Sklickové kultury

Sterilni ockovani ve FLOW-BOXU - pozor na kontaminaci
Prace s vyZzihanou kli¢kou, vyZihanou pinzetou

Sledovani morfologie vlaknitych struktur, pozorovani celé kolonie.

Pro pozorovani hyf a rozpadajicich se vlaken u nokardioformnich aktinomycet a streptomycet
zhotovujeme sklickové kultury. Pfimym pfenesenim kousku mycelia by doslo k poruseni
struktur a preparat by byl nepouzitelny.

Nokardioformni aktinomycety i streptomycety vytvaii charakteristické kolonie: vétSinou drsny povrch
(pozn.: Rhodococcus neékdy leskly, zejm.klinické izolaty), vrascCity, pigmentace. Pti kultivaci

v tekutém mediu nutna aerace; kultury vytvari shluky (oproti ostatnim druhtim bakterii — které
vykazuji rovnomérny rtst v tekutém mediu).

Mikroorganismy:

Rhodococcus erythropolis CCM 277
Nocardia carnea CCM 2756
Streptomyces griseus ssp. griseus CCM 3362

Postup:

% |VIhké komiirky — kultivace na podloZnim skli¢kul

1) Pracujeme ve FLOW-BOXU.
Pouzijeme sterilnich Petriho misek s kulickami a podloznim sklem. Na podlozni
sklicko vyzihanym skalpelem umistime tenky ¢tverecek agaru (agar dle kultivovaného
mikroorganismu, Nocardia: medium M8, Rhodococcus: medium M12, Streptomyces:
medium M15). Vyzihanou klickou zaockujeme podél okraji a piekryjeme sterilnim
krycim sklickem 18x18 az 22x22mm. Pod podlozni sklicko, na kulicky, sterilni
pasteurkou napipetujeme cca Sml sterilni destilované vody. Misku popiSeme a
kultivujeme pti 30°C 3-5dni.
Agar je tenky — substratové mycelium Ize pozorovat pod imerzi — dostate¢na
prihlednost.

2) Nebo: Horky agar kapnout pfimo na podlozni skli¢ko, po zatuhnuti zaockovat,
Kultivace bez kryciho skla

Kultivace 30°C, pozorovani 3-5 dni, (né¢kdy: dobte vyvinuté V.M. 7-14dni)
Pozorovani: pfimo narust na sklicku, zvétSeni 200x nebo 400x, Nomarského kontrast
Limitovano: zvétSenim
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Figure XII.8. Slide culture. Thin agar block, cut from poured plate, is
placed on a sterile microscope slide and inoculated, and a sterile coverslip
is applied. After incubation in a moist chamber, view slide culture di-
rectly on microscope stage when it should be possible to see the aerial
mycelium (4) and the substrate mycelium (B) within the agar.

X ‘Kultivace na krycim skliéku|

Pracujeme ve FLOW-BOXU.

Medium dle ockovaného kmene - silngj$i agar na Petriho misce. Do néj vyzihanou
pinzetou pod uhlem 45° zapichneme sterilni kryci sklicko. Kulturu naockujeme z horni
strany podél zlabku.

Substratové mycelium prorusta i1 agar.

Pted pozorovanim vysledki - po uplynuti 3-5ti dnti - vytdhneme sklicko a oznacime horni
1 dolni stranu — rozpoznani vzdusného a substratového mycelia.

Pozorovani: sklicko s narostlou kulturou polozime narustem dolti na podlozni sklicko.
Pozorujeme 1000x pod imerzi, Nomarského kontrast.

Figure XII.7. Inclined coverslips for observing actinomyce
phology. Inoculate agar plate with coverslips inserted at an angle.}
incubation withdraw coverslips and mount, upper surface down, in}
containing wetting agent.

% [Makrofoto kultivovanych kmeni




INokardioformni aktinomycety — skupina obsahujici v PG kyselinu meso-DAP:\

Nocardia, Rhodococcus, Gordonia, Tsukamurella...

Nézev odvozen od nestalého mycelia oddélujiciho se do kokovitych ¢astic

G+, aerobni. Acidorezistence 2.stupné (mykolové kyseliny; 1% HCI)

Starsi kultury: rozpad mycelia. Nékteti zastupci (Nocardia, nékteré druhy rhodokoki) tvofti
vzdusné mycelium. Né&ktefi tvofi fetizky spor.

Nocardia:
- mirn¢ nebo siln¢ vétvena vldkna vegetativniho substratového mycelia
- mycelium se miZe rozpadat do tyCkovitych az kokovitych ¢astic
- tvori vzdu$né mycelium

Rhodococcus:
- tyCinky, n€kdy siln€ vétvené substratové mycelium
- vlékna rozpadava do kratkych tycek, koki
- vyjimecné vzdusné hyfy
- Kkolonie drsné, ale i hladké, mukozni
- pigmentace: Zlutohnéda, oranZova, smetanova

Streptomycety

Streptomyces:
- v b.s. kyselina L-DAP a glycin

- trvala vladkna, vzacné rozpadava
- vétvené mycelium

- spory v fetizcich, nepohyblivé

- neacidorezistentni



