Jméno obor semindrni skupina

Cviceni 2
PROTOKOL 1

Priprava a sterithzace Zivnych medii

Cil cviéeni

e Vjakém laboratornim skle budou pldy pfipravovany?

e K ¢emu budou tekutd media (bujony) a pevna media (s pfidavkem agaru 1,5 -
3%) ve zkumavkach (Sikmé agary) a Petrtho miskich (agarové plotny) v pfistim
cviCeni slouzit?

e Jak bude zapsténa sterilita prace, jak mizeme na laboratornim stole zabranit
kontaminaci? (pf: sterilni Petrtho musky, sterilizace media ve zkumavkich
autoklavovanim, sterilni rozlévani do misek za Zihani hrdla banky s mediem v
plameni kahanu a za co nejkratSsiho a neymensiho otevirani sterilni Petriho
misky).

Teoreticka ¢ast

Kultivace mikrobtu je zikladnim postupem slouzicim Kk jejich pfimému prikazu.
Charakteru rtstu bakterie je dilezitym identifikaCnim znakem; nevyhodou je vsak zdlouhavost
(gsme zavisli na délce rastu daného druhu, pt: Mycobacterium tuberculosis - 9 tydni, vétSina
bakterii vSak 24-48 hodin).

Mikroorganismy (bakterie, kvasinky) se v mikrobiologickych laboratofich kultivuji na
sterilnich Zivnych ptidach splilujicich vSechny pozadavky na vyzivu, majicich optimalni pH,
osmotické poméry a optimalni redoxpotenciil. Samozieymosti je dostatek vody pro Zivotni
pochody a pfitomnost zivin: zdrojii energie (heterotrofi - zdroj energie je shodny se zdrojem
uhliku, 'u fototrofli je zdrojem energie sv€tlo a u litotrofll anorganicka latka!), uhliku (cukry,
bilkoviny, org.kyseliny, alkoholy; pro autotrofni bakterie je zdrojem uhliku CO.!), dusiku
(amonné 1onty, dusi¢nanové ionty, AMK, bilkoviny nebo jejich ¢asteCné hydrolyzaty (peptony),
malo pak plynny dusik) a biogennich prvkii (anorganické soli), pficemz hodnoty uvedenych
podminek musi zistat optimalni po celou dobu kultivace.

Podle ,,oddefinovatelnosti sloZeni lze media d¢€lit do dvou zikladnich skupin, kdy do
prvni patii pidy syntetické (definované) s presné definovanym slozenim (Gstojné roztoky,
zdrojem uhliku obvykle glukéza, zdrojem dusiku (NH.).SO: nebo NH.CI, Cisté aminokyseliny,
vitaminy a rastové faktory). Prikladem jsou minimdlni media, na nichZ rostou jen prototrofi,
saprofyti. Pidy prirozené (komplexni) maji ve svém zikladu Zivny bujon a nejsou chemicky
definovand, jsou tvofena slozkami ziskanymi po kyselé hydrolyze (HCI) kaseinu nebo Zelatiny
nebo po enzymatické (fermentativni) hydrolyze masa (pepsin, trypsin, pankreatin).

Podle konzistence pak rozeznivime pudy tekuté (mléko, masopeptonovy bujon,
cukrové pudy, sladina), polotekuté, ztuzené a tuhé (mrkev, brambor). Vy¥hodou tekutych medii
je snadny pFistup vody a Zivin a bakterie v nich snize rostou; nevyhodou je rist bakterii
projevujici se zakalenim, sedimentem nebo blankou (dle naroki na kyslik) a nepoznime tedy,
zda se jedn3 o €istou kulturu nebo smés vice druhi, rodii.

Pro piipravu ztuzenych pid pfidavame k bujonovému zikladu vétsinou agar, méné pak
Zelatinu (nevyhoda nizsi teploty tani — nemusi zlstat tuhd pifi pokojové teploté) ¢1 kiemicité
gely. Vyhodou kultivace na pevném mediu na Petrtho misce je moznost pozorovani
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IZOLOVANYCH KOLONII (= klon 7 jedné bunky), tedy 1izolovanych kment; v jedné kolonn
jsou pak stovky miliard bunék. Kolonie uréitého bakteridlniho druhu je ttvar charakteristicky a
taxonomicky vyznamny makroskopicky znak.

V jaké koncentraci se ztuzovadla pad pidavaji? Zelatina tvofena bilkovinou (kolagen,
osein, chondrogen) je do media piidana v mnozstvi 10 - 20% obsahu. Jeji nevyhodou je, Ze je
ztekucovina jiz za teploty kolem 35°C; tedy v 1ét€ se mlze pii pokojové na misce rozpustit a
ztratime narust bakterii. Agar je smé&si polysacharidii (agaropektinu, agarozy) z moftskych fas
(Gelidium, Gracilaria). Pro piipravu pud je 1dedlni - rozpousti se pi1 90°C a tuhne pi1 40°C;
slouZi jen jako gelifikaéni pfisada, neni bakteriemi vyuZivin jako zdroj Zivin! Pridava se jako

1- 5% obsahu.

Ne vSechny mikroorganismy rostou na vsech pudach. Pady univerzalni svym sloZenim
vvhovuji pozadavkim na vyZzivu Sirokého spektra organismt (masopeptonovy bujon, sladinovy
agar). Pudy selektivni svym sloZzenim zvvhodnuji rust jednoho druhu nebo cilové skupiny
organismu, rust ostatnich druhti je inhibovan (Pf: Ashbyho agar - je bez dusiku, roste na ném
tedy jen druh bakterie, kterd umi dusik fixovat ze vzduchu - na agaru tedy cilen¢ zachytime rod
Azotobacter, ktery umi dusik fixovat a nepotiebuje jej v mediu, Staphylococcus medium -
obsahuje 109% NaCl, které stafylokokiim nevadi, vétsina rodt je vsak v rtstu inhibovina. Do
téchto pld je tedy piidana néjaka inhibicni slozka nebo naopak néktera slozka chybi, coz
zvvhodnuje a cilen€ 1zoluje prokazované rody a druhy). Pudy selektivné diagnostické pak svym
slozenim potlacuji rast vétsiny mikroorganismil a umoziuji rust jen velmi malé skupin€, coz se
projevi sristem samotnym a zménou barvy media biochemickou reakcei (napt. Endova puda).

Az na vyjimky uchovavime pudy vlednici tak, aby nevysychaly - dnem vzhiru a
zabalené. Cerstvé plady nesmi mit pfed oCkovanim bakterii mokry povrch - pfed zaCiatkem
prace se davaji susit na nékolik hodin.

Pomiicky
2600 mg komer¢niho masopeptonového media (MPB - meat pepton broth)
agar
destilovana voda
sterilni Petritho misky
sklenéné biologické zkumavky
Erlenmeyerovy banky
vatové zatky
odmeérny vilec
autoklav

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

Postup:
e Pracuyjeme ve dvojic s objemem 200 ml media
e Na obalu komer¢niho media je doporu€eno navazit 13g pudy na 1 litr vody
e Na 200 ml objemu destilované vody navazime 13/5 g = 2,6 g media
Mozno upravit doporu¢ené pH pomoci nékolika kapek 1M NaOH nebo 1M HCI
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e 7. toho objemu odpipetyjeme do 2 zkumavek a 5 ml, sterilizace 20 min, 0,15 MPa,
121°C = tekuté medium ve zkumavce se zatkou (kovovou nebo vatovou), kterda brani
nasledné kontaminaci

e Do zbytku objemu piidame 4 g agaru (mél by byt v koncentraci 1,5 - 3 %, tedy
priiblizn€ 16 g na litr media) a dobfe promichame

e Agar v mediu rozvafime v autoklavu nebo v mikrovince

e Do 4 zkumavek odpipetujeme rozvafeny agar (i 5 ml) a zazatkujeme, sterilizace

e 7/bytek media v Erlenmeyerove bance zazatkujeme a piipravime znovu pro sterilizaci,
bude slouzit pro nalévani Petriho misek

e Sterilni agar MPB rozlévame do 6-ti Petriho misek 4 cca 20ml (postupujeme rychle,
nemluvime). Baitku po kazdém naliti ozihame nad kahanem

e Zkumavky se sterilnim agarem jesté za tekutého stavu ulozime do sikmé polohy

Nakres

m 2,6 g komerllniho media

200 ml destilované
vody

¢ l.nalid 2ks zkumavek tekutého média

S 5L
daloale warlivm

2. piidavek 4 gramt agaru a jeho rozvateni v autoklavu

STERILNI RYCHL4 PRACE -
ZiHANfHRDLA BA#KY, NEMLUVIT

3. naliti 4 zkumavek,

zazatkovani a sterilizace v
autoklawvu
5. sterilni naliti 6ti
Sed Smb Sl St Petriho misek
l - 4. usikmenti sterilniho O

~« media ve zkumavkach

Zavér

e Jak byla zajisténa sterilita prace?

e Jakou vyhodu ma sikmy agar oproti agaru v Petriho misce?

e Proc€ se charakter ristu kolonii hodnoti na Petriho misce a nikoli v bujonu?

Pfipravena media budou v pfistim cvieni slouzit nejen k oCkovani, ale 1 k naslednému
makroskopickému pozorovani kultur mikroorganismt.
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e

Zajimavosti

Louis Pasteur a Robert Koch
- zakladatelé 1ékaiské 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 jateniho é
bakterii dobytka, zavedl -

kultivaci na zelatiné

s Pozd&i Koch zavedl kultivaci na extraktu z hovéziho masa zpevnéném Zelatinou.
Kultivaci na pevné piidé tak mohl zjistit pocet druhti bakterii (dle vzhledu kolonie) a pocet
bunék ve vzorku (= pocet kolonii) a ziskat ¢istou kulturu.

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

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.
¢ Frederick Lofler (spoluobjevitel pivodce zaskrtu) - vylepsil masovy extrakt pfidavkem

peptonu (produkt enzymatického natriveni masa, obsahuje peptidy 1 volné AMK) a
NaCl = zZivny bujon.
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+» Komer¢ni susené kultivacni ptdy - po r.1914



