoda: snadny
piistup vody a Zivin. Bakterie sndze rostou; nevyhoda: rast bakterii se projevi



zakalenim, sedimentem nebo blankou (dle narokt na kyslik), ale nepozname,
zda se jedna o ¢istou kulturu nebo smés vice druhd, roda

ztuzené agarem (1-2 nebo 5%), zelatinou — ztuzenim bujonového zakladu;
vyhodou je moznost pozorovani izolovanych kolonii (= klon z jedné bunky);
v jedné kolonii je pak stovky miliard bunék. Kolonie urcitého bakterialniho
druhu je utvar charakteristicky a taxonomicky vyznamny makroskopicky znak.
tuhé (mrkev, brambor)

Zpevnéni pud:

zelatina 10 - 20 % - bilkovina (kolagen, osein, chondrogen)

agar — sm¢s polysacharidl (agaropektin, agar6za) z motskych tas (Gelidium,
Gracilaria); pro ptipravu pid idealni — rozpousti se pfi 90°C a tuhne piti 40°C;
slouzi jen jako gelifika¢ni ptisada, neni bakteriemi vyuzivan jako zdroj zivin!
kiemicité gely

Klasifikace zivnych medii dle rustu mikroorganismu:

Sterilizace

pudy univerzalni — svym slozenim vyhovuji pozadavkiim na vyzivu §irokého
spektra organismil (masopeptonovy bujon, sladinovy agar)

pudy selektivni — slozenim zvyhodnuji rst jednoho druhu nebo cilové
skupiny organismil, rast ostatnich druhil je inhibovan (Pi: Ashbyho agar —
zachyt Azotobacter, Staphylococcus medium — obsahuje 10% NaCl, které
stafylokokim nevadi, vétSina rodil je vSak v rlstu inhibovéana. Do téchto pud je
tedy piidana néjaka inhibicni slozka nebo naopak néktera slozka chybi, coz
zvyhodiiuje metabolicky adaptabilnéjsi rody a druhy.

pudy selektivné diagnostické — svym slozenim potlacuji rist vétSiny
mikroorganismii a umoznuji rist jen velmi malé skuping, coz se projevi
biochemickou reakci (napi. Endova puda)

destrukce vSech forem mikroorganismil véetné spor
autoklav pro GMO - s filtry
suchym teplem — Zihani

- horkym vzduchem 160 — 180°C, 2 hodiny

vlhkym teplem — autoklavovani. Vlhke teplo je ucinné;si.
Nasycena para bez vzduchu, pfi styku s chladnéjSim
Objektem kondenzuje a piedava mu teplo. Nutno odstranit
Vzduch. Doba dle tlaku a objevu sterilizovaného materialu,
Vétsinou 20-30 min.

frakciovana sterilizace — opakované zahtati na 100°C na 15-60 minut
pasterizace — 62 °C na 30 min

filtrace

zareni — germicidni lamopy, UV, tvrdé zéafeni

netékavé latky — fenol (fenolovy koeficient), halogeny (Cl, chlornany, I, Hg)
tékavé latky — ethylenoxid, chloroform



Priprava skla a materialu na sterilizaci — zatky, baleni do alobalu

Desinfekce — destrukce vegetativnich bunék, nikoli spor

S pouZitim chemickych dezinficiencii nebo fyzikdlnije definovana jako ni€eniCi zneskodfiovani
patogennich mikroorganismU na neZivych pfedmeétech, ve vn€sim prostfedi(ve vode, ve
vzduchu apod.) a vinfek€nim materiilu. Cilem dezinfekce je uCnit pfedmeéty (zevniprostfedi)
neinfek&ni. U&innost dezinfekce je zavislina rezistenci mikroorganismO v0& t&mto
prostfedklm. Dobré dezinficiens by mélo mit cidnii€inek na vétSinu patogennich

mikroorganism0.

Desinfekéni latky jsou chemické slouc¢eniny pouzivané na snizeni poctu mikrobii na povrchu
nezivych objekta.

Sanitace — sniZzeni po¢tu mikroorganismu

Degerminace

Antisepse je zneSkodnovani patogennich zarodkt v prostiedi zivych tkéani, v ranach,
na sliznicich a na ktzi s pouzitim antiseptik. Je namifena hlavné proti mikrobtim
vyvolavajicim hnisani. U antiseptik neni striktni pozadavek na baktericidni uc¢inek jako
u dezinficiencii, sta¢i bakteriostatické ptisobeni. Antiseptika musi splitovat pozadavek
nejedovatosti a dobré snasenlivosti zivymi tkanémi. Na rozdil od dezinficiencii proto
podléhaji schvaleni jako kazdy jiny 1¢k.

U antiseptik neni nutna dobra rozpustnost ve vodé.

Antiseptika jsou latky pouzivané na snizeni po¢tu mikrobti na zivych tkanich.
Asepse je souhrn opatfeni vedoucich ke stavu, kdy v prostfedi je minimum
mikroorganismi. Asepse si klade za cil zabranit pfistupu mikroorganismt k zivym
tkanim pfi chirurgickych operacich a to pouzivanim sterilnich néstroji, obvazovych
latek, Siciho materialu, pryzovych rukavic, pfipravou operacniho pole, dezinfekci
chirurgovych rukou, pouzivanim tstenek apod.

Pojem asepse zahrnuje také laboratorni a vyrobni metody, u nichz je snaha zabranit
Mikrobialni kontaminaci napt. v mikrobiologickych laboratotich pti vyrobé

nekterych 1€ku.



Chemicképrostiedky dezinfekce

*Specificky ucinek chemickych latek na mikroorganismy se projevuje vzavislosti na
jejich koncentraci a dobéptisobeni(expozice).

Kriteria kvality dezinfekénich prostredkiipro volbu jejich pouziti:

Sirokéspektrum tc¢inku, jen malo latek plisobizarovenbaktericidnég, virocidnéi fungicidné,
*pii trvalém pouzivaninevznikarezistence,

nejsou toxicka,

*majirychly dezinfek¢éniucCinek,

*majiafinitu kmikroorganismtim,

*k dezinfikovanému piredmétu jsou inertni,

«dezinfek¢niucinek je staly za riznych zmén vnéjSich podminek (teplota, vlhkost vzduchu,
pH).

Mechanismus ucinku

Antimikrobnilatky nejcastéji pfimo poskozujistrukturu mikroorganismtnebo narusuji
jejich zakladnimetabolicképrocesy, napt. oxidaci(slouc¢eniny chléru, peroxidy,
peroxid kyseliny), redukci(aldehydy), hydrolyzou (kyseliny, louhy), dehydrataci
(alkoholy), koagulacibilkovin (alkoholy, fenoly), zménou perneability (detergencni
latky).

Zasady a Kyseliny:

Silnéanorganickékyseliny a zasady se pro svétoxickéa agresivniucinky pouzivaji
vpraxi zfidka. Napft. vdpennémléko, kyselina boritd, kyselina peroctova, persteril
(32-36% roztok kyseliny peroctovés10%H202 a 1%H2S04.
Oxidacniprostredky:

peroxid vodiku, manganistan draselny.

Slouceniny halogenii:

chlorovévapno, ChloraminB, Dikonit.

Jod a jeho slouceniny:

jodovatinktura, jodofory, JodonalB, Jodisol.

Slouceniny tézkych kovi:

Famosept, Merfen, Merthiolat, Thiomersal.

Alkoholy:

etanol, n-propanol, etylenoxid.

Aldehydy:

formaldehyd, formalin, glutaraldehyd.



Fenolovéderivaty:

krezoly, Lysol, Orthosan BF12.
Povrchovéaktivnilatky:

Ajatin, Septonex, Ophthalmo-Septonex.

Zajimavosti

Louis Pasteur a Robert Koch
- zakladatelé 1ékatské bakteriologie
- pracovali nejprve s tekutymi ptidami

Pasteur — vyvar z kvasnic Byla to vSak chuda Robert Koch pouzival
media pro vétsinu komorovou vodu
patogennich z o¢i jate¢niho 6 '
bakterii dobytka -

*

+ Pozdé&i Koch zavedl kultivaci na extraktu z hovéziho masa zpevnéném Zelatinou.

Kultivaci na pevné ptuidé tak mohl zjistit pocet druhii bakterii (dle vzhledu kolonie) a po¢et
bunék ve vzorku (= po€et kolonii) a ziskat €istou kulturu.

Nevyhoda Zelatiny: ztekucovani pii 25°C a vlivem bakterialnich enzymu.

R/

s Walter Hesse - na radu své manZelky nahradil Zelatinu agarem.

Petriho misky - zavedeny Richardem Petrim v r.1887.

Masovy vytazek je sice nabit ristovymi faktory, ale na Ziviny je pomérné chudy.

% Irederick Lofler (spoluobjevitel pivodce zaskrtu) — vylepsil masovy extrakt
pfidavkem peptonu (produkt enzymatického natraveni masa, obsahuje peptidy i

volné AMK) a NaCl = Zivny bujon.

¥ Komer¢ni suSené kultivaéni piidy — po r.1914



