RECEPTA#R PUD

Receptaf je sestaven tak, %e jako prvni jsou uvedeny pidy obecné a pudy
pro kultivaci enterobakteriacei (1—34), zpracované PhMr J. Mottlem. Dalsi
ptdy jsou vyliaty z kapitol specidlni d4sti a jsou sefazeny podle jejich poradi.

Pudy pro testovani antibiotik a sulfamidét jsou v piisluiné kapitole (viz
str. 152), rovnéZ tak pfedpisy na substraty, uZivané v precipitaci v gelu.

RECEPTAR
Bujon 1
MASO « « - o« o w e e e e e e e e e e e e e o .. BODgE
pepton. . . . T {1
natrivm chloratum NaCl e e e e e 5g
VOA& . . . . . . . o . e e e e e e e e oo o 1000 mI

Maso, pedlivé zbavens tuku, 3lach a kosti, rozemsleme a pfiddme vodu (1 : 2). Pies noc
nechdme macerovat v lednici. Druhy den maso za obéasného michéni asi 30 min, povafime.
Odpafené mnozstvi vody musime dolitim nahradit. Odvar z masa scedime pies platénou
tkaninu & zbylé maso mirnym tlakern vymadkame, Takto ziskané dekoktum déme opét
pres noc do lednice. P#¥tiho dne odvar zfiltrujeme pies vatu a k 1000 ml filbratu pfi-
déme 10 g peptonu a 5 g soli. Kritce povaiime & po rozpudténi pfidanych ingredienci
upravime pH na 7,2, Var udrZujeme je&td asi 30 min., po odstaven] nechdme bujon asi
20 min. v klidu ustit & potom jej opatrnd zfilirujeme pies papir tak, abychom u dns usa-
zeny sediment nezvifili a filtraci tak nezpomalili. Zfiltrovany bujon rozplnime do zésobnich
lahvi a vysterilisujeme 30 min. v péfe pod tlakem.

Fosfatovy bujon 2
kalium phosphoricum monobasic. sice. KH,PO, . . . . . .. . ... ... Ll5g
kalium phosphorlcum dibasic. sice. KQHPO,, e e e e e e e e 5g
glukosa . . . . TS (U4
bujor . . . . ... L e oo ... 1000ml

Povafime 20 min.v proudici pafe, zfiltrujeme p¥es papir a rozpnime do Blackovych né-
dobek nebo zkumavek. Nésleduje sterilisace v Arnoldové piistroji 3 dny po 20 min. pH

piady je 7,2.
Glukosovy bujon ¢ 3
iofipra.vi se z bujonu pfiddnim 0,5—19, glukosy. Sterilisuje se frakcionovansd. "
Jétrovy bujon %

Vafend mordeci, kréli¢i nebo teleci jdtra rozkréjime na kostidky, oplachneme studenou
vodou & po 2—38 kouscich vkldddme do zkumavek. Potom pfiddme po 8—10 ml bujonu
a pidu vysterilisujeme 30 min. v pafe pod tlakem.

Serovy bujon 5
K bujonu pfidéme 10 9% koriského nebo hovéziho sera a rozpnime do zkumavek. Pracujeme

se sterilnimi souddstmi a za p¥sného dodriovéni viech podminek: sterility. Pies noc pudu
inkubujeme v thermostatu p¥i 87 °C.

Patotkovy niddobky pro hemokulturu [

Vatena mordeci (teleci) jatra nebo ledvinky rozkrijime na kostiky & po 2— 8 kouscich
vklddéme do nddobek, které vysterilisujeme 3 X 15 min. v proudici pafe. Potom priddme
2—3 ml 109, vod. rozt. citronanu sodného (Na,CiH;0, . 2 H,0) do kazdé nadobky. N4-
dobky, dosud uzaviené vatovym tamponem, zazatkujeme sterilnimi specidlnimi gumovymi
zétkami, které jedté prevézeme navlhdenym pergamenovym papirem. Nésleduje konetné
sterilisace 20 min. v proudici péie.

Kauffmannova pomnozova,cl puda 7
bujon . . e e oo oo oo 900ml
caleium ca.rbomcum CaC‘Oa (Suse sberﬂ ) e 45g
Lugolav roztok . . . . C e e e e o e ot 20ml
509, rozt. natrium hyposulphurosum Na,ZS O3 BE,O . . . . . ... ... 100ml
hovez1 Zlué . .. . T 50 ml

0,19% roztok brllalltove melend . . . ... 11 mi

Postupné smichdme jednotlivé souéssti a za stélého michdni (nerozpuitény uhliditan se
usazuje u dna,) rozplnime piidu po §—10 ml do zkumavek a vysterilisujeme 2 X 20 min.
v proudici pafe. .

Zdsobnt roztoky:

a) Lugolav roztok:

iodum I . -
kalium 1odatum KI e e e e e e 25 g
voda . . . . . . . Lo . 100 mt

b) 50% vodny roztok sirnatanu sodneho kryst s‘oemhsovany 30 min, v pafe pod tlakem.
¢) Hovdzi 2lué filtrovand papirem a sterilisovand 2 X 20 min. v proudici pafe.

d) 0,1% vodny roztok brilantové zelens, piipraveny rozpusténim barviva v destil. vodé
a po 2¢ hod. stani v thermostatu pii 37 °C zfiltrovany pies papirovy filtr.

Tetrathiondtovy bujon 8
Roztok A:
natrium hyposulphurosum NU,ZS Oy . BH,O . . . . . 000000 60 g
voda sterilni . . . . . S e e s 100 ml
Roztok jodu:
jodum ¥ . . e 30g
kalium 1oda.tum KI o o o 25 g
vodas . . . . . L . L L oL Lo s s e e e e 100m]
Zhotovens pidy:
rozbok A . . . . . . . . L L Lo Lo 100ml
roztok jodu . . . e e oo 20l
calcium ca.rbomcum Ca.OOB (suée qterﬂ ) P 25 g
bujon . . . ... L e e e oo 900 ml

Postupné smichdme jednotlivé slozky pady a rozpinime po 5—10 ml do zkumavek. Steri-
lisujeme 20 min, v proudici pafe dva dny za sebou. Puadu piipravujems t8sné pfed pouzitim.

Zivny agar

20 g agarové Fasy dobie propereme pfes cednik v tekouef studend vods, vyma.éks’mme a pii-
déme k 1000 ml bujonu (2% agar). Déame rozvaiit do proudlcl péry a upravime pH na
hodnotu 7,2. Znovu asi 20 min, povaiime, zfiltrujeme ples vatu & vys’cerﬂlsmerne 30 min.
v péfe pod tlakem.

Ag')r ové plotny: vylévdme steriln® do Fetriho misek po rozvafeni a zchladnuti agaru
asi na 50 °C.

Agar $ikmy: plnime do zkumavek asi po 10 ml. Nasleduje 30 min. sterilisace v pafe pod
tlakem a po Gdstetnérn zchlazeni se zkumavky ukladaji v &ikmé poloze.



Krevni agar 10

K rozpudténému sterilnimu Ziv. sgaru, zchlazenému na 45— 50 °C sterilné pFiddme 5—7%
defibrinovans beranf krve. Smés se dobfe promiché (opatrnsd, aby se netvofila péna)a vylévé
do ploten nebo pini nad plamenem do zkumavek.

Endova phtda (modif.) 11
a) Priprava agarové base:
voda . . . . . . . . . L L. oo oo, 850ml
hovéef dekoktum . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. ... . ... 30m
pepton . . . ... L o 10 g
natrium chloratum NaCl . . . . . . . . . . .00 0L 5¢g

vyprang agarové fasa . . . . . . . . . . . . .. 20 g
Rozvaiime v proudiei pdfe a upravime reakcei na 6,9 (koneéns fize mé mit pH 7,0). Znovu
30 min. povafime a zfiltrujeme pies vatu. Vysterilisujeme 30 min, v péfe pod tlakem.
b) Zhotovent pidy:

Postupns smichdme:

1000 ml rozpu&téné steril. agarové base,

1,2 g sifiitanu sodného bezvodého (Na,SOy),

50 ml 209% vodného roztoku laktosy (sterilni),

1,7 mi 109, alkohol. roztoku basického fuchsinu.

Po dukladném smichéni povaiime pldu 15 min. v proudici pafe a vylévame do ploten.

Vizmut-sulfitovy agar podle Wilsona-Blaira (modif.) 12
a) Piprava agarové base:
voda . . . . . . . . . e e e e, 680ml
hovézi dekoktam . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. .. ... 30ml
pepton . . . . S e e 10¢g

vyprand agarova Fase . . . . . . . . . . . ... .. ... ... ... 20¢g
Rozvaiime v proudici péfe a upravime reakei na 7,1. Opét 30 min, povaiime a zfiltrujeme
pies vatovy filtr. K filtrdtu pfiddame 0,5%, glukosy a sterilisujeme 30 min, v proudici paie.
b) Phiprava viemut-sulfitového roztoku:

1. 80 g sifititanu sodného bezvodého (Nazs.O,,) rozpustime za horka v 200 ml destil. vody.
Po rozpudténi doplnime objem destil. vodou do 400 ml.

2. 24 g vizmut-citrdtu rozpustime v 40 ml destil. vody a p¥iddme 12 ml roztoku amoniaku.
P¥i priddvani amoniakn smési stale tfepeme, a% se stane témsF girou. Potom objem
roztoku doplnime destil. vodou do 200 ml.

3. 4gsiranu Zeleznatéhokryst. (FeS0,.7TH,0) rozpustime v 50 mldestil. vody, kni% pfidédme
3 kapky kone. kyseliny solné. Roztok mé byt &iry.

4. Smisime roztoky 1. a 2. a piiddme 40 ml roztoku 3. Nakonec jests piidame 42 g st¥edniho
fosforeénanu sodného kryst. (Na,HPOQ, . 12H,0) a opatrn® nad plamenem asi 3 min,
povatime, a% smés dostane Sedavou barvu.

¢) Zhotovent pidy:
Postupns smichdme:

1000 ml rozpuiténé steril. agarové base,
70 ml vizmut-sulfitového roztoku,
4 m] 1% vodného roztoku brilantové zelens.

Po dikladném promichéni povafime pidu 15 min. v proudici ps¥e. Plotny ulo¥ené v temnu
a chladu jsou pouZitelny asi 5 dni.

Pida s desoxycholanem sodnym 13
a) Pitprave agarové base:
voda . . . . . . L . . .. .o oo ... 650ml
hovézi dekoktum . . . . . . . . . . . .. ... ... .. 3850ml

pepton 5g
vyprang agarové fasa . . . . . . . . . .. ... . 9 g
Rozvatime v proudief pafe a upravime reakci na 7,3. Opét kratce povaiime a zfiltrujeme
pfes vatu. Nésleduje konednd sterilisace 30 min. v pafe pod tlakem,
b) Pfiprava dilétch roztoki:
1. Citrétovy roztok:

nate. citricum Nay,CeH;0, . 2H,0

natr. hyposulphurosum Na,8,0,. 5H,0 . . . . . . . . . .. . . . .. 1’; g
ferrum citricgxn eryst. (Fe---) . . . . . . . . . . . . .. ... .. 2g
voda . 100 ml

Po rozpusténi jednotiivyech souddsti ve sterilni destil. vodé'kr.é;t-cel(a:si .3 Iklijgl.). povafime
nad plamenem,

. Ve 100 ml sterilni vody rozpustime za tepla 10 g desoxycholanu sodného a roztok kratce
nad plamenem povaifme.

3. 209 roztok laktosy, sterilisovany v proudici pa¥e 3 dny po 15 minutéch.

4. 1‘){:,1 évoclni roztok neutrdlni dervens, pfipraveny rozpusténim barviva ve sterilni destil.
vods.

¢) Zhotovent pidy:

Postupné smichdme:

1000 ml rozpusténé steril. agarové base.
50 ml citrdtového roztoku (1),

50 ml roztoku desoxycholanu (2),

50 ml roztoku laktosy (3),
3 ml roztoku dervens (4),

Po dikladném promichéni povatime ptidu 15 min. v proudici péfe a vylévame do ploben.

Dorsetova vajeénéd piada ) 14

Cerstvé vejee za pomoci kartddku a mydlové vody ¥4dnd omyjems a osulime. Oba, poly
potieme 709, alkoholem a sterilni pinsetou nabodnemse. Obsah nechéme vytéei do sterilni
-nejlépe graduované nddobky s perlitkami a dukladng rozttepems, Po odedteni vrstvs;
perlitek pfiddme 10%, sterilni destil. vody a opét dobie protfepeme, Nadobku s homogenni
- smési uloZime na 2—3 hod. do lednice (pFi vét§im mnogstvi nejlépe ples noc). Potom pidu
sterilnd rozplnime (nad plamenem) bud po 2 ml do krevnich nebo po 8 ml do bakteriolo-
gickych zkumavek. Padu sréime v ikmé poloze pii 80—=85°C v proudici pate po dobu
60 minut. Otkovaef plocha musi byt naprosto hladks a klidka se nesmi do zkoufené pudy

bofit.

Peptonovd voda 15
pepton S e e e e e, 10g
natrium chloratum NaCl . . . . . . .. ... 00 5g
voda . . 1000 ml}

Po roz.puébénvi peptonu & soli za tepla upravime pH na hodnotu 7,2 a krétce povafme.
Zfiltrujeme pies papir, rozplnime do Blackovyeh nddobek nebo zkumavek a vysterilisuje-
me 30 min, zahiétim v paie pod tlakem.

Hottingertv bujon 16

natrium chloratum Na(l

kalium phosphoricum dibasic. sice. K,HPO, 1 z
trypsin-pepton . . . . . . . . ..., . . 9g
voda . . . . . . .. « 1000 ml

Pi'idainé ingredi?nce rozpustime zahidtim v proudici péfe a reskei upravime na 7,4. Znovu
pqvan’me (20 min.), zfiltrujeme pies papir a rozplnime po vhodnych mno#stvich do Blacko-
vych néddobek nebo zkumavel. Nésleduje sterilisace v proudici psfe 3 dny po 30 min.



Trypticky bujon 17
trypsin (1:250) . . . . . . . . . .. .. ... oL, 02g
chloroform . . . . . . . . . L . .4 oo oo .. 0ml
bujon . . . . - .. . . . 1000 ml

Upravime pH na 8 O av léhw se zabrousenou zé.tkou smés dobre protrepeme a za oblasné-
ho promichani ulozxme na 24 hod. do thermostatu pii 37°C. Potom kratce (10 min.) po-
vaiime v pale, upravime reakeci na 7,4 & zfiltrujeme papirovym filtrem. Filtrét zfedime
fysiologickym roztokem v poméru 1 : 3, upravime pH & rozplnime do zkumavek nebo
Blackovych nadobek. Sterilisujeme v proudici pafe 3 dny po 30 minutéch.

O dobré jakosti trdveného bujonu se presvédéime provedenim t. zv. tryptofanové reakece:
Zfiltrujeme 10—20 ml bujonu a filtrat okyselime 109, kyselinou solnou. Z okyseleného
filtrétu odpipetujeme do 2 zkumavek po 1—2 ml a prldé.me po kapkéch bromovou vodu.
Cervenavé zabarveni je ukazatelem tryptofanu. V opadéném p¥ipadé musime stravovaci

proces prodlouZit nebo pouZit derstvého trypsinu (dlouhym skladovénim ztréci svoji
udinnost).

Ublovodanové pudy 13

K Hottingerovu bujonu p#idédvame razné uhlovodany v mnoZstvi 1%, jen aesculin a inulin
v mnozstvi 0,5%. Jako indikdtor pfidavédme 1,5 ml roztoku bromthymolové modie na
100 ml pady. Po rozpuiténi cukru a piidini indikédtoru rozplnime ptdu do zkumavek-
cukrovek a sterilisujeme 3 dny po 15 minutach v proudiei pafe (neautoklavovat!).

Puady s plynovkami: Durhamovy rourky (plynovky) vkldddme otvorem doltt do Russelo-
vych zkumavek, které pak normdlné naplnime uhlohydrdtovou plidou. Varem pii sterili-
saci se z plynovek vypudi vzduch a tyto klesnou ke dnu.

Pozn.: Nkteré mikrobislni kmeny produkuji z peptonu maléd mno#stvi plynu, proto mald
bublinka v plynovee po kultivaci jests neznamens, Ze jde o kvaseni cukru nebo chybu p¥i
piipravé pady.

Piiprava indildtoru:

0,IN-NaOH- natr. hydrooxydatum e e e oo 2ml
brombhymolové, mod¥ e e e e e lg
destil. voda . . L. .. 475ml

Roztok postaV1me na 1 2 dny do thermostatu pr1 37°C a% se bmvxvo tping rozpustx
Bshem této doby roztok nékolikrat dennd dukladnd protfepame. Ndasleduje filbrace ples
papirovy filtr. Nesterilisovat!

Piady k zji&tovani produkee indolu 19

Zékladni pady uiivand k zjidtovan{ tvorby indolu jsou: peptonovi voda, Hottingerav
bujon, trypticky bujon.

Ehrlichovo modif. &inidlo:
p-dimethylaminobenzaldehydum

5g'!
soidum hydrochloricum cone. HCL T 25 ml
aleohol aethylicus 969, . . . . . . . . . . .. .00 75 ml
nebo:
Kovacsovo dinidlo: .
p-dimethylaminobenzaldehydum . . . . . . . . . . . . .. ... ... 25¢g
acid. hydrochloricum cone. HCl1 P 15 ml
aleohol amylicus . . . . . . . . . . L Lo 75 ml
Puda pro nitratovy test 20
pepton . P 5g
kalium nitricum K.NO3 N 5 -4
dest. voda . . . . Co 1000 m]

Rozpusmme za horka a upra.V1me pH na hodnotu 7 4 Opé‘o kmtce pova Fime azﬁltruJeme

ples papir. Potom phdu rozplnime do zkumavek (5 ml) a vysterilisujeme v péfe pod
tlakem,

Puada podle Ha]ny 21
agar . e e e e e e e e e e e e e e 15g
pepton . . . e e e e e e e e e e 20g
natr. chloratum N&Cl e e e e e 5g
voda . . . . . . . . . . C 1000 ml
Rozpustime v proud1c1 pére & upravime pH na 7 5. Dotom prldame
laktosa . T (O
saccharosa . . - . . . . . oL e e e e 10g
glukosa e e e e e e lg
natrinm hyposulphurosum Na2$ Og 5H O e e e e e 02
ferro-ammon. sulphuricum Fe(INH,),( 804)2 6H, O e 3
1% vodny roztok fenoléervend . . . . RPN ... . 25ml

Padu krdtce povafime, zfiltrujeme vatou a rozplmme do zkuma.vek po 5 ml, Nésleduje
sterilisace v proudici pife 3 dny po 15 min. Pidu nechéme ztuhnout v &ikmé poloze.

Agar s octanem olovhatym 22

K 500 ml rozputéného Zivného agaru piidéme roztok:

plumbum sceticum Pb(CH COO)2 SH,O . . . . . . ... .. ... ... 05g
destil. voda, . . . . 3 ml
(rozpustime kr: étkym pova.remm na,d plamenem)

Smés se dobte promichd a za sterilnich podminek rozplni do zkumavek asi po 3 ml. Nech4
se ztuhnout v kolmé poloze.

Zelatina s ferrochloridem 23

100 ml Zelatinové pidy v zdsobni batice (Rp 32) rozpustime ve vodni 14zni a steriln{ pipetou
piiddme 0,5 ml 10% vodného roztoku chloridu #eleznatého (FeCl, . 4H,0). Smés dobte
protiepame & sterilné rozplnime do zkumavek po 6— 8 ml. OkamZité po napnéni zkumavky
s padou zchladime ve studené vods a ulozime do lednice,

Puda ke zkoufce s methylovou ¢erveni (MRT) 24
pepton . 5g
kalium phosphomcum dlba,sm sice. K, H’PO,l e e 5g
.glukosa . . . e e e e e e e 5g
destil. voda . . . . . . . 1000 ml

Pridané ingredience rozpustlme zahrébxm v proudun pare roztok zﬁltru)eme papirovym
filtrem, ptiddme 5 kapek indikdtoru a po rozplnéni do zkumavek ptadu vysterilisujeme
za.hré.tim v proudief pafe 3 dny po 15 min. Koneéné pH pudy j Je 6,9.

Indikdtor: .

methyléerveih . . P 0,lg
alcohol aethylicus 96% P 300 ml
destil, voda . . e e 500 ml

Po 24 hod. sténi v thermosbatu pfi 37 °C zﬁltru;eme pres papir.

Voges-Proskauerova ptda

pepton . . . . 5
ammonium ch]ora.tum NH4CI P e e e e e 2
2
6

) -]
S

magnesium sulphuricum MgS0, . 7H20 C e e e e e e e 0
natrium phosphoricum dibasic. NaZI—IPO4 2H 0 e e e e e 0
kalium phosphoricum monobasie. sice. KHzPO,, e e 5
glukosa,.l...................‘....... 5
destil. voda .
Rozpustime v proudlm pére, event zf‘ ltrujeme pres papu‘ Pﬁdu rozplmme asi po 3
a frakcionovand vysterilisujeme v proudicf pafe (3 X 15 min.}. Reakee pidy je 6,9.
Barrittovo inidlo:

Roztok 1.: 6% roztok alfa-naftolu v absol. alkoholu.
Roztok 2.: 409, roztok hydroxydu draselného.
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Rustigian-Stuartova pida s modovinou (modif.) 26

urea pura . . e e e e 20 g
kalium phoqphoncum monoba.sw sice. KH2P04 T 9,1g
kvasnicovy extrakt (spissum) - e e e e 0,lg
1% vodny roztok fenoldervend . . . . . . . . . L ... Lo L 1 ml
destil, voda . . . . . . 1000 mi

Nezahtivat! Po rozpuétém mgredwncl pudu vysterﬂlsu]eme Seltzovym ﬁltrem a sterilnd
(nad plamenem) rozplmme asi po 2 ml do zkumavek. Pfed pouZitim inkubujeme 24 hod.
v thermostatu pii 37°C.

Christensenova ptida pro prikaz ureasy 27
I pepton . . e e e e e e 1g
natrium chlora’cum NaCl o e e e 5¢g
kalinm phosphonoum monobasxc sicc. KH2P04 e e 2g
agarova fasa . . . . . . . . . . .. . e e 20g

destil. voda . . . .. .. . 1000 ml

Rozpustlme zahfétim v prouchm pé,re a upravnne pI-I na 6 9 Opet kratce povaiime a zfiltru-
jeme pres vatu. P¥iddme 6 ml vodného roztoku fenolcervené (kone. 1 : 500) a vysterilisu-
jeme 30 min. v pafe pod tlakem.

IT.urea purs . . . . . . . . . e e 20 g
ghukosa . . . . . . L L L L L L Lo lg
destil. voda.. . . . . . . . . L. .. 20ml

Po rozpudtént zfiltrujeme ba,ktenélmm ﬁltrem (Seﬂ:z) a pndame k ro&pusténe sterilnf asi
50 °C teplé zakladni agarové smasi (L.). Dobfe promichéme a sterilné (nad plamenem) roz-
ploime do zkumavek, Padu nechéme ztubnout v &ikmé poloze.

Amoniovy agar (Simmonsav agar) 28

natrium chloratum NaCl

magnesium sulphuricum MgSO4 TH,O . ... 02¢g
kalium phosphorlcum dibasie. sice. K,HPO, . lg
ammoninm phosphoricum monobasic. NHJ—I PO4 e lg
agarova faga . . . . . . . . . . . . . e 20 g
destil. voda, . . . . ... . 1000 ml

Rozpustime za.hra.tzm v proudici pére a J&LO mdlkétor pndame 40 ml 0,2% roztoku
bromthymolové modfe. Dale pfiddme podle drubu provadéného testu:

a) Test citrdiovy:

V malém mnodstvi destil. vody rozpudténych 5 g (0,5%) citronanu sodného (Wa,Cet; Oy
. 2H,0).

b) Test amonium - glukosovy:

V malém mno#stvi destil. vody rozpusténych 5 g (0,5%) glukosy.

Podle drubu providéného testu pridéme k agarové basi roztok citiatu (a) nebo rozbok
glukosy (b), smds dobte promxchéme a rozplmme do zkumavek po 5 ml. Padu vysterili-
sujeme fralcionovans (3 156 min.) v proudici pafe a nechdme ztuhnout v §ikmé poloze.

Sterntiv glycerinovy bujon 29
glycerol kone. . . R 10 ml
109, vodny roztok natr1um sulphurosum Na,ZSO,, 7I-I O S .. .. 20ml
bujon . . . S . . ... . . . . 1000ml
indikdtor . . . . . 3 ml

Reakei pady upravime na 8 0 & po ﬁltram ples papir rozp]mme do zkuma,vek po 3—5ml
Vysterilisujeme v proudici pére 3 doy po 15 minutéch.

Indikdior:
aleohol methylieus 969, . . . . . . . . . . . . . . ..o 100 ml
fuchsin basicky . . . . . ... 1bg

K alkoholu v l4hvi se zabrouéenou zé,tkou pr1déme fuchsm a uloiime do thermostatu pfi
37°C. Obdas dukladns prot¥eneme. Po 24 hod. zfiltruieme p¥es papir.

Gardova plotna k zjidtovani pohyblivosti (0,6% Zivay agar) 30

K 1000 ml bujonu pFiddme 5 g proprané agarové Fasy, rozvafime v proudici p4Ye, upravime
pH na 7,2, opét krdtee povatime a zfiltrujeme p¥es vatu. Vysterilisujeme 30 min. v péie
pod tlakem a vylévame do Petriho misel.

»U“rourky podle Hajny , 31

U rourky si zhotovime ohnutim sklenénych trubek, kterych se u%ivd k vytahovéni
Pasteurovych pipet. Otvory v obou ramenech zazdtkujeme vatou & rourky v horkovzduiné
sterilisaci vysterilisujeme. Potom je postavime do lepenkové krabitky, jejiZ viko mé vystii-
Zené obdélnikové otvory, nebo do zvI1aits k tormuto ddelu vyrobenych plechovyeh stojdnka.
Rozputény sterilni 0,59, Zivny agar rozplnime za sterilnich podminek do rourek tak, aby
vrstva agaru sahala 1 —2 em od vatovych zétek,

Zelatina 32

V 1000 ml bujonu rozpustime opatrnym zah¥atim v Arnoldové p¥istroji 15—20 %, Zela-
tiny atpodle druhu kultivovanych mikrobl zastavime pH (vSeobecnd 7,4—7,6). Roztok
ochlazeny na 50—55°C se vyjasni bilkem: na 1000 ml pudy pouZijeme 1 bilku. Vajitko
s pomoci kartatku a mydlové vody dobfe omyjeme a po osuseni skofdpku opdlime nad
plamenera. Rovnéi opélenym nozikem nebo pinsetou skofépku mezi obéma pély vajidka
neklepneme, vajitko rozlomime a pPelévanim Z%loutku z jedné poloviny skoFdpky do
druhé bilek oddélime do sterilni t¥eei misky. Bilek smisime se stejnym mnoZstvim steril-
ni destil. vody a rovné&Z sterilni t¥enkou rozlehéme na snih. Snih dob#e smisime s ochla-
zenym #ivhym roztokem a povaiime v proudiei péfe. Bilek se srazi a utvoli na povrchu
tekutiny povlak, ktery pozvolna klesd ke dnu nddoby, pii temi strhne viechny znetisté-
niny. Znovu upravime pH a roztok p¥i pokojové teplots zfiltrujeme.

Zelatinovou pidu plnime do zkumavek po 8- 10 m! a sterilisujerne 3 dny po 15 min. nebo
lépe 1x 45 min. Thned po sterilisaci postavime kositek se zkumavkami do studené vody,
aby pida rychle & dobfe tuhla. Uchovévé se v lednici.

Pozn.: Po nékolikadennim sténi ptidy se miZe bod téni posunout na 29—30°C,

Brauniv test 33
pepton . e e e e e 10¢g
natrium chlara,tum Na.(‘l PP T 5
kalium phosphoricum monobasm sice. KHEPO‘ PO 1 971 3
natrivm phosphomcum dibasic. NagHPO,l 2H,0 . . . . . . . . . ... .5637g
destil. voda . . . . . . . . .. . .. . 1000 ml
agarova fass. . . . . 0. . 20g

Po rozvaieni upravime pH na 7,4— 7 5 opét krétce povafime a zﬁltruleme ples vatu.
Pipetou piesnd rozphnime do zkuma,vek po 2,1 ml a vysterilisujeme 20 min. zahidtim
v péfe pod tlakem.

Jinidlo: 0,6% vodny roztok kyanidu draselného, plipraveny rozpusténim KCN v sterilni
destil. vods$ (bez zahFivanil).

Serovy agar B 1

K zivnému 29, agaru piidéme 10 % kotiského nebo hovéziho sera a rozpnime do zkumavek.
Pracujeme se sterilnimi souédstmi a za pfisného dodrZovani viech podminek sterility. Padu
nechéme ztuhnout v poloze kolmé. Pies noc inkubujeme v thermostatu pfi 87°C.

Peptonova voda (V. cholerae) ' 35
dobry pepton . . e e e e e 10g
natrium chloratum NaCl e e 5g
destil. voda . . . . . ... . . 1000 ml

Po rozpusténi roztok povaiime, upravime pH na 8 4 8 5 preﬁ]trujeme rozplnime a 3krat
frakcionovans sterilisujeme. Koneéné pH mé byt v rozmeszi 8,3—~8,5.



Goharova ptda (V. cholerae) 36

Ko 100 ml dobrého peptonového zivného bujonu pfidéme 0,2 ml 1% roztoku kalium tellu-
ritu. Rozplnime po 5— 7 ml do zkumavek a sterilisujeme v autokldvu.

Alkalicky #Zivny agar (V. cholerae) 37

Dobry zivny agar upravime pfidédnim louhu sodného na pH 8,5. Doporuduje se po piipads
pridat hemolysovanou berani krev do koncentrace 0,2%,.

Alkalicky krevni agar podle Dieudonné (V. cholerae) 38

Stejny dil defibrinované berani krve se smisi se stejnym dilem vodného roztokn louhu
draselného (4 g KOX na 100 ml destil. H,0). Po dobrém promichdni nechdme smés stdt
1 hod. a poté vafime 30 minut. T+i dily této alkalické krve se smist se 7 dily 3% neutralniho
agaru. Rozvafend pida se pak rozlévd do misek nebo zkuwmavek. Pro znadénou alkalitu
pudy lze této pouiit teprve po 48 hodindch, je-li uloZena pii pokojové teploté nebo po
Sminutevém zahidti na 65 °C. Pudy se mige pouzivat nejdéle 10 dni po piipravs.

Chapman-Stoneovs plida (Micrococcus pyogenes) 39
d-manitol Difeo . . . . . . . . L L0 Lo 10g
Bacto-tryptone (Difeo) . . . . . . . . . . L oL 0g
Bacto-agar . . . . . . . . L L L Lo 15 ¢
Natrium chloratum NaCl (Merck) . . . . . . . . . . . .. . ... ... ©B&bg
Bacto-yeast-extract (Difeo) . . . . . . . . . . . ... .. ... ... 25g

. kalium phosphoricum dibasicum sice. K,HP O, bezvody (Merek) . . . . . . 5g
Bacto-Zelatina e e e e e e e e e e s e e 30 g
ammonium sulphuricum (NE,),80, (bez pyridinu!) . . . . . . . . . . . . 15 g
10% natr, hydrooxydatum NaOH . . . . . . . . . . . 6 ml
destil. voda . . . . . . . . .. . 1000 m}

pH pudy 7,0

Pida se sterilisuje 10 minut pii tlaku 1 atm., za tepla se rozttepe & z 1.1 se vyléva 40 misek.
Pida se nesmi vylévat pfili§ studend, ani béhern vylévini nechat na chladné desce. Sprévné
pripravena pada je za tepla stejnomérné prasvitni, po zchladnuti stejnomérné kalnd,

Tuhéd phda pro fagotypisaci (Mierococeus pyogenes) 40
Bactoagar . . . . . . . . . . .. ..o oo 20g
natriurm chloratum NaCl . . . . . . . . . . . . ... 75¢g
nutrient broth (Difeo). . . . . . . . . . . Lo L 20 g
destil. vodaad . . . . . . . . . . Lo Lo 1000 mi
pH se upravi na 7, 1—7, 2. Sterilisuje se v aubokldvu.

Biggertv agar (titrace stafylokokového antitoxinu) 41
pepton Witte 89g
pepton proteose O 89¢g
pepton Bacto . . . . . . . . L. L. oL 89¢g
== 5 26,7 g
masova infuse . . . . . .. L. e 1000 ml

Smés zahtivame 60 min. a pak neutralisujeme draselnym louhem na pH 7,4. Vaiime déle
po dobu 30 min. a filtrajeme. Na, 1000 ml filtratu pfiddme 133 ml glycerclu, 111 ml 20 %
smési KH,PO, a K,HPO, a 89 ml H,0. Po ¥ddném promichini sterilisujeme v autokldvu
20 min. pfi jedné atmosféte.

ParkertGv bujon (bitrace stafylokokového antitoxinu) 42
pepton Witte e e e e e e e 20 g
kalium phosphoricum nuelecbassiec. KH, PO, . . . . . . . . . . . .. 0,2 g
magnesium sulphuricom Mg80,. 7H,0 . . . . . . . ... 0oL 0,3 g
magovy ndlev . . . . . . R 1000 ml

Smés po promichdni vafime 30 min. Zs pomoci KOH upravime pH na-7,6 a po 10minuto-
vém vafeni filtrujeme pies papir. Nakonec sterilisujeme 20 min. p¥i 1 atm.

Modifikovany &okolddovy agar (gonokoky) 43

Zikladni agar:

Hovézi maso, zadni, libové zbavime $lach a tuku, rozemeleme a zvaZime. Prid4dme stejny
objem destil. vody a tuto smés nechdme pfes noc v lednici. Druhy den za st4lého michéni
povatime se stejnym mno%stvim vody a pfiddme k prvnimu. Infusi nechdme znova ples
noc v lednici, dal$i den zfiltrujeme pies papir a doplnime destil. vodou na pavoedni véhové
mnozstvi. K 1000 il infuse pfidéme 20 g viyzkoudeného peptonu, 3 g kuehyiiské soli (NaCl),
2 g stied. fosforeénanu sodného (Na,HPO,), zahfejeme do varu, alkalisujeme 5N lovhem
(NaOH) na pH 8,2 (univ. papirkem), vafime 20 min., zkusime znovu pH, které mé byt
po konefriém 5 min. vafeni 8,1 —8,2, Vychladly bujon ddme do druhého dne do lednice,
poté zfiltrujeme ples papir, zméiime objem a doplnime destil. vodou na pivedni mnosstvi.
K 11bujonu ptiddme 18 g vyzkouseného agaru, va¥ime 25 min., zfiltrujeme pies vatu, pfi-
déme na 1000 ml 0,2 g cysteinu a 0,1 g kyseliny paraaminobenzoové rozpudténé v troce
vody, rozplnime po 100 nebo 250 ml & autoklévujeme 25 min. p¥i 125 °C,

Pridavek krve:

K agaru ochlazenému na 56°C pfiddme 12 % defibrinované kotiské nebo lidské krve.
Zahfivéme ve vodni l14zni pti 75—78°C (nikoli v Arnoldovd piistroji) asi 20 min. Smés
mé nabyt barvy hotké éokolddy, ale nesmi ssednout.

PHdavek albuminu:

K ¢okolédovému agaru ochlazenému na 56 °C p¥iddme 3 9, sterilniho 5%, roztoku albuminu
nebo stejné procento sterilniho hovéziho sera. Padu vylévame do Petriho misek nebo do
zkumavek s transportnimi tampony.

Pfiprava sera nebo albuminu:

Roztok albuminu nebo serum sterilisujeme filbtraci pfes EK vlozku. Ke 100 ml sterilnfho
sera;pliddme 7,5 ml 0,1% vodného roztoku nilské zelens. Roztok nilské zelens sterilisujeme
autoklavovanim.,

Langer doporuéuje tyto chemikdlie:

Pepton: Organofarma nkterych Sarzi.

Agar: Sanitas nékterych Sarzi. Agary vesmés provenience Kobé a éinské agary.
Albumin Biogena, vyrobeny z odpadu vyroby gamma-globulinu.

Nilské modt fy Bayer ,,Nil Blue‘.

" Serum bez ptidavku formolu nebo jinych antiseptik.

Nevhodny je Danagar, mleté anglické agary, Sachalin agar a Difco mlety agar.

Fermentaéni pady 44
a) Zdkladni agar:
vyzkoudeny agar . lg
vyzkoudeny pepton . S e e e e, lg
natrium chloratum NaCl . . . . . . . . . . . . . ., ... . ... 1,25
destil. voda, . . . . . P 1000 ml

Rozpusti se & doplni se vodou na 190 ml, rozplni po 30 ml. Sterilisuje se 20 min. p¥i 125 °C.
1 g cukri mikrobiologickych kvalit se rozpusti v 2,5 ml vody a doplni na 5 ml vodou.
Sterilisuje se 3 dny po sobé 20 min. p¥i 100 °C.

b) PFiprave indikdioru.: . :

0,1 g bromfenolové tervens se rozetie v misce s 28 ml N/100 NaOH, doplni vodou na 250 ml
a sterilisuje po prefiltrovédni 20 min. p¥i 125 °C.

Zhotovent pldy:

Do rozvatensé zékladnf pidy (30 ml) se pFid4 po ochlazenina 55 °C 2,5 ml sterilniho roztoku
cukru, 5 ml sterilniho sera bez nilské modfe a-1,25 ml sterilntho roztoku indikétoru. Ste-
rilnim N/10 NaOH upravime pH na 7,4—7,5 (mirnd za barevny piechod ze #luté barvy do
dervené) a rozlijeme do zkumavek ke vpichovému o8kovéni.



Polotekutd pomnoZovae{ ascitovéd pida (meningokoky) 45

hovéziinfuse . . . . . . . . . . . .. L. .. .. .. ... 500ml
agar . bg
natrium chloratum Na.Cl . e e e s 5g
pepton . . . . . . L L L L 10g
destil.voda . . . . . . . . . . . . ... ... ... ... ... ... 500ml

sterilni ascites . aa

Agar rozpustime ve vodé autoklavovam.m, pepton a sul v 1nfus1 Smichdme, upravime
celkovou véhu a pH na 7,5. Filtrujeme ples vatu a gdzu. Autoklivujeme 20 min. a uscho-
véme. V piipads pot¥eby rozpustime agarovou basi, zchladime na 50 9C, ascites zahfejeme
18 50 °C a sterilné smisime ve stejnych dilech. Dobfe promisime & rozdélime sterilné po
4 ml do zkumavek (13 % 125 mm). Nechdme ztuhnout v svislé poloze. Inkubujeme 48 hod.
p¥i 37°C a 96 hod. pii 20—27 °C na kontrolu sterility (pfi deldim skladovini pady je t¥eba
ji pokryt asi 0,5 ml sterilntho minerdlniho oleje). Pada se miZe nalévat i na Petriho misky,
zvySime-li obsah agaru alespoil na 19 konetné koncentrace.

Ascitovy agar méteme pfipravovat ¢ Jinak:

1 dil ascitu se ptidé ke 3 dilim 2,5 3% neutralniho Zivného agaru. Doporuduje se pfidat
0,6—3% glukosy.

Glukosovy mozkovy bujon (Rosenow) 46
pepton . . bg
natrium chloratum NaCl . 8g
glukosa . . e e e 2g
Andradeho mdxkémr (v1z str 62 puda &, 61} T (111
masova infuse . . . .. . 1000 ml

Pepton a sal rozpustlms v maqové mfusu opatrnym zahrlvémm Prxdame indikdtor a glu-
kosu. Upravime pHna 7,0 a 7,5 a nalijeme ptdu do Sirokych zkumavek (200 X 16 mm) tak,
aby vy&ka bujonu byla asi 12 em. P¥idéme 3 kostky telectho mozkn o hrand 1 em a 23
kousky k¥idy do ka?dé zkumavky (kousky mozku ponofime pred tim do vody, aby se
predeslo jejich pfilepeni na sténu zkumavky). Autcklévujeme p#i 120 °C 20 min.

Serovy agar 47
29, #ivny agar (Rp 9, str. 49) N (11 o1
sterilni kotiské serum . . . . . . . . . . .. . ... ... .. ... 100ml]
209 roztok glukosy . . . .. . . 80ml

Aga,rovou basi rozpustime a ochla,dune na 50 “G Serum a roztok glukosy zahfejeme na
50 °C, asepticky smisime s rozpuiténym agarem, dobfe promichdme a asepticky rozdélime
po 7 ml do zkumavek (19x 150 mm). Nechdme ztuhnout v 3ikmé poloze. Inkubujeme
48 hod. p#i 356-—387°C, potom 24 hod. pii 20—-27°C. Zkontrolujeme sterilitu a uloZime.

Todd-Hewittiv bujon (streptokoky) 48

Z &erstvych hovézich srdei nebo kotiského masa se vykrdji viechen tuk. Libové maso se
jemné rozemele a na kazdych 450 g se pfidéd 1050 ml destil. vody. Promich4 se, tuk se shors
sebere. P¥es noc se nidoba s masem uloZi do lednice. Druhy den se zahfeje na 85°C a
teplota se udriuje 150 minut, nesmi viak byt pfekrodena. Pak se provede filtrace papirovou
vatou. Ke ka#dému litru roztoku se pfidé 20 g Neopeptonu (nebo Proteose-peptonu) Difco,
pH seupravi na 8,0 s pomoci N-1 louhu (NaOH) a pfidaji se 2 g soli (Na(l), 2 g kys.
uhli¢itanu sodného (NaHCO,),0,4gbezvodého st¥edniho fosforeénanu sodného (Na,HPO,)
& 2 g glukosy, Vaii se 15 minut a pak se zfiltruje papirovym filtrem. Rozplituje se do zku-
msavek po 5—6 ml a sterilisuje v Arnoldov® phistroji tii dny po sobd, vidy 20 minut.
Koneéné pH mé byt 7,8. Vznikne-li sraZenina, odfiltruje se, pH se znovu upravi s bujon
se znovu sterilisuje v Arnoldové piistroji.

Piada pro prikaz tvorby amoniaku z argininu (streptokoky) 49

pepton . . . e e e e 0,5g
kvasnicovy extrakt . e 056g
kalium phosphor dlbasxcum sice, K HPO, e e 0,2 g

glukosa, . s 0,05 g
arginin hydroehlomd e 0,3 g
destil.voda . . . . . . . . L L L L 100 ml

Pada pro prikaz $tépeni natrium hippuratu (streptokoky) 50

hippurdt sodny. . . . . . . . . . . . ... Lo g
dextrosa. . . . . . . . . L. 10g
bujon . . . . L. Lo 1000 ml

Pakulovapidaprokultivaci Streptomycesalbus (streptokoky) 51

Casitone (Difco)

glukosa, .

natrium chlora.tum NaCl -

kalinm phosp]"m‘ dibasicum sice. KQHPO‘1 .
magnesium sulphuricum Mg80, . 7H,0

calecium chloratum sice. CaCl, . . . . . . . . . L 0,04 g
ferrum sulphuricum FeSQ, . 7TH,O0 . . . . . . . . . . . . ... 0,02 g
zincum sulphuricum Zn80, . 7TH,O0 . . . . . . . . . . .. 0,01 g
2 125¢
destil. voda . . . . . . . . . . . . ..o 1000ml
Jiné modifikace: ‘
asparaging . . . . . . L . L L 0,5g
glukosa . . . 10¢g
kalium phobphor dibasicum sicc. K HP 04 . P 0,5¢g
agar . . . . e 125 ¢
destil. voda . . . . . . . . L L L Lo 1000 ml
Trypsingvd emulse (streptokoky) : 52
Otidtény a rozemlety vepfovy pankreas e 800 g
alcohol ethylicus 96% R e . ..o ... . . 1000 ml
destil. voda . . . 2400 ml

Smés se tiepe po t¥i dny pii poko;ove teploté prldé, se kysehna solné do vysledné 0,1%
koncentrace, smés se piefiltruje nejprve papirovym filtrem, pak Seitzovym filtrem s EK
vloZkou. Ziskané, emulse se uchovavé ve zmraeném stavu.

Bujon podle Kalbaka (streptokoky) 53

500 g masa (hovézi srdee, kotiské maso, hovdzi maso) se zbavi kosti, tuku a 8lach, jemnd
rozemele & prelije 1 1 aquas fontis. Dé se pies noc do lednice pii + 4 °C. PFisti den se zahfeje
na 100 °C na dobu 10 min. Maso se odfiltruje pies platno. Do filbrdtu se pfidd 20 g neo-
peptonu (Difco), pH se upravina 7,3 a sterilisuje se filtraci pfes Seitztv filtr.

Priprava solného roztoku 8 glulcosou
glukosa

. 5g
natrium bxcarbomcum Na,HCO8 . 5g
natrium chloratum NaCl . . L 5g
natrium phosphor bibas, NagHPO4 -+ 1" H O e 2,5¢g
destil, voda . . . e e 100 ml

Rozpousti se za mu‘neho zahnvémi a ster msu]e se filtraci pies Seltzuv filtr. 40 ml tohoto
roztoku se t&sné pfed naotkovénim pliddvd k 11 bujonu, pfipravensho jak uvedeno

sub &). |

Lofflerovo serum (Corynebacterium diphteriae) 54
kofiské (hovéziyserum . . . . . . . . . . . . . . . . .. ... .... 3diy
1% glukosovy bujon . . ... lant

Rozplni se do zkumavek a koa,guluge v élkmé poloze prx 75 °C po dobu éestl hodin. Dald{ dny
z5 sebou se sterilisuje ptida p¥i 90 °C po dobu 20 min. v pafe, Bylo-li u#ito sterilniho sera,
stadi jo koagulovat 120 minut p¥i 75 °C.



Daleko vyhodnéjst (ztstdvd vatsi kvantum kondensaéni vody) je koagulace Liifﬂef‘om sera
v autokidvu, z ndho% nebyl vypuitén vzduch, a ktery tedy dosahuje teploty néco pfes 80 ¢C,
a to pod tlakem. Pro tento postup viak nutno kazdy autokldv zv1adté vyzkoudet.

Claubergova plida (Corynebacterium diphteriae) 55
Zékladn{ roztoky:
1. Glycerinovd krev:

1 @il sterilniho glycerolu p. &. smichdme s 2 dily sterilni defibrinované hovézikrve. Nechdme
zrdt 6 tydn v lednici pfi 42 a% -4 °C. Uchovavame v lednici.

2. Roztok cystinu:

1 g bezvodého uhlititanu sodného p. &, Na,CO; rozpustime v 10 ml vrouef desti}. vody
pfiddme 1 g cystinu, znovu povafime s objem doplniine do 100 ml sterilni destil. vody.
Roztok musi byt &iry.

3. Telluritovy roztok:

Kalium tellurosum nutno rozetfit na jemny prafek. V odmérné batice 250 ml steri}isu];er}ne’
240 ml destil. vody. Po sterilisaci pfiddme po malych mnoZstvich a za stélého prcztr(—')pava,r_u
2,5 g jemnd rozetfeného teluritu, aby se zcela rozpustil. Potom doplnime sterllvm destil.
vodou do 250 ml. Roztok musi byt &iry; maximalng vydr3i 6 mésict. Rovnéz Kalium
tellurosum v substanci stArne — nemé se uzivat déle ne% 10 mssict.

4. Roziok barviv:

a) 29, roztok vodni modie v destil. vods . .
b) 2 g metachromové Zluti rozpoustime ve 100 ml destil. vody p¥i pokojové teploté za
obdéasného protfepavani dva dny. Pak filtrujeme a uZivdme dirého filtrétu.

5. Agarovy zdklad:

Dobry bujon, obsahujici 1% peptonu; 0,39 NaCl a 0,2% bezvodé}rl.o NaH,PO, zblllé.ime.
4% agaru, rozplnime po 210 ml & sterilisujeme v autokldvu 20 min. pfi 120 °C. Po sterilisaci
je pH 7,2,

Piiprave phdy:

a) Rozpustime agarovy zdklad (sub 5.) v péafe a po rozputéni vleZime do vodni lazné
pii 48°C, . )
b) Do sterilni litrové baiiky odméiime 165 ml sterilni destil. vody a 82,5 ml sterilni c}.eﬁ’brl-
nované hovézi krve. Promichdme a nechdme stat aZ do ukondéeni hemolysy. Pak pl:ldame
11 ml glycerinovansé krve (sub. 1) a 18 ml roztoku telluritu (sub 3). Bafiku postavime do
l4zné pii 48 °C. "

¢) Do 100 ml sterilni batiky odvézime 0,75 g octanu sodného p.a., 7,5 g glulvcosy, ptipipe-
tujeme 30 ml roztoku vodni modie (sub 4a), 10 ml roztoku metachromové Zluti (sub 4b)
‘& 5 ml roztoku cystinu (sub 2). UloZime do vodni l4znd p¥i 48 °C. o

d) Roztok sub ¢) vlijeme do roztoku sub b), obsah dikladné promichédme a prxdar]flle 21(') n}l
agarového zékladu 48°C teplého, znovu promichéme & rozlijeme do ploten. Zah¥ivani p¥i

48°C m4 byt co nejkratsi, nebot tellurit se rozklada, je-li zah¥ivén s glukosou. Jedna varka
m4 cbjem 531 ml.

Skovrankova puda (Corynebacterium diphteriae) 56

1, Bujonovy agar 3,5%, pH asi 7,2 (pfesné pH nenf nutné), rozplndny po 150 ml v mengich
laboratofich nebo po 300 ml ve vétsich laboratofich, zhotovujeme z masa.

2. Odstfedéné kravské mléko (mlékérensks), sterilisované v pate nebo i v autoklavu 20 min.
{mirné karamelisace nevadi).

3. Serum hovézt nebo koriské (stadi z jatedni krve). Nemusi byt absolutnd sterilni.

4. Roztok 40% glukosy. MoZno pouzit viech béinych druhfi glukosy (dextrosy) i dextro-
puru.

5. Indikdtorovy roztok: 200 1l pPevatené destil. vody, 8 ml 10% louhu _(Na.OH), O,,l g
methyl. ¢ervens, 0,6 g eystinu, 1,1 g Kalium tellurosum (potassium tellurite). Pos’sawme
na 5—10 min. do vafici vody, obéas promichéme, a% se rozpusti zbytky krysfia]ku meot-
hyl. ¢ervend a roz.ok je &iry. Dale jiZ nesterilisujeme. Roztok vydr#i asi 1 mésic.

6. Roztok vodnt mod#i 1,6% (Wasserblau 6B extra P. Griibler). Rozpustime za horka,
zfiltrujeme a pak prevafime v pafe asi 10 minut.

7. Glyceroldt krevni: 1 dil glyeerinu, 2 dily defibrinované krve hovézi nebo kotské (stadi
jateéni) rozplnime do mendich banidek & uschovédme v chladu. Cim starsi, tim lepsi. V nouzi
se dé pouiit glyceroldtu jiz druhy den. Beran{ krev je méné vhodns (je svétlejii)
8. 10% NaOH ke koneéné tipravé pH pudy.,

Priprava pidy (celkové mnoZstvi asi 600 ml):

1. Rozpustime 800 ml agaru v zésobn{ bafice. :

2. Vo druhé batice o obsahu alespoti 1 1 ddme prevatit smés 200 ml odst¥ediného mléks,
=30 m] hovéziho nebo kotiského sera na 20 minut (ve vafici vods nebo v péie bez tlaku).

3. Vlijeme horky agar (bez ochlazovéni) do smsi mléka a sera za st4lého michani.

4. Pfiddme hned nato 30 ml roztoku glukosy, 30 ml indik4torového roztoku, 30 ml roztoku
vodni modfe (vie stadi jednou pipetou).

5. Dobfe promichédme a pfidéme 20 ml glycerolétu. Opdt promichéme, chvili potkéame.

6. Na konec pfiddme 109, louhu sodného (NaOH) tolik, aby pada méls olivovs zelenavy,
trochu okrovy tén (zpravidla je mno¥stvi louhu okolo 2—2,5 ml; pfidani pot¥ebného
mnozstvi louhu je véef kratkého cviku).

Menéf laboratofe va¥ize 150 ml agaru s poloviénim mno¥stvim ostatnich souddsti.

McLeodova pida (Corynebacterium diphteriae) 57

Je to dokolddovy agar, obsahujict 0,049 telluritu. Od jingeh piid se 1is tim, %e infuse nent
plipravovéna za tepla, nezah¥ivs se nad 75 °C & sterilisujo se fltract: 75 g rozemletého masa
rozmélnime se 100 ml vody z vodovodu & macernjeme ve vodn{ l4zni pti48°C 60 minub.
Pfecedime pfes platno, nechdme pies noc v lednici a filirujeme ples papir. Na 1000 ml
filtrdtu p¥iddme 20 g peptonu a 5 g soli NaCl a zahiejeme na 45°C, aby se pepton rozpustil.
Z celého mnostvi odebereme 50 ml pudy, zahfejeme 15 min. na 80— 90 °C, piefiltrujeme
ples papir, pak zjistime, kolik ml N/10 louhu (NaOH) je zapotiebi k upraveni 10 m} pady
na pH 7,6. Zjisténé mnoZstvi plepotitaine na zbylyeh 950 ml ptidy. Vypositans mnod-
stvi lodhu pFidéme. Pak filbrujeme — nejdi{ve pres defici, potom sterilisadni viotku Seit-
zova filtru a uchovdvédme v chladu. Mals &4st filtrovaného bujonu se inkubuje t#i dny
v thermostatu, aby se zjistila event. kontaminace., P¥ed upotiebenim smichéme bujon se
stejnym dilem 5% agarového gelu ve vods, priddme 7—109% Zerstvé odebrané kraliti
krve a ptidé se 0,049 Kalium tellurosum (odpovidajici mnozstvi &erstvé rozpusténé
v malém mnoZstvi sterilni destil. vody). Dobte promichdme, zah¥ejerne 10— 15 min. na
75°C & pak rozlévdme do Petriho misek.

Hissova serova pida (Corynebacterium diphteriae) 58

1 dil sterilniho koriského sera, 3 dily 0,1% peptonové vody. pH upravime na 7,6, pFidéme
1% Andradeho indikétoru (viz str. 62 pada ¢ 61) (lze pouZit i b&zné koncentrace brom-
thymolové modfe nebo fenolové tervens, t. j. 1,5—29% 0,02% roztoku) a 19, substritu

(glukosa, saccharosa, $krob) rozpinime do zkumavek a sterilisujerne 30 min. v proudici
péife po 3 dny.

Tekutd plida pro Corynebacterium diphtheriae (Soudek, 59
Novotny)

Sterilni Hartleytv bujon pH 7,6—7,8 . 100 mi
3% vodny roztok CuS0O, . 5H,0 . . 0,25 ml
Kofiské serum . . . . . . 0.0 0L 5 ml
Roztok Kal. tellurosum . . . . . . . . . . . .. . .. ... 2,6 ml
Pada se rozpini po 2,6 ml do zkumavek 16 . 10

Roztok Kal. tellurosum: ( Mueller & Miller)

20 ml 859, kyseliny mlésné se ziedi na 50 ml destilovanou vodou,
fenolové ervens a neutralisuje se 509, louhem sodnym (NaOH)

vali ge 5 minut & p¥idé se dalii louh je-Ji toho t¥eba, aby barva

Pak se autoklavuje 15 minut pfi 1209C. Po vychladnuti se prida:
10 ml ethanolu :

0,5 mg calcium pantothenatu roz
pii 120° 15 minut

ptidd se 1 kapka
do fervené barvy. Po-
zlstala trvale dervend.

pusténého v malém mnoistvi vody a autoklavovansho



50 ml sterilnfho konského nebo hovéziho sera

0,9 g terstvého Kal. tellurosum rozpuiténého v malém mnoZstvi destil. vody.

Dojde-li k vysrdZeni, staéi mirnd zalkalisovati roztok. Roztok se uchovévd v ledniei.
Vydr#i asi 3 mésice.

Odebrany tampon se ponoid do piidy, inkubuje se v mirnd naklondné poloze tak, aby
byl povreh pady dob¥e provzduinén a po 8 hodindch se pifmo tamponem preotkovévs
na krevni plotnu. Rozotkovavé se klitkou.

V ptipads, e budeme misto za 6 hodin vyotkovavat za 24, mizeme pousit 7% vodny
roztok CuS0,.5H,0.

Z krevni plotny mtizeme ihned ofkovat cukry, zhotovit prepardt na metachromatické
t&liska a provést zkoudku toxicity.

Bujon pro fagotypisaci salmonel 60

Pripravime bujon (viz str. 48, ptda &. 1) & sterilisujeme 2 dny za sebou v Arnocldové pif-
gtroji po 60 min, Po rozplnéni do zkumavek jej autokldvujeme 20 min.

Uhlohydratové pady (P. pestis) 61
a) Andradedw indikdtor: )

Pripravime 0,5%, roztok kyselého fuchsinu v destil. vods.

Do ptipraveného roztoku kyselého fuchsinu pfilévime postupné za peélivého prot¥epdvani
N/1 roztok louhu (NaOH) v takovém mnoistvi, aZ roztok zriizovi, poté zhnddne a ko-
neénd zezloutne (b&ind asi po pfiddni 17 ml louhu). Takto piipraveny roztok se nechd
stédb pFi pokojové teplotd 1—2 hod., zfiltruje se & uschové v tmavé nddobé.

b) Zdsobni roztoky uhlohydrdt

plipravime jejich rozpusdténim do koncentrace 20% v destil. vod$ s vyjimkou glycerolu.
Roztoky se zfiltruji Seitzovym filtrem, rozplni do sterilnich nddob a sterilisuji varem po
30 min.

Poznémka: Neni-li mo¥nost filtrace Seitzovym filtrem, je nutno sterilisaci varem opakovat
joltd dva dny. Autoklavovéni poskozuje uhlohydraty (karamelisace).

Priprova whlohydrdiovych pid

Do 1 9% peptonové vody piipravené z dobrého peptonu se p¥idé Andradetv roztok (a) do
koncentrace 1%. Po dobrém promiseni se roztok sterilisuje v autokldvu po 20 minut pfi
tlaku 1,5 kg/em?. Do vychladlého roztoku se pridé sterilnd zdsobni roztok pristudného
uhlohydratu (viz roztok b) do 1% koncentrace. Hotovd puda se rozpini do zkumavek
& sterilisuje varem (100 °C) po 30 minut. Hotové a rozpméné pidy se kontroluji na sterilitu
24hodinovou inkubaci v thermostatu pii 37°C.

Je mo#no pouzit také modifikace piipravens piidénim 0,5 9, agaru do tekuté ptdy.

Zivny agar s hemolysovanou krvi a s gentidnovou violetf 62
(P. pestis)
A. 109, roztok gentidnové violeti v alkcholu.
B. Krev hemolysovans dvojnésobnym zmrafenim.
Pida se piipravi tak, %e k agaru (viz str. 49, pida &. 9) se piidaji 2 % roztoku B a 0,01 9%
roztoku A,
Nebo je mo¥no poufit této pidy:
K agaru s infus{ z teleciho masa pfiddme 0,025 9, natrium sulfitu Na,SO, (t. j. 0,25 ml
z Gerstvé pripraveného 109 rortoku) a 1/7009% —1,4009, gentidnové violeti (t. j.
1,5—2,5ml z peélivé piiprasendho roztoku 1 : 1000 genti nové violeti) na 100 ml pidy.

Mno#stvi gentidnové violeti musi byt pedlivé piedem vyzkouseno, pondvadz nélkdy, uz
dsvka 1/400 9, inhibuje veSkery rnst.

Vajeénd pluda podle McCoye (P. tularensis) 63

Vajitka umyjeme kartddem, mydlem a piskem a sterilng rozklepﬁeme do 18hve se zabrou-
Senou zatkou. Dévaji se 4 Zloutky a 1 celé vejee (asi 150 ml pady). K tomu piidéme obje-
movyeh 40 9, fysiol. roztoku 0,85%. Pak do ldhve piiddme sterilné sklenéné perlitky

& tfepeme 15 minut. Nechdme ples noc stit v lednici. Druby den pdu sterilng plnime do
zkumavek a pokldddme Sikmo do inspisdtorn nebo Arnoldovs pistroje, kde Zloutky koa-
guluji pfi 85°C 45 minut. Klitkou zkousime, je-li pida po této dobs jiz dosti sraZend.
Klicka se nesm{ bofit. Vejee musi byt Serstva!

Cystinovy krevni agar podle Francise (P. tularensis) 6%
29, agar pH 7,2 Iv'ozva.f-ime & pFidéme 0,1—0,2 g cystinu rozpuiténého ve 2 ml 109, sodného
louhu. X tomu piidédme 1 9% glukosy (t. j. 5 ml 20%, roztoku na 100 ml agaru) & sterilisujerne
v proudici pafe 20 minut. Po zchlazeni na 50 °C piiddvéme krsliti defibrinovanou krev
(6—10%) & plnime sterilng do zkumavek, které pokladdme Sikmo; nechdme ztuhnout..

Huddlesontv bujon z jater (brucely) 65

Rozevmeleme 500 g erstvych (ihned po pord¥ce) hovézich jater, piidéme 500 ml vody
a varimez 60 minut p¥i Sastém michdni. Povafenou smés zah¥ejeme v autoklavu do 120 °C,
prefiltrujeme, rozlévéme do nddobek a sterilisujeme 20 min. p¥i 115°C,

Jatrovy agar (Huddlesontiv) (brucely) 66
QAT ;. - - . o o e e o e o oL e e e 20 g
pepton (pro brucely netoxicky) 10g
natrium chloratum NaCl . . . 5g
destil. voda 500 ml

Smés vafime v autoklévu 30 min., pfidéme 500 ml jatrového bujonu podle Huddlesons
(viz ptida &. 65), ochladime na 60 °C, pH upravime na 7,0. K 1 1 pady pfidame 1 vajeény
bilek & vafime 30 min. p¥i 120 9C, filtrujeme pfes nékolikr4t slodeny mul, znovu zastavime
pHna 7,0, rozlévdme do bandk a 20 min, sterilisujeme v autokldvu p¥i 115 °C. Po sterilisaci

klesé pH na 6,8 6,6. Kvalitu nové varky je vidy nutno ovétit kultivaci sbirkovych kmend
(ne p#lis starych).

Agar z j?ter a vemene podle Nikolského (brucely) 67

Smisime 400 g jemnd mletého vemene a 400 g umletych hovézich jater a pridame 1 litr
destil. vody. Va¥ime v proudic{ péfe, po 20 minutdch néddobu vyjiméme, tekutinu velmi
dikladné promichéme, znovu va¥ime v proudiei pafe po 90 minut, filtrujeme pies né&koli-
krat sloZeny mul, vyvar rozlévime do bandk a sterilisujemne 20 minut p#i 115 °C.

Pro zhotoveni agaru priddvame k 400 g vyvaru z jater a vemene 600 ml destil. vody, 25 g
agaru, 10 g peptonu, 5 g soli (NaCl) a vafime 30 minut, pH zastavime na 7,0—7,2, ochla-
dime na 60°C, vyefime vajednym bilkem a vaiime 60— 90 minut do tplného prosvét-
leni. Filtrujeme pYes nékolikrat slofeny mul rozlévéme a sterilisujerme 20 minub pii
115 C° v autoklavu.

Pida pro zadchyt brucel z kontaminovaného materislu 68
Selektivni isolaci brucel (jde-li o Gp kontaminanty) zajistime piidénim 2—5 jednotek

penicilinu na 1 ml kultivaénfho prostfedi (jétrového agarn).

Renocuxova phda (eliminace plisni, protea, pseudomonad, bac.

subtilis p#i kultivaci brucel) 69
Albimi agar . e e e e e 100 ml
Actidion 10 mg
Polymyxin B. 300 j.
Bacitracin 1250 j.
Circulin . . 1500].
ethylviolet e . 1 :800.000

Levinthaltv agar (Hemophilus infl.) ' 70

200 ml 1,69, Zivného rozpuSténého agaru zehladime na 60~ 7000, doplnime pomalu za sté.-
16ho michéni 10 ml defibrinované krali¢i krve, krétce povaiime, rychle odstavime, pro-
michédme a znovu zahfejeme a% na bod varu, Ziskans tmavohndds tekutina s vlodkamj
sera se plefiltruje vatovym filtrem p#i teplots 60 *C. Filtrat, ktery jo bezbarvy, ihned vy-
1évéme do Petriho misek nebo do zkumavek.



Shopeho krevni vafeny agar (Hemophilus infl.) 71
AZAT « + 4 0 e e e e e e e e e e e e e e e 10¢g
natrium chloratum NaCl . . . . . . . . . . . ... ... ... .... 25¢
pepton Witte . . . . . . . . . L L L. 5g
bujon . . . . N . .. . . 8500 ml

pH pudy upravime na 7,5, padu sterilisujeme, po ochlazeni na 60 °C p¥iddme 25 ml Eerstvé
defibrinované kofiské krve, promisime a zahfivame 60 minut na 60— 65°C ve vodni lazni.
Pak pudu vylévare do Petriho misek.

Phada s X- a V-faktorem (Hemophilus infl) 72

Padu s X-faktorem pfipravime z 5 ml peptonové vody & 1 ml 19 roztoku hematinu. Piidu
s V-faktorem lze zhotovit z 5 ml peptonové vody a 1 mlkvasnicového extraktu nebo z 5§ ml
3denni kultury bilého mikrokoka v peptonové vodd, piefiltrované Seitzovym fltrem.

Legrouxtv vytazek z erythrocytd 73

Pripravuje se z defibrinované krve, kters se smichd s dvojndsobnym mnoZstvim fysiol.
roztoku ve vodni ldzni pii 80 °C ai do zahF4ati krve na tuto teplotu. Pak se smés filtruje pies
filtraéni papir a nakonec pies Seitztv fltr.

Modifikace Bordet-Gengouovy pidy (Hemophilus pert.) T4
A. Priprava extraktu z brambor:
rozkrdjend brambory . . . . . . . . . . . . .. . .. . . ... ... . B800g
glycerolum eone. puriss. . . . . . . . . . . .0 0 o w0 40mi
destil. voda . . . . . ... . . 1000 ml

Omyté a dobfe okrajené brambory rozkrajime na kostky (1x1 cm) a pFiddme k smési
destil. vody se 4 % glycerolu. Po 30 min. povafeni v proudici pafe (100°C) se extrakt
zfiltruje pies géz a doplni destil. vodou na ptvodni objem,

Poznimka: DileZité je dodrZeni doby i stupns teploty pii zahfivéni. Pi filtraci pres géz
se nechd extrakt samovolné prokapat, bez nasilného promadkévani. Extrakt mé byt pokud
moz#no &isty. Vytazek z brambor se musi pou#it k pfipravé agarové base téhok dne, kdy byl
plipraven.

Brambory se smi krdjet nejdéle 18 hod. pied poutitim, jsou-li uchovany pii 05 °C. N
B. Pfiprava agarové base:

bramborovy extrakt . . . . . . . . . . . . . . ... ... ... ... 1000ml
destil.voda . . . . . . . . . . . . . . . . . ... .. ... ... ... 3000ml
natrium chloratum NaCl e e e e .o oo 18y
pepton (Organofarma) . . . . . . . . . . . ..o 0 40 g

agarové fasa . . . . 120 g

Smeés se povaii v proudici pd¥e do rozpudténi ingredienci, reakce se upravi s pomoci 20%
roztoku sody na pH 7,4. Opét se kratee povafi (15 min.!) a zfiltruje pfes vatu. Filtrat se
rozpini do zdsobnich Erlenmayerovych lahv{ ve vhodnych mnoZstvich a vysterilisuje se
30 min. zaht4tim v pafe pod tlakem (121 °C). Hotové basge se uloZi do lednice.

Pozndmka: Velmi dileZitd je pfesnd tprava pH. P niz8ich hodnotach pH ztrei ptada
elektivitu, p¥i vy&Sich hodnotdch pak pfi inkubaci v thermostatu dochdzi k trravému
zbarveni ptdy (¢okolddovy agar) a a% k celkové hemolyse prostiedi. Zp&tn4 titrace pH neni
mo#né. Alkélie na Zddanou hodnotu nutno pfiddvat pomalu a opatrnd. Tésné pfed sterili-
saci se autoklav pfedehfeje, aby v dase pokud moZno nejkratiim bylo dosa¥eno teploty
121°C. Po skondeni sterilisace se otevie vystupni kohout, aby teplota v autokldvu rychle
klesala.

C. Priprava pidy

agarovd base. . . . . . . L L L L. L Lo 1000 ml
berani defibrinovand krev . . . . . . . . . . . . . . .. . ... ... 250ml
Zahidtim v proudici pafe 100°C se base rozpust! a po ochlazeni na 45—50°C se piidd
sterilni defibrinovans krev, pfedem ve vodni l4zni zahfétd na 45— 50 °C. Pada se vyléva do
ploten, které se musi upotiebit do 72 hod.

Pozndmka: PouZité krev mé byt Serstva, MaximédlIni hranice pouzitelnosti krve jo 48 hod.
po odbdru. Pfed pouZitim sudime pidy v thermostatu pii 87°C tak, aby nebyly zcela
vysufeny.

V{ bujon (anaeroby) 75

4 kg libového rozemletého hovéziho masa & 1 kg rozemletych hovézich jater se promiché
s 18 litry vody (studniéni nebo destilované) ve smaltované nadobs, Zahieje se na 50°C,
piidé se 200 ml 109% kyseliny solné (HCl), chemicky &isté, dukladng se promichd a na
povrch tekubiny se nasype odvézené mnozstvi pepsinu.*) Mno#stvi pepsinu se ¥di podle
jeho titru; vypoditané mnozstvi viak zvySujeme o polovinu (ne p¥. méme-li pepsin o titru
1 : 10 000, pak bychom potfebovali0,56g — piedpokladejme, e mame skutedns 5kgbilko-
vin — ufijeme viak 0,75 g). Potom smés trdvime 20 hodin p#i 50 9C ve vodni l4zni. Po této
dob® mé byt positivni realkee biuretové i reakce na tryptofan.**) Traveni prerusime za-
hidtim na 85 °C. Potom trdveninu piecedime pfes smaltovany cednik, pH upravime
5N louhem (NaOH) na 5,6 a zahfejeme do varu, ktery udrzujeme 5 minut. Po vychlad-
nut{ prefiltrujeme filtradnim papirem a upravime 5N.NaOH na pH 7,4, K sasti prida-
me 1,5 % peptonu Organofarma (pro piipravu bujont s jitry, krevniho agaru & j., Chst
nechéme bez peptonu (na V£ bujon s glukosou). Po rozpusténi znova upravime pI a ste-
rilisujeme v autokldvu pfi 120 °C 20 az 30 minut.

Vf bujon s glukosou (anaeroby) . 76

Na 11 Vf bujonu bez peptonu pfidéme 8 g glukosy, rozplnime ve vysokych vrstvach (10 ml
do zkumavek 14X 180) a sterilisujeme po tpravé pH 20 minut p¥ 120°C v autoklévu.

Robertsonova pida (pida s va¥enym masem) ‘

(podle ogsobniho sd&leni B. C. J. G. Knighta) 7

Srde#ni sval je leps{ nei maso, nebot obsahuje asi dvojndsob lipida; ale mtde se udit
obyéejného hovéziho masa, neni-li dostatek srdedniho svalu:
500 g Serstvého srdetnihio svalu se rozemele a po &4stech se vhazuje do 500 ml vrouctho
Nj/20 KaOH ve smaltovans nebo sklénéné nddobd a necha vatit 20 minut. Ke konci této
doby se ukoné{ neutralisace mlétné kyseliny a pH tekutiny ms byt asi 7,5. Tekutina se
odstrani pfes n¥kolikrat slofeny géz a maso, dokud je teplé, se vymadks a nechd Sdstetnd
oschnout rozprostfeno na plétné nebo na kusu filtraéniho papiru. Mieti masa mdlo byt
jemné, aby po &istelném osudeni vznikaly ¢4stelky 1—2 mm v priiméra, t. zn. ani pFlis
drobné, ani velké, aby nevznikaly hroudy. Po d4steéném oschnuti se thstetky nasypou do
zkumavek 16 cm v takovém mno¥stvi, aby vznikl sloupec 5 cm vysoky; poak se pf‘i('ié bujon
s 1 9% peptonu (pH 7,4), aby tekutina stila asi 2 om nad masovymi d4stmi. Pro nékteré
lgely stati vrstva masovych ¢éstic silng 2 em (ale pals sahé vyska bujonu 5 cr nad povrch
masa). Po zazétkovéni se sterilisuje autokldvovénim p¥i 120 °C; pied autoklévovanim se
viak zkumavky zahiivaji 30 minut ve vrouei vodni l4zni, za obéasného protfepavani, aby
se vypudily vzduchové bubliny. Kdyby se to neudslalo, pak by masové tastice neutvofily
souvisly sloupec na dnd zkumavky. Inokulum zavédime na dno zkumavky!

Hazrtleyav bujon 78

hové&zi srdee nebo libové hovézi (bez tuku a jemnd umleté) . . . . . . . . . 1500 g
destil. voda . 2500 ml
Smichd se a zahfeje v parnim sterilisdtoru, a% teplota dostoupf 80 °C. Pak se plidé:

0,89% roztok natrium carbonjcum sice. (studeného) N&,CGO; . . . . . . . . 2500 ml

. ™) Misto pepsinu miZeme pousit veptovych #aludkéi. Na uvedené mnofstvi masa potiebu-~
Jeme jeden a% dva Serstvé veprové zaludky, které dobfe odistime, opléchnems vodou, jemné
rozemeleme & pridéme k suspensi masa. Pouziti vepfovych #aludkd mé dokonce tu pFednost,
Ze Znludetni sliznice obsahuje nedefinované riistové faktory pro fadu anaerobii.

**) Biuretové reakce: 5wl tréveniny mirnd zalkalisujeme N/20 NaOH a priddme nkolik
kapels velmi fedéného roztoku CuSN, PH positivai reakeivznikne fialové zabarveni. Utvofi-li
se sraZenina Cu(OH,, odfiltrujemse ji.

] Reakee na tryptofan: 5 ml tréveniny se olkyseli ndkolika kapkami H,80, a pFid4 so néko-
lik kapek (1—38) 5% roztoku p-dimethylaminobenzaldehydu ve zted$né H,S0,.



Ochladi se na 45 °C a p¥id4 se:

pankreaticky extrakt podle ColeaOnslow . . . .. ... ... ..... B&80ml
chloroform . . . . .. . .  B60ml

Smés se pak mkubu]e ve vodnildzni pti 37 9C 6 hodin nebo pii 45°C 3 hodmy, za obéasného
protiepévéni. Po ukongenitraveni se pfidd 40 ml kone. kyseliny solné (ECl) (chem., ¢isté),
zahiivé 30 minut v péfe a filiruje. Potom se pH upravi na 8,4 (fénolftalein) 5N louhem
(NaOH) a zahiivéd v pdfe 60 minut, aby precipitovaly fosfity. Piefiltruje se za horka
a nechd vychladnout. pH se upravi na 7,6 kyselinou solnou, rozpln{ podle potieby & sterili-
suje 20 minub p¥i 120 °C v autoklédvu,

Pankreaticky extrakt (Cole & Onslow):

derstvé veplové pa.nkreasy (keoz tuku a rozemleté) . . . FO Y - 1 1) g
destil. voda . .-, I ¥ (VL
alcohol ethylicus 90% S 0 ¢

Smés se promichs ve velké zazdtlované lahvi a nechd stét 3 dny phi pokojové teplots, za
obéasného protiepdvani. Pak se piecedi pies mula filtrujo pies papir. Filtrdt se zmésH a piid4
se chemicky &¢isté koncentrované kyseliny solné v mno#stvi 0,1 9. Tim vznikne precipitét,
ktery sedimentuje bdhem nékolika dni a mtfe byt odfiltrovan, Je to viak zbytetné.
Extrakt vydrii v zazdtkovanych lahvich mésice. PouZivé-li se ihned, pak neni tieba pfi-
davat HCl, jiz se konservuje trypsin.

Fildestv bujon s pepticky natrdvenou krvi 79

Smés 150 ml fysiol. roztoku, 6 ml gisté HCl, 50 m] defibrinované berani krve a 1 g pepsinu
se zahfeje na 55°C v zazdtkované ldhvi na 2—24 hodin. Potom se piidé dostatek 209,
roztoku NaOH (obytejnd kolem 12 ml), dokud vzorek smési fedény vodou neddvé hyper.
manganové zabarveni s kresolovou Gerveni. Potom se pridd gistd HC! po kapkdch, aZ
vzorek neméni barvu s kresolovou derveni, ale jasnd fervend se obarvi Serveni fenolovou.
Je nutno se vysti{hat pfebytku kyseliny. Pfidd se 0,25 9% chloroformu a dékladnd se
protiepe. Vydrzi mésice v zazdtkované ldhvi. Pied upotiebenim se zahifeje na 55°C po
dobu 30 minus, aby se odstranil chloroform, a piidavéa se k bujonu nebo agaru v mnozstvi
2—5%.

Bujon s jatry (anaeroby) 380

Mordeci, kralidi nebo telect jétra se rozkrijejina priméfend velké kusy, vioZi do velké Petriho
misky a koagulujf 30 minut v proudici pafe. Po koagulaci se rozkrdjeji na kousky velikosti
drobné fazole a vhazuji se po dvou aZ t¥ech do zkumavek 14X 180 mm. Pak se preliji Vf
bujonem {s peptoner:) o pH 7,4 a autokldvuji 20 minut p#i 120 °C.

Mléko s redukovanym Zelezem (Spray) (anaeroby) 81

Cerstvé pinotuéné (neegalisované) miéko silnd odcentrifugujeme, zbavime smetany o roz-
plnime do zkumavek 14X 160 mm po 10 ml. Na dno zkumavek bylo pfedem nasypéno
0,05—0,1 g redukovaného Zeleza (pro analysi). pH puady kolem 6,8 — pH v8ak neupravu-
jeme. Sterilisace 20 minut pti 120 °C. Po sterilisaci se ihned vychladi ve vodé. Nepouzivime
star$i nez 7—10 dnd. Lze pfipravit i ze suSeného mléka (100 g na 1000 m] destil. vody),
aviak vysledky nejsou tak dobré jako s mlékem derstvym.

Zelatina (anaeroby): S . 82
gelatina listkovd . . . . . . . . . . . .. . . ... BOg
pepton . . . e e e e e e 10g
natrivm phosphoncum bxbas 1\1'81.2'3)5‘04 e e e e 2g
glulcosa . . e e e e e s lg
destil. voda . . . . . .. . . . 1000 ml

pH se upravi po rozpustém za tepla na 7 4. J e- h treba. ﬁltx uje se pres papirv proudlcx péfe.
Rozplituje se do zkumavek 14X 160 mom po 10 ml. Do zkumavek pFedem nasypéno po
0,05—0,1 g redukovaného Zeleza, Pro ndkterd nesporulujici jsou vhodne kousky jater, jako
u bujonu s jétry.

Mozkové kale (anaeroby) ' 83

Teleci nebo berani mozky se zbavi plen a cév. Rozdrti se v turmixu nebo rozemelon na
masovém strojku. Na 100 g mozkové tkans se piidd 100 ral vody, pfidd se 1 9, peptonu
a 0,1 % glukosy & vai{ se zvolna 30 minut, Za dikladného michani se rozpliuje po 10 ml do
zkumavek 14 X 180 mm. Do zkumavek bylo pfedem nasypdno po 0,056—0,1 g redukova-
ného zeleza. Sterilisuje se 30 minut p#i 120 °C v autokidvu. Pied autokldvovinim se dopo-
ruduje zkumavky zahfivat ve vrouei vodni l4znj za obdasného protiepivani 30 minut, aby
se vypudil vzduch a sloupec mozkové tkang zistal souvisly. Po sterilisaci nutng kontrola
sterility inkubaei p¥i 37 °C nejméné 24 hodin.

Ptda z kukutiéné mouky pro klostridia butyl-butyrické skupiny
(McClung a McCoy) (anaeroby) 84

50 g bilé nebo Zluté kukufitné mouky se suspenduje v 1000 ml vody. Zaht{vé se v pafe
60 minut za piileZitostného tfepini. Ochladi se na pokojovou teplotu, rozplni ve vysokych
vrstvich do zkumavek a sterilisuje 45 minut pfi 120 °C v autoklavu.

Pada drzi anaerobiosu znaéné dlouho. Regenerace po 4—5 dnech.

Brambor‘\ovaﬁ pida pro klostridia butyl-butyrické skupiny
(McClung) (anaeroby) a5

Rozemele se 200 g Gerstvd okrijenych brambor. Piiddme 1000 ml vody a zah¥ivédme 30
minut v pafe nebo pozvolna vatime az vznikne Fidks kase. Potom pfecedime pies smalto-
vany cednik, pfiddéme 5 g glukosy, 3 g uhli¢itanu vépenatého CaCO; a 1 g siranu amon-
ného (NH,), SO, doplnime na 1 1. Ochladime a rozplnime za st4lého michdni ve vyso-
kyeh vrstvach do zkumavek tak, aby byly kousky brambor stejnomsérné rozd&leny.
Puda se dobfe hodf pro sporulaci mikrobh butyl-butyrické skupiny.

Brewerova pida (anaeroby) . 88
Lze piipravit takto:
K Vf-bujonu (s peptonem)*) priddme 0,1 9, thioglykoldtu sodného, 0,05 ¢, agaru, aZ do
1% glukosy a 0,002 9% methylenové mod#i (t. j. 1 : 500 000). Souddsti rozpustime za

mirného zahfivani, upravime pH na 7,4 a rozpliiujeme po 12 ml do zkumavek 14 X 18 mm.
Sterilisujeme autokldvovanim p¥i 120 °C za 20 minut & skladujeme za pokojové teploty.

Krevnf plotny pro anaeroby 87

K Vf-bujonu s peptonem*) ptiddvidme 2—2,5 9% agaru a 5—10 % defibrinované krve
beran{, kofiské nebo krali¢i. MaZeme pouzit i krve citrdtové (10 ml 109, roztoku citrdtu
sodného vysterilisujeme v ldhvi, do které se mé odebrat 500 ml krve).

Pra velice citlivé anaeroby, zejména nesporulujici, je vyhodné piidat 8—209, kralidi krve
t"sn& plred litim ploten odsbrané kardidlni punkei. Rozlévime ve stejnd vysoké vrstve
jako béiné krevn{ plotny.

Zeissler doporuduje pridat pro diagnostiku sporulujicich anaerobti ke krevnimu agarn
glukosu. 1 % je dostatetné mnoZstvi.

Zloutkové plotna (McClung, Toabe) (anaeroby) 88
Proteose-pepton & 2 (Difco nebo jiny) . . . . . . . P 40,0 g
natrium phosphoricum dibas. Na,HPO, . . . . . . . . . . . . . . .. 50g
kalium phosphoricum monobas. XH, PO4 e e e e e e e 10g
kalium chloratum NaCt . . e e e e e e e e 20¢g
magnesium chloratum MgSO4 e e e e e e e 01lg
SlIKOS® « v v . . . v e e e e e e e e e e e e e e e e 20¢g
BEAT - o v e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 25.0 g
destil. voda . . . S e e e o v . . 1000,0 ml

pH se upravi na 7,6 a Sfet‘l]lSH]G se "0 mmut prl 120 0C
Nemame-li k disposici dobry proteosovy pepton, pfipravime pltdu z Vi bujonu,*) ke

*) Nebo jinému trévenému bujonu.



kterému piidéme 3 9, peptonu Organofarma a ostatni souddsti podle shora uvedeného
predpisu; nepfiddvéme viak NaCl (a samoziejmé — také Zadny dalsi pepton).

Na kazdych 90 1wl sterilni a na 50 °C vychladlé piady se pfidava 10 ml Zloutkové suspense:
Cerstvé vejce se vydrhnou & splachnou sublimétovym roztokem, Nechaji oschnout. Bilek
se odstrani a %loutek se vlije do sterilni nddoby, roztiepe, zfedi stejnym objemem fysiol.
roztoku a promichd po uzavieni gumovou zétkou. Za sterilnich podminek vydrii suspense
asi tyden v lednici. Pak u ji nelze upotiebit.

Rozlévs se do Petriho misek béznym zpasobem.

Tvrda agarovéd plotna (anaeroby) 89

K Vi bujonu se 3—4 9, peptonu se pfida 4—5—6 %, agaru, upravi na pH 7,2— 74 a steri-
lisuje po rozpustén{ v proudiei pafe autokldvovinim 20 minut p¥i 120 °C. Rozlévé se béind
do ploten.

Hloubkové agary (Veillon) (anaeroby) 90

K Vf bujonu s psptonem nebo i bez peptonu pfidéme 0,8 9 agaru a 0,25 % glukosy.
Upravime pH na 7,2—7,4 po rozpusténi souddsti a za tepla rozlévame do zkumavek
8 X 180 mm tak, aby byly vrstvy agaru asi 7 cm vysoké. Sterilisujeme 20 minut p#i 120 °C
v autokldvu,

Pro nékteré citlivé nesporulujici anaeroby, kberé v této bdiné piidé nerostou, lze pridab
globuldrni extrakt: Berani krev se hemolysuje 4 objemy destil. vody. Na kaZdou zkumavku
se priddvé po rozehiati a vychlazeni na 50 °C po 0,5—1,0 ml.

Pady pro priékaz proteolysy (91—95) (anaeroby)
Alkalickd vajednd pada (McClung) 9

2 Zloutky a 4 bilky se emulguji v turmixu. PFidd se 1000 ml destil, vody & 12 ml N-NaOH.
Znovu se dikladnd promicha v turrixu. Jeden dil suspense se smisi s pdti dily bujonu
(s peptonem), rozplni do zkumavek ve vysokych vrstvich a autokldvujese 20minut pfil20°C.
Pida je bélave opaleskujici. Proteolysa se projevi vyjasnénim.

Mléény agar k prikazu proteolysy (Reed a Orr). 92

Smichdme stejné mnoZstvi sbiraného mléka (po piipad$ rekonstruovaného z prasku)
a agaru (Vf bujon s agarem). Autoklavujeme odddlend a smichame pfed nalévinim.
Proteolysa se projevi sirokou &istou zonou kolem kolonie.

Agar k prékazu fibrinolysy (Christic @ Wilson) 92

Smichdme 12 ml sterilni krali¢i plasmy se 100 ml sterilniho agaru (Vf bujonu s peptonem
a 2 Y% agaru). Zahfvdme ve vodn{ l4zni p¥i 56 ® 10— 15 minut, dokud se agar nezaksli do
mirné opalescence. Pak se rozlévé do misek.

Plotny se naodkuji zkoumanym kmenem a inkubuji (anaerobng) 48 hodin pfi 87 °C a pozo-
ruje se, zda nevznikd vyjasnéni kolem kolonif. To znaéi tvorbu fibrinolysinu.

Kostky koagulovanych bilkovin 9%

Vajedny bilek nebo koriské serum se zFedi stejnym dilem destil. vody, vylije se do Petriho mis-
ky a koaguluje se v paie p¥i 80—90°. Po koagulaci se nakrijeji skalpelem kostky 5X 5mm,
vhazuji do zkumavek s Vf bujonem (nebo jinym) a sterilisuje se v autokldva 20 minut
pii 1200,

Tekutd pada s vajednym bilkem (Reed) 935

K bujonu (Vf nebo jindmu — s psptonem) se ptidé 5— 8 9, vajeného bilku (nebo 8—10 9
kofiského sora). Promichims v turmixu ndkolik vtefin, nechdme ustdt pénu, rozplnime ve
vysokych vrstvach do zkumavek a autokldvajeme 20 minat p¥i 120 °C.

Proteolyticky kmen padu vyjasni.

PadaprokultivaciD.pneumosintesaspirochet (Smith a Noguchi) 96
{anaeroby)

K 10 ml sterilniho ascitu nebo kotiského sera (zfeddného fysiol. roztokem v poméru 1 : 8)
ve zkumavce se piidd &dst erstvé a sterilnd odebrané kréliéf ledviny nebo varlete, prelije
se vrstvou parafinového oleje a oskuje. Lze piidat sterilni roztok thioglykoldtu sodného,
aby jeho konetné koncentrace byla 0,1 %.

Polotuhé Noguchiho pida: 2 dily Zivného agaru se ziedi 1 dilem sterilntho ascitu a rozplni
se do sterilnich zkumavek obsahujicich ¢4st steriln® odebrané krali¢i ledviny.

Zskladni ptda pro stanoveni kvasnych vlastnosti (anaeroby) 97’

Je 29 peptonové voda, ke kberé pFidéme 0,25 % agaru a 1 9, zkou¥eného uhlohydritu,
alkoholu éi jiného substratu. pH se upravi na 7,4. Autokldvujeme 15 minut p¥#i 115 °C.
Pouze xylosu, arabinosu, levulosu a maltosu pfiddvame ve formd 109 vodného roztoka
sterilisovaného filtraci. Samozfejms, % se pida pini ve vysokych vrstvich, odkuje se a¥
ke dnu a pro bdiné anaeroby neni tfeba uzavirat vaselinow ani parafinovym olejem.
Indikétor se ptiddvé aZ po skonéené kultivaci, t. j. nejdastéji za 48 hodin. Nejlépe se
osvédéila smés indikdtora: 0,049, lihovy roztok bromthymolové modfe se stejnym dilem
0,029% lihového roztoku methylenové dervend. Pri slab$im okyseleni (pH kolem 6,2) se
indikator zabarvi Zluté, pii pH pod 5 &ervend. V ptipads, Ze se chceme o reakei pidy
presvéddit béhem rastu, odpipetujeme édst kapildrni pipetou a reakei provedeme na hodin-
kovém skli¢ku.

Ptda pro zjisténi tvorby NO’, z NO’; (anaeroby) 98

Pepton Organofarma 2%; fosforetnan sodny st¥edni (Na,HPO,) 0,2%; glukosa 0,1%,; agar
0,19%; dusi¢nan dreselny (KNOyg) 0,1% v destil. vodd. Upravi se na pH 7,4. Rozplni se
ve vysokyeh vrstvéch a autoklévuje 15 minut p¥i 120°C.

Test: Pii positivnim rastu (nejéastdji po 48 hodindch kultivace) se p#idéd ke zkumavce
nékold kapek feddné kys. sfrové (H,SO,) a ndkolik kapek roztoku jodidu draselného
ve Skrobovém mazu (ke 29, Skrobovému mazu se pFidd 1% KJ. Roztok nevydr#i diouho —
je lépe vidy pFipravit ferstvy). Zmodrni, aZ zéerndni znadi positivni test (tvorbu N0%,).

Piéda pro zjisténi tvorby indolu a skatolu (anaéroby) 99

Tryptonu Difco 29%,; fosfore¢nanu sodného stfedniho (Na,HPO,) 0,2%; glukoss 0,1%;
agar 0,1% v destil. vod&. pH se upravi na 7,4, rozplni ve vysokyeh vrstvéch do zkumavek
a sterilisuje se 15 min. pfi 120 °C v autoklavu.

Neméme-li k disposici trypton, pouijeme jiného peptonu, pfipraveného tryptickym na-
travenim. Musime viak vyzkouSet, zda sterilni ptida neddv4 jiZ positivni reakci a zda na
pE. E. coli je schopna z daného peptonu indol tvoiit. Jako zédkladu miZeme viak velice
dobfe poutit Hartleyova bujonu (pada & 78, str. 65), k némuZ pfiddme glukosu a agar
v uvedeném mnozstvi.

Piidu nent tieba pro béEné anaeroby uzavirat vaselinou.

Provedent testu (Roesler, McClung):

Po 48hodinové inkubaci pleneseme kapilérn{ pipetou 2 kapky kultury ode dna zkumavky
ns hodinové sklitko, podloZené bilym papirem. Priddme 2 kapky roztoku vanilinu a 3
kapky kone, HCl. Tvofi-li mikrob indol, vznikne oraniové zabarveni. Je-li pfitomen ska-
tol, zbarvi se zkoudks flalové. Fialova barva skatolu se zmeéni po pfidani 1 kapky 0,19
NaNO, na temnd purpurovy tén, kdesbo barva indolu se neméni. Hodinové sklitko po pro-
vedeni testu autoklavujeme.

Roztok vanilinu: 5% vanilinu v 959%, ethanolu.

Puada pro zjisténi tvorby H,S 109

Pida 1: (Reed, Orr) Proteose-pepton 29%,; fosforednanu sodného stfedniho (Na,FIPO,)
0,2%; glukosa 0,1%; agaru 0,29% v destil. vods. pH upravime na 7,4 & na 1 litr p¥idédme
10 ml roztoku citronanu vismutito-amonného v destil. vodé (1,59 roztok). Rozplnime ve
vysokych vrstvich a autokldavujeme 15 minut pFi 1200, .



Péda 2: Zékladem je kterykoli natrdveny bujon (Vf bujon, Fildestiv, Hartleytiv), k ndmus
bylo pkidéno fosforetnanu sodného st¥edniho (Na,HPQ,) 0,2%; glukosy 0,1%;agaru 0,2%,
Rovnéiz pfidavame 1,59% roztok eitronanu vismutito-amonného v uvedeném mno#stvi
nebo 0,029, octanu olovnatého. Pii uziti 0,02% octanu Zelezitého se pludy znadénsg zkaluji.
Positivni test: ernédni pudy bud v celém sloupci nebo n dna.

Ml1édny bujon pro kultivaci botulinickych klostridii 101
(anaeroby)
bu;on (V§, Hart]eyuv nebo Flldesuv) -8 2% peptonu e e e e e .. 1000,0ml
sufené mléko . e e e e oo ... BOOG
glukosa . . e e e e 2,0g
natrivm phosphoncum monoba.s NaZHPO,, 12H O e e 80¢g
kalium phosphoricum monobas. KH,PO, . . . . . 1,0g

pH se upravi na 7,4 pFed sterilisaci. Prefiltrujeme pies mul Rotheme jednak po 180 aZ
200 m! do ,,neutrilek” o obsahu 250 ml a do zkumavek 14 180 mm po 10—12 ml. Nikdy
nepouZivejme tenkosténného skla! Sterilisace v autokldvu 20 minut pfi 120 °C. Thned po
sterilisaci ochladit ve studené vodé & otkovat.

Piadyprodiagnostikuanaerobnich mikrokokt (Douglas, Foubert )

(anaeroby) (102—103)

Pada pro zjistén{ zkvasovéni mléénanu nebo glucida 102
Pepton Difco (nebo jiny) . . e e e e e e 20,0 g
Kvasniény extrakt (Difco nebo me) e e e e e e e e e e 200 g
mléénan sodny (nebo glucid) . . e e e e e e e e e e 10,0 g
Thioglykoldtu sodného . . . . . . . . . . ... ..o o o 1,0g
methylenovd mod¥ . . . . . . . . . . ..o oo 2,0mg
destil. voda . . . . - ... .. 1000,0 ml

pH se upram na 7,3 pred sterﬂlsacl Rozplm se ve vysokych vrstvach a autokldvuje 20
minut pii 120 °C,

Po inkubaci se pFidé kapka indikétoru, jehoZ sloZeni uvedeno u popisu piidy pro zjistovéni
kvasnych viastnosti (viz str. 69, pida &. 97).

Pada pro stanoveni tvorby plynu z peptondt (anaeroby) 103

M3 stejné slozeni jako piedchozi, ale bez mléénanu sodného (nebo glicidu) a s 0,8% agaru.
Po rozehtati sterilni pady patiiénd ochlazené se naodkuje zkoumand kultura, dukladné se
zamichd a vychladi ve studené vods. Tvorba plynu se poznd podle bublin vzniklych béhem
rastu.

Poloselektivni plidy pro pomnoZovini mikrobd blizkyeh aktino-
mycetam 104

K 10 ml pady (Vf bujon s jatry, Vf s glukosou, Hartleytv bujon, Robertsonova ptida & j.)
Serstv® regenerované & ochlazené pfidame 0,1 —0,2 ml 19, roztoku anilinovych barviv
(krystalova violet, methylenovd mod¥, malachitovd nebo gentianové zeled). Konednd
koncentrace barviva je 1 : 10 000-—1 : 5000. Thned po pridani barviva otkujems a zale-
pime rozehfitou vaselinou. Pro jedno inokulum lze uZit nékolika fedéni — po piipadd
i Fed®n{ vy&sich. Béhem kultivace se pudy éasto édstedns odbarvuji.

Hodi se zejména pro fusobakterie a leptotrichy, nekrobakterie a borrelie. TéZ aktinobakterie
lze s tispéchem pomnoZovat — oviem nikoli ve zcela &isté kultufe. Po n&kolika dnech
kultivace vyoSkovévdme na krevni plotnu inkubovanou v anaerobiose.,

Bramborova puda : 105

Zdravé brambory se dobfe odist! a rozkréjeji na fezy, které se na 60— 120 minut pono¥f do
roztoku (1%) sody. Po osudeni se vioi{ do Rouxovych zkumavek, dole zadkreenych, a steri-
lisuji se 20 min. v autoklavu p¥i 120 °C.

Glycerinované brambory 106

Rezy pfipravens jalko u pady &. 105 se pono¥{ na 48 hod. do vody nebo bujonu s 5—6 9%,
glyeerinu. Pak se vlozi do Rouxovych zkumavek s aby nevysychaly, p¥ilije se n&co glycen-
nového buJonu, ktery zistane v zaSkrcené spodni ¢asti zkumavky. Sterilisuje se 20 min,
v autokldvu pii 120 °C.
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Obr. 3. Kompletni rozpliiovaci Obr. 4. Improvisovany roz-
nésoskovy piistroj, sklddajiei pliovaci piistroj zhotoveny
) se ze vzdudného vatového filtru, z Erlenmayerovy baiiky.
¥ zésobniléhve nasera, z nasosky

a zvonedku.

Tekuté ascitové ptida podle Suly (Mycobacterium the) 107
Zikladn{ roztok:
natrium phosphoricum dibas. Na,JHPO, . 12H,0 . . . . . . . . . . . 125 g
kaliom phosphor, monobas, KH,PO, . . e e e e e 0,75 g
magnesium sulphumoum MgSO4 THO o 0oL 0,25 g
natr, citricum e e e e e e e 1,26 g
ferrismmonium cltncum F T TS 0,025 g
casein hydrolysdt 109 IG . . . . . . . . . . .. ... ... 25 ml
glycerol bidest, spec. véha 1,26 . . . . . .. .. L. L L L. 15,00 ml
0,29, vodny roztok mal&chltove zelend . . . . .. ... Lo 1 ml
destil. voda . . . . REN 1000 ml

" Po rozpusténi soli zakla.dm 1oztok autoklé.vu)eme 30 min. p¥i 120 00 a k chladnému piidé-

me za sterilnich kautel 100 ml sterilni ascitové tekutmy o obsahu nejméns 1 9% bilkoviny,
méfeno podle Esbacha. Puda se musi rozplmt 72 pmsne sterilnich podminek, nejlépe
rozph‘iova.mm apardtem (viz obr. 3), pokud je to moiné, ve zvld§tnim boxu. Prakticky
vystadi i improvisace se zésobni lahvi (viz obr. 4).

Do zkumavky se rozplituje tekut4 ptida po 5 ml a potom se pro kontrolu sterility uklids
na 48 hodin do thermostatu 37°C a 84st téchto zkumavek na 48 hodin do pokOJove teploty.
Serii ptd, které se zakalily bud v pokojové teploté, nebo v thermostatu, vyFazujeme. Slabé
vyvlogkovani po zkousce steriliby, je-li jinak ptda 8iré, neni na zdvadu, ale ztd3uje spolehli-
vost makroskopického odeditdni kultur,

Koncentrovand pida pro kultivaci the 108

Koncentrét ptipravovany Vyzkumnym tstavem tuberkulosy a rozesilany baktenologmkym
laboratotim obsahuje viechny chemikélie a ascites v 10nésobné koncentraci. Ascites je
nahrazovén hovszi plasmou, hovézim serem nebo lidskym serumalbuminem, P¥ed rozpliio-



vénim se koncentrét fedi 1 : 10, t. j. 1 ldhev & 100 ml koncentratu <4900 ml sterilni destil.
vody (autoklivované). Po fedéni ukléddme ldhev s plidou na 24 hodiny do thermostatu pfi

o

0d obvyklé piipravy se li¥f tim, %e je nutno pouit redestil. vody ze skla, aby %, zachycenych
kment: bylo vétdi. Je-li to moZné, mé se nechat rozemleté maso ve vodé 1—2krét zmrazit,

teploté 37°C a potom na 24 hodiny do pokojové teploty. Teprve potom pudy rozphinjeme
do zkumavek (stejns jako tekuté Sulovy pidy). Pide se serumalbuminem je vidy naprosto
ird (mé jiskru), kdeZto plida s hovézim serem se ihned po sliti s vodou mirné zaksli. Tento
zékal po inkubaci v thermostatu sedimentuje. V pudéch s hovézi plasmou nebo ascitemn se
n&kdy vytvafi fibrinovd viodka. Je-li jiZz koncentrat zakalen v origindlni lahvitce nebo
obsahuje-li vlodky, je nutno jej do destil. vody pfefittrovat pfes Seitzlv filtr o praméru 1,56 9 serovy nebo ascitovy agar z bujonu (viz pida & 107), Piidédva se 10 % kodskych
6 cm. Pouiva-li se véts$i Seitziv filtr (o primsru 14 cm), je velkd ztrata malachitové zelend krvinek.

na filtradn{ vio¥ce a k Fedici vodd musime pak pidst patfitné mnoZstvi malachitové zelens,
t. . 0,5 ml 0,159, vodného roztoku ns 1000 ml pudy. P#i piipravé pad z koncentratu je

aby macerace byla vydatngjsi. Pfed naotkovinim se obohati 5—10 9% nativniho koiského
sera, inaktivovaného pied tim 30 minut pfi 56 °C nebo 20—25 % ascitu.

Tuhd ptida pro zéchyt L-organismf 112

nutno dodr¥ovat nejpfisndjsi podminky aseptické préce. Sabouraudova phda (mykologie) 113
Tukosa . . . . . v e e e oo e e e e e e e 80

Sautonova pida (BK) 109 e I 1T

Asparagin . . . . s 40g - -3

Giyeeol . . . . . . . L oL 60,0 destil. voda, T N i R i

acid. citricum . . e e e 20g pH 7,0—72

kalium phosphoncum bxbas K, HPO,i e e e e 0,6g Autoklavu;eme 60 minut pm 0,5 atm. Po rozliti do zkumavek nebo na plotny znovu suto-

magnesium sulphuricum Mg80, . . . . . . . ... . .00 0,5¢g kldvujeme 30--45 minut p¥i 0,5 atm.

ferro ammonium eitriecurn . . . . . . . . . . . . .. .. ... ... 005g )

destil. voda 1000,0 ml Vajednd puda Dorset-Bautetova (parasitologie) 114
Vajetnd pada s kaseinovym hydrolysdtem (modifikace Loewenstein-

Slepidi vajitko se na povrchu dukladns opere v 80 9, alkoholu s nékolika kapkami jodové
Jensen-Holm, ) 110

tinktury, na obou konecich se udéld otvor do skofapky, obsah se neché vytéci do sterilni

Zikladni roztok
kalium phosphoricum monobas. KH,PO,

4 g
magnesium sulphuricum MgSO,A . e e e e e 0tg
Natriumeitricum . . G e e e e 1,7g
Hydrolysét kaseinu 10°/ . e e 50,0 g
Glycerol {bidestil.) spec. vé.h& 1, 26 . 20,0 ml
destil. voda (bidestil.) . e 1000,0 ml1

Piiprava pady:

600 ml zdkladniho roztoku se autoklévuje 30 min. pfi 120°C, potom se ochladi, Léhev
s roztokem solf se d4 do vodn{ 14zng, pfidé se 30 g bramborové moudky (Skrobu) a opatrng
za sté16ho michdni se zah#{va a¥ do varu, éim# se vytvoli husta klihovitd suspense. Potom
se vali je§t& 15 minut, ochladi se na 56 °C a p¥ida se 11 roztfepanych vajec (asi 22). Vajitka
musi byt derstvé, a to nejlépe od slepic krmenych zelenym. Nevhodn4 vejee jsou chlazend,
nebot uvolndné mastné kyseliny ve starich nebo konservovanych vejeich maji silny
inhibién{ vliv na BK, tak¥e pidy z téchto vajec pFipravované poskytuji vesmés negativni
vysledky. Vajitka dikladn® odistime v mydlové vods kartétkem, potom je otirdme 969,
alkoholemn, nechéme zaschnout a skofédpku otevreme sterilni pinsetou a vajitka vypustime do
neutralniladhve s perlickami. Do nddoby dévéme vajitka jedno po druhém za stdléhomichéni,
aby se dokonale roztiepala. Vajeénou homogenni suspensi pfiddme k zdkladnimu roztoku
se 8krobem & pfiddme k celému obsahu 10 ml 1,5% vodného roztoku malachitové zelend
a dokonale promichdme, Asi po 30 min. sténi se méni tmavozelend barva na #lutozelenon
a bubliny vzduchu se zachyti v pén& na povrchu pidy. Rozplitujeme po 5 ml do zkumavek,
kterd uzavirdme zatkami z buniéité vaty. Srézeni se provadi v &ikmé poloze proudici parou
v Arnoldové piistroji, & to prvych 10 min, pfi 85°C, daldich 20 min, pFi 80—82°C. Po
sprévné koagulaci mé ve zkumavkéch zistat trochu kondensaéni vody. Piekrogeni koagu-
la6ni teploty mé za ndsledek denaturaci bilkovin, kterd podstatng snizuje eitlivost pud.
Piinedosazeni koagulaéni teploty jsou pady mékksé a nedaji se pro otkovani pouzit. Povrch
musi byt zrcadlové leskly a barva slab® zelené. Prasklé bubliny na povrchu a bubliny
uvnit? pady jsou zndmkou prevafeni. K otkovani pouzijeme pidy do 14 dni po jejich
plipravé, pozdsdji rychle kless jejich citlivost.

Tekutd ptda pro kultivaci L-organisma 11
bujon z hovézich srdei (pH 7,8) . . . . . . . . . . . . . . . .. ... . 1000m
pepton (proteose 3 leeo) . (X3
NaCl . . e e e s e e 5g

baiiky obsahujici 25 ml Ringerova roztoku (str. 685) a protiepd se sklenénymi perlitkami.
8 touto padou plnime pies sterilni gdz mensi zkumavky do vyse asi 3 em. Naplnéne a vaton
uzaviené zkumavky poloZime Sikmo do horkovzduiného sterilisétoru & zah¥ivime je asi 60
minut na 70—80°C. Pii této teplotd pida koaguluje a zéroveih se usmrti vétiina bakterii
8 plisni, které se ndhodou dostaly do pudy. Pasteuraci mitfeme také jestd jednou nebo
dvakrat opakovat. Je dobie dit pady mezi obéma pasteuracemi na noc do lednice. Vy-
drii pak velmi dlouho.

Pred upotfebenim plevrstvime utuhlou vristvu asi 2—4 ml sterilnitho Lockeho roztoku,
& ofkujeme materidl s cizopasnymi prvoky.

Lockeho roztok:

Dextrosa e e e e 02—05g
natrium bxcarhomcum NaHCOs e 0,2 g
kalium chloratum KC1 . . . . . . . . . .. . ... .. ... ... 04¢g
magnesium sulphuricum Mg8O, . . . . . . . . .. L 0,1g
natriumn chloratum Na(l e e X
destil.voda . . . . . . . . . . ... L. oo . 1000ml

Koagulované serum podle Dobell-Leidlawa (parasitologie) 115

Mensi zkumavky plnime do vysky 2-~3 em lidskym nebo kofiskym sterilnim serem (4 dily
sers, 1 dil tlamivého roztoku), uzavieme zatkou a v 3ikmé poloze ddme koagulovat p¥i
70—80°C po 60 minut. Pasteuraci pFistitho dne je¥t® opakujeme, pfevrstvujeme Fedénym

. bilkem nebo serem jako pfi vajetné puds.

Tlumivy roztole (Ringeriv):

natrium chloratum NaCl . e e e e e e e e 6g
caleium ehloratum CaCl, . . . . . . . . .. ... oL 0000000 O1g
magnesium chloratum Mg80, . . . . . . . . . . .. ... ... .... 005g
kalium chloratum KC) . S N
kaliuin phosphor. dibasic. K, HPO,, e . oo .. 30g

Po rozpuiténi se piidd tolik N /10 NaOH, aby pH bylo 7,2—17,4, celkem asi 18—24ml.

Serovy agar Wes‘ophaluv (parasitologie) 116

A. Pevnd slofka sestavé ze 3 dila 29, agaru, obsahujiciho 0,6 9, peptonu a 1 dilu lidského
krevniho sera. Agar se rozvafive vodnilézni a po ochlazenina 50—60° se smichd se serem



& hned plni do sterilnich zkumavek do vy$e 23 em. Pidy nechédme zbuhnout pii pokojové
teplotd v &ikmsé poloze, nadez jo koagulujeme 'p¥i 70— 809C, co% jeitd pEigtiho dne opaku-
jeme.

B. Tekutd slofka se pfipravs takio:

25 ml lidského nebo kotského sera fedime 25 m] tlumivého Ringerova roztoku o pH
7,2—7,4 (pada 115) a zah¥{vadme ve vodn{ ldzni po dobu 30 minut. Koagulst roztfepeme
ve smési 75 ml Ringerova roztoku se stejnym objemem destil. vody a znova zahiivéme
ve vodni ldzni 30 minut, Po vychladnuti filtrujeme vie vatou, rozddlime do mengich
bandk a znovu 2Zkrét varem sterilisujeme.

Pred naotkovanim navrstvime na slozku A sterilni pipetou 2—4 ml slozky B.

Péda pro kultivaci trichomonad 117
bujon (pH 6,0). . . . . . . . . ... .. ... e e 90 ml
Gerstvéserum . . . . . . . . . . . e 10 mi
pemioilin. . . . . .. . .. .. . . . 50000 j.

Korthofova puda (leptospiry) 118
Pepton Witte T TS | X 9
natrium chloratum NaCl . . . . ., . . . . L O
natrium bicarbonicum NaHCO, . . . . . . . . . . . S 002g
kalium chloratum KC1 . . . . . . . . . . R | X1
calcium chloratum CaCly, . . . . . . . . . . . . . . . e oL 004g
kalium phosphor. monobas. KH,PO, . . . ) 02g
natrium phosphor. dibas. NA;HPO, . 2H,0
destil. voda . . . 1000,0 m1

Roztok sterilisujeme po 3 dny vidy po 30 minut p#i 110°C g po kazdé po vychladnut{
zfiltrujeme filtraénim papirem. Pak rozplnime do zkumavek po 4— 5ml, znovu sterilisujerne
3 dny po sohd vidy 60 minut p# 100 °C. Nakonec pfiddme do kazdé zkumavky 0,5 ml
sterilniho kréliiho sera, které jsme napred vyzkouseli, % na ném leptospiry rostou, & ho-
tovou pudu ve zkumavkéch pasteurujems po 3 dny vidy 60 minut pFi 56 °C.
Leptospiry rostou 1épe na seru, které nebylo filtrovdno bakterijnimi filtry.






