MUN I
o C 1

Metody sterilni prace
Ockovani

a uchovavani mikroorganismu
Jaro 2024

Masarykova univerzita | Pfirodovédecka fakulta
Ustav experimentalni biologie / odd&leni Mikrobiologie
A: Kamenice 735/5 | 625 00 Brno

T: +420 549 49 5186 | M: +420 777 812 976

E: kucerovaj@sci.muni.cz | W: sci.muni.cz/mik

1


tel:+420549495186
tel:+420777812976
mailto:kucerovaj@sci.muni.cz
http://sci.muni.cz/mik
http://sci.muni.cz/mik

Bakterialni druh

« jasné vymezena skupina navzajem pribuznych kmenu, zahrnujicich typovy
kmen

 bakterialni kmeny jednoho druhu maji primérnou nukleotidovou identitu 95 -
96% (Average Nucleotide Identity, ANI)

« druh vykazuje, az na vyjimky, shodné fenotypové znaky a souCasné ma nékteré
odlisné znaky od jinych bakterialnich druhu



Kultura

odhaduje se, ze pouze 2 % vSech mikroorganismi jsou kultivovatelna v laboratornich podminkach na Zivnych médiich

Cista kultura (jeden druh) x smiSena (nékolik druht) x technicka (vyzkum, provoz)

preo€kovavani — prenos kultury na Cerstvé meédium (oziveni, izolace, odecCet vlastnosti, diagnostika)

bakterialni kolonie = klon jedné bunky

Colony forming unit (CFU) = bunka schopna vytvofit kolonii; udavano v CFU/ml indikuje mnozstvi Zivotaschopnych bunék,
které jsou schopné reprodukce a tim padem tvorby jednotlivych kolonii
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Izolace bakterialniho kmene

= ziskani Cisté kultury
* mohou se vyuzit selektivni média — vyroste jen dany taxon

« metoda izolace = KRIZOVY ROZTER

« = postupné zfedovani puvodni kultury za ucelem zisku
jednotlivych kolonii, které pak hodnotime




Média pro ockovani kultury

ve cvideni pracujeme s éistymi kulturami ziskanymi z Ceské sbirky mikroorganismi
(https://www.sci.muni.cz/ccm/), kultivujeme podle jejich doporuceni

kmeny z prostredi - snazime se dodrzet pro né pfirozené podminky (koncentrace soli, ziviny, teplota)

zvazujeme aspekty rustu kultury (pracujeme s Cistou ¢i smiSenou kulturou?), zvazujeme limit zivin,
kysliku, typ kultivace (stacionarni, kontinualni), homogenitu ristu


https://www.sci.muni.cz/ccm/

Pudy pro rust mikroorganismu

« Agar x Bujon

Agar — tuhy, izolace jednotlivych kolonii, pfimy prukaz MO, pozorovani makroskopickych
znaku

Bujon — tekuty, pomnozeni, nerozezname smés MO

« Kultivovatelné mikroorganismy tvofi asi 1,5-5 %
« Pudy si pripravime dle cilového MO — smés z prostredi, sbirkova kultura (katalog)
* Viry — kultivace na tkanovych kulturach, fagy na narastu bakterii

* Intracelularni paraziti — bunecnée kultury



Pudy pro rust mikroorganismu

Zivna média slouZi ke kultivaci, pfimému priakazu a izolaci MO, sledovani fyziologickych
vlastnosti (vztah k O,, rychlost rastu,...)

Jejich sloZzeni odpovida pozadavkim MO (pH, zdroj C, N)

Sterilna pfiprava

Dle ucelu: univerzalni x selektivni x selektivnheé diagnosticka
Dle slozeni: synteticka x pfirozena x zakladni x obohacena
Dle konzistence: tekuta x polotekuta x tuha x ztuzena
Transportni



Pudy pro rust mikroorganismu

Puady univerzalni neboli zakladni - slouzi pouze k pomnozeni mikrobu. MPB, sladinovy agar

Pady diagnostické - obsahuiji indikatory, které obvykle méni barvu v zavislosti na zméné podminek okoli
(nejCastéji pH) v dusledku pochodu vyvolanych mikroby. Podle odliSnych vlastnosti poté muzZeme odliSovat
jednotlivé mikroby. Napf. na krevnim agaru kolem kolonii nékterych druht vznika zona hemolyzy; v tekuté
pudé s urCitym sacharidem a barevnym indikatorem pH lze odhalit schopnost kmene fermentovat tento
sacharid.

Pady selektivni - potla€uji rast nezadoucich mikrobu. Ashbyho agar

Pudy selektivnhé diagnostické - sdruzuji v sobé vlastnosti obou predchozich skupin. Pfiklad: MacConkey agar
umoziuje rast nenaroénych G- ty€ek a soucasné identifikuje jejich schopnost fermentovat laktézu. Endo agar

Pady specialni - slouzi pro kultivaci konkrétniho druhu nebo rodu bakterie. Pfiklad: pada BCYE pro legionely.



MPA, krevni agar, Cokoladovy agar

Masopeptonovy agar Krevni — 5-10% savci krve Cokoladovy — zlyzované krevni buriky

Zivny (masopeptonovy) agar (ZA, MPA) - Cokoladovy agar (CA) Vyrabi se podobné jako KA pfidanim
Zakladni smés - bujonem a peptonem s Krevni agar (KA) Je nejpouzivanéjSim pevnou beranich krvinek k agaru (ten ma v8ak vyssi teplotu 80°C) - a
agarem. Péstuji se na ném nenarocné pudou, vyrabi se pfidanim beranich krvinek k tak dojde k hemolyze. Ta zpusobi ¢okoladové zbarveni. Pouziva
bakterie. Obvykle se pouziva spiSe jako chladnoucim agaru (56°C). Slouzi pro zachyceni se pro péstovani narocnéjsich baktérii jako jsou Neisserie a
zaklad pro pfipravu slozitéjSich pud. Gram + bakterii. Je ¢aste¢né diagnostickou pidou  Hemofily.

- mohou se na ném projevit hemolytické vlastnosti Hemolyza je poruseni cytoplazmatické membrany Cervenych
bakterie. krvinek
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Enduv agar

Endova puda

je svétle riZzova a na svétle dale ruzovi, nerostou na ni G+ bakterie

» Pro koliformni bakterie

MacConkey agar

* Inhibi¢ni slozkou v médiu je specialni smeés zlu€ovych soli
* Okyseleni, které vznika rozkladem laktozy, indikuje neutralni
Cerven.

 Inhibi¢ni rozsah ma témér shodny s Endovym agarem. Obe
média umoznuji rast gramnegativhim nenaro¢nym bakteriim
z Celedi Enterobacteriaceae, Vibrionaceae,
Aeromonadaceae




Deoxycholat — citratovy agar

 Inhibi¢ni slozku v médiu tvori zlucové soli, avSak ve vysSi
koncentraci nez v MCA.

« DCA je zvlasté vhodny pro izolaci salmonel a yersinii. Podobny je
Salmonella-Shigella agar

Agar s briliantovou zeleni

* Inhibi¢ni slozkou je briliantova zelen, indikatorem pH fenolova ¢erven.

« Pouziva se hlavné pro selektivni izolaci salmonel.




« Chromogenni ptdy dokazi odlisit jednotlivé mikroby na

zakladé specifické barvy jejich kolonii , ,
a — Candida albicans

b — Candida dubliniensis
c — Candida tropicalis

d — Candida glabrata

e — Candida krusei

Mueller Hinton agar

* Pouziva se pro test citlivosti na antibiotika,
sulfoamidy (diskova, difuzni Kirby-Bauer
metoda) a pro primarni izolaci neisserii.




Polotuhy agar, Proteus

Polotuhé médium vhodné pro Proteus mirabilis

Proteus ma typicky plazivy rust = Raussuv fenomén = fenomén pribojové viny

* Proteus mirabilis je gramnegativni fakultativné anaerobni bakterie, pro niz je charakteristicky plazivy
rust a ureazova aktivita. Proteus mirabilis zptsobuje 90 % infekci rodu Proteus, které Ize povazovat za

komunitni ziskané infekce.
*  Proteus mirabilis je sou€asti normalni gastrointestinalni fléry. Vyskytuje se také v ptdé, ve vodé, na
rostlinach, ve stolici lidi a zvifat. Proteus je nalezeny v mnoha ekologickych stanovistich, v€etné

dlouhodobych zdravotnickych zafizeni a nemocnic.

Kombinovana puda dle Hajny

* Indikuje zkvasovani cukri a produkce CO, a sirovodiku
» Substratem pro tvorbu H,S je tiosulfat sodny a indikatorem citrat
zelezito-amonny. Sirovodik vytvorfeny redukci tiosulfatu reaguje s

ionty Zeleza za vzniku sulfidu zelezitého.
* Produkce H,S se projevi z€ernanim spodni ¢asti pudy.




Kultivace

kultivace - predstupen izolace, identifikace, stanoveni citlivosti na ATB...
typy kultivace — pro kultury v tekutém médiu:
kontinualné

chemostat - rustova rychlost kultury je v ném fizena koncentraci limitujici ziviny, ktera je
pritokem nového média dodavana

staticky
submerzni kultivace (tfepana) nebo vzdusnéna (promichavanim se zvéetsuje plocha fazoveho
rozhrani a muze probihat efektivnéjSi vyména plynu)



Naroky mikroorganismu na teplotu

» termofilni — optimum cca nad 55 °C; extrémni termofilni druhy rostou kolem 100 °C

* mezofilni mikroorganismy
optimum rustu 20 - 40 °C
vétsSina bakterialnich druhu; parazitické mikroorganismy
Pseudomonas (nékteré jeji druhy mohou rUst i pfi nizkych teplotach v lednici (4 °C)!

* psychrofilni mikroorganismy
optimum rustu pod 20 °C
oceany, jeskyné; mohou rust i v ledniéce! — napf. pseudomonady, aeromonady, listerie
Pseudomonas (napf. Pseudomonas fluorescens)



Dalsi vybrané naroky

« naroky na tlak — barofilni, barotolerantni

* naroky na ziviny

* zdroj uhliku
heterotrof — organické latky (zivoCichove, houby,..)
autotrof — CO, (anorg. latky)

« zdroj energie
fototrof —svételna energie (rostliny, fasy,..)
organotrof — organické latky
litotrof — anorganické latky

» naroky na redoxpotencial, pH



Vztah mikroorganismu ke kysliku

 aerobni

« fakultativné anaerobni (aerobni prostfedi je pro
né vyhodnegjSi energeticky, ale nevadi jim

anaerobni prostredi) Myijed piyndt
Gas Generating Kit.
« anaerobni R
striktné/Obligatné anaerobni (kyslik je SR o
zabiji) e
aerotolerantni (preziji nizké koncentrace =
kysliku) = E:
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Rustova krivka

grafické vyjadreni zavislosti poctu bunék na délce

statické kultivace

1 Lag faze — bunka se pfizplsobuje novym podminkam
2 Faze zrychleného ruistu (faze fyziologického miadi) —
buriky se pfizpUsobily a za€inaji rist

3 Log faze (logaritmicka/exponencialni faze rustu) —
bunky se déli konstantni maximalni rychlosti, dokud
nezacnou dochazet ziviny v mediu

4 Faze zpomaleného riustu — hromadéni metabolitu,
snizeni intenzity metabolismu

5 Faze stacionarni — vyCerpani zivin, poCet novych
bunék stejny jako pocet odumirajicich, mohou vznikat
spory

6 Faze odumirani — bunky Ziji ze zasob a pomalu
odumiraji

log poc¢tu mikrobu

zrychleného rustu

Lag faze
Faze

]

Log faze

zpomaleného rustu
Faze stadonarni

Faze

Faze odumirani
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T
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Diauxie

« postupné vyuziti substratu

napr. nejdrive vyuziti jednoduchého zdroje
energie — glukéza
potom nastartovan metabolismus

VA 4D &4

— laktoza

« polyauxie (I.,II,1II.,...)

Bacterial density

Lactose used

Glucose used

=1

FIG. 18.3.
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Time (hours)

Diauxic or diphasic growth curve of E. coli grown
with a mixture of glucose and laclose. Glucose
is first used, than lactoss. A shont lag phase In
diauxic growth Is present during which the
bacterium synthesizes the enzymes needed for
use of lactose.



Uchovavani bakterii

je nutné zajisténi zivotaschopnosti

Petriho miska (4 °C: 1t — 2m)

ve zkumavce na Sikmém agaru (4 °C: tydny, ve vpichu: mésice)

lyofilizované — lyofilizace = vymrazeni vody ve vakuu sublimaci
vody

>~
kryoprezervace — zmrazeni na — 80 °C po malych objemech v
hlubokomrazicim boxu (mésice, roky)

boxy s pevhym CO, — suchy led (-78 °C)

zamrazeni kultur v tekutém dusiku (az -196 °C)
uchovavani neomezené dlouho



Postup

« vsSechny zkumavky i Petriho misky popiseme fixou (druh, kmen, skupina,
datum, své inicialy). POPIS NA SPODNi STRANU PETRIHO MISKY!

« | asepticka prace
« ! zihat hrdla a kli€ky
* ! misky otevirat co nejméne

« kazdy pracuje sam — 3 misky, 1 sikmy agar, 1 tekuté médium



Tekuté pudy

popsat zkumavku
zapnout kahan, ozihat klicku, nechat vychladnout

I nebezpecdi spaleni MO pfilis horkou klickou
nabrat kulturu — cca % kliCky
maliCkem otevrit vrSek (maliCkem i vrSek drzet v dlani), ozihat zkumavku
klickou nanést kulturu tésné nad okraj hladiny na sténu zkumavky,
zkumavku ozehnout, zavrit, ozihat klicku
postupné vmichat kulturu ze stény zkumavky do média (poklepavanim
zkumavky)

kultivujeme pfi 30 °C 24 hodin v termostatu




Sikmy agar

popsat zkumavku

vyzihat kliCku a nechat vychladnout

nabrat cca 4 klicky

maliCkem otevrit vrSek (maliCkem vrSek drzet v dlani), ozihat
zkumavku

kliCkou vytvorit ,hadek” na Sikmy agar odspodu

ozihat zkumavku, zavrit, ozihat klicku

kultivujeme pfi 30 °C 24 hodin v termostatu




Petriho misky

1. kfizovy roztér - Cista kultura
2. kfizovy roztér - smésna kultura G+ a G- (zde nepouzivat
Bacillus cereus — jeho rUst je ,agresivnéjSi“ a ve smiSeném

vzorku by Bacillus druhou kulturu ,pferostl)

3. misku rozdélit na Ctvrtiny a pomoci kliCky tvorit

hadka od okraje ke stredu

kultivujeme pfi 30 °C 24 hodin v termostatu
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Krizovy rozter

111 Ozehnout klicku vzdy mezi jednotlivymi kroky




Kultury

e G-
Escherichia coli CCM 3954 (fakultativné anaerobni)

Pseudomonas fluorescens CCM 2115 (aerobni)

Serratia marcescens CCM 2222 (fakultativné anaerobni)

Kocuria rosea CCM 839 (aerobni)

Micrococcus luteus CCM 169 (aerobni)

Bacillus cereus CCM 2010 (fakultativné anaerobni)
Staphylococcus aureus CCM 4028 (fakultativné anaerobni)

« kvasinky
Saccharomyces cerevisiae CCM 8381 (fakultativhé anaerobni)



