Cviceni 1

Metody sterilni prace
Oc¢kovani a uchovavani mikroorganismii
Priprava mikroskopického preparatu
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Cil prace:

Co je cilem ptfeockovani bakteridlniho kmene? Jaké jsou metody ockovani
mikroorganismti, které pomiicky muzeme pro n¢j pouzit a co je cilem izolace
mikroorganismii? Co je cilem diagnostického Gramova barveni? Jaké jsou hlavni rozdily
v ptipraveé a ucelu preparatu barvené¢ho podle Grama a nativniho preparatu?

Material a pouzité kmeny:

Bakteriologické plotny s MPA agarem (meat-peptone broth)

Zkumavky se Sikmym agarem MPA

Zkumavky s tekutym mediem MPB

Ockovaci klicky, o¢kovaci jehly

Stojanky

Termostat

Kahan

Roztok krystalové violeti

Lugolav roztok

Alkohol

Safranin

Podlozni a kryci sklicko

Filtra¢ni papir

Sterilni destilované voda

Kapatko

Ptiklady bakteridlnich kment:

Escherichia coli CCM 3954
Pseudomonas putida
Serratia marcescens CCM 303
Kocuria rosea CCM 839
Micrococcus luteus CCM 169
Bacillus cereus CCM 2010
Staphylococcus aureus SA 812
Saccharomyces cerevisiae




Teoreticka ¢ast:
a) ockovani

Jako Kkultury oznacujeme mikroorganismy kultivované v laboratornich podminkach na
zivnych mediich. Pracujeme-li s kulturou jednoho druhu, povaZzujeme ji za kulturu Cistou.
Kultury smiSené jsou kultury nékolika druhl (kuptikladu izolaty z pfirozen¢ho prostiedi,
které je potieba kultivaci pro identifikaci oddélit = izolovat). Jako kultury technické se
oznacuji kultury pouZzivané pro vyzkumné nebo provozni Ucely (v Cistirnach odpadnich vod,
bakterialni filtry, bioreaktory...).

Kultury pfenasime (= preockovavame) na cerstvé medium z tekutého nebo z tuhého media
za ruznymi ucely — napiiklad pfeneseni do CcerstvéjSiho media, oziveni, ofkovani na
diagnostickou piidu, izolace kmene, ockovani pro odecet fyziologickych a morfologickych
vlastnosti kultury.... Charakter rGstu a podminky nasledné kultivace jednotlivych kment se
v laboratofi vzdy odliSuji od rlistu a prospivani daného kmene v pfirozeném prostiedi (nutno
porovnat I) rhst v pfirozeném prostiedi, ktery doprovazi kompetence o Ziviny, adaptace a
neustaly boj s antibiotiky a metabolity soucasné ptitomnych dalSich kment s II) rastem za
optimalnich podminek v laboratofi — Casto v €isté kultufe na velmi bohatém mediu!). Rovnéz
je potieba mit na paméti, ze mnoho (vétSina) bakteridlnich druhi je nekultivovatelnych.

Izolace bakterialniho kmene
- rozumi se ji ziskani Cisté kultury. Mohou k ni byt vyuZzivana bud’to selektivni media,
na kterych ndm vyroste pouze Z4dany bakteridlni taxon (jednotka — celed’, druh, rod -
v klasifikaci mikroorganismii). Pokud chceme vsSak izolovat na neselektivnim
(univerzalnim) mediu, vyuzivaime metodu k¥iZového roztéru, kdy sice miizeme na
prvni misce pracovat se smiSenou kulturou, ale podle vzhledu vyrostlych kolonii jsme
schopni tyto rizné morfologické typy kolonii rozpoznat, odizolovat a naslednym
dal$im kfizovym roztérem (odebranim bunc¢k z dané kolonie) po narosteni kmene
»cistotu rastu potvrdit (teoreticky a pii aseptické praci by mel na dalsi misce rlst
pouze tento kmen, se kterym jsme se rozhodli pracovat).
% Kiizovy roztér = postupné zied'ovani piivodni kultury tak, aby na ,konci rastu*
vyrlstaly na tuhém mediu jednotlivé kolonie bakterii = klony jedné buniky; klicka
s ptenasenou kulturou se po kazdém kroku ockovani zihd v plameni, tim na ni
usmrtime buiiky a po agaru roztirame pouze buiiky setfené z nésledujici oblasti
ktizového roztéru, roztirame tedy stile mensi a men$i mnozstvi bunck.

* V misté tzv. hadku — posledni oblast kiizového roztéru - jiz vyristaji jednotlivé
kolonie = jednotlivé kmeny, u kterych hodnotime charakteristicky profil, tvar,
barvu, okraje (viz 2_Morfologie bakt kolonii.doc)

b) kultivace

| e Jaké typy kultivace rozeznavame?

Do tekutého media naockované kultury miiZeme kultivovat

1) kontinualné (takto se kuptikladu pracuje ve vétSich objemech media s primyslovymi
kmeny). Prikladem je chemostat. Ristovd rychlost kultury je v ném fizena koncentraci
limitujici Ziviny, ktera je ptitokem nového media dodavana. Naockujeme-li medium a toto jiz
neni dale dodavano, jedna se o kultivaci statickou.

2) staticky — zaockovanim zivného media nez jeho kontinudlniho dodavani



e Jak budeme kultivovat naockované kultury ve cvi¢eni?

Bude se jednat o statickou aerobni kultivaci na agarech (bakteriologické plotny a
Sikmé agary) a vtekutém mediu ve zkumavkach. Kmeny budou kultivovany na
doporuc¢enych mediich v termostatu pti optimalni teploté riistu dané kultury.

- kultury na Petriho miskach kultivujeme dnem vzhiiru vzhledem k tvorbé kondenzni
vody — aby nezkapavala. Medium tak také pomaleji vysycha
- délka kultivace je zavisla na typu experimentu a na o€kovaném bakteridlnim kmeni

e Jaka jsou rozmezi teplot kultivace?

Podle optimalni teploty kultivace rozliSujeme tfi zakladni skupiny mikroorganismi:
psychrofilni mikroorganismy — optimum rtistu méné nez 20 °C (pi: oceany,
jeskyné...; mohou rist i v chladnicce! — napt. pseudomonédy, acromonady, listerie)

mezofilni mikroorganismy — optimum riistu se pohybuje mezi 20 - 40 °C

- vétSina bakteridlnich druhi; parazitické mikroorganismy

- rod Pseudomonas je ptikladem této skupiny, ale nékter¢ jeji druhy

mohou rust 1 pii chladni¢kovych teplotach (4°C)!

termofilni — optimum cca nad 55 °C; extremni termofili rostou kolem 100°C

e Jak muzeme mikroorganismy rozdélit podle jejich vztahu ke kysliku?

Bakterialni druhy kultivované za ptistupu vzduchu oznacujeme jako aerobni. Aerobni
kultivace je zajiSténa natérem a kultivaci bun€k na agaru na Petriho misce ¢i ve zkumavce na
agaru Sikmém nebo v nizké vrstvé tekutého media — okolo 5ml; kultivujeme v termostatu.
Vétsi objemy tekutého media by jiz musely byt syceny kyslikem (aerace, submerzni
kultivace)!

Nékteré stfevni bakterie jsou piikladem fakultativnich anaerobii, kterym nevadi
anaerobni prostfedi (regulace anaerobnich drah), ale v prostiedi s kyslikem ptfepinaji na
energeticky vyhodné&jsi aerobni metabolismus. V tekutém mediu se projevuji riistem v celém
jeho sloupci (zdkal media).

Anaerobni organismus se vyskytuje v prostfedi s nulovou ¢i nizkou koncentraci kysliku,
kyslik piisobi jako jed ¢i inhibitor rGstu. Stav anaerobidzy jako prvni definoval LOUIS
PASTEUR (1861), ktery zavedl do mikrobiologie terminy pro aerobni a anaerobni
organismus. V zavislosti na stupni tolerance vii¢i molekularnimu kysliku, 1ze anaerobni
mikroorganismy délit na: striktné anaerobni mikroorganismy (vyZzaduji Gplnou absenci
kysliku, koncentrace vice nez 0,5 % na né piisobi toxicky a odumiraji); obligatné anaerobni
mikroorganismy (neutilizuji kyslik jako kone¢ny akceptor elektronii a maji schopnost
tolerance kysliku v koncentracich maximaln€ do 2 — 3 %); aerotolerantni mikroorganismy
(nevyuzivaji kyslik jako kone¢ny akceptor elektront (!!!), ale rostou v jeho nizkych
koncentracich = maji schopnost tolerance kysliku). Koneéné¢ mikroaerofilni
mikroorganismy vyzaduji urCité nizké procento kysliku; maji schopnost jeho utilizace
jakozto konec¢ného akceptoru elektronli, ale nerostou za pifitomnosti vzdusného kysliku za
normalniho tlaku.



Riistova krivka: jedna se o grafické vyjadreni zavislosti po¢tu bunék na délce statické
kultivace

Pribéh ristové krivky:

Lag faze — je Cast kiivky, kdy probihd pfizpisobovani a rist samotné bunky, aktivace
vhodnych enzymi, organizace metabolismu. V ¢innosti jsou adaptivni enzymy,
vbuiice je pfitomno mnoho RNA (zvySend syntéza enzymi), fada jeSté
neadaptovanych bun¢k ale odumira — v této fazi jsou velmi citlivé

Pti ptfeockovani do Cerstvého media urcitou dobu trvé, nez zane biomasa rlst — to je
rozdil mezi ristem a mnozenim; pii pfeoCkovani bunék ze stejného media do
cerstvého se stejnym sloZenim tato lag fadze chybi — builky jsou jiz metabolicky
adaptované.

Number of bacteria (log)

a

b c d
a Lagphase ¢ Stationary phase
b Logphase d Death phase

obr: rustova kiivka

Faze fyziologického mladi — bod mezi lag a log fazi; jsou nasyntetizovany jiz
vSechny potiebné enzymy a kultura vykazuje maximalni rychlost rastu. Ta je zavisla
jen na frekvenci transkripce informace pro enzymy, roste objem burky.
Log faze — logaritmick4 — exponencialni, intenzivni rist builkky a metabolismus, trva,
dokud neni koncentrace Zivin limitujici, vSechny buiiky se dé€li konstantni rychlosti.
Proto se pravé z této Casti kiivky vyuzivaji parametry pro srovnavani! Buika se da
z této taze nejlépe charakterizovat, protoze je adaptovand, ma jiz vSe, co potiebuje a
déli se konstatni rychlosti. Charakter ristu se odecita vzdy v log fazi!
(méfi se suchd a mokra hmotnost bun¢k, narust metabolitu, N, C, zékal,
stanoveni vahy DNA, RNA)
Faze zpomaleného ristu — snizeni intenzity metabolismu, hromadéni metabolitti
Faze staciondrni — sniZzeni rychlosti mnoZzeni, pocet nové vzniklych bunck se
vyrovnava s poctem odumfelych, dochazi k vycerpani Zivin, délka zivota zavisi na
citlivosti k hladovéni, mohou vznikat endospory
Faze odumirani — medium je spotfebovano a buitka odbourdva své zasobni latky,
celi kyselosti prostiedi (ze svych zpoldin), nestaci reparacni systémy

Kdyz bychom chtéli nao¢kované kmeny v budoucnu pouzit, jak je miZzeme
uchovavat?

Pro uchovavani bakterii je nutné zajiSténi Zivotaschopnosti, ¢asto vznikaji fenotypové
varianty a mutanty. Typ uchovéavani volime podle jeho zamyslené délky.

na Petriho misce pii 4 °C (kratkodob¢, nutno pieocCkovavat — laktokoky napiiklad po
tydnu, bacily po 2-3 mésicich)

ve zkumavce v agaru ve vpichu - mésice

na Sikmém agaru v lednici pti +4 °C — tydny, nebo v mistnosti, termostatu pii 25 °C
- dny




- na pordznich materialech - zelatinovych discich, kulickach

- pod sterilnim minerdlnim olejem (houby, bakterie)

- v destilované vodé

- lyofilizované — lyofilizace = vymrazeni vody ve vakuu sublimaci vody, lyofilizace je
méng Setrna nez kryoprezervace, nelze lyofilizovat v§echny bakterie, houby
napiiklad viibec, snizeni viability, krats§i uchovavani ve srovnani s kryoprezervaci,
ale nese tu vyhodu, ze lyofilizované kultury jsou pfipravené ihned k odeslani, 1épe se
s nimi manipuluje

- laboratoi -20 °C az -30 °C — takova teplota ale Skodi bunce

- zmrazené na — 70 °C po malych objemech v hlubokomrazicim boxu (mésice, roky)

- boxy s pevnym CO; — suchy led (- 78 °C)

- kryogenni mrazaky (- 150 °C)
kryoprezervace (sensu stricto pod — 139 °C) — reverzibilni anabi6za, neprobihaji
biochemické reakce; zamrazeni kultur v tekutém dusiku (az - 196°C) nebo v jinych
plynech (He, Cr, H), uchovavani neomezené dlouho

¢) mikroskopicky preparat

‘ 1) Nativni preparat — nebarveny (ptipraveny ve fyziol.roztoku, dest.vod¢ ¢i ptimo z bujonu) ‘

vyuziva se pfi:
- zjistovani skutecného tvaru a struktury bun€k neporusenych fixaci a barvenim
- pfi pozorovani ristu a mnozeni, pohybu bakterii
- v diagnostické praxi ma vyznam pii studiu bunéénych utvard, které se obtizné barvi

Princip:
mikroskopicka technika nativniho preparatu vyuzivad odliSné svétlolomnosti Castic v
pozorovaném objektu — rtizné ¢asti buiikky maji rizné indexy lomu svétla a vznikajici
obraz je vysledkem slozeni obrazli vin s pozunutou fazi a vin odklonénych od preparatu

- dobte ocisténé podlozni sklicko vyjmeme z alkoholu a protdhneme jej
plamenem

- doprostied sklicka naneseme kapku sterilni destilované vody

- ozehnutou a vychladlou ockovaci klickou vneseme do kapky nepatrné
mnozstvi kultury a peclivé rozmichame

- kultury nesmime nanést do kapky mnoho, aby preparat nebyl husty

- kapka se neroztira, prekryva se krycim sklickem a to tak, aby v preparatu
nebyly vzduchové bublinky (nepfikladame svrchu na kapku, ale nejprve
jednou hranou, nepfitlacujeme).

- ptebytecnou kapalinu odsajeme filtranim papirem. Pokud pozorujeme
bunky z tekutého media, pozorujeme piimo v mediu, bez fedéni v kapce
vody. Thned mikroskopujeme FAZOVYM KONTRASTEM (objektiv
60x nebo 100x — celkové zvétseni tedy 600x nebo 1000x), protoze takto
pfipraveny preparat rychle vysycha

| 2) Barvené¢ preparaty ‘

vyuzivaji se pfi: ziStovani typu bunééné stény, tvaru bunék a usporadani jejich shluk,
pfitomnosti a uloZeni spor, pfitomnosti pouzder a vnitinich bunécnych struktur (inkluze), pii
zjisStovani zivotaschopnosti bun¢k




e tvar buiikky — pro urceni morfologie buiiky a charakteristickych shlukii staci
jednoduché barveni bunécné stény (napt. krystalovou violeti) bez rozlisSovani
grampozitivniho ¢i gramnegativniho typu

e vitalni test ukazuje pomér Zivych a mrtvych bunék v nefixovaném preparatu;
vitalni barveni je barvenim mrtvych bunék nebot pouze ony barvivo pfijimaji
¢i jej efluxnimi systémy nevylucuji (napt.Lofflerovu modi)

e struktury buiiky rozliSujeme diferenciaénim barvenim a to jak vnitini a vnéjsi
morfologické utvary (spory, pouzdra, bunécné stény), tak chemické slozky
(barveni volutinu, glykogenu, skrobu..)

e diagnostické barveni vétSinou fixovaného preparatu napomahd identifikaci
bakterii (Gramovo, acidorezistentni barveni karbolfuchsinem, barveni dle
Giemsy...)

e negativni barveni je dalSim pfikladem barveného preparatu, ktery se vSak jiz
nefixuje a nebarvime na ném bunky, ale jejich okoli (tedy sklicko samotné;
napf. tusi nebo nigrosinem). Vyuzivad se pro méfeni piesné velikosti bunck
nedeformovanych fixaci a barvenim

Princip:

- preparat pied barvenim fixujeme (kromé barveni negativniho, vitdlniho testu..)
= podstatou fixace je vysrazeni bunéénych koloidi (zejména bilkovin). Ugelem
fixace je usmrceni bunck (Iépe pak pfijimaji barvivo) a Iépe piilnou k
podloznimu sklicku, aby nebyly barvicim roztokem a oplachovanim
odplavovany. Bakterie fixujeme nejcastéji plamenem, kvasinky a plisné
chemikaliemi, nebot’ vétsi buiiky jsou plamenem deformovany.
k barveni mikroorganismil se pouZzivaji zfedéné vodné roztoky organickych barviv

Fixace i barveni mirné buiiku deformuji! Charakteristicky tvar ziistava, ale pro méreni
presné velikosti bunék nutno vyuzit nefixovany preparat negativné obarveny (barvi se
jen okoli buriky, nikoli buiika samotna).

e Ceho se vyvarovat pii fixaci preparatu?

Abychom buiiky neuvafili, fixujeme az ve chvili, kdy je natér bungk [suchy]. Kdyz sklicko
drzime za okraje a tiikrat jej protdhneme nesvitivou ¢asti plamene, musime si pamatovat, na
které strané jsou bunky a sklicko drzime hlétérem nahorul (proto je doporuceno pracovni
plochu sklicka po vytaZeni z ethanolu oznacit Stitkem ¢i popsat). Barvime chladné sklicko.

Vyznam Gramova barveni

skupinu grampozitivnich G+ (barvi se modrofialov€) a gramnegativnich G- bun¢k (barvi se
cervenoruzoveé) a udava nckteré fyziologické a chemické vlastnosti buiky. Podstata
rozdilného chovani pifi Gramové barveni nebyla dosud uspokojivé objasnéna, s nejvetsi
pravdépodobnosti se zde vSak uplatiuji rozdily ve slozeni bunécné stény obou skupin
bakterii.




Grampozitivni typ BS:

Neacetylmramic acd
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Princip:

- jde o barveni fixovaného preparatu krystalovou violeti a nasledné moieni bunck
jodem v roztoku KI. Vznikd komplex barvivo-j6d-bunécénad sténa. Tento komplex se tvoii v
G+ 1 v G- bakteriich. Rozdil vznika pri promyvani preparatu organickym rozpoustédlem
(acetonem nebo alkoholem). Z G- bakterii se komplex vymyvé a odbarvuji se, G+ bakterie si
zbarveni ponechavaji. Pro zvyraznéni rozdilu se G- bakterie dobarvuji jinym kontrastnim
barvivem (napft. bazickym safraninem)

- Gramova reakce zavisi na fyziologickém stavu bunky (proto pouzivame kultury
urcitého stari) a na slozeni kultivacniho media

- ztrata grampozitivity: mechanickym poSkozenim, UV zafenim, kyseliny, zasady,
rozpoustédla

- existyji 1 mikroorganismy, které se nckdy barvi pozitivné, n€kdy negativné,
oznacujeme je jako gramlabilni G=.

U gramnegativnich bun€k odbarvovaci ¢inidlo rozpusti vngjsi lipopolysacharidovou
vrstvu a komplex krystalové violeti s jodem se vymyje pfes tenkou vrstvu peptidoglykanu.
Gramova reakce je nejspolehlivéjsi u mladé bakterialni kultury (méné nez 24 h), zatimco
star$i kultury nemuseji zadrZovat primarni barvivo a vysledky nejsou pfesné.

Nejcastéjsi chyby:

- ptili§ husty natér

- suSeni preparatu za tepla, t.j. uvafeni bunck

- ptili§ dlouhé odbarvovani alkoholem nebo acetonem

Jaké bakterialni rody Gramovym barvenim neobarvime? Jedna se o rody bez bunécné
stény (mykoplazmata), spirdlovité bakterie, dale o siln€ acidorezistentni rody (napf.
mykobakteria):




Postup:

I) O¢kovani mikroorganismu

Pii kultivaci mikroorganismili je potieba pienést do sterilni zivné pudy zivé bunky
(= inokulum) zddaného kmene (= ofkovani). Do kultury ani ptidy nesmi vniknout cizi
mikroorganismy ze vzduchu, z pomtcek, vlastni flory (= asepticka prace). Proto pracujeme
v zaviené mistnosti, omytyma rukama a na desinfikovaném stole, blizko plamene kahanu, co
nejrychleji. Hrdla nadob i zatek pfed a po praci oZehneme plamenem. Zatky nikdy
nepokladame, ale drzime mezi malickem a prstenickem. Nadoby s kulturou nechdvame
oteviené jen po nezbytné dlouhou dobu a s hrdlem pobliz plamene.

1. VSechny zkumavky i Petriho misky popiSeme fixou (druh, kmen, datum a
oznaceni seminarni skupiny, své inicialy).

2. Oc¢kovani kultur z tuhych medii
- bakteriologickou kli¢kou z Petriho misky/ze Sikmého agaru na tuhé ¢i do tekutého
media, pi1 ockovani nemluvime, pracujeme na stolech otenych Incidurem.

a) ze Sikmého agaru na Sikmy agar

- do levé ruky uchopime obé& zkumavky se Sikmym agarem, malickem pravé ruky
vytahneme zatku ze zkumavky s kulturou

- hrdlo zkumavky ozihneme

- sterilni (ozZihnutou a vychladlou) klicku vsuneme do zkumavky s kulturou, nabereme
nartst do ocka klicky

- klicku vytahneme, ozihneme hrdlo zkumavky i zatku a zkumavku zazatkujeme

- malickem pravé ruky vytdhneme zatku ze sterilni zkumavky s Cistym Sikmym
agarem

- ozihneme hrdlo zkumavky

- kli¢kou naockujemesikmy agar hadkem

- ozihneme hrdlo zkumavky i zatku a uzavieme zkumavku

- vyzihédme klicku

b) ze Sikmého agaru na Petriho misku

- ze zkumavky s kulturou odebereme nartst na bakteriologickou kli¢ku vyse
uvedenym postupem

- mirn¢ odklopime vi¢ko Petriho misky a naneseme kulturu na agar cca 1 cm od stény,
naneseni kultury do plosky 0,5 cm

- priklopime vic¢ko a vyzihame klicku

Kazdy o¢kuje:
- 1 kmen na Sikmy agar
- 1 kmen na Petriho misku kfizovym roztérem

Zihani

Zihani

Zihani




Nékres postupu kriZzového roztéru na Petriho misce:
bod na misce = prvni naneseni kultury kli¢kou; ¢ary = tahy klickou; plaminek = zihani klicky
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- suspenzi z kultury mikrobt rozetfeme na ¢isté podlozni skli¢ko, nechame
dobfe zaschnout a fixujeme plamenem

- ponotime do roztoku krystalové violeti a nechame ptisobit 30 sekund

- barvivo oplachneme slabym proudem vody (2s)

- preparat ponofime do Lugolova roztoku na 30 sekund.

- oplachneme slabym proudem vody (2s)

- ptekryjeme ethanolem (nebo acetonem), maximalné 15-20 sekund

- oplachneme slabym proudem vody a buiikky dobarvime safraninem 1
minutu (takto se dobarvi pouze builkky gramnegativni, u kterych doslo
k vyplaveni krystalové violeti, gramnegativni nikoli; safraninem vsSak
dobarvujeme kazdy preparat, i kdyz predpokladdme ptitomnost
grampozitivnich bunék — pfedem nevime, o jaky typ bunécné stény se
v preparatu jednd)

1
1

SivV]e
tlele

IT) Priprava mikroskopického preparatu barveného dle Grama

Postup:



- osus$ime mezi dvéma filtra¢nimi papiry a mikroskopujeme pod imerznim
objektivem (zvétseni 1000x)
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Hodnoceni:

I) hodnoceni ristu nao¢kovanych kmenti provedeme az v pfistim cviceni
IT) hodnoceni mikroskopického preparatu - kazdy dle svého bakteridlniho kmene.
G+ bakterie jsou modrofialové, G- bakterie jsou cervené

Grampozitivni typ bunééné stény:

peptidoglykan 40 nm, 90 %, hydrofobni struktura.Mezi
polymerem je voda. Do hydratované vrstvy se dostava
barvivo krystalové violeti, Lugoliv roztok fixuje ptimo
na strukturdch. Organické rozpoustédlo poté dehydratuje
vrstvu. Barvivo zlstdva pevné vazano, sténa se dal
nedobarvi safraninem.

Gramnegativni typ bunécné stény:
peptidoglykan 10 %, 2 nm, por6zni vypli mezi
cytoplazmatickou membranou a vnéj§i membranou.
Barvivo se v por6zni vrstvé nenavaze, odmyva se.

Zavér:

Do jakych typti medii a jakym zpisobem byly kmeny ockovany? Co je ucelem
ktizového roztéru? Pti jaké teplot¢ budou kmeny kultivovany? Jak odvodime spravné
podminky kultivace? Zavisi morfologie kolonii na podminkéch kultivace?

Vydaftil se barveny preparat? Pokud ne, pro¢? K ¢emu slouzi rizné typy barveni
bunék? Jaké typy preparatii rozliSujeme? Co je sledovano fixaci preparatu? Jaky vyznam ma
Gramovo barveni a z jakych divodi se nemusi povést?
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Odkazy:

Atlasy:

http://www.microbiologvatlas.kvl.dk/biologi/english/ - po vybéru kategorie rolovat li¥tu vpravo
http://www.cdc.gov/az/a.html

http://www.pf.chiba-u.ac.jp/english/egallery-index.htm
http://www.mycology.adelaide.edu.au/
http://www.geocities.com/CapeCanaveral/3504/gallery.htm

BACTERIAL VIDEOS
http://shapiro.bsd.uchicago.edu/bacterialvideos.html

Vyslovnost v angli¢ting:
http://www.kcom.edu/faculty/chamberlain/website/studio.htm

Mikroskopie:

http://web.natur.cuni.cz/~parazit/parpages/mikroskopickatechnika/svetelnamikroskopie.htm

Virtualni mikroskopovani [http://www.olympusmicro.com/primer/virtual/virtual.html]
Optical microscopy primer introduction [http://micro.magnet.fsu.edu/primer/]

Vlnova optika [http://www.sweb.cz/radek jandora/f11.htm, http://www.aldebaran.cz/studium/fyzika/viny.html]

Mikroskopie na Hamburgské univerzit&[ http://www.biologie.uni-hamburg.de/b-online/e03/03.htm]
Souhrnny ¢lanek v anglickém jazyce [Optical microscopy.pdf]
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http://www.pf.chiba-u.ac.jp/english/egallery-index.htm
http://www.mycology.adelaide.edu.au/
http://www.geocities.com/CapeCanaveral/3504/gallery.htm
http://shapiro.bsd.uchicago.edu/bacterialvideos.html
http://www.kcom.edu/faculty/chamberlain/website/studio.htm
http://web.natur.cuni.cz/~parazit/parpages/mikroskopickatechnika/svetelnamikroskopie.htm
http://www.olympusmicro.com/primer/virtual/virtual.html
http://micro.magnet.fsu.edu/primer/
http://www.sweb.cz/radek.jandora/f11.htm
http://www.aldebaran.cz/studium/fyzika/vlny.html
http://www.biologie.uni-hamburg.de/b-online/e03/03.htm
http://www.natur.cuni.cz/~parazit/parpages/mikroskopickatechnika/Optical%20microscopy.pdf

