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Tieto vysokosSkolské debné texty su «dené posluchéom prvého ronika
magisterského $tadia na Prirodovedeckej fakulteSUPKosiciach.

Rozsah a napl prac zahrnutych vtychto skriptach vychadza hlam&sovych
a priestorovych moznosti s prihliadnutim na makevianar@nog’ prac.

Ciel'om tychto skript je naiit’ Studentov zakladné mikrobiologické techniky a @az
im vyznam mikroorganizmov v beznom Zivote a ichedd@l alohu v prirode.

Cvicenia su zamerané tak, aby si Studenti zvysili st@@nickd zranog’, naili sa
pracovd pod’a bezpénostnych zdsad.

Text je rozdeleny do 1&asti. V Gvode kazdej z nich je uvedena tedria k\ptevanej
téme.

V prilohe je navrh na vypracovanie protokolov krjetlivym cviceniam.



1 Mikrobiologické pracovisko

Mikrobiologické laboratdria sa zdaiju na rozléné &ely. M6Zu to by Specializované
laboratéria, alebo samostatné mikrobiologické itéie. V Specializovanych laboratériach
mikrobiologické prace patria medzi zakladné sluatgpr. v zdravotnictve, v potravinarstve
a pod. Medzi samostatné mikrobiologické institueidtorych praca s mikroorganizmami je
hlavnou naplou ich¢innosti su vedeckovyskumné Ustavy a pracoviska.

Mikrobiologické pracoviskd su samostatné orgamga jednotky, ktoré tvoria
komplex priestorov¢lenenych na viaceré&asti poda Specifickej povahy vykonavanych prac.
Zriadované su pri hygienicko-epidemiologickych stanibiacveterinarnych Ustavoch,
priemyselnych podnikoch (potravinarskych, konzesmdkych a pod.) na vyskumnych a
Specializovanych ustavoch, pracoviskach akadéneié, yvia univerzitach, kde sa teoreticky a

prakticky vyuwuje mikrobioldgia.

1.1 Zakladné¢lenenie mikrobiologického pracoviska

Mikrobiologické pracovisko tvoria viaceré Speci&lra pomocné miestnosti. K
zakladnym patria: mikrobiologické laboratéria prednotlivé druhy prac, umyvérea
pripravowia skla, pripravota kultivactnych pod a chemickych reagencii, kultima miestnos
s termostatmi, &ovaci box, alebo miestnsurcena pre tento cfe sklady materialov,
priru¢ny zverinec, pracovne, Satne, hygienické zariadenia

Pod’a zamerania a naplne pracoviska tento komplex nbb§Zedoplneny odalSie
prevadzkové miestnosti: pripravné laboratérium pranipulaciu so vzorkami, vahba,
miestnog pre meracie pristroje, miestwospre uloZenie zbierky mikroorganizmov,
dekontamin&na miestna§ tmava komora, miestnbspre mikroskopy, biochemické
laborat6rium a pod.

1.1.1 Mikrobiologické laboratorium

Patri medzi rizikové pracoviska. Pracovnici, ktefiom pracuju su vystaveni riziku
nakazy pretoZze pracuju s infgkym materidlom a kultirami Zivych mikroorganizmov.

Nebezpeéenstvo nakazy zavisi od virulencie mikroorganiznmektorymi sa pracuje.



Mikrobiologické laboratérium ma My cistd, vzdusSna, vetrdied, prirodzene osvetlena
miestnog (alebo miestnosti), orientovand na severnu, aksherovychodnu strandim je
chranend pred ¢&im kolisanim tepl6t, hlavne dennych &mgch.

V laboratoriu ma by oddeleny okovaci box, alebo Hansenova&kovacia skrha.
Hansenove skrine su vzduchotesné, vybavené plynokghanom, elektrickym pradom,
germicidnou lampou pre dezinfekciu vnutorného peala. V stendch skrine su otvory pre
ruky jedného, najviac dvoch pracovnikov opatrem&riedusSne pripevnenymi manzetami a
gumenymi rukavicami, ktoré chrania pracovnikov ppedmym stykom s mikroorganizmami
a zabrauju ich prenikaniu mimo skrine. Predmety potrebné priamu pracu su pred
vloZzenim do skrine sterilizované alebo dezinfika¥arPriestor safisti dezinfeRnymi
roztokmi.

Velkog' a zariadenie laboratoria zavisi od ich zameranikrobiologické
laboratorium sa mugBhkodistit', dezinfikova. Dlazka ma bty z materialu ako napr. xylolit,
terazzo, alebo mb6ze tHhkamenna, steny oblozené kackéimi alebo natreté olejovou farbou
najmenej do vysky 1,5 m. V miestnosti mat byostatény paiet elektrickych zasuviek,
plynovych vyvodov a voda.

Laboratérny nabytok musi Bypokryty hladkym materialom, ktory mozni@ahko
Cistit, umyva’ a dezinfikovd. Povrch manipukenych a laboratornych stolov mé tby
materidlu, ktory je odolny v Ucinku dezinfeknych prostriedkov, chemikaliam a teplu.
Laboratérium nesmie Ifyspojovacou miestnésu s inymi miestnaami pracoviska, aby
virenim prachu nedochadzalo zhyte ku kontaminacii vySetrovanych vzoriek,

mikrobiologickych kultar, pomdcok, pristrojov a pod

1.1.2 Umyvéarai a pripravovia skla

Je miestnas zariadena na umyvanie, mechanickstenie pouzitého laboratérneho
skla a na pripravu chemickysteho a sterilného skla. Ylos’ umyvarne sa riadi potrebami a
druhom vykonavanych prac v laboratériu. Mat byybavena: maniputaymi stolmi,
ohriev&om vody, kameninovymi umyvadlami s drevenymi rostanautoklavom,
horucovzdusnymi sterilizatormi, elektrickymi vémi, smaltovanymi nadobami, koSikmi na

skumavky a Petriho miskydalSimi pomockami, ktoré sudené naistenie skla.



1.1.3 Pripravouia kultivaénych péd a chemickych reagencii

V tejto miestnosti sa pripravuju zivné pddy potréma kultivaciu mikroorganizmov a
niektoré roztoky. Miestn@sma by dobre osvetlena s mozmos vetrania, vybavena réznymi
pristrojmi, pomoéckami, naradim a germicidnymi U\aratkami, steny a podlaha matby

materialu, ktory sélahkocisti a dezinfikuje.

1.1.4 Kultivaéna miestnos’ s termostatmi

V miestnosti sU umiestnené viaceré termostaty,réktslizia na kultivaciu
mikroorganizmov. Po ditych Gpravach mozno miestrtosyuZzit ako samostatny termobox

pre kultiviciu réznych druhov aerobnych mikroorgamov.

1.1.5 Gkovacia miestnog (ockovaci box)

Zabezpeuje sterilné prostredie pre pracu s mikroorganizim&ta mikrobiologickych
pracoviskach su roézne typykmvacich boxov. S to liu samostatné miestnosti, alebo
ohradené miesta v laboratoériuckavaci box v laboratériu méze Hhyhotoveny z kovovej
konsStrukcie v kombinacii so sklom. \Ekovacom boxe je pracovny stdl s privodom elektriny
a plynu. Nad stolom je umiestnena germicidna UVida. Box sa umyva dezinfékymi

prostriedkami a sterilizuje germicidnou lampou.

1.1.6 Samostatny &ovaci box

Je uzatvorena miestritodez okien, umiestnena pri mikrobiologickom laborat
Steny su oblozené kactiami alebo natreté hladkym olejovym naterom. Paladusi by z
materialu, ktory s@iahkodisti a dezinfikuje. Dvere su posuvné a vetraniegleezpe&ené cez
vatovy filter. Vybavenie boxu je také isté akodkovacom boxe, umiestnenom v laboratoriu.

Naviac mozu waiom by kovové skrinky so sterilnymi poméckami.

1.1.7 Sklady materialov

SuU miestnosti pre uskladnenie chemikalii, sklanych pdd, dezinfalnych latok,
ochrannych pracovnych odevov a inych materialovjiMbgt’ suché a vzdusné, bez priameho

osvetlenia, orientované na severnu stranu.



1.1.8 Priruény zverinec

Sluzi pre chov pokusnych zvierat, ktoré mozno poOu@ mikrobiologickom,
sérologickom a imunologickom laboratoriu) na dokatekéného agensu z infékého
materidlu ak nie je mozny sfahlivy dékaz tychto mikroorganizmov beznymi metodana
dokaz toxinov v biologickom materidli, dékaz toxycia patogenity izolovanych kultur, k
priprave Specifickych zvieracich sér a pod. Lakioret zvierata sa chovaju aj zaelom
odberu rézneho materialu potrebného pre baktelichdg sérologickd, imunologickiu a
virologicku diagnostiku (napr. krv do Zivnych pad).

Zverinec musi by oddeleny od ostatnych prevadzkovych priestorov, byé
osvetleny, s teplotou 15-20 °C, vybaveny ventifan zariadenim, okna chranenékami.
VacSie zvierata sa chovaju v drotenych klietkach, neen$klenenych akvariach, véaSiach
so Sirokym hrdlom, alebo v smaltovanych nadobé&ch.

Zdravé zvieratd sa musia izoldvad zvierat chorych a od zvierat infikovanych
nakazou. Usmrtené a uhynuté zvierata sa pitvu terpich stolikoch. Kadavery sa musia
odstranf a zngit. Prepravuju sa v nepriepustnych obaloch dd®pee. Veda zverinca ma

byt priruna miestnospre uskladnenie a pripravu krmiva.

1.1.9 Pitevia

Je utena na prace s pokusnymi zvieratami.

1.1.10 Pracovne, Satne, hygienické zariadenia

Tieto priestory su oddelené od laboratérii a pamjoh miestnosti. Satne sldzia
laboratornym pracovnikom na presaie sa z civilného do ochranného odevu, ktory musi
byt Trahko dezinfikovatthy a lahko sa perie pri vysSich teplotach. Pre #ghie
kontaminacie civilného odevu musi thgracovnik dve skrinky. PouZité a zistené
ochranné odevy sa dezinfikuju (ulozia sa do dekiffého roztoku na dity ¢as) a potom sa
odovzdéavaju do pt@vne na vypratie.

Odpainkové miestnosti su vyhradené priestory,camé pre konzumovanie a
uskladnenie jedla a napojov. Mikrobiologické pras&we ma osobitne Wenené hygienické

zariadenie.
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1.2 Hlavné zasady bezpmosti prace v mikrobiologickom laboratoriu

Laboratérny pracovnik v mikrobiologickom laboratorje vystaveny mnohym
rizikam, ktoré moézu maaz smrténé nasledky. Medzi négstejSie rizika prace patria
poranenia a infekcie. Infekcie mézu nas@dychacimi cestami, traviacim Uustrojenstvom,
kozou, alebo spojivkami.

Pri praci v mikrobiologickom laboratoriu treba tnezdy na zreteli, Ze predmetom
prace su zivé mikroorganizmy. Pracovnici laborasiiivystaveni zvySenému riziku z nakazy
a ohrozenia zdravi&o vyplyva z charakteru prace (pracaéisymi kultrami patogénnych a
podmienéne patogénnych mikroorganizmov, infikovanymi zvtarai a pod.). Zavaznés
rizika zavisi predovSetkym od virulencie mikroorganmov, s ktorymi sa v laboratériu
pracuje.

V mikrobiologickom laboratériu sa musi dodrziévastota. Dlazka, steny, nabytok,
pracovné stoly, chladéky, stoly a iné zariadenia sa umyvajdininymi dezinfeknymi
roztokmi (napr. 1-2 % chloraminom, 1% Orthosanom),BévzduSie sa dezinfikuje
germicidnymi lampami. DOlezitou zasadou je udrzraggoriadku na pracovnom stole a na
celom pracovisku (presné ozeamie kultir mikroorganizmov, preparatov, zivnychdpd
reagencii, chemikalii, odkladanie pouZitych predmepo predchadzajucom &igteni a
vydezinfikovani na ufené miesto a pod.).

Pracovnici mikrobiologickych laboratérii su pownnpouziv& na pracovisku
ochranny odev a obuv (biely ptasrohavice, ko3&, ochrannd masku na krytie Ust a nosa,
bielu pracovna obuv). Pri praci s infegkym aerosolom, toxinmi, leptavymi latkami je
potrebné ochranny odev doplngumenymi rukavicami, ochrannymi okuliarmi, bielou
Ciapkou alebo Satkou, respiratorom, igelitovou zéste gumenymicizmami, pripadne
d'alSimi prostriedkami. Na izolovanom pracovisku, kda nepracuje s patogénnymi
mikroorganizmami (napr. laboratériacené na praktické cé&nie) je pripustné pouzitéba
ochranny plas

V priricke bezpeénostnych opatreni pre mikrobiologické laboratoriabaratory
Biosafety Manual, ktoru vydala Svetova zdravotniakayanizacia (WHO) je uvedena

klasifikacia mikroorganizmov pdd rizikovych skupin:

Rizikova skupina I: (malé individualne a kolektivne riziko). Mikroorgamus nemoze

zaprtinit ochorenid’'udi, alebo veterinarne dbélezité ochorenie zvierat.
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Rizikova skupina II: (stredné individualne a obmedzené kolektivne rizilatogén moze
zaprtinit' ochorenieludi, alebo zvierat ale nemdzethyaznym rizikom pre laboratérnych

pracovnikov, obyvat®v, zvierata, alebo Zivotné prostredie.

Rizikova skupina Ill: (vel’ké individualne, ale malé kolektivne riziko). Pakagspbsobi

vazne ochorenie tudi, alebo zvierat, ale nesiri sa od infikovanédirjca k druhému.

Rizikova skupina 1V: (vel’ké individualne a kolektivne riziko). Patogén zapgtije vazne
ochorenieludi, alebo zvierat Bahko sa mdZe prend3a jedného jedinca na druhého ato

priamo, alebo nepriamo.

Rizikové pracoviskc (riziko Biologické
A vplyvu chemik@lii a oha) nebezpéenstvo

Praca s infeénym materidlom vyZaduje od pracovnikov mikrobiotdgich laboratorii
opatrnos, dokonalé ovladanie pracovnych postupov a pragoweehniky, striktné
dodrziavanie bezgaostnych predpisov a podmienok sterilizacie. VSgikgce s infeknym
materialom sa musia vykondvav uzavretych miestnostiach avacich boxoch,
Hansenovych skriniach), kde je vyiné, resp. obmedzené pradenie vzduchu na minimum
(predchadzanie aerogénnej infekcii).

Miestnosti, v ktorych sa pracovalo s infelkm materialom sa musia po ukemi
prace nalezite dezinfikovaPracovnici su povinni pracava infekknym materialom tak, aby
v maximalnej miere zabranili jeho rozpraSovaniwgliatiu, alebo kontaminacii pracovného
prostredia.

Nepovolené osoby a navStevy nesmu vstupavdo laboratéria bez ochranného
odevu a sprievodu pracovnika laboratoria. Do labor#ria, kde sa pracuje s
vysokovirulentnymi ndkazami a do zverincov je zakaastupu vSetkym osobam, ktoré
tam nepracuju.

Ak dbjde ku kontaminacii mikroorganizmami, musiusabit’ dekontaminacia. Postup
pri zneSkodneni infekého materialu je zavisly od st nebezpegenstva infekcie.
Kontaminovana plocha sa prikryje na 1-2 hodinyl{alpoda potreby) filtrénym papierom,
pripadne buritou vatou, ktora je nasiaknuta dezinfelgm roztokom v Ginnej koncentracii.

Ak sa kontaminuju u&ie plochy je potrebné dezinfikavaelé laboratorium.
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1.2.1 VSeobecné zasady odberu infekho materialu na mikrobiologické

vySetrenie
Odberovy material:

Sterilny vatovy tampon detoxikovany v transportnom médiu: vyter z tonzil, vyter
z nazofaryngu, vyter zlaryngu, vyter z nosa, stejazyka, vyter z ucha, vyter zo

spojovkového vaku, ster z koze, vyter z rany, tampe@ypotku, a pod.

Sterilnd odberova nadobka, sterilna skimavka:aspirat z prinosovych dutin, spatum,

bronchoalveolarna lavaz, tkanivo, vypotok, mozgandy mok, a pod.

Kultiva ¢éné nadobky aerébne, anaerobne, pediatrické, mykotk@ kultivaéné nadobky,
kultiva ¢éné naddobky aerébne, anaerdbne, kultivné nadobky- krv na hemokultivaciu.

Sterilna skimavka s 2 ml 20 % roztoku glukozy biopsia zo Zaludmej sliznice.

Sterilna odberova nadobka, sterilna skimavka- ma (stredny prad méu, cievkovany

mo¢, mat odobraty suprapubickou punkciou, s inokulovanyuaitikacnymi podami).

Sterilna skumavka, hemokultivaind nadobka, sterilny vatovy tampon detoxikovany
v transportnom médiu - plodova voda, plodové obaly, op&ng material (tkanivo, tekutina,

vyter), pitevny material (tkanivo, tekutina, vyter)
Odber vzoriek

Vyter z tonzil: detoxikovanym sterilnym vatovym tampono¥o najddkladnejSie otrieme
povrch jednej a potom druhej mandle. Tampon sa igedotkn® korena jazyka. Po odbere

tampodn vioZzime do transportného média.

Vyter z nazofaryngu: odber vykonavame detoxikovanym sterilnym vatovymganom na
dréte, ktorého koniec po vytiahnuti ohneme o okkdjmavky v dZke 2 - 4 cm do 90 - 110°
uhla. Po stléeni jazyka tampdn zavedieme za zadny okraj makkédoebia. Po vytiahnuti

tampdn opatrne zasunieme do skimavky.
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Vyter z laryngu: odber vykonavame detoxikovanym sterilnym vatovympgéanom na dréte,
ktorého koniec po vytiahnuti ohneme o okraj skinyavkiizke 3 - 5 cm do 120 - 140° uhla.

Po vytiahnuti tampon opatrne zasunieme do skumavky.

Vyter z nosa: detoxikovany tampdn zavedieme skrutkovitym pohylmmdolného nosového
priechodu po spodine nosovej dutiny. Po povytiahmavedieme tampon smerom hore do

prednejcasti nosovej dutiny. Po odbere tampodn vioZime dosportného média.

Vyter z dutiny Ustnej, ster zjazyka, ster z bukalej sliznice lica, z paradentalneho
vacku: detoxikovanym sterilnym vatovym tamponom vykonareger alebo vyter z

postihnutého miesta. Po odbere tampon vlioZzimeatsportného média.

Vyter z ucha: tahom usného latika vyrovnadme vonkajsi zvukovod, do ktorého opatiny
skrutkovitym pohybom zavedieme tenky sterilny tamp&o odbere tampon vloZzime do

transportného média.

Vyter zo spojovkového vaku:detoxikovanym sterilnym vatovym tamponontemym pre
oftalmoldgiu vytrieme skrutkovitym pohybom spojowkovak po odtiahnuti vigka od @nej

gule.

Sputum: sputum odoberame rano pri prvej expektoracii. Ag#né sputum zachyti do
sterilnej polyetylénovej nadobky. Tento spbésob odbe potrebné vyrazne vyztié na

Ziadanke o vySetrenie.

Transtrachealny aspirat, aspirat z prinosovych duth: sekrét sa odsaje a zasiela na

vySetrenie v sterilnej nadobke alebo skumavke.

Ster z koZe, vyter z rany detoxikovanym sterilnym vatovym tamponom otriemméesto
zapalom zmeneného tkaniva (najviac Zivotaschopnytgkroorganizmov je na rozhrani
zdravého a zapalom postihnutého tkaniva). Pri atesjSich ranach vykoname ni¢ko

odberov stasne na réznych miestach.

Punktat z abscesu, tampén z vypotku alebo vypotokodber robime purikiou ihlou do
sterilnej skimavky alebo hemokultireej nadobky. Odber hnisu a exsudatov odoberame

nasledovne: prvéags’ hnisu nechame odtiealebo odoberieme injékou striekékou. Na
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vySetrenie posielame afalSiu ¢ag’ hnisu, bd’ na tampone v transportnom meédiu alebo

v sterilnej skiimavke.

Mozgomiechovy mok lumbalnou punkciou prisne asepticky napichnemechovy kanal a z
punicnej ihly nechame likvor samoiie odkvapké do sterilnej skiimavky v mnoZstve
minimalne 1 ml. Po odbere steriind skimavku s nétn okamzite dorime do

laboratoria. V pripade, Zze nemdzeme likvor daruwkamzite, uskladnime ho pri izbovej

teplote na tmavom mieste. Odobraty likvor moznt dia chladniky.

Ster z miesta vpichu: detoxikovanym sterilnym vatovym tamponom vykonanter 0
dezinfekcii koze pred odberom hemokultiry. Po odbampdn vioZzime do transportného

média.

Krv na hemokultivaciu: mikroorganizmy sa z loZiska vyplavuju asi hodjmed zg&iatkom
vzniku triaSky a zvySovanim teploty. Kontinualnangémia je nepretrzité vyplavovanie
mikroskopickych hab do krvného tiska. Na odbery su k dispozicii rozne odberové hlago
pod’a predpokladaného p6vodcu infekcie. Kozu v mieptehu dezinfikujeme dezinfékhym
prostriedkom. Detoxikovanym tampdénom urobime stekaze v mieste vpichu, ktory
zasielame spolu s hemokultirou do laboratéria. kizokrvi v laboratériu kultivujeme
minimalne 5 dni, pri podozreni na infekciu 14 dRbzitivny vysledok ako aj izolaciu a
identifikaciu kmaia a hlasi laboratérium telefonicky odosielaté okamZzite po ziskani
vysledkov.

Biopsia zo Zaluddénej sliznice odobratu biopsiu Zaludoej sliznice v sterilnej skimavke
s roztokom glukézy je potrebné do laboratéria doda 2 hod. (odber robi lekar pomocou
endoskopu na Specializovanom pracovisku). Ak to jaienozné, skimavku do odoslania

udrzujeme pri teplote + 4 °C.

Mo¢: v sitasnosti sa dava prediiosdberunecievkovaného méu do sterilnych skimaviek
alebo kontajnerov. Mb sa vySetruje kvantitativnymi metédami. Zige sa poet
mikroorganizmov v 1 ml nezriedeného &ozo stredného pradu e Odobera sa prvy
ranny m@&. Do sterilnej nadobky so Sirokym hrdlom sa zaclsytédny pradmocu. Takto

ziskany me¢ urychlene transportujeme do laboratéria v sterdkémavke.

Plodova voda, plodové obalymaterial v sterilnych skimavkach alebo sterilngdberovych

nadobkach spolu s poZzadovanou dokumentaciou jestpw#rco najrychlejSie dortit’ do
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laboratoria. V mimopracovnoiase mikrobiologického laboratéria sa vzorky uschay@ pri
izbovej teplote (+22°C). Materidl na steriinom oxaim detoxikovanom tampoéne v
transportnom médiu s aktivnym uhlim i s poZzadovamiokumentaciou je potrebné&éo
najrychlejSie doréit do laboratodria (3 hod.). V mimopracovnafase sa vzorky uskladju
pri + 4 °C.

Vyter z kone¢nika: po vyprazdneni stolice tampon zavedieme skrutikovipohybom do
konenika takd’aleko, aby sa povrch tamponu zisél stolicou. Tampon z koraika opatrne

vytiahneme op@skrutkovitym pohybom. Po odbere tampdn vioZzimérdosportného média.

Stolica: do sterilnej odberovej nadobky sa na téemou lyztkou odobera vzorka Vkosti

hrachu alebo asi 1 ml tekutej stolice.
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1.2.2 Zasady bezp#nej prace na praktickych cviceniach z mikrobiologie

» Na praktickych cueniach pouZivajte ochranny odev — pl@&cas celého céenia,
zopnite si dlhé vlasy.

> Do laboratoria noste iba najnutnejSie &amé pomaocky pre vlastnu pracu.

» Pracovny stdl pred Zatkom cvienia dezinfikujte a udrziavajte v poriadkucpe
cvicenia, pracujte rozvazne a nepofgjte sa.

> Dodrziavajte pracovné postupy adita sa pokynmi titel'a, ktory vedie c\ienia.

» Pred/po kazdom cd¥eni si umyte ruky. Pretoze pevné mydlo moéZze obsahov
kontaminanty, pouzivajte tekuté alebo praskové mydEled odchodom z laboratoria
si dezinfikujte ruky aj vhodnym dezinf&kym roztokom. Na utieranie ruk pouzivajte
papierové utierky.

> Nez&astiujte sa praktickych c¥eni v pripade poranenia ruk, alebo nekrytyabti
tela (po dohode s vyujucim).

> Patas prace je zakazanétjepit, fajcit’ a dotykd sa rukami sliznice Ustg pripadne
inych casti tela.

» Pouzité laboratorne sklo, nastroje odkladajte dipravenych nadob, tenych na
dezinfekciu alebo do nadob s dezinfefm roztokom.

» Pracujte s vySetrovanym materialom tak, aby nedb3&ho rozliatiu a kontaminacii
pracovného prostredia.

> Pri praci s organickymi rozptiddlami nepracujte v blizkosti otvoreného plame

> Uraz, poranenie, kontaminovanie sa materialogap@race na csni ihne’ oznamte
ucitelovi, ktory vedie cuienie.

> NepouZivajte laboratérne zariadenia bez inStrukaitujucim.

» Pred odchodom z aenia vSetok materidl a odpad uloZzte d@eungych nadob,
pracovny stél umyte dezinfékym roztokom.

> NevynéSajte z laboratoria kultary Zivych mikroorgamov, pokusné zvierata a

pomdcky, s ktorymi sa pracovalo.
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1.3 Pomocky a pristroje pouzivané v mikrobiologickm laboratoriu

Pre pracu v mikrobiologickom laboratoriu sa poazpecialne laboratérne sklo, rozne
pomdcky a nastroje. V dneSnej dobe sa sklo ak j@mdéné nahrddza materialmi z plastov,

ktoré su ukené na jednorazové poufZitie.

1.3.1 Misky

Pouzivaju sa na pripravu Zivnych pdd pre kultivatiikroorganizmov. N&pstejSie
pouzivané su tzv. Petriho misky (obrdzok 1). Sudt® sklenené misky s ro&tiym
priemerom. Vrchnak je o niekko mm nizsi ako spodn&g’. Petriho misky st vhodné len
pre kratkodobu kultivaciu mikroorganizmov, pretozenich relativne rychle dochadza k
vysychaniu kultivéného prostredia. Dnes sa vyrabaju i sterilné Retnilisky do ktorych sa
pody rozlievaju na jednorazové pouZzitie. SU zo etycitého materialu. Petriho misky s
delenym dnom, umdaiziju jednoduchSie aditanie koldnii mikroorganizmov. Petriho misky

z plastu sa dodavaju sterilné v obaloch.

Obrazok 1 Petriho misky s réznym priemerom a Petrilo misky s delenym dnom

1.3.2 Skamavky

Su sklenené nadobky, priblizne 160 mm dlhé a 16 &moké. PouZzivaju sa na
kultivacie. Biologické skumavky sa liSia od chenyick silnejSimi stenami a rovnym
okrajom. Skumavky mézu Bypbdové, aglutinené a precipiténé. Na sledovanie tvorby
plynov sa pouzivaju Durhamové plynovky. SlUzZzia nstavanie tvorby plynu pri
sacharolytickych reakciach. Vkladaju sa v prevréiepolohe do beznych skumaviek

s kultivainymi roztokmi, ktoré sa potom n&aiju skimanymi kultGrami.
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Skumavky zatkujeme zatkami, ktoré mozut byatové, gumené, korkové, alebo

patentované kovové uzavery, tzv. Kapsenbergoveaugav
1.3.3 Erlenmayerove banky

Erlenmayerove banky (obrdzok 2) su sklenené nadolofhym, dzkym hrdlom a
Sirokym dnom. SuU vhodné na kultivaciu mikroorganizmza aerobnych podmienok a tiez pre
pripravu zasobnych kulti¢aych médii a inych roztokov. Pred pouzitim sa zdikako

skdmavky.

Obréazok 2 Erlenmayerova banka

1.3.4 Rouxova, Frenbachova, Kolleho a Vinogradskéhmadoby

Rouxova, Frenbachova, Kolleho a Vinogradského bpd@brazok 3-5) slizia k
nahromadeniu W&ieho mnozstvaistej kultiry, pestovanej za aerobnych podmiendéh@
na kultivaciu tkanivovych kultar. V tychto n&dobacka vémi dobre Kkultivuju

mikroorganizmy rastice na povrchu Zivnych pod.

Obréazok 3 Frenbachova nadoba
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Obrazok 4 Kolleho nadoba

Obréazok 5 Rouxova nadoba

1.3.5 PremyvacielfaSe
Su modifikované chemické nadobycemé na premyvanie plynov. NaptejSie sa

pouzivaju na submerznu kultivaciu.

1.3.6 Podlozné a krycie sktka
Sluzia na pripravu preparatov na mikroskopovaR@dlozné skiika su najastejSie

velkosti 76x26 a krycie skiko 20x20.

1.3.7 Pipety
Pasteurove pipety (obrazok 6A) sa pripravuju vofatbriu zo sklenenych rarok

vytahovanim nad plamiem, alebo sa daju kupplastové Pasteurove pipety (obrazok 6B).
Nie su kalibrované, pouzivaju sa na odsavanie raiéhozstva tekutin.
V s&asnosti sa pre rutinnd pracu v mikrobiologickom oladriu pouZzivaju

automatické pipety (obrazok 6C) s fixnym, alebotanis’nym objemom. Vyhodou je, ze
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kvapalina sa nasava do &py, ¢o je oddelitény plastovy kdnus pripevneny na koniec pipety.
Spicky sa dodavaju ako steriiné alebo nesterilné, bea {Standardne) aj s filtrom. Sterilné
Spikky sa dodavaju v uzavretom zasobniku, steriliz&eiaiskutéiuje pomocou [3-Ziarenia,
Spikky su bez endotoxinov, DNA a RNazy a bez ATP. Filtemedzuje prenikanie par, resp.
aerosolu pipetovanej latky do tela pipety a zamjediak kontaminacii pipety. Niektoré druhy

Spikiek su autoklavovateé pri 121°C.

Obrazok 6A Pasteurova pipeta, 6B plastové Pasteurepipety 6C automatické pipety

1.3.8 VIhké komorky
Sldzia na priame pozorovanie buniek mikroorganizme tekutom prostredi.

Bottcherova komérka ma skleneny, alebo nerezoviepes. Kochova komorka je podlozné

sklicko s jamkou, ktoré sluzi na pripravu visiacej kwapk

1.3.9 Pditacie komorky
Paiitacie komorky (obrazok 7) su Specialne upravenéiclksk pre pditanie

mikroorganizmov. NajznamejSie su Blrkerova a Thomov

! I]unlh ‘
Iliﬂﬂmm
| e G

Obréazok 7 Pctitacie komorky
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1.3.10 Sklenené a porcelanove filtre
Maju pory réznej vEkosti. Bakteriologické filtre sa pouzivaju podohbasieo Seitzove

filtre na sterilizaciu réznych roztokov, zZivnych dig plynov a pod.

1.3.11 Sklenené ®inky
Pripravujua sa z nich r6zne pomécky, pouzivanspitivacii mikroorganizmov. M6zZu

ma’ tvar hokejky, trojuholnika, alebo pismena L. Raaet sa nimi nagkovana kultira

mikroorganizmov na povrch zivnej pody v Petriho kaish.

1.3.12 Bakteriologicka @kovacia kPu¢ka

Bakteriologicka okovacia Kucka (obrazok 8) sa sklada z drziaka, do ktorého je
zasunuty dlhSi platinovy, niklovy alebo chromovytik. Drotik je priblizne 5,5-6 cm dlhy a
0,6-0,8 mm hruby, na konci stkom o priemere 2-3 mm. DrZiak je zhotoveny z kovu,
obaleného gumou, alebo umelou hmotou. Je to Kolltiak. Bakteriologicka ¢kovacia
krucka slazi na odber a roztieranie mikrobiologickéhatenialu. Pred pouzitim, aj po pouziti
musi by vzdy dokladne vysterilizovana. Sterilizuje sa Wganim do Zerava nad

nesvietivym plamgom kahana.

Obrazok 8 Bakteriologicka kPu¢ka
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1.3.13 Mikroskop

Prvy mikroskop, ktorého zakladom boli SoSovky, mgjgt v roku 1590 otec a syn
Jensenovi, brusi skla a diamantov. Kvoli svojej nepatrnej Z8@vacej a rozliSovacej
schopnosti nebolo mozné takyto pristroj pouziva vedeckul pracu.

V r. 1676 objavilAntonius van Leeuwenhoekbaktérie. SU o tom pisomné zaznamy,
ktoré zasielal Kréovskej spolénosti v Londyne. Pozoroval ich vo vode a v nalésgneho
korenia a popisal tiez ich tvar. K tomut®eiu si zostavil sdm Veni jednoduchy mikroskop
(obrazok 10), ktory zvw#&oval 275 krat a mal rozliSovaciu schoph@s4 um. Pomocou tohto
mikroskopu pozoroval, ako sam piSe, Styri druhyyetakzvieratiek &nimalculg. V&Sinou to
boli prvoky.

Obrazok 10 Antonius van Leeuwenhoek a jeho prvy mitoskop

Leeuwenhoekov objav, podobne ako u inych obj#eiterzbudzoval najprv nedéveru.
Aj napriek tomu Friedrich Miller (1730-1781) vydaspisAnimalcula infusoria fluviatilia et
terrestria,v ktorom sa prvykrat objavuja ndzwacillus, spirillum a vibrio.

V medicine vyuzil neskér mikroskop napr. francuzsLBasteur pri objave kvasiniek,
alebo Rébert Koch pri objave pévodcov tuberkulozpalery.

V 19. stor@i nastal vo vyvoji mikroskopu dramaticky zvrat. $peli k tomu
predovsetkymCarl Zeiss, ktory venoval vyznamné Usilie vyrobe mikroskopddarl Zeiss
vyrobil svoj prvy mikroskop (obrazok 11) v r. 1857.
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Obrazok 11 Carl Zeiss a jeho mikroskop z roku 198

Vyznamne k tymto objavom prispeli &rnst Abbe, ktory sa zaoberal teoretickymi

Stadiami optickych principov @tto Schott, ktory viedol vyskum optického skla.

Opticky mikroskop dosiahol v 30. rokoch svoje te¢igiee hranice. Tie su limitované
500 alebo 1000-nasobnym (2000-nasobnym¥&dim a rozliSenim 0,2 mikrometra. Vedci
vSak potrebovali vidié detaily buniek. To vyZzadovalo zi&enie radovo az 10 000-nasobné.
Bolo teda nutné skonstruavanikroskop na inom principe. Namiesto svetelnéhta I§a
vyuZzil elektronovy Ié@ (tok rychlych elektrénov), namiesto sklenenej $i§omagneticka.
Prvy mikroskop na tomto principe bol vyvinuty v Necku v roku 1931 a zasluzili sa o to
predovSetkynmMax Knoll a Ernst Ruska. Bol to tzv. ,preZarovaci“ elektronovy mikroskop
(TEM — Transmission Electron Microscope), kde al@kové lIEe prechadzali skimanym
predmetom (urycdfovacie napéatie az 20 kV) a vytvorili tievy obraz (obrazok 12).
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Obrazok 12 Ernst Ruska a elektrénovy mikroskop z réu 1938

Druhy typ elektronového mikroskopu, tzv. skenové@8EM — Scanning Electron
Microscope) sa objavil v roku 1942, kortiee bol pouzivany az v roku 1965. U tohto typu
mikroskopu je nutné urydbvacie napatie pre elektrony 60 az 80 kV, jehoczedie je
30 000-nasobné a v kombinécii s optickym mikroskomz 100 000nasobné.

V roku 1966 Petrain a Hadravsky patentovali prvy opticky rastrovaci mikroskop
(TSM — Tandem Scanning Microscope). Ich mikroskopgdsvy kometne pouZity rastrovaci

mikroskop na svete.

1.3.14 Vyuzitie mikroskopov v mikrobioldgii

Mikroskop je opticky pristroj, ktory umaéije pozorovanie objektov, ktoré si menSie
nez je rozliSovacia schopnbludskeho oka. Patri medzi najdélezitejSie pomdckgkarmani
morfologie, ale aj Struktur subcelularnych uUtvanmvkroorganizmov. Opticky mikroskop
v mikrobiologickom laboratériu je Standardny prigtiv Specializovanych mikrobiologickych
laboratériach sa pouzivaju aj iné typy mikroskopmapr. elektronovy mikroskop.

Mikroskop je vémi jemné zariadenie, ktoré vyZzaduje odborné zaahdnde
a starostlivu udrzbu.

Pod’a technického zostrojenia a sposobu zobrazovae@dowhného objektu rozoznavame
tieto mikroskopy:

» svetelny (pozorovanie vo svetelnom poli),

» stereoskopicky,

» fazovo-kontrastny,
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pozorovanie v tmavom poli,
fluorescertny,

elektronovy,

mikroskop atomarnych sil (AFM),

s

iné.

YV V V VYV V

Svetelny mikroskop (pozorovanie vo svetelnom poli)

Svetelny mikroskop je zloZzeny z optickej a mechki¢asti.

K optickej c¢asti mikroskopu teda patria: objektivy, okulare oadtenzor. Ako
pomocné zariadenia sa knim ¢gaju filtre, zrkadielko alampa, resp. odimtacie
zariadenie, ktoré je vmontované v stative mikroskop

Objektiv, vytvara zvéSeny, prevrateny obraz skiimaného predmetkuar, ktorym
tento obraz pozorujeme. Je najdblezitejSodasiou mikroskopu. Je tvoreny sustavou
SosSoviek, ktoré su umiestnené vo valcovitej objintk& hornom konci ma zavit na upevnenie
objektivu do revolverového meiai. VSetky objektivy su na revolverovej hlavici ustieenée
tak, Ze pretéenim hlavice pri zamene jedného objektivu inym aestmikroskop zaostreny,
pripadne sa doostruje mikrometrickou skrutkou. @keibj objektivy st vymeniteé.

Objektiv ma tieto charakteristické vlastnosthniskovu vzdialenad ktora je
v nepriamom pomere ku z&&eniu ¢im je ohniskova vzdialenékratSia, tym je zu&enie
ostrejSie) a&va*Sovaciu schopnas

ot

Schopnos rozlisi’ ¢o najv&Sie detaily zavisi na schopnosti objektivu zachyt

st s

apretura (NA, obrazok 13). V#Zzah medzi numerickou apretirou aindexom lomu je
vyjadreny:
A=n.sin®
n - index lomu prostredia
0 - polovica uhla ktory je tvoreny ¢mi, ktoré vychadzaju z objektu a vstupuju do
objektivu.
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Obrazok 13 Vysvetlenie numerickej apertary

Okulare mikroskopov nie su také zlozité ako objekthikroskopov casto sa skladaju
len z dvoch SoSoviek (Huygensov okular). ddafejSie pouzivané z&&enie okularov je 10
nasobné. Okulare maju r6zne priemery, normalizogangriemery 12 mm pre stereoskopické
mikroskopy, alebo 18 mm pre biologické mikroskopy.

Pod’a patu okularov sa mikroskopy delia na monokularnee(gym okularom),
a binokularne (s dvoma okularmi) (obrazok 14,15hdernejSim optickym mikroskopom je
tzv. trinokularny mikroskop, ktory je variantom bkularneho mikroskopu s tym rozdielom,

Ze tretia opticka cesta sluzi na pripojenie kamery.

|

\.

s

=

Obrazok 14 Monokularny a binokularny mikroskop
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K mechanickejcasti mikroskopu patria: stativ (podstavec), stolilqst tubusu,
revolverovy meni objektivov, makro- a mikrometricka skrutka, medbka cag’ osvetlenia
s irisovou clonou, skrutka na posun kondenzoraudéaotvy tubus.

Zaklad mikroskopu tvoristojan (stativ), na nom sU upevnené jednotlivéasti
mikroskopu: stolik so svorkami (kam upetujeme mikroskopicky preparat), ktory ma
uprostred otvor, ktorym prechadza svetlo z dsueicejcasti mikroskopu. Na stééku su
svorky, do ktorych sa vlozZi pripraveny preparatol&k s posuvnym mechanizmom
umoziuje posun preparatov v dvoch na seba kolmych sreidad stolikom je umiestneny
tubus (tubusom su od seba oddelené okular a objektéré su v konStantnej vzdialenosti).
Na spodnegasti tubusu sa nachademvolverovy meni objektivov (obrdzok 16), v ktorom
su upevnené v kruhu za sebou Styri, pripadne gidektivov. Otédanim revolverového
zariadenia Yubovd’nom smere na doraz (zUbok na pruzine musi zapadatiamky na
ot&avej casti) dostane sa vzdy jeden z objektivov presnspibanej osi s okularom, ktory

je zasunuty do otvoru na hornom konci tubusu.

Obrazok 15 Roézne typy okularov

objektivov
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Tubus sa mbéZze posuvamerom hore a dole pomocaonakro- a mikrometrickej
skrutky . Makrometricka skrutka slizi na zaostrenie objekéomikrometrick& skrutka na
doostrenie Struktary pozorovaného objektu. U nouwytkroskopov satolik posiva smerom
hore a dolu, tubus je stabilny nepohyblivy.

Na svetelnych mikroskopoch je umiestnenych 3-5 ldbjev. Na svojej vonkajsej
strane maju ozrk@nie zvéSenia a parameteumerickd apretaru. NA urcuje rozliSovaciu
schopnos objektivu. Priklady ozrinia objektivov: 4X/0,1; 10X/0,25; 40X/0,65; 1002%.
Prvécislo je zv&Senie 4 — 100-nasobné, druhé je numericka apeftimavisie zvésenie,
tym v&Sia je NA. Objektivy 4 — 40-nasobné sa nazyvajlakg "suché". Vyjadruje to
skut@nog’, Ze medzi objektivom a pozorovanym preparatom dugh. Preparat je na
podloZznom skiiku prekryty tenkym krycim skikom. Objektiv 100-nasobny sa nazyva aj

"imerzny" objektiv, pretoZze medzi objektivom a @egom je imerzny olej (obrazok 17).

imerzny olej objektiv na imerzné nkiroskopovanie

Obrazok 17 Mikroskopovanie s imerznym olejom

Postup pri imerznom mikroskopovani je nasleduj@: preparat aj na 3SoSovku sa
kvapne kvapka imerzného oleja a obe kvapky saasimjedzi SoSovkou objektivu a
preparatom je len imerzny olej). Olej sa pouZivamkroskopovanie preto, aby sa #s#a
apertara objektivu a tym sa umoznilo lepSie ropise Kel’ je medzi preparatom a
objektivom vzduch, je maximélna numericka apertda 1 (maximalne zu#enie
1000nasobné), pri olejovej imerzii je to az 1,3-Yf@aximélne zv&enie 1300-1600
nasobné).

Prirodzené, alebo umelé svetlo Ziarovky sa odrazapednejcasti mikroskopu
zrkadielkom, rovinnym, alebo plankonkdvnym. U noWSimikroskopov v spodnefasti
mikroskopu je len Ziarovkovy zdroj svetla. Toto ftwema ma spravny pomer intenzity a

mnoZstva dopadajuceho svetla (regulujeme ju clanSamozrejme, osvetlenie matb§o
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najrovnomernejSie. Zariadenie, ktoré nam umozZniathost spravne osvetlenie sa nazyva
kondenzor. Kvalitny kondenzor sa konsttng sklada zo sustavy Styroch SoSoviek podobne
ako objektivy. Pod kondenzorom su umiestnené afaas filtre (obrdzok 18).

okular

nosik tubusu a ment&a objektivov

revolverovy menk

objektivov stoléek
objektivy 4 svorky na prichytenie
— 9 \ : preparétu
kondenzor .

makro- a mikrometrick&a

a irisova clona
skrutka

kondenzor

stativ

Obrazok 18 Svetelny mikroskop

Stereoskopicky preparany mikroskop

Anglicky nazyvany aj "low power microscope" (slabyikroskop) sa pouziva na
pozorovanie w&sich objektov, pretoZze v zornom poli pozorovany e&bj vidime
stereoskopicky, plastickyo je vémi vyhodné pri pozorovani Vkych predmetov. M6Zzeme
nim pozorové napr. kolonie baktérii a mikromycét, vyrastenyehréznych Zivnych pddach,
ale aj krystalov hornin, minci, archeologickychezalv, Sperkov, technickych @astok, ad’.
DélezZity je priestorovy obraz (3-D) obom&amni sitasne. ZvéSenia stereomikroskopov su
4nasobné az maximalne 100 nasobné. Okulare su waimen Objektivy su parovanéasto
s meniténym zv&Senim. Vzdialenas objektivov od pozorovaného predmetu je nlidko

centimetrov.
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Fazovo-kontrastny mikroskop

Podstata fazového kontrastu &p@a na nerovnakej priepustnosti alamavosti
svetelnych Idov, prichadzajucich cez nezafarbené Struktary ZAvymikroskopickych
objektov. Fazovo-kontrastny mikroskop pomocou &deei upravenej optiky a tzv. fazovych
dosttiek premiga fazové rozdiely v intenzite svetelnycltdu. Fazovy kontrast umaije

pozorovd detailnu Strukturu Zivej hmoty.

Pozorovanie v tmavom poli

Tato metdéda sa vyuziva na zobrazenie objekitnyoro osvetlenim, pri ktorom sa
odclonia centralne fie. Objektom prechadzaju len okrajovédipod takym Sikmym uhlom,
Ze nemo6zu vstupido objektivu. Do objektivu a do oka pozorovatsa dostanu len dg,
ktoré objekt odrazil, a objekt svieti v tmavom pdiocné osvetlenie sa dosiahnelkgm
vychylenim zrkadla, alebo irisovej clony kondenzareentralnej polohy. Najjednoduchsim
zariadenim na zaclonenie centralnyckiol je plna diskova clonka, ktora sa vklada do
kondenzora. Na dokonalé osvetlenie v tmavom polipsazivaju Specialne zrkadlové
kondenzory. V tmavom poli sa pozoruju malé objekiypré nemozno rozliSiv svetelnom
poli, objekty s malym indexom lomu viddom na vodu, alebo objekty, ktoré sa nedaju

farbit’.

Fluorescerény mikroskop

Princip fluorescetnej mikroskopie (obrazok 19) sa zaklada na tomuliafialové
Ziarenie vyvolava v mnohych organickych aj anorgkytch latkach fluorescenciu, pom
vzbudené svetlo ma podstatnedié vinovi dzku a tym sa stava viditeym. Pri osvetleni
preparatu blizkym ultrafialovym, alebo modrofialovysvetlom (pripadne obomacsisne) sa
prejavi b’ podvodna fluorescencia latok, alebo sekundarnardkaencia zapfinena
zafarbenim fluoreskujucimi¢inidlami — fluorochromami, napr. akridinovou oranzo
Fluorescetiné farbivd sa pouzivaju ki casto pri vitdlnom farbeni, K&e nizke
koncentracie farbiv zivym bunkam neSkodia. Akridi@mranzova je vyuzivana hlavne pri
sledovani nukleovych kyselin pretoze zé&mpudje sekundarnwervenu fluorescenciu RNA
a zelenu fluorescenciu DNAFluorescetnd mikrosképiasa vyuziva na mikroskopicku

lokalizaciu fluoreskujucich latok v biologickych mesialoch.
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Obrazok 19 Princip fluorescefného mikroskopu a fluorescefiny mikroskop

AFM mikroskop (mikroskop atomarnych sil)

Vyznamnou technikou pri Studiu Struktar molekul DNFava metéda AFM (Atomic
Force Microscopy, obrdzok 20). Princip je zalozexaydetekcii lokalnych atomarnych sil

medzi vzorkou a ostrym hrotom, ktory je umiestnaayohybnom nosniku.

Obrazok 20 Princip AFM mikroskopu a AFM mikroskop

32



Zmena vzajomneho silového pésobenia tychto objektiawvza nasledok zmenu ohybu
nosnika. Zmena ohybu je umerna pohybu stopy lasbmwevazku odrazeného od nosnika
a vyhodnoti sa pomocou fotodetektora. Merania mdfwskut@nené nielen na vzduchu pri
laboratornej teplote, ale aj v roztok&o umozuje Studovad molekuly DNA takmer pri
fyziologickych podmienkach. Pomocou tejto metddy neozné detegova pritomnos
alternativnych sekundarnych motivov DNA, ako jezévia Struktura, interakcie proteinov

s DNA, ale aj vplyv roznych ligandov na StruktiriiB.
Skenovaci elektronovy mikroskop

Skenovaci elektronovy mikroskop (SEM, Scanning EtecMicroscope, obrazok 21)
je pristroj uteny na pozorovanie povrchov najroznejSich objekievto v podstate analdgia
svetelného mikroskopu s dopadajucim svetlom, ndiebnd neho je vysledny obraz tvoreny

pomocou sekundarneho signalu — odrazenych, aldamdarnych elektronov.

Prud
elektronov

Zdroj
-—  elektronov

G T 1 Anoda
-

Magneticka
fosovka

™ skener

Cievka
':, o
Detektor
\l\\ Sekundarny
elektronovy
detektor
Stolik - Wzorka

Obrazok 21 Princip skenovacieho elektronového mikrgkopu a skenovaci elektrénovy
mikroskop

Koli tomu je zobrazenie v SEM povazované za nepuiametodu. Vékou prednotou

SEM v porovnani so svetelnym mikroskopom je jehik&eibka ostrosti, v ddsledku ktorej
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moéze z dvojrozmernych fotografii zo SEM néisty trojrozmerny aspekbalSou predna®u
tychto mikroskopov je, Ze v komore preparéatov vajikpri interakcii urychlenych elektrénov
so vzorkou eStelalSie, napr. rtg. Ziarenie, Augerove elektrony0katuminiscencia, ktoré
davaju mnohadalSich informacii o vzorke. Pri ich detekcii je nm& ugit' napr. prvkove
zloZenie preparatu v danej oblasti a pri porovisavtiodnym Standardomadit’ i kvantitativne
zastupenie jednotlivych prvkov. V literatire saearkrndzvu skenovaci pouziva i oZeai
rastrovaci, aleboesky nazov riadkovaci elektronovy mikroskop, ktoazn&uje, Ze pri praci

s mikroskopom sa primarny zvazok pohybuje potejrploche preparatu.
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2 Sterilizicia a dezinfekcia
Pri dezinfekcii a sterilizacii sa pouZiva ni€ko terminov.

Antimikrobialny — pdsobiaci proti mikroorganizmongjnidlo, ktoré zabija, alebo pota
rast a delenie mikroorganizmov.

Antisepticky — zamedzujiuci nakaze mikrébami; latka ktora inhibujast a vyvoj
mikroorganizmov bez toho, aby bol mikroorganizmasitteny.

Biocidny —vSeobecny nazov pre latky, ktoré usmrtia organizmus

Chemicky germicid —chemikalia, resp. zmes chemikalii, ktoré sa poyaivea usmrtenie
mikroorganizmov.

Dekontaminacia —akykd'vek proces na odstranenie a /alebo usmrtenie mifanizmov.
Rovnakym terminom sa ozhge proces na odstranenie, alebo neutralizovaeigezpeénych
chemikalii a radioaktivnych materialov.

Dezinfektant — chemikalia, resp. zmes chemikalii, ktoré sa poydivaa usmrtenie
mikroorganizmov ktoré nevytvaraju spéry. Dezinfeitjasa pouzivaju néistenie povrchov,
alebo objektov.

Dezinfekcia —fyzikalny, alebo chemicky procesd@ny na usmrcovanie mikroorganizmov
ktoré nevytvaraju spory.

Mikrobiocid — chemikdlia, resp. zmes chemikalii, ktoré sa poydivaa usmrtenie
mikroorganizmov. Tento termin sssto pouziva namiesto ,biocid, resp. chemicky alebo
antimikrobialny germicid®.

Sporocid - chemikalia, resp. zmes chemikalii, ktoré sa poydivaa usmrtenie
mikroorganizmov a spor.

Sterilizacia — proces, pri ktorom sa usmrcuju, alebo odsija vSetky druhy

mikroorganizmov a spor.

2.1 Sterilizacia

Sterilizacia je akykbvek postup, ktory deStruuje, alebo inaktivuje vgetkivé formy
mikroorganizmov. Medzi metddy sterilizacie patri:
» sterilizacia suchym teplom
sterilizacia vihkym teplom
filtraciou

Ziarenim

YV V V VY

ultrazvukom a chemickymi prostriedkami
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2.1.1 Sterilizacia suchym teplom
Sterilizacia plam&om. Predstavuje najradikalnejSi sposob sterilizaaighym teplom.

Tymto sp6sobom sa v mikrobiologickom laboratérieridizuja hlavne bakteriologické
kl'ucky. BeZzne pouzivané ofmvanie patri tieZz k sterilizacii plamiem. Opduju sa najma
hrdla kultiva&gnych nadob. Ogavanie je ale menej¢inné, vzifadom na kratkodobé

posobenie plani@, ako i na mozndkontaminacie z prostredia.

2.1.2 Sterilizacia horacim vzduchom
Hordcim vzduchom sa sterilizuje v Specialnych pojscth — v horticovzduSnych

sterilizatoroch (suSiaach), ktoré su po autoklavoch najdélezitejSim &tatinym zariadenim
mikrobiologického laboratoria. V horucovzdusSnychbrgizatoroch sa naastejSie sterilizuje

sklo bul’ balené v alobale, alebo uzatvorené v kovovych @ctd(napr. pipety).

2.1.3 Sterilizacia vihkym vzduchom
Pri sterilizacii Zivného média a kultiaého zariadenia je potrebné tmaa zretel

skuta@nog’, Ze pritomné, kontaminujuce mikroorganizmy vykézigzny stup rezistencie.

Pod’a toho sa voli spésob sterilizacie vihkym teplom.

2.1.4 Sterilizacia varom
VIhké teplo sa vo svojej najjednoduchSej podoheakp var najastejSie vyuziva na

dezinfekciu. Var nesterilizuje v pravom slova zneydebo mnoho mikroorganizmov méze
prezt vo forme spér teplotu 100 °C. Preto sa tato metétirilizacie pouziva v
mikrobiologickom laboratériu zriedkavo.

Pasterizacia je€iastaina, jednorazova sterilizacia, pri ktorej s#iailen vegetativhe formy
mikrébov. PouZiva sa w8inou na sterilizaciu potravin, napr. mlieka, smgtavina a pod. Je
to jednorazové zohriatie na teplotu 63-85 °C, ktorga usmrtia patogénne, alebo iné

mikroorganizmy, ktoré znehodnocuju substrat.

2.1.5 Frakcionovana sterilizacia (tyndalizacia)
Tato metdéda sa pouziva pri sterilizacii tych latdipré sa vysokou teplotou

rozkladaju, alebo menia (cukry, aminokyseliny, witay). Postup pri takejto sterilizacii je
nasledovny:

Material sa zahrieva najstejSie v Kochovom sterilizatore na teplotu do ¥00 30 min(t.

Pri tejto teplote sa usmrtia vegetativne formy milidav, ale termorezistentné spory prezivaja.
Material sa ponecha pri izbovej teplote a sporgrétsterilizaciu tepom prezili, vykia.
Zni¢ia sa aZ druhou, pripadd@lSimi sterilizaciami v 24 hodinovych intervaloch.
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Tato metdda nie je taka $pbliva ako sterilizacia v autoklave.

2.1.6 Sterilizacia v autoklave
Sterilizacia hordcou parou pod tlakom (autoklavaeambrazok 9) je nafinnejsi a

nagastejSie pouzivany sposob sterilizacie laboratdrnyateridlov. VSeobecne sa uznava
vaSia (innog’ vihkého tepla ako suchého. Na sterilizaciu laliregho materialu a mensich
objemov Zivnych médii pouzivame autoklavy, v ktéryga da dosiahfiueplota vySSia ako
100 °C. Sterilizacia je vtedyinna, ak vSetok material je po celgs v kontakte s nasytenou
parou prislusnej teploty. VSeobecne pouzivanylgtatny postup je:

» 3 minuty pri 134 °C

» 10 minut pri 126 °C

» 15 mindt pri 121 °C

» 25 minat pri 115 °C
Pri tomto spdOsobe sterilizacie sa usmrtia vSetkgetegivne bunky, kym spory su &ro

vysokej teplote rezistentnejSie.

Obrazok 9 Autoklav

2.1.7 Sterilizacia filtraciou
Touto metddou sa daju sterilizavplyny, tekutiny, zivné pbdy a ich zlozky, v ktohyc

su esencialne latky inymi spésobmi sterilizacieaghke teplom) rozkladané. Pri filtracii sa
mikréby zachytavaju na filtri a takto sa oddelia d@ného prostredia. \fkos” porov u
jednotlivych filtrov je rozdielna. Prechod tekutinfitrom je vzdy zrycliovany bul’
pretlakom, alebo podtlakom. V &snosti sa v mikrobiologickych laboratériach poajiv
membranove filtre, vyrabané na baze celulozy aascet réznymi vikos'ami porov, sintrovée

sklenené filtre, Seitzove filtre, Barkefeldove aa@tberlandove filtre.
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Dal3imi cennymi pomdckami v laboratériach siplaizmovy filter ktory ma trojita funkciu -
pohlcuje pachy, &i baktérie a zachytava prachlektrostaticky filter zachytava prach,
polyfenolovy filter (vytazky zo semienok grepu) obmedzuje rast bakfdtér s aktivneho
uhlia - zachytava pachy a dezodoruje vzduch.

Sterilizacia filtraciou slizi hlavne na odstoaanie baktérii z tekutin tam, kde iny
spbsob dekontaminacie nie je vhodny. Virusy prezajfidva@&sinou bakterialnych filtrov.
Pod’a konstrukcie a pouzitého materialu delime filtae n
Azbestové Seitzové filtre ktoré su lisované z azbestu a celulozy. Tiettrefilzadrzuju
baktérie a su oziané ako EK (Entkeimung). Filitaé viozky su jednorazoveé a sterilizuju sa
v autoklave.

Sklenené jenské filtre su zhotovené z borosilikatoveho skla vo formeépoych doStiek
zatavenych v nalevkach. Pouzivaju sa opakovanpoRaiti s&tistia kyselinou sirovou alebo
chromsirovou a premyvaju sa dobkladne vodou. Stajli sa horucim vzduchom alebo
v autoklave.

Membranové filtre, st vyrobené z nitrocelulézy a maju réoznu’kest” pérov a priemer.
Vyrabaju sa pod ndzvom Synpor. Vkladaju sa do spegih kovovych naleviek a sterilizuju

sa v autoklave alebo UV Ziarenim germicidnou lamp@B0 minut zo vzdialenosti 50 cm.

2.1.8 Sterilizacia ziarenim

Ultrafialové Ziarenie (UV) — optimalny bakteriocidny&nok je pri vinovej dzke
priblizne 254 nm, ké& je toto Ziarenie maximalne absorbované nukleowyselinami. Ako
Ziarice sa pouzivaju obvykle germicidne lampy. UV ZiagesilZi na sterilizdciu vzduchu
a pracovnych pléch (napr.ckovacich boxov) priamo vystavenymébm. PouZiva sa na
sterilizaciu operénych sal, aseptickych boxov, pitevni, odberovyckestmosti v ligelnach
(napr. tuberkol6znych) a pod. OzZiarenie nemézeatkhsterilizaciu pomocou dezinfékach
prostriedkov. Winnog’ kleséa so vzdialendsu.

lonizujuce Ziarenie — je vyhodné, pretoze penetruje, ale nezahriegdlizbvany
predmet a nemeni vlastnosticginy sterilizovanych latok. Zdrojom gama Ziarenipraxi je
obvykle radioaktivny kobalt®{Co). Gama Ziarenie sa pouZiva pri priemyselnejligtécii

(obvazovy material, plasty). Medzinarodne stanowstadlizaina davka je 27 kGy.

2.1.9 Sterilizacia ultrazvukom
Jednym zo sposobov likvidacie mikroorganizmov jeeriBtacia ultrazvukom.

Mikrobiocidny (&inok na mikroorganizmy je podmieneny ich morfoldgimi a
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fyziologickymi vlastnosami a frekvenciou zvuku. NajcitlivejSie su vlakniteormy
mikroorganizmov, menej citlivé su niektorécitykovité formy baktérii a najodolnejSie su

koky. Mladé bunky su citlivejSie ako staré.

2.1.10 Sterilizacia chemickymi prostriedkami
Podmienkou pre pouzitie chemickych latok na stdiu je stupi ich biocidneho

acinku pri nizkej koncentracii, za normalnej teplaytlaku a v relativne kratkondase.
Vzhradom k vysokej chemickej reaktivite tychto latok getrebné bna do Uvahy aj ich
nebezpeénog’ (toxicitu, vybudnog hofavos’, naruSenie sterilizovaného materialu).
Chemické latky sa pouzivaju hlavne na sterilizagiistrojov, zariadeni a niekedy aj na
sterilizaciu Zivnych pod.

2-Oxeaceton je kvapalina, ¢asto pouzivana k chemickej sterilizacii. Je silrieciny,
nevyhodou je jeho rychla hydrolyza. PouZiva satedligaciu Zivnych péd a pri dlhotrvajlce;j
expozicii je mozné 2-oxeacetdn pauna sterilizaciu alebo aspama vyrazné znizenie il
mikroorganizmov v laboratérnych miestnostiactkavacich boxoch a pod.

Oxiran je za normalnej teploty a tlaku bezfarebny plyrzriwesi CQ, N, alebo halogénnymi
uhlovodikmi (priemyselne Cryoxide) sa da pauia sterilizaciu napr. umelych hmaét.
Formaldehyd pouZiva sa 1 % roztok pri 37 °C alebo 5 % pri lab@mej teplote. Pouziva sa

na sterilizaciu povrchovyctasti pristrojov a zariadeni.
2.2 Dezinfekcia

Pod dezinfekciou sa rozumiecanie patogénnych, choroboplodnych ako aj ostatnych
zarodkov na predmetoch, alebo v prostredicasgjSie chemickymi prostriedkami. Je
potrebné si uvedomy Ze dezinfekciou sa mnoZzstvo mikroorganizmov wyeaznizi, ale
vSetky sa neztia.

Pripravky s obsahorhalogénovpatria sem derivaty chloru, napr. chlérové vapriorék sa
pouziva naciasta@nu dezinfekciu, alebo chléramin pouzivany na dekicili rak, dlazok,
stolov. Chlérové pripravky su prakticky nejedovatevyhodou je mala stabilita roztokov,
vyhodou je Siroké spektruntiinosti.

ZIG &eniny jédu — jédova tinktira je vynikajucim antiseptikongjrikujicim do Hbky.

Alkoholy — z alkoholov sa na dezinfekciu pouzivaju predtugm etylalkohol a
propylalkohol. Alkoholové preparaty vplyvaju na kodaciu proteinov bakterialnych buniek.
Maju Siroké spektrumdinku.
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Oxidaé¢né ¢inidla — peroxid vodika sa pouziva na dezinfekciu madtmrjéktoré obsahuju
virusy a na dezinfekciu ran. Pouziva sa na deziniekajroznejSieho materialu, pokozky, na
Ciastainu dezinfekciu vo veterinarstve a pod.

Povrchovo aktivne latky — z naSich pripravkov sem patria Ajatin, Septonkeré sa
pouzivaju na dezinfekciu koZe, bielizne, pracovnyabich. Ich @inok je inaktivovany
mydlami.

Aldehydy — formaldehyd mé Siroké spektruniinku. Inaktivuje vegetativne bunky rychle,
spoéry a virusy pomalSie. PouZziva sa na dezinfekeastnosti, laboratornych stolov a pod.
Fenolové derivaty — fenol-krezolové preparaty a ich rézne kombinagigtomné ako
bakterioseptikum v mydlach, sprejoch a roznych derantoch. Winné su proti
vegetativnym bunkam, menej proti virusom a spéram.

Ammonne zl&&eniny — nachadzaju sa napr. v Specialnych mydlach, kbteréozdiel od
mydiel normalnych vytvaraju na rukach film, ktoryandihSie trvajuci dezinfeéky inok
proti G" aj G baktériam. Nie sudnné proti mykobaktériam a proti spdéram baktérii.

Alkélie — nagastejSie sa pouziva hydroxid vapnika, sodikagithati sodny (s6da bikarbéna).
Su to dezinfe&né prostriedky, ktoré pdsobia hlavne na hydroxyliové.

Soli tazkych kovov— v si&asnosti sa uz pouzivajulirei malo, resp. sa prestavaju poufiva

lebo pri dlhodobom pésobeni su toxické.
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3 Mikrobialna taxondmia

Systematické triedenie¢ize usporiadanie Zivych organizmov do skupin ljaod
charakteristickych znakov, sa ozog terminom taxonOmiaTaxonomia je vedecka
klasifikacia, ktora Studuje prirodzena pribuzhastasnych ale, aj vyhynutych (fosilnych)
rastlin, opisuje ich, ustanovuje ich vedecké pormaan® — nomenklatiru a zahaje ich
pod’a pribuznych znakov a vyvojovychtiahov do systému.

Klasifikacia mnohych baktérii je zaloZzena na fepetyFenotyp je suhrn vSetkych
(deditnych) vonkajSich znakov a vlastnosti organiz@eanotyp je subor vSetkych deghych
faktorov ugitého organizmu, jedinec charakterizovany degini vlastnogsami. Farbenie
pod'la Gramma je najznamejSim prikladom ¢awania fenotypu mikroorganizmov.
Klasifikacia, ktora je zaloZzena na fenotype/genetyga volafeneticka klasifikacia. Slovo
feneticky je zlozené zo slova fenotyp a geneticky.

Na klasifikaciu mikroorganizmov s@iasto pouZzivané ajendrogramy (z gréckeho
slova strom, (obrdzok 22).

baktérie
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Oficidlna nomenklatdra mikroorganizmov f@nominalna, ¢o znamena, Zze kazdé
pomenovanie sa sklada z dvoch mien. Prvé menoSsavgkym pismenom a oztaje rod
(genuy, kym druhé meno sa piSe malym pismenom a dGg@adruh §pecies Napr.
Pseudomonas aeruginossnamena, Zd’seudomona®zna&uje nazov rodu aaeruginosa
ozn&uje druh. Druhy sa moézufalej delt na biovary, sérovary patovary, fagovary,
morfovary, ktoré sa ozgaju aj ako biotypy, sérotypy a pod.

Binominalne pomenovanie plati aj pre virusy, hubyraoky. Binominalny systém bol
vytvoreny v 18. stor@i Carolusom Linnaeausom, Sveédskym botanikom. Orgayi su

klasifikované do skupin v binominalnom systémeljacgl/ojich charakteristik.

Niektoré vysvetlenia pévodu nazvov mikroorganizmov

Mena mikroorganizmov vznikli:

1. poda objavit&ov (Escherichigpod’a Escherichd.isteriapod’a ListeraPasteurella
pod’a Pasteura a pod.),

2. pod’a miesta vyskytudpli-colon),

3. pod’a morfolégie Spirillum-Spiralovity),

4. poda tvaru a usporiadanieStfeptococcugulovity tvar v retiazkachStaphylococcus
- gurovity tvar v skupinkach pripominajuci tvar hrozna),

5. pod’a ochoreniatyphityfus, pneumoniae- pneumonia),

6. pod’a afinity k ugitému miesturhesentericus mezentérium),

7. pod’a vyvolania priznakov chorobynpnocytogenegyvolanie monocytdzy,
icterohaemorrhagiae- vyvolava ikterus a hemoragiu).

Mikrobioldgia sa prudko vyvija a klasifikacia a nenklatira mikroorganizmov sa meni.
V medicinskej praxi pretrvavaju niektoré starSiemadifikované nazvy, ktoré si treba
zapamatg, napr. pévodca pneumori@plococcus pneumoniaga teraz nazyvatreptococcus
pneumoniaea na klinikach je znamy len pod nazvdPmeumococcusOkrem trivialnych
nazvov sa pouZzivaju i skratky ako napr. BK — B&athov,¢o je pévodca tuberkulozy.

Z viacerych systémov vypracovanych v minulosti gebpktériach v stasnosti uplatuje
jediny, nazvany pdé amerického mikrobiologa Bergeyho. ZaloZzil a viedotridsiatych
rokoch nasho stotta tzv. Manual Trust, skupinu systematikov, ktoHramazlovali a
spracovavali v danom obdobi dostupné poznatky ¢ebakh. Vydali r. 1923 dielo s nazvom

Bergey's Manual of Determinative Bacteriology, &owvychadza v opakovanych a
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prepracovanych vydaniach a obsahuje najnovSie ipsin&lasifikacie s reSpektovanim

vypoctovej techniky, genetickych analyz, biochemickyakmkov a pod. Baktérie suiom

roztrieden

Sekcia 1.
Sekcia 2.

Sekcia 3.
Sekcia 4.
Sekcia 5.
Sekcia 6.
Sekcia 7.
Sekcia 8.
Sekcia 9.

Sekcia 10.
Sekcia 11.
Sekcia 12.
Sekcia 13.
Sekcia 14.
Sekcia 15.
Sekcia 16.
Sekcia 17.
Sekcia 18.
Sekcia 19.
Sekcia 20.
Sekcia 21.
Sekcia 22.
Sekcia 23.
Sekcia 24.
Sekcia 25.
Sekcia 26.
Sekcia 27.
Sekcia 28.
Sekcia 29.

é do 33 sekecii.

Spirochéty.

Aerébne/mikroaerofilné pohyblivé granateme baktérie Spiralovitého, alebo

vibriovitého tvaru.
Nepohyblivé (alebo malo pohyblivé) gragatne zakrivené baktérie.
Gramnegativne aerobnartiy a koky.
Fakultativne anaerébne gramnegatiiekty.
Anaerdbne gramnegativne rowzarivené a Spiralovité &inky.
Baktérie s disimdaou redukciou siranov, alebo siry.
Anaerébne gramnegativne koky.
Rikettsie a chlamydie.
Mykoplazmy.
Endosymbionty.
Grampozitivne koky.
Sporulujluce grampozitivneimky a koky.
Pravidelm@esporulujiuce grampozitivnectgky.
Nepravidelne nesporulujuce grampozitiytiaky.
Mykobaktérie.
Nokardioformné baktérie.
Anoxygénne fototrofné baktérie.
Oxygénne fotosyntetické baktérie.
Aerobne chemolitotrofné baktérie.
Baktérie giace a baktérie s vybezkami.
Opuzdrené baktérie.
Nefotosyntetické, nefruktifikujuckzé&vé baktérie.
Fruktifikujicelkavé baktérie (myxobaktérie).
Archaeobaktérie.
Nokardioformné aktinomycéty.
Aktinomycéty s multilokularnymi sporaagi.
Aktinoplanety.
Streptomyceéty a pribuzné rody.
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Sekcia 30. Maduromycéty.

Sekcia 31. Termomonospory a pribuzné rody.

Sekcia 32. Termoaktinomycéty.

Sekcia 33. Iné rody — organizmy v tejto sekcii nepado Ziadnej z predchadzajucich sekcii,
napr. rody, GlycomycetesKibdelosporangium Kitasatospiria Saccharothris

aPasteuria

Nazvy rodov a druhov su prevazne latinské a vygiowa podla vyslovnosti stredovekej
latinciny
 c pred a, o, u samohlaskou a na konci slova&ita akok, napr.Leuconostoc
dextranicum,
 cprede, ae, oe, i, y sa vyslovuje akmapr.Bacillus cereus,
* s pred samohlaskou uprostred slova a uprostredi&ngacita akoz, napr.L.
casei,v ostatnych pripadoch séa akos (Saccharomyces, Desulfotomaculum),
* ae, oesacita akoé, ti po ktorom nasleduje samohlaskdéta sa akoci, napr.
Dematium pullulans, Spirochaetales,
« i, ti ni, li sacita akody, ty, ny, ly,

» ph sacita akof, napr.Phialofora

Tieto vedecké nazvy su nesklonné.
Pouzivaju sa aj trividlne ndzvy — mézu sa s&l@’, piSu sa malymi pismenami napr.
mikrokoky.
Niektoré nazvy su odvodené — adzvyklosti slovenskéko jazyka, napr. ,escherichie”

eSerichie, ,shigely” — Sigely a pod.
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4 Priprava preparatov na mikroskopické pozorovanie

Preparaty so zivymi mikrébmi (nativne, nefixovamépgaraty) slizia na pozorovanie
pohybu mikroorganizmov, na meranielkesti buniek, na sledovanie &tinia vytrusov hub,
sp6r anaerdbnych baktérii, qgamie kvasiniek, pozorovanie aktinomycét a pripadteliu
bunkového obsahu. Preparaty sa pripravuju v kvapterilnej vody, pripadne iného
izotonického roztoku. Pre dlhSie a suvislejSie poxzanie niektorych vlastnosti

mikroorganizmov su vhodné vihké komorky.

Bakterialne bunky maju rozny tvan je doélezité pre ich klasifikaciu:
» Gulovité baktérie.

» Baktérie tginkovitého tvaru.

o Zakrivené baktérie.

* VI&knité baktérie.

* Vetviace sa baktérie.

GuPovité baktérie
Su usporiadané rdzne v zavislosti na tom v akyeginaeh sa delia a ako ostanu po rozdeleni
spojene:

» diplokoky - dvojice,

» streptokoky - retiazky,

» tetrakoky - Stvorice,

» koky usporiadané do kociek,

» stafylokoky - strapcovito usporiadané.

Baktérie ty¢inkovitého tvaru

Tvoria charakteristické zoskupenia ako koky a ro&yame u nich:
» diplobaktérie — dvojice bakteérii,
» streptobaktérie — retiazky baktérii,
» palisadové zoskupenia bakteérii.
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Zakrivené baktérie
» Vibria —Tahko (rohlikovité) zakrivené &inky,
» spirily —T'ahko zvinené @inky,

e spirochéty — tyinky Srubovitého tvaru.

VIadknité baktérie

Su bakterialne bunky, ktoré vytvaraja dlhé tenkikah.

Vetviace sa bakterialne bunky

Niektoré bakterialne bunky sa vetviaduplne, alebo prejavuju ndznaky vetvenia.

Uloha 1: Priprava nativneho preparatu

Pozorujeme Zivé, nezafarbené mikroorganizmy, idivog, resp. aktivny pohyb.

Pozorovany objekt: Baktérie roduBacillus patria podla Bergey’'s Manual of systematic
Bacteriology (1984) do riSerokaryotaea triedyFirmibacteria. Prislusnici tohto rodu patria k
beZne sa vyskytujucim druhom v prirode, hlavne gegpd/&Sina druhov je nepatogénnych,
vynimku tvori Bacillus anthracis ¢iasta:ne Bacillus cereusa skupina druhov patogénnych
pre hmyz Bacillus thuringiensis, Bacillus pupillde Niektoré druhy su vyuZivané
priemyselne ako producenti antibiotik, pretoZe pkagd latku antibakterialneho charakteru -
bacitracin Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis, Bacillymlymyxa, Bacilljus brevjs
Bacillus subtilis je pozorovany v sennom néleve. V prirode sa vygkytbeZzne, za
nepriaznivych podmienok sporuluje. Jeho spéry,efinvtermorezistentné.

Pomadcky: podlozné a krycie skiko, destilovana voda, senny nalev, bakteriologidkitka,

filtracny papier, pinzeta, pipety.

Pracovny postup: Na cisté podlozné skiko sa prenesie vypalenou a ochladenou
bakteriologickou Ruckou malé mnoZzstvo zo senného nalevu. Pozorujemgbp@domaly,
rychly, Ziaden) a zakrésjeme tvar. Nevyhodou nativheho preparatu je, heho rychlo
vysycha voda.

Ak pouZijeme krycie sktko, ak je potrebné, daflje sa voda tzv. presakovacou
technikou. K jednému okraju krycieho sida sa prikvapne voda, resp. novy roztok, k

protirahlému okraju sa prilozi prazok filthaeho papiera, s ktorym sa odsaje pbvodna
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tekutina z preparatu. 8asne s tym sa nasava nova tekutina zlfaolej strany pod krycie
skli¢ko.

Preparét zakreslime a zapiSemeigeaie (pozri prilohu).

Uloha 2: Priprava fixovaného preparéatu

Pozorujeme fixované, zafarbené mikroorganizmy.

Preparaty s fitvymi mikrobmi (fixované preparaty) sa pripravujiajma pre
pozorovanie morfologickych znakov, na rozliSeni@kmyych Struktir a zoskupenie buniek.
Aby zreté'ne vynikli ich kontary a vnutorna stavba buniek, siausa farhi. Pretoze ritve
bunky lepSie prijimaju farbivo, ktoré rovhomernemikne do celého obsahu bunky, farbeniu
predchadza fixacia.

Ulohou fixacie je usmrtenie a prichytenie buniekpodlozné skiko, ale i zachovanie
nezmenenej Struktlry buniek. Baktérie saastejSie fixuju teplom nad plai@nm kahana,
alebo r6znymi chemickyndinidlami (metanolom, aceténom, formaldehydonti. at

Pozorovany objekt: Baktérie mli€¢neho kvasenigredstavuju viEka skupinu ,uziténych®
baktérii s podobnymi vilastntami. Ako konény produkt pri fermentécii tvoria vSetky
kyselinu mlig€nu. V prirode su vani rozSirené a nachadzaju sa taktiduigskom traviacom
trakte. NajznamejSie je ich vyuZivanie pri vyrolmnfientovanych mligych vyrobkoch,
pouZzivaju sa vSak tiez pri nakladani zeleniny, k&pstve, pri vyrobe vina, pri nakladani ryb,
ako aj pri vyrobe méasa a masovych vyrobkov.

Acidofilné mlieko vznik& kysnutim pomocdLactobacillus acidophilusV porovnani
s mliekom ma viaceré priazniv€idky. Jel'ahSie stravittnejSie a ma vyssi obsah niektorych
vitaminov. P6sobi aj proti pritomnosti Skodlivychkkerii v¢reve,¢im upravuje ich funkciu.
Ni¢i choroboplodné mikroorganizmy v Zaludku a&nrevach, okrem toho povzbudzuje nas
imunitny systém a podporuje trdvenie. Acidofilnéekb napoméha udrziawadraviaérevnu
mikrofloru a podporuje tvorbu protilatok. Jahko straviténé, pretoZze obsahuje miree
kultary, ktoré premigaju mliegny cukor na kyselinu miiu.

Samovdiné skysnutie mlieka vznika zo surového, alebo éqtasterizovaného mlieka
obyajne posobenim baktérbtreptococcus lactisZ pasterizovaného mlieka sa kysnuté
mlieko pripravuje zagkovanim ¢istou masliarskou kultirou, ktora obsahwge lactis S.

cremoris Leuconostoc cremorsL. dextranicum
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Predstavitelia rodlLactobacillussa vyskytujua v mlieku, v Gstach a traviacom trakte
cicavcov, obilninach a inych rastlinach a v pédankeku spésobuju prirodzené skvasovanie
laktézy na kyselinu mlighu. PretoZe kyselina mtiea zastavuje rozmnozovanie hnilobnych
baktérii a stafylokokov, mlime baktérie maju svoje uplatnenie pri konzervovahéniny a
niektorych krmiv. Pobh produktov katabolického metabolizmu rofageme rod
Lactobacillus na homofermentativne méee baktérie, ktoré pri skvasovani sacharidov
produkuju len kyselinu mlimu (napr. druhylLactobacillus delbrueckii, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus plantarum a na heterofermentativne ndlnee baktérie, ktoré
produkuja okrem kyseliny mlimej eSte znmé mnozstvo etanolu a GO(Lactobacillus
fermentum, Lactobacillus brevis, Lactobacillus huefi). Lactobacillus sp. zohravaju
dolezitt ulohu v obmedzeni ochorenia Zakmio - crevného systému zvieratéoveka. Ich
antibakterialny efekt je dany predovsetkym tympdecne baktérie produkuju a vyduju do
prostredia organické kyseliny, ktoré svojim kyslpi zastavuju rast patogénnych bakteérii.

Baktérie mli€¢neho kvasenia sa pouzivaju aj v pekarenskom priemymes baktérii
Lactobacillus casealactococcus diacetylactisa pouziva pri vyrobe mbaych chlebov,

a brioSiek. Lactobacillus plantarumje idealnym pre vyrobu silne aromatickych chlebov

(syrové, korenisté dt) ako aj pre pizzu, focacciu a krekery.

Zname medicinske dinky baktérii mlie éneho kvasenia:

Uprava imunitného systému:. acidophilus, L. casei, L. plantarum, L. delbrkigc L.
rhamnosus

Rovnovaharevnej mikrofléry: L. acidophilus, L. casei, B. bifidum

Protinadorovy vplyv: L. acidophilus, L. casei, L. gaserri, L.delbruecki, plantarum, B.
infantis, B.adolescentis, B. bifidum, B. longum

Prevencia cestovne] koliky:Saccharomyces sppzmes L. acidophilus, B. bifidum,
Streptococcus thermophilus, L. bulgaricus,

Prevencia rotavirusovej kolikyz. rhamnosus, B. bifidum

Prevencia hniky zaprtinenej C. difficile:L. rhamnosus, S. spp.

Prevencia inej kolikyL. acidophillus, L. rhamnosus, B. bifidum

Pomdcky: podlozné a krycie skiko, suspenzia baktérii mtieeho kvasenia, bakteriologicka
krucka, filtrany papier, pinzeta, pipety, kahan.
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Pracovny postup: Na cisté podlozné skiko sa prenesie vypalenou a ochladenou
bakteriologickou Ruckou malé mnoZstvo suspenzie baktérii krieho kvasenia. Druhym
podloznym skkikkom ju dokladne rozotrieme a nechadme’ne vysudi. Po zaschnuti sa
preparat fixuje teplom tak, Zze sktom (s rozterom hore) niekkokrat prejdeme nad
plameiom. Podlozné skiko po fixacii nesmie k¥ velmi horlce, pretoZze by sa narusila
Struktara buniek. Nedostatoa fixacia spbsobi to, Ze nanesenim farbiva mozeraparat
zZmyt.

Preparat zakreslime a zapiSemeigeaie (pozri prilohu).
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5 Farbenie mikroorganizmov

Morfolégiu mikroorganizmov mozno skamgoo ich fixacii a farbeni. Farbenymi
preparatmi sa umozni lepSia rozliBites’ medzi viacerymi druhmi mikroorganizmov, medzi
jednotlivymi bunkovymi Struktarami a pod.

Mikroorganizmy sa farbia négstejSie syntetickymi anilinovymi farbivami. Moldiu
tychto farbiv. maja chromoférové skupiny, ktoré slositd’'mi farbiaceho &inku
a auxochromové skupiny, ktoré zabeapé disociovaténod’ farbiva a tym zostiuju vazbu
farbiva na bunkovu Strukturu.

Pod’a auxochromnych skupin sa ro?dig na:

1. Kyslé farbiva — (chromofor je anion) chovaju sa &lgseliny a so zasadami tvoria soli
(eozin, kong®evena a pod.).

2. Zasadité farbivA — (chromofér je kation) pbsobignria na zasadofiln€iastatky
bunky — viazu sa na mastné a nukleové kyseliny mkéch (metylénova modra,
gencianova violg safranin a pod.).

3. Neutralne farbiva — su sami farebnych zasad a farebnych kyselin, aleboraleet

zmesy zasaditych a kyslych farbiv (Azurova ll-edzin

Farbiace metddy, ktoré sa pouzivaju v mikrobiolégadd’ujeme na dve skupiny:
1. Monochromatické, orientaé farbenie, na ktoré sa pouziva jeden druh farbiva
pomocou ktorého sa znazornia charakteristické namifcké znaky mikroorganizmov
— tvar buniek, alebo chemickych zloziek buniek ¢&krglykogén, chromatin a pod.).
2. Diagnostické farbenie, pri ktorom sa mikroorganiziagpia zmesou roztokov, gom
sa r6zne typy mikroorganizmov nefarbia rovnakooTatzdielna afinita k jednotlivym
farbivam umo#uje rozpozné niektoré diagnosticky podstatné vlastnosti

mikroorganizmov.

Uloha 3: Monochromatické farbenie

Pozorovany objekt: kultary grampozitivhych a gramnegativnych baktérii

Escherichia coli (E. col) je fakultativhe anaerobna gramnegativnaikaia tyinkovita
baktéria. Bunky maju tvar &niek, vyskytuju sa jednotlivo, alebo v paroch.I'Kes’ koliSe
od 1-1,5um. Pohybuju sa peritrichalnymi ddkmi, ale st zndme aj nepohyblivé kmene.
Kmene, ktoré su izolované z patogénneho materialulogizdrené. Rastu za aerdbnych

podmienok na beznych Zivnych pddach na ktorychidavonalé a nepravidelné kolonie
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s hladkym okrajom. V tekutych pédach vytvaraju 2akastu v rozmedzi tepl6t 10 — 46 °C,
optimalna teplota pre rast je 37 °C.

Je to baktéria, ktor4 Zije v hrubotiteve teplokrvnych Ziv&ichov, kde je uZittnym
komenzalom. Je jednym s najdélezitejSich zastugcevne] mikroflory a jej pritomnasje
potrebn& pre spravny priebeh traviacich procesd@veve. Za utitych okolnosti méze by
nebezpeény patogén, ktory méze napadrapendix, mdové cesty a brusnu dutinu a spésobi
akutne aj chronické zapalové procesy.

Jej pritomnos vo vode indikujecerstvé znéistenie vykalmi a vylauje pouzitie vody ako
pitnej vody.

E. coli sa pouziva ako dbélezity modelovy organizmus v tikeea mikrobioldgii, ktory je
vyznamny hlavne pre vdeobecni modelovd Stadiu biaki#alej je vyznamna ako néstroj
pouzivany kvoli svojej relativnej jednoduchosti votechnolégiach napr. pri prenose

rekombinantych DNA pomocou konjugacie do inych oigaov a pod.

Pomdcky: bakteriologickd Rucka, gencianova viote alebo zriedeny karbolfuksin, podlozné
a krycie skltko, destilovana voda, filttay papier, pinzeta, pipety.

Pracovny postup: Pripravime si dveisté sterilné podlozné skka. Nalavu stranu skika
kvapneme destilovanu vodu a Vadkvapku kultary baktérii. Hranou druhého podloznéh
sklicka kvapky zmieSame a urobime rozter. VysuSime loptemeaiom, ¢im ho zafixujeme
(Seskrat prejdeme skikom nad plam#om a nanesieme farbivo). Farbivo nechame pésobi
5 minuat, oplachneme ho podtéeou vodou a nechame vysusi

Pozorujeme pod mikroskopom, objekt zakreslime.

Gramovo farbenie

Metéda Gramovho farbenia, je pomenovanalpodanskeho bakteriologa Hansa
Christiana Grama, ktory tito metédu objavil v rdk@B2 (publikovana v roku 1884) a patri k
jednej z najdodlezitejSich technik v mikrobiol6diol to prvy test na identifikaciu baktérii.
Povodné stanovenie v Gramove] metdéde bolo s koital violg'ou, ta je v niektorych
modifikaciach metody nahradena napr. metylénovodrog gencianovou viofeu a pod.

Nazyva sa aj diferencialne stanovenie, pretoZzensa odliSuj0 gramnegativne
a grampozitivne baktérie. Termin pozitivny a neggtinema ni spolané s elektrickym
nabojom, jednoducho opisuje dve odliSné morfologiskupiny baktérii.

Princip metddy spidva v tom, Ze farbivo — gencianova, alebo kr§dva viole’ tvori

s jodom komplex u gramnegativnych aj grampozititnpaktérii. P6sobenim organického
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rozpu¥adla (alkoholu, alebo acetonu) gramnegativne biaktétracaju komplex farbiva
a j6du, odfarbuju sa (ruzowervené), kym grampozitivne baktérie zostanu ajopatd ukone
sfarbené do modrofialova, teda zachovéavaju si kerfarbiva a jodu v cytoplazme.

Tento rozdiel sa vysvAije tym, Ze gramnegativne baktérie maju v bunketene
viac lipidov, ktoré sa rozp@igju v etanole, alebo acetén&im sa umozni vyplavenie
komplexu z buniek. Grampozitivne baktérie maju wkmvej stene podstatne viac
peptidoglykanov a tvoria aj pomerne hrubSiu vrs®alysacharidy bunkovej steny su horSie

priepustné pre alkohol a komplex farbiva a jodmeadze vyplaviz bunky.

Uloha 4: Gramovo farbenie modifikované Huckerom

Pozorovany objekt: kultary grampozitivhych a gramnegativnych baktérii

Pomadcky: gencianova viol& Lugolov roztok, etylalkohol, zriedeny karbolfuksipodlozné
a krycie skltko, destilované voda, filttay papier, pinzeta, pipety.

Pracovny postup: Na teplom fixovany preparat na podloZznom &kli navrstvime roztok
gencianovej violeti na 2 minuty. Farbivo zlejempraparat oplachneme podtéeou vodou.
Potom na preparat navrstvime na 2 minuty Lugolatalq zlejeme, oplachneme podideou
vodou. Preparat preplachujeme etanolom dovtedy, kyodtekd zo skika bezfarebny
alkohol. Znova oplachneme vodou a dofarbime zrigckerkarbolfuchsinom 1 minatu. Po
oplachnuti farbiva preparat osuSime a pozorujeneeznym objektivom.

Farbivo z preparatu sa musi zlié\s oplachové vodou vzdy v jednom smere.
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6 Meranie va&’kosti mikroorganizmov

Velrkos' buniek sa ziuje priamym meranim ichiiky a Sirky (obrazok 23). Na
meranie vékosti sa pouziva okularovy mikrometer, okrihle &di na ktorom su dieliky s
'ubovd’nou hodnotou. Skiko sa vklada do okulara zhora stupnicou nadol. idtddielika
okularového mikrometra v mikrometroch sa zisti &hbpovym mikrometrom, brdsenym
podloznym skkkkom, na ktorom je vyryté delenie 10 mm na 100 digfm 10 mikrometroch.
Nim mozno zisti skut@&nu hodnotu dielika okularového mikrometra. Jemtikrometricky
koeficient prislusného objektivu aliky tubusu. Namiesto objektivového mikrometra sa
zasunie preparat, zmeria s&ld a Sirka objektu v dielikoch okularového mikrdraea
dieliky sa nasobia mikrometrickym koeficientom. Kdssa skutétny rozmer objektu v
mikrometroch. Hrabka objektu sa meria mikrometiglskrutkou mikroskopu zaostrenim na
dolny a horny povrch objektu a &thnim posunu na skrutke. db objektov v zornom poli

sa utuje sig’ovym okularovym mikrometrom, alebo Stvorcovou okaléu clonou.

Obrazok 23 Meranie pomocou okularového mikrometraCryptosporidium (vPavo) a

Giardia (vpravo)

Uloha 5: Meranie ve’kosti mikroorganizmov

Pomécky: okularovy mikrometer, okruhle skko, suspenzia baktérii, bakteriologicka
krucka, filtracny papier, mikroskop.

Pracovny postup: Okularovy mikrometer, okruhle skko, na ktorom su dieliky s
'ubovd’nou hodnotou vsunieme do okuldra zhora stupnicodolnaHodnotu 1 dielika
okularového mikrometra zistime objektivovym mikrdroen, na ktorom je vyryté delenie 10
mm na 100 dielov, po 10 mikrometroch. Nim moznatiZziskut@&nli hodnotu dielika

okularového mikrometra.
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V zornom poli stupnica okularoveho mikrometra sa paostreni nastavi tak, aby sa
pociatotné hodnoty mikrometrov (nulové) kryli. Potom je ymgdiné zisti, ktoré nasledujuce
dieliky oboch stupnic sa kryje, t.j. K dielikov objektivového mikrometra(o) prislicha n
urcity pocet dielikov okularového mikrometra (d).

Hodnota 1 dielika okularového mikrometra sa Wippopoda vzorca:

0
H=_— .10 pm]
d

H — hodnota 1 dielika
0 — paet dielikov objektivového mikrometra

d — paet dielikov okularového mikrometra

Priklad: 6 dielikov okularového mikrometra sa rovtém dielikom objektivového
mikrometra, potom H = 3: 6 . 10 =2n. Je to tzv. mikrometricky koeficient, ktory je platn
pre prisludny objektiv pri danejzke.

Namiesto objektivového mikrometra zasunieme prépamdieriame ttku a 3irku

objektu v dielikoch okularového mikrometra a digliknasobime mikrometrickym

koeficientom. Ziskame tak skutwy rozmer objektu v mikrometroch.
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7 Stanovenie pétu mikroorganizmov

Metédy na stanovenie p mikroorganizmov delime na priame a nepriame.
Priamymi metodami sa pitaju bunky mikrobov v zakladnej alebo zriedeneppmnzii
skimaného substratu prostrednictvom mikroskopucitgmich komérkach alebo pomocou
fluorescekinej mikroskoépie.

Pri nepriamych metédach sadi@ju koldnie mikrébov, ktoré vyréstli na tuhych
Zivnych médiach po na&kovani znameho objemu suspenzie, ¢@n sa vychadza
z predpokladu, Ze kazda koldnia pochadza z jedmg{y

Pri zigovani p@tu buniek su eSte statasto pouzivané gdacie komorky. Vyuzivaju sa
hlavne v zdravotnictve (pri &mvani p@tu bielych acervenych krviniek a krvnych do8iek),
ale svoje uplatnenie nasli aj v mikrobiologickyelbratoriach.

Pomocou komérok sa mozu stantbwiapr. péty kvasinkovych buniekgo je vemi
délezité na posudenie rozmnozZovania kvasnic, alstanovenia nasadnych kvasnic
v potravinarskom priemysle.

V suspenzii o znamom objeme sacip@u bunky mikroorganizmov mikroskopicky vo

vymedzenom priestore komorky.

A B C D

Obrazok 24 Paitacie siete komoérok A — pod’a BirkeraB, C — pod’a Neubauera (priestor
L je vyhradeny na patanie bielych krviniek, priestor E na gtanie ¢cervenych krviniek

a krvnych dostiek) aD — pod’a Thoma

Patitaciu komérku (obrazok 24) tvori Specialne silrarllpzné skilko, ktorého stredna
¢ag je rozdelena na tri piee obdZnikové polia. Stredné pole je 0 0,1 mm nizSie die
postranné, takZze po prikryti krycim s#om sa vytvori nad strednym fmm komorka

o hibke 0,1 mm. Dno komoérky je rozdelené na Steky, ktoré su u jednotlivych typov
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komorok rozdielne. Medzi najznamejSie a v praxi¢asiejSie pouzivané patria Blrkerova,
Thomova a Neubauerova komorka..

Potitacia komérka podra Neubauera(zdokonalend) s dvoma §tacimi siami. Hbka
komorky: 0,1 + 0,002 mm, plocha ftacej siete: 9 mf Paitacia si¢ je tvorena 9 vikymi
Stvorcami. Styri vBké krajné Stvorce oztiavané pismenom L a sGdené na péitanie
bielych krviniek. Kazdy tento Stvorec je rozdelamy 16 malych Stvéekov (plocha jedného
Stvorteka je 0,0625 mA). Velky prostredny Stvorec v prostriedkugfiacej siete je rozdeleny
do skupiny 245 $tvéekov (plocha jedného Stwmka je 0,04mr). Kazdy Stvotek z tejto 25
¢lennej skupiny sa sklada zo 16 malych &te&ov (plocha jedného Stwmka je 0,0025
mn?). P& skupin $tvorekov z vékého prostredného $tvorca uprostrediifame] siete sl
oznaované pismenom E. Tychto tp&kupin Stvafekov je utenych na péitanie krvnych
dosttiek acervenych krviniek.

Potitacia komorka podr'a Thomas dvoma péitacimi siggami. VySka peéitacieho priestoru
(hibka komérky): 0,1 + 0,002 mm. Prostredny 3tvoreéitacej siete Thomovej komérky
odpoveda prostrednémulkému Stvorcu v komérke pta Neubauera. Komdrka sa pouziva
na ugovanie pdtu ¢ervenych krviniek a krvnych do8iek, stanovenie pitu kvasnicovych

buniek a pod.
Uloha 4: Pctitanie buniek v Biirkerovej komérke

Burkerova komorka

Ma dve oddelené giacie siete. Kazda Stvorcovatsieploche 9 mm sa deli nalkeé
Stvorieky o ploche 0,04 mfm malé Stvateky o ploche 0,0025 nfma obdZniky o ploche
0,01 mnf , ktoré sldZia na pdtanie. Prikrytim komorky krycim skikom sa vytvori nad
velkym Stvogekom priestor o objeme 0,004 mnmad malym Stvaekom 0,00025 mfh
a nad obnikom 0,001 mmto znamena Ze nad ikym Stvokekom je to objem 1/250min
nad malym 1/4000 mfa nad obt¥nikom 1/1000 mrh
Ked pccet buniek je vo Stvéeku vysSsSi ako 20-30, treba priprawé&Sie riedenie a cely
postup opakowa Pri spravnom riedeni sa postupne&itgu bunky v 80 az 100 Stwmkoch
a to tak, Ze bunky, ktoré lezia alebo sa dotykén Stvorca, sa @dtaju vzdy len na dvoch

zvolenych stranéach.
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Celkovy p@et buniek v 1 crisa vypaita poda vzorca:

T. Z. 250

X

kde P = p&et mikroorganizmov v 1 ci
T = pdet spa@itanych buniek,
Z = ¢islo zriedenia,

X = pa@et Stvorcov, v ktorych sa bunky @tali.

Metéda priameho pdtania buniek pomocou mikroskopu sa pouziva najma p
stanoveni p&u mikroorganizmov vé&ich rozmerov, napr. kvasiniek, pretoze prékue
hrabku komoérky mozno kultdry pozoravden mensim zw&enim. Na ziskanie presnych
vysledkov je potrebné pracaves homogénnou suspenziou mikrobov. Tato metéda do
celkového pétu zalna aj nezive (ritve bunky),¢im su vysledky relativne vySSie.

H *—l—.'j' i f =n
“T B
8 Patitame bunky na vrchnejlavej
strane, nepiitame na pravej a spodnej
+H strane.
o
| a1 :
j.;z; | - |

Pomécky: Burkerova komoérka, krycie skko, pipety, pinzety, filtrény papier, suspenzia
mikroorganizmov (kvasiniek).

Pozorovany objekt: Kvasinkové mikroorganizmy su grampozitivne, aergbrenaréné na
kultivacie, skvasuju cukry. Nachadzaju sa v gastestindlnom trakte u zdravycfudi..
Mikroorganizmy rodu Candida su pdvodcami mykoéz — kandidéz. Kandidézy sa moézu
prejavt ako mykdza koze a sliznicéazsie formy su organové, postihujurpgé a bronchy,
GIT, oblicky atd'.

Pracovny postup: Na vyvySené plochyistej paitacej komorky sa poloZi pomocou pinzety

v plameni opalené krycie skko a pripevni drziakmi. Suspenzia mikroorganizmaypsdava
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do komorky nasledovnym spdsobom: k okraju krycisklicka nad peéitacou komérkou sa
priloZi pipeta a suspenzia sa opatrne vypuak, aby jeho povrch ostal suchy a aby sa pod
sklickom kde suspenzia nasiakla nevytvorili bubliny. tbafiripravent komorku treba necha

v kI'ude 3-5 minut, aby bunky sedimentovali ku dnu. Busl potom péitaju v mikroskope

vo ve’kom $tvoteku (0,04 mrf) pri men$om zu&eni.

Test vitality

Pre rychlu orientaciu o @te zivych a mtvych buniek v suspenzii mikroorganizmov,
je mozné poufitest vitality. Tento test je zaloZzeny na semipexinilde — polopriepustnosti
cytoplazmatickej membrany. Cytoplazmatickd membimaplaiuje ako osmotické bariéra,
ktord reguluje transport latok medzi Zivou bunkowoakajSim prostredim. Tato funkcia je
dana jej semipermeabilitou a pritomtimg substratovo Specifickych enzymov permeaz, ktoré
umoziuju aktivny transport latok cez membranujtva bunky maju cytoplazmaticku

membranu uplne priepustnu.

Pomdcky: kvasnice alebo suspenzia inych mikroorganizmov,rk&idva komorka,

metylénova modra, bakteriologick@ikka, pipeta, filtrény papier a mikroskop.

Pracovny postup: Najprv sa pripravi v skimavke sngj@a kvasiniek v destilovanej vode.
Kvapka suspenzie sa prenesie na podloznékskhk prikryje sa krycim sklkom. Potom sa
preparat farbi tzv. presavacou technikou. Na jedtrgne krycieho skika sa prikvapkava
metylénovd modra a na druhej strane sa odsavafijtm papierom tak dlho, kym nie je cely
preparéat zafarbeny na modro.

Po 2-5 minutach farbenia sadftaju zivé a nmtve bunky v 10 Stva@ekoch Birkerovej
komorky. Pdet buniek sa pregtta na 1 cml pdvodnej suspenzie, resp. navazi sétéir
mnoZstvo kvasnic, ktoré sa suspendujecitam objeme vody a ziskané vysledky je mozné
hodnott’ ako percento Zivych aitwych buniek na 1 g kvasnic.

Vitalnym testom je mozno demonstréveemipermeabilitu membrany zivych buniek.
V mikroskopickom obraze maju zivé bunky zafarbeed bunkovu stenu, ftve bunky su
zafarbené celé na modro.

Cas farbenia je potrebné dodfzaretoze po dlhdej dobe pdsobenia metylénove;
modrej sa vSetky bunky zafarbia na modro (metyl@medra je pre baktérie toxickd).

Vitalny test je jednym z laboratornych testov napmpivovarnictve, kde plati, ze

kvasinky pouzivané pre zakvas nesmu obsahoiaa ako 5 % ritvych buniek.
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8 Priprava a charakterizacia kultivaénych medii

Pod pojmom kultivéné médium (Zivné prostredie, Zivna pdda) rozumigmustredie,

v ktorom Ziju alebo pbsobia mikroorganizmigrpaju z neho latky na syntézu potrebnych
bunkovych zloZiek a energiu na usktrienie biochemickych procesov. Podmienkou Uspesnej
kultivacie je znalog ich narokov na pritomnésevyhnutnych Zivin a podmienok kultivacie
(pH, teplota, kyslik, C®a pod.).

Kultivacné médium musi obsahavesetky Ziviny, vhodny zdroj uhlika, dusika, mineg
latky, rastové faktory a pod., pkad druhu kultivovanych mikroorganizmov. Ziviny sa jina
vyskytova’ vo forme, v ktorej su najlepSie pristupné preityrdruh mikroorganizmov.
NajvhodnejSia je kvapalnd forma, v ktorej su ndlep pristupné. Jednotlivé druhy
mikroorganizmov sa Veni odliSuju v narokoch na vyzivu, kyslik, a v spbeoziskavania
energie.

Pod’a narokov na vyZivu sa mikroorganizmy robajé naautotrofné aheterotrofné
Autotrofné mikroorganizmy syntetizuju vSetky zloZkyunky z anorganickych ziénin.
Energiu ziskavaju oxidaciou anorganickychceldin, alebo premenou stimej energie na
chemicku energiu, ako zdroj uhlika vyuzivaju Q@asy, cyanobaktérie, chemosyntetizujice
a fotosyntetizujuce baktérie). Heterotrofné mikgeonizmy vyuZivaju ako zdroj uhlika,
vodika alebo energie organické latky dSi@da baktérii, huby a prvoky). Heterotrofné
mikroorganiz-my, ktorym na vyZzivu stia jednoduché organické zkniny a anorganickeé soli
sa oznauju ako prototrofné Heterotrofy, ktoré si vyZzaduju rastove faktoryitgminy,
aminokyseliny, dusikaté zasady) sa nazywaajxotrofné

Poda spbsobu ziskavania energie sa mikroorganizmy efogd na fototrofné
achemotrofné Fototrofné mikroorganizmy ziskavaju energiu zoeghého Ziarenia a menia
ju na energiu makroergickych vazieb typu ATP, ktondzno vyuZi na Zivotné procesy
v bunke. Obsahuja chlorofyl, alebo karoténové fabktoré vyuzivaju na absorpciu svetla.
Bunkovl hmotu syntetizuju z anorganickych Ziviz @0,. Na redukciu C@ vyuZivaju

anorganické alebo organické adininy.

Pod’'a spésobu redukcie G@zoznavame:
1. fotolitotrofné (fotoautotrofné)mikroorganizmy, ktoré na redukciu G®yuZzivaju vodik
z anorganickych zlktenin. Napriklad sulfan atiosiran su zdrojmi vodike sirne

fototrofné baktérie. Zdrojom vodika pre cyanobaktérriasy je voda.
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2. fotoogranotrofné (fotoheterotrofnémikroorganizmy vyuZzivaju jednoduché organické
latky ako zdroj vodika na redukciu G@lebo ako zdroj uhlika (niektoré riasy a nesirne
purpurové baktérie). Chemotrofné mikroorganizmy kavsji energiu oxidaciou
anorganickych alebo organickych latok a menia juenargiu makroergickych vazieb.
Chemotrofné mikroorganizmy rozkigeme takto:

1. chemolitotrofné (chemoautotrofné) mikroorganizmy ziskavaju energiu
oxidaciou anorganickych zténin (HS, S, HS0s, NHs;, HNO; Fé&¥,
CH3OH). Ako zdroj uhlika vyuzivaju C£ Patria sem skupiny sirnych,
nitrifikacnych, Zelezitych a metanovych baktérii.

2. chemoorganotrofné (chemoheterothofn@ikroorganizmy ziskavaju energiu
oxidaciou organickych ztienin, ktoré vyuZivaju zaroiieako zdroje uhlika,
vodika &iastaine aj kyslika. Patri sem &&ina baktérii, kvasinky, vlaknité
huby, prvoky. Poth vz'ahu chemoheterotrofnych mikroorganizmov
k molekulovému kysliku ich rozdlejeme takto:

1. Obligatne (striktne) aerébne- rastu len za pritomnosti kyslika, energiu
ziskavaju aerobnou respiraciou (organickéceminy sa oxiduju celkom na
CO, a H0). Do tejto skupiny patria vlaknité huby, octovékierie, niektore
hnilobné baktérie a kvasinky.

2. Obligatne (striktne) anaerébne- rastu len bez pritomnosti kreeho
kyslika, energiu ziskavaju redukciou dumnov alebo siranov, maju
fermentativny, alebo anaerdbny resfira metabolizmus. Vzdusny(ha ne
pdsobi inhibine az toxicky (baktérie rodd®@lostridium Desulfotomaculuin

3. Fakultativne anaer6bne- mézu réas v pritomnosti aj bez pristupu
vzdusného kyslika. Pritomnoskyslika indukuje zmenu metabolizmu
z kvasenia na dychanie. V aerdbnych podmienkachysalejSie rozmnozuja,
pretoze aer6bny metabolizmu&innejSie meni substrat na energiu a poskytuje
viac energie na rast.

4. Mikroaerofilné — maju anaerébny metabolizmus, vyZaduju si nizke
koncentracie kyslika, pripadne lepSie rastu prisemgj tenzii C@(mliecne

baktérie rodl_actobacillug.

Pod’a nérokov jednotlivych typov mikroorganizmov na @ér energie ana Ziviny sa

zostavuju pre ne kultivaé média.
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8.1 ZloZenie kultivatnych médii

1. Uhlik — je zloZkou organickych latok v bunke. Zdrojom ilkal aj zdrojom energie pre
heterotrofné mikroorganizmy su sacharidy, lipidynigokyseliny, peptény, bielkoviny,
organické kyseliny, alkoholy. Do Zivnych pbéd sadgriaju v rozknych koncentraciach.
Zdrojom uhlika pre autotrofné mikroorganizmy je £0

2.Dusik — ako zdroje dusika m6zu mikroorganizmy vyuZiwedusny dusik, dusitany,
dustnany, amonne soli, alebo organicky viazany dusi&minokyselinach, peptidoch,
pepténoch az nativnych bielkovinach. Vzdusny dwsilkZivaju niektoré baktérie v procese
fixacie dusika (rodAzotobacterRhizobiuma niektori zastupcovia rodblostridiunj. Plynny
dusik je podobne ako ddsanovy dusik bunkami mikroorganizmov zmeneny naraako
a az v tejto forme slizi na syntézu dusikatyckierhin v bunke.

3. Vodik a kyslik— ovplyviuju metabolizmus mikroorganizmov a podimi@l neutralizéané
pochody. Ich zdrojom je predovSetkym voda. Su zoik va&Siny anorganickych
a organickych latok.

4. Biogénne prvky— su délezitou zloZzkou vyzivy mikroorganizmavosfor — je sias’ou
nukleovych kyselin, fosfolipidov a mnohych koenzywmumunky. Zdrojom fosforu sa hlavne
soli kyseliny fosforénej. Potreba fosforu kolise pi@&d jednotlivych mikroorganizmov
a mikrobialnych procesov. Nedostatok fosforu splne kvasné procesy a rast
mikroorganizmov.Sira — vhodnym zdrojom siry su soli kyseliny sirovejavwiie siran
amonny. Mikroorganizmy mozu vyuZitvaj sirne aminokyseliny (metionin, cystin, cystein)
a to hlavne pri syntéze aminokyselin a bielkovin.\@sSich koncentraciach cysteinu alebo
cystinu sirovodik, ktory je znich odStiepeny, buje rozmnoZovanie aerdbnych
mikroorganizmov, pretoZze p6sobi toxicky na dychagmiecesy. Draslik, vapnik, Zelezo,
chlér, a stopové prvky, molybdén, zinok, mé, kobalt, bér, nikel, zlato, antimén sa
pridavajt do zivného média niektorym mikroorganizmovo forme soli v malych
koncentraciach.

5. Rastové faktory- auxotrofné mikroorganizmy nie su schopné samietizova’ Specifické
organické zldeniny - rastove faktory, ktoré su nevyhnutné prakowé procesy a preto ich
musime pridavado kultivainého média. Rastovymi faktormi su: vitaminy, amiyssiny,
purinové a pyrimidinové zasady, vysSSie mastné kygela pod., vystupuju v ulohe
prekurzorov biosyntézy makromolekulovych &ain, alebo koenzymov, nevyhnutne
potrebnych pre rast bunky. Naf@accharomyces cerevisiagZzaduje pantoténovu kyselinu
a biotin, rodRhodotorulapotrebuje eSte aj tiamin. NajnédnejSie s na vitaminy mbae

61



baktérie (rodLactobacillu3 z ktorych niektoré si pre svoj rast vyZzaduju azré@nych
vitaminov. NajnérénejSie na pritomnd@saminokyselin jed_euconostoc mesenteroigégory
pre svoj rast potrebuje aZz 17 aminokyselin, nigktmliecne baktérie potrebuja 2 az 3
aminokyseliny.
6. Voda- tvori najv&si podiel zivnych médii a ma roatii akos. Je prostredim, v ktorom su
rozpustené Ziviny pristupné bunkam. Na pripravu gédouziva hlavne destilovani voda.
Cista vodovodna voda sa pouZiva na pripravu podradaenych materialov. Nesmie vdak
byt prilis tvrdd a nesmie obsahdvétky, ktoré potldaju rast mikroorganizmov (Zelezo,
vapnik, chloridy, chlér).
7. Aditiva pridavané do kultivénych médii— pri priprave univerzalnych médii a Zivnych
pdd pre Specialnecaly sa pridavajua peptony, rozne extrakty, hydrolyzapod. Médium sa
tak obohati o Ziviny, rastové faktory atym sa zgas optimalna vyZiva pre kultivované
mikroorganizmy.
» Extrakty — ziskavaju sa varom substratov vo vode, nasledagisiranenim vody
a Upravou do praskového stavu. Obohacuju pédyinyZzavrastoveé faktory Kvasniny
extrakt — ziskava sa extrakciou autolyzovanych pekarskytdhoapivnych kvasnic.
Obsahuje aminokyseliny, Stiepne produkty plazmgtibkproteinov, biogénne prvky,
vysoky obsah komplexu vitaminov Bviasovy extrakt— ziskava sa z enzymovo
natravenej svaloviny zvierat. Je bohaty na vyzivéétky ktoré si nevyhnutné pre
metabolizmus baktériiSladovy extraki— ziskava sa z §gnenného sladu. Ma vysoky
» Peptony — ziskavaju sa z proteinov pdsobenim enzymov. AKustsat sa na ich
pripravu pouziva maso, ¢, kazein a pod. Su zdrojom dusika. Obsahuju peptidy
aminokyseliny, vitaminy, mineralne latky, peptongacharidy.
» Hydrolyzaty — st to zmesi peptidov aj aminokyselin, ktoré s&agigju z proteinov
hydrolyzou anorganickymi kyselinami. NaptejSie sa pouzivaju hydrolyzaty kazeinu.
Su zdrojom peptidov, aminokyselin a rastovych fedto
» Selektivne posobiace latky— zabezpéuju rastové podmienky len pre cité
organizmy, ale znemaaju, resp. sponiaju rast inych mikroorganizmov. Patria tu¢,ZI
ZIcové soli, azid sodny, farbiva, antibiotika a pod.
8. Stuzovacie prostriedky pouzivaju sa na stuzenie zivhych pod. — agartinalakremiité

gély.
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* Agar — je to polysacharid, ziskany z morskych rias. TVai95 % polysacharidov,
ktoré su ciastane esterifikované kyselinou sirovou. Prevaztag’ tvori agardza
a zvySok agaropektin. Bod topenia agaru je 96 BGdatuhnutia 40 °C. Nie je zdrojom
Zivin a mikroorganizmy ho prakticky nerozkladajusiWidenej vode sa nerozpéasaz
pri zahriati. Agar po stuhnuti vyiuje kondenzénu vodu, preto Petriho misky
s vyliatou agarovou podou po stuhnuti uchovavami@adntke dnom hore.

« Zelatina — pripravuje sa zo $liach, koZzi, chrupaviek a kostodichov. Dnes sa uz
pouziva vémi malo, lebo niektoré mikroorganizmy Zelatinu razlajuco sa prejavuje
jej skvapalnenim. V sasnosti sa pouziva len na kultivaciu mikroorganizraamizsim
teplotnym optimom a na dékaz proteolytickych vlasti mikroorganizmov.

» Kremi ¢ité gély — pripravuje sa z vodného skla. PouZiva sa na mtipsgntetickych
péd, kde nie je vhodné potiZiagar. Su to pbédy pre kultivdciu autotrofnych

mikroorganizmov, ktoré vyzaduju prostredie bez argaych zlEenin.

8.2 Rozdelenie Zivhych médii

Zivné pdd sa mdzu klasifikova rdoznych fadisk.

Pod’a pévodu a zlozenia:
ovocné a zeleninové kaSe, masovy bujon,azpod.). SU vhodné na kratkodobu kultivaciu
ur¢itého mikroorganizmu a na izolaciu z prirodnychajov
2. umelé — chemicky definované, pripravené ako zmes organitkygcanorganickych
zlucenin, mézeme iclialej rozdelf’ na:
* jednoduché (zékladné)- su bohaté na zdroj dusika
» obohatené (polosyntetické)— okrem chemicky definovanych latok z&nin
obsahuju aj odvary, maceraty, rastové faktory,itidra esencialne latky
» chemicky definované(syntetick€) — pripravuju sa z chemicky zndmych, presne
definovanych zlgenin (aminokyseliny, soli, vitaminy). Pouzivaju pa Studiu

metabolickych procesov mikroorganizmov.
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Pod’a konzistencie:

1. tekuté — vytvaraju najvhodnejSie podmienky pre rozmnoZovamikroorganizmov
(pepténova voda, bujény). Nevyhodou je, Ze sa jdiseodruhy mikroorganizmov
nedaju izolové

2. polotuhé—su spevnené agarom, alebo Zelatinou, su to agai@® Zelatinove geély.
Pouzivaju sa pri zi®vani pohyblivosti &istoty kultary, tvorby kolonii a pod.

3. tuhé — su prirodzené, alebo umelé, spevnené agarom. BqpZ rast

mikroorganizmov v izolovanych koldniach.

Pod’a pouzitia:

1. univerzalne- rastd na nich Mi#é skupiny fyziologicky odliSnych mikroorganizmov,
ale neumoduju izolaciu jednotlivych druhov zo zmieSanej kajti Pouzivaju sa aj ha
ozivovanie metabolicky poSkodenych mikroorganizm@vasovo-peptonovy bujon
pre baktérie, sladina pre kvasinky a mikromycéty).

2. selektivne (elektivne)— svojim zloZzenim podporuju rast len ¢itej skupiny
mikroorganizmov a ostatné patgu. Medzi selektivne pédy patri napr. agar
s briliantovou zelgou, pre izolaciu a identifikaciu salmonel, MacConkagar pre
izolaciu gramnegativnyctervenych patiiek a pod.

3. diagnostické— svojim zloZzenim umaidiju rast uéitych druhov mikroorganizmov,
ktoré su si blizke rastovymi vlastnasni, ale navzajom sa odliSuju biochemickou
aktivitou. Su to tekuté, alebo tuhé univerzalneypdd: ktorym sa pridavaju rézne
latky. V dbésledku metabolick€jnnosti mikroorganizmov sa pridané latky rozkladaju
redukujd, ¢co sa prejavuje charakteristickymi makroskopickyiteithymi zmenami
pody (zmena farby, tvorba plynov a pod.). Medzgdiastické pody patri: krvny agar,
Endova p6da a pod.

4. selektivno-diagnostické obsahuju diagnostické a selektivne faktory, ktaré#uju
vysoky zachyt asiasne makroskopickl diferencidciu niektorych druhov
mikroorganizmov. Medzi selektivno-diagnostické pguhtria: Willsonova - Blairova

poda na dékaz salmonel, lakt6zova péda pre didgnasnterobaktérii a pod.

8.3 Priprava Zivnych p6d

Kultivacné pody sa dodavaju &&inou kometne, nafastejSie ako dehydratované, pripadne

sa pripravuju pokh potreby v laboratoriu. VSetky komponenty pripnaameeho zivného média

64



sa havaZia, rozpustia v destilovanej vode, v pegaatreby sa upravi pH, nadoba sa uzatvori

alobalom, vysterilizuje, ochladi, prida sa kultéraech& sa pdd potreby kultivové.
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9 Ockovanie mikroorganizmov

Oc¢kovanie (inokulacia) je prenesenie kultiry mikraamgmov z prostredia v ktorom
rastli, alebo sa udrziavali d&erstvého sterilného prostredia (pody).ck@vanie sa robi na
tuhé sterilné pody napr. na agar v Petriho miskenys agar v skimavke, a pod., alebo do
tekutych péd. @kovanie na tuhé pdédy umidje povrchovy rast mikroorganizmov
v izolovanych koloniach. Tekuté pddy sluZia predakgm ako pody na rozmnoZovanie, tzn.
na ziskanie W&ieho mnozstva mikroorganizmov.

Naatkované pbdy sa inkubuju v termostate pri optimalteglote ich rastu. Pri
oc¢kovani kultar mikroorganizmov, alebo vySetrovanémaierialu je nutné zachovavprisnu
sterilitu, aby nedoSlo ksekundarnej infekcii pddzdwSnou mikroflorou atym
k znehodnoteniu. VSetky pomécky potrebné ptkavani mikroorganizmov musia by
umiestnené tak, aby sa mohlo praabvgichlo a neruSene. Bakteriologick&ukky, hrdla
baniek a fliaS, okraje skimaviek a zatky sa prgub &azdom uUkone sterilizuja v plameni
laboratorneho plynového, alebo liehového kahanktdBalogické Kucky sa opduju po

celej dZke akovacieho drotika, najlepsie v zvislej polohe.

9.1 &Xkovanie tekutych p6d

Tekuté pddy sa akuju bakteriologickou kuckou, mikropipetou, resp. Pasteurovou
pipetou. Bakteriologickou Ikickou sa @kuje kultira mikroorganizmov, resp. vySetrovany

material, takej konzistencie, ktory sa m&abko nabréaockom (obrazok 25).

9.1.1 Gtkovanie bakteriologickou KPu¢kou

Je to najpouzivanejSi spésaikovania Zivnych péd.

Obrazok 25 Odoberanie vzorky bakteriologickou Ru¢kou
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9.1.2 ¢kovanie pipetou

Rovnakym spésobom ako pilkmvani kultdr bakteriologickoulkickou sa postupuje

aj pri ackovani mikropipetou, resp. Pasteurovou pipetou.

9.2 &¥kovanie tuhych péd

Suspenziu mikroorganizmoyjstu kultdru, alebo tuhy material mozngékova’ na

stuzené pody v skimavkach, alebo Petriho miskaaiyrd spésobom.

9.2.1 Gtkovanie tuhych pod v Petriho miske

Na tuhé pddy sadkuju ¢isté kultary mikroorganizmov, zmieSané kultlry, kae
priamo vySetrovany material nielkg/mi spésobmi.
» Jednoduchy rozterbakteriologickou Ruc¢kou. Pouziva sa vtedy, &eje potrebné

ziskd ¢o najv&Sie mnozstva@istej kultary mikroorganizmov. Prickovani sa vyuziva

cela plocha pody (obrazok 26).

Obrazok 26 O¢kovanie tuhych Zivnych pdd v Petriho miske
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Kruhovy, rotafny rozter bakteriologickou Ruckou. Je vhodny na izolaciu
jednotlivych druhov mikrobov zo zmieSanej kultiruspenzia mikrobov, alebo
vySetrovany material sa nanesie bakteriologickbutkou na malikag’ tuhej pddy
vzdialenej od okraja 1 cm. Po opaledudky sa roztiera nieliymi ockovacimi
kazdy @kovaci smer sa pouzije vzdy vypalena a ochladektehbalogicka Kucka.
Roztieraniemikrébnej suspenzipomocou sterilnych sklenenych ohnutychétgiek.
Tento spOsob d@xovania sa pouziva pri prenasaistej kultary (v&Sinou zriedenej)
alebo mikrébnej suspenzie z tekutej pody na agaroRétriho miske. Napipetovanu
kultaru prenesieme do stredu agarovej platnéppriviatko misky je pootvorené iba
na ¢as potrebny nadovanie. Mierne ohnutou sterilnouctgkou v tvare hokejky,
alebo trojuholnika roztierame kultiru rovnomerne gmvrchu pody. Pri roztierani
kultary sa dno Petriho misky aia proti smeru hodinovych ¢igiek, zatid ¢o tycinka
po smere.

Oc¢kovanie zaliatim do Zivnej pddyTouto metédou sa sleduje zachyt ¢itjrch
mikrobnych druhov, alebo ich pet pri izolacii z prostredia. Suspenzia mikrébov sa
prenesie do prazdnej, sterilnej Petriho misky ajeata rozvarenou Zivnou pédou,
ochladenou na 45 °C. Kruzivym pohybom misky na pokié sa pdda premieSa

s mikrébnou suspenziou a nechd sa sttithnu
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10 Kultivacia mikroorganizmov

Pod pojmom Kkultivacia sa rozumie umelé rozmnoZayamikroorganizmmov na
sterilnych kultivé&nych po6dach, ktoré zabezpgl ich optimalny rast a vyvin. Kultivacia

v kvapalnom médiu méze Byednorazov4, alebo kontinuélna.

10.1 Jednorazova kultivacia

Jednorazové kultivacige charakterizovana tym, Ze v uzatvorenom systémeneni
koncentracia buniek a&isne aj ich fyziologicky stav. Bunky rasti v predit ktorého
zloZenie a vlastnosti sa menia v zavislosti od theptinnosti mikroorganizmov.

V kazdom prostredi sa mikroorganizmy rozmnozuju tdHko, pokid maju podmienky
potrebné na delenie buniek, tzn. teplotu, tlak ikgslpH a redoxpotencial. Rychthsakou
nové bunky pribudaju, je teda adekvatna zmene pemivki prisluSného prostredia.
a po nahromadeni toxickych produktov metabolizmurast spomali. V désledku zmien
prostredia m& rozmnozZovanie mikroorganizmov fazeharakter. Sled jednotlivych faz
rozmnozovania v zavislosti otasu kultivacie vyjadruje rastova krivka mikroorgampv.
Niektoré mikroorganizmy p@s jednorazovej kultivacie vyrazne menia morfologuniek
a rastu v tzv. rastovych cykloch.

Spolu s prostredim, v ktorom rastd, tvoria mikr@mgmy uceleny systém. Tento
systém moéze hybud uzavrety, alebo otvoreny. Jednorazova kultivackvapalnom médiu
moZe prebiehav statickych podmienkach, alebo submerzne.

Pri statickej kultivaciirastu mikroorganizmy v prostredi, ktorého vlasthagzlozenie
sa meni v zavislosti od Zivotnéjnnosti buniek. RozmnoZovanie nema trvalo vzostupnu
tendenciu, pretoZe prebieha v charakteristickydadh vzostupu a poklesu. PretoZze vSetky
bunky, vratane metabolickych produktov, zostavagiicdobu kultivacie v uzatvorenom
priestore, je systém baktéria — prostredie chariakieany ako systém uzatvoreny. Faktory,
ktoré limituja rast su tu podmienené zmenami peub#, ktoré su vyvolané samotnymi
baktériami. Patria medzi ne predovSetkyméerpanie Zivin a nahromadenie odpadnych
produktov metabolizmu.

Aby sa dali ziviny dokonalejSie vyuZzi (tym dochadza aj k intenzivnejSiemu

rozmnozovaniu) vyuziva sa pri statickej kultivgmiemieSavanie, alebo prevzdasanie. Je
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to tzv.submerzny spbsob kultivaci®yuziva sa hlavne v oblasti priemyselnej mikrdgie
a je zamerané na ziskavanie napr. antibiotik prodakych mikroorganizmami. Aj tato
dokonalejSia metdda predstavuje uzatvoreny sysvémnazok 27).

10.3 Kontinualna (prietokova) kultivacia.

Pri tejto kultivacii sa mikroorganizmy kultivuja wehodnych aparatdrach — zariadeniach, kde
sa trvale (kontinualne) privadzaju ziviny — a odxaid sa produkty metabolickgjnnosti

mikroorganizmov.

Logaritmus podtu
Zivych baktérii Kontinualna
kultivacia

—_
-7 Submerzna
kultivacia

Stacionarna
kultivacia

Obr. 27 Kontinualna, submerzné a stacionarna kultvacia.

10.4 Rastova krivka

Odrazom zmien v prostredi statickej kultivacie jepravidelny, fazovity charakter
rozmnozovania baktérii. Ak prenesieme bunky z kyltikde sa uz nembzu rozmnozéydo
optimalnych kultivénych podmienok, nedochadza ikdhek ich maximélnej rastovej

rychlosti. Ak si graficky znazornime narastani€fozivych buniek za tychto podmienok tak,
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e na os x si vynesiendas (h) a na os y logaritmusdbo Zivych buniek v 1 crh dostaneme

tzv. rastovu krivku, ktord ma niekko Usekov (obrazok 28).

Logaritmus
octu Zivych
P huni:l? 1 2 3 4 3 6

Cas (hod)
Obrazok 28 Rastova krivka

1. Lag faza,2. faza zrychleného rast®. faza logaritmicka, alebo exponencialda,faza

spomaleného rasth, faza stacionarn®, faza poklesu, alebo zrychleného odumierania.

Po prenose inokula do Zivného prostredia poigtoinej stagnacii rozmnozovania
buniek v statickej kultare sa krivka zvySuje a poreholeni zdina op# klesa'.
V niektorych¢asovych Usekoch je rychlejSia, v inych pomalSia.kkieke tieto Useky tvoria
tzv. rastové fazy. Pre ¥8inu mikroorganizmov kultivovanych v statickych peoidnkach su
charakteristické tieto rastove fazy: lag faza, fagachleného rastu, faza logaritmicka, alebo
exponencialna, faza spomaleného rastu, faza stac@anfaza poklesu, alebo zrychleného

odumierania.

1. Lag faza

Je to obdobie, ktoré nasleduje po prenose mikrodzgeov do nového prostredia. Vyzhge
sa tym, Ze sa bunky prakticky nemnozia, naopak,pialet sac¢asto znizuje odumieranim
buniek vyvojovo starSich a menej Zivotaschopnychezivajuce bunky sa vtejto faze

prispésobuju novym podmienkam, vytvaraju potrebm&ymy a zvésuju svoj objem hlavne
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syntézou bunkovych zloziek, nevyhnutnych pre zah@jprocesov delenia, tzn. nukleovych
kyselin a proteinov. Trvanie lag fazy ovpiyye okrem povahy prostredia ajikes’ a vek
inokula. DZka lag fazy zavisi aj od druhu mikroorganizmujdiagickom stave buniek, napr.

u E. colisa méze doba lag fazy pohybéwarozmedzi od 30 minut az 3 hodiny.

2. Faza zrychleného rastu

Predstavuje obdobie v ktorom je kultivovana kultirglne prispésobend podmienkam
prostredia. Bunky sa ZBnaju rozmnozZovaa zvysuje sa ich rychlédelenia a intenzita ich
metabolizmu. Vysoka fyziologicka aktivita buniek gprevadzana ich zvySenou citlivos

k nepriaznivym faktorom prostredia.

3. Faza logaritmicka, alebo exponencialna

Je charakteristicka intenzivnhym rozmnoZovanim dgnieh paet narasta geometrickym

radom. Rychlos delenia je teda konStantna. Intenzivne deleniapjevadzané aktivnym

metabolizmom buniek, rychlym vyuzZivanim substrativaebou metabolickych produktov.

Ubytok buniek, ktory je spdsobeny odumieranim jeowmere k prirastku novych jedincov
minimalny. Medzi faktory, ktoré ovplywju tieto fazy patria okrem druhovych vlastnosti

pestovanej kultury predovSetkym povaha prostredépbta kultivacie.

4, Faza spomaleného rastu

Vyznauje sa postupnym zabrzdenim procesov rozmnozZowgneelkového metabolizmu.
Rychlog’ delenia sa zniZuje, pretoZe narastéep@dumierajacich buniek. Uskuiaje sa to
hlavne v désledku zmien, ku ktorym doch&dza v peo$tpostupnym Werpanim  Zivin
a hromadenim metabolickych produktov toxickej pagwvalK nepriaznivo poésobiacim

faktorom prostredia, ktoré tieto pochody uskiitga , su aj zmeny pH, redox potencial a pod.

5. Faza stacionarna
Je obdobim rastu, pas ktorého sa vplyvom pokugucich nepriaznivych zmien vyrovnava
pocet odumierajucich buniek v priebehu rozmnozovanitiiky. Rychlos delenia nadobuda

nulovd hodnotu. Mnozstvo buniek nadobuda v tejie flnaximum.

6. Faza poklesu, alebo zrychleného odumierania
Zodpoved&asovému useku, ktory je charakterizovany narastajiikytkom buniek, ktory

nadobuda stale ¥&iu prevahu nad prirastkom. Rychiaelenia tu klesa pod nulova hodnotu
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a stava sa negativnou. Tento stav je podmienensgujacimi sa podmienkami prostredia.
ZniZzenie koncentracie Zzivin pod kriticki hladinu nz@ nésledok zniZenie aktivity

metabolizmu, postupné odburavanie rezervnych latbokomadné odumieranie buniek.

Uloha 5: Kultivacia E. coli v tekutom médiu

Pomécky: Na | liter Luria-Bertrani (LB) roztoku budeme pelova’: Bacto-trypton (peptdn)
10 g, Bacto-yeast extract 10 g, NaCl 5 g, doplnidee 1 litra destilovanou vodou,
antibiotikum 100ug/cn.

Postup: Navazime si Bacto-trypton (peptdn), Bacto-yeastraex, NaCl zmieSame ich
v destilovanej vode aroztok dobre premieSame naSatkie magnetickym mieSadlom
(mieSadlo nechame v banke). Banku s roztokom uzianialobalom, vlioZzime do tlakovej
nadoby a sterilizujeme 15-20 minat. Po vysterilaov ho ochladime na izbova teplotu,
pridame antibiotikum a koléniu kma, ktord chceme kultivo¥gpracujeme sterilne!).
Bakterialne bunky kultivujeme v nadobe uzatvoreslepalom v termostate pri 37 °C. Ako
inokulum pouzijeme nu bakterialnikultdru. Bunky nechame kultivovaez noc.

Do Erlenmayerovej banky nalejeme 50°dmijénu a priddme 100 miz bakterialnej
suspenzie E. coli. Z tejto zmesi budeme odabel@ 1 cni kyvety a mer@ absorbanciu 5
hodin v 30 minutovych intervaloch. Medzi jednotlinly meraniami kultaru udrziavame vo
vodnom kupeli s optimalnou teplotou pre rast Ei €87 °C). Ako slepy pokus pouZzijeme
bujén bez bakterialnej suspenzie. Absorbanciu mexipri vinovej dke 600 nm.
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11 Uréovanie citlivosti mikroorganizmov

11.1 Uréovanie citlivosti mikroorganizmov na antimikrobialne latky

Niektoré latky, ktoré su pritomné v prostredi magl mikroorganizmy nepriaznivy
vplyv v dosledku svojho Specifického chemického Zelwa. Léatky s nepriaznivymi
Specifickymi &inkami na mikroorganizmy sa nazyvaju antimikrob&lpretoze len zastavuju
rozmnozovanie mikroorganizmov (tzv. mikrobiostaéck latky), alebo usmrcuji
(mikrobiocidne latky). Ak pdésobia len na baktériregzyvame ich bakteriostaticke, resp.
bakteriocidne latky, ak ovplymju kvasinky a plesne, ide o latky fungistaticki@magicidne.

Po chemickej stranke su antimikrobialne latkyrmaerozmanité. Poth mechanizmu
Ucinku ich mézeme rozdelido troch zakladnych skupin:

1. latky, ktoré posSkodzuju gita Struktdru bunky, alebo ich funkciu,

2. latky posobiace na mikrobialne enzymy,

3. latky, ktoré poSkodzuju DNA.
K zla¢eninam, ktoré poskodzuju bunkovu stenu, alebo jeptézu patri u baktérii
antibiotikum penicilin. Inhibuje syntézu peptidoggnu apreto je dinny hlavne
u grampozitivnych baktérii. K latkam, ktoré poskoj aktivne —SH skupiny enzymov patria
iony tazkych kovov, ich organické zléniny, alkyl&né ¢inidla a nenasytené ziéniny.
K latkam, ktoré pdsobia na DNA patria chemické rgatey, napr. silné alkytaé ¢inidla,
deaminanécinidla a niektoré protivirusové a protirakovinow§gtostatické) antibiotika.
Syntézu DNA inhibuje napr. mitomycin C, iné antiika svojou reakciou s DNA alebo
s enzymom RNA-polymeraza inhibuju transkripciu DNA.

Antimikrobialne latky sa ligiva (antibiotika a chemoterapeutika), ktoré pdja
rozmnozovanie, alebo inaktivuju patogénne mikrooigay (hlavne baktérie) v organizme
hostitd’a.

Z&kladnou vlastna®u antibiotik (ktoré umaiuju ich liecebné pouZitie) je tzv.
selektivna toxicita. Pre prax su totiz vyznamnétaktibiotika, ktoré pri svojom¢inku na
prokaryotické bunky nie su toxické pre eukaryotidkénky hostitéa. Spektrom €&innosti
antibiotika sa rozumiedinok na utitu skupinu bakterialnych druhov, rodov a pod. Term
antibiotikum so Sirokym spektrom G¢inku nevystihuje v stasnosti postavenie jednotlivych
druhov antibiotik, preto sa neodp®ajeho pouzivanie. Antibiotika s Uzkym spektroémiu
su vémi icinné na wité druhy baktérii. VystiznejSie sa ozn@l akoantibiotika s cielenym

aéinkom. Uginok antibiotik mézeme na zaklade jeho mechanizelif da bakteriostaticky a
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bakteriocidny. Antibiotika s bakteriostatickym ¢itkom zastavuju rozmnoZovanie
jednotlivych bakteridlnych buniek v organizme hiebt, prcom nenéia baktérie. Antibiotika
s baktericidnym &inkom n&ia bakteridlne bunkyn vitro ain vivo. Baktericidny efekt mézu
ma’ aj bakteriostatické antibiotika vo &&ich davkach.

Bakterialne bunky, na ktoré ma antibiotikum balktiginy, alebo bakteriostaticky
acinok, sa oznéuju ako citlivé, ostatné ako rezistentné. Kvanititae vySetrenie citlivosti na
r6zne davky antibiotika tuju jeho najmenSiudinnu koncentraciu, tzv. minimalnu inhdnit
koncentraciu. Minimalna inhibha koncentracia vyjadruje mnoZstvo antibiotika @m’, mg
x 1), ktoré Uplne potkd rast kmeéa pestovanéhdn vitro. Za citlivy sa povazuje knie
ktorého minimalna inhidn&d koncentracia je 2- 4x menSia neZz koncentrdcialtmvand
terapeuticky v krvi (klinicky breakpoint). Za retatny sa povazuje kme ked sa
rozmnoZzuje pri koncentracii antibiotika vyrazne $ggnez je priemerna minimalna intiba
koncentracia u kmmv rovnakého druhu. V tomto pripade ide o ziskaaistenciu. Primarna
rezistencia vyjadruje stav, &eantibiotikum je primarne n€inné na dany mikrobialny druh.

Citlivost’ aerobnych baktérii na antibiotikd sa v beznej datdonej praxi najastejSie
urcuje platovym difuznym testom. Vykonanie testu citlivostiuto metddou je Mani
jednoduche.

Pri Standardnej metdde sa postupuje takto: akavidita péda sa pouziva DST agar
(Oxford), Millerova-Hintonova péda, alebo 2 % Zivagar s 5 % baranej krvi. P6da m& pH
7.2. Vylieva sa do normélnych Petriho misiek s gourdnom v mnoZstve 12-15 ém
Ak na testovanie citlivosti sa namiesto subkultipyuzije priamo infekny material, je
potrebné ho natriena povrch agarulkickou, alebo tampdnoro najbohatSie a opénechd
zaschn@.

Pri testovani subkultdr gramnegativnych bakté@ai gouzivaju disky s tymito
antibiotikami: ampicilinom, chloramfeniklom, tetsddinom, kanamycinom, gentamycinom,
kolimycinom a streptomycinom (pripadne aj sulférdmmia karbenicilinom).

Pri testovani subkultdr grampozitivnych baktéripupivame disky s tymito
antibiotikami: penicilinom, ampicilinom, erytromyam, tetracyklinom, chloramfeniklom,
pripadne aj sulfénamidmi.

Plafové testy su iba testy kvalitativne. Umal len utit, ¢i testovany kme je,
pripadne nie je citlivy na tita koncentraciu antibiotika, z¢gjne zvolenu tak, aby citlivés
in vitro udavala ovplyvnittnog’ liecbou. Ak sa ma uit, na aku koncentraciu je testovany

kmei citlivy, musia sa pouzitesty kvantitativne.
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Priprava Muellerova-Hintonova pédy: Muieller - Hintw agar obsahuje méasovy
extrakt a kysly kazeinovy hydrolyzat, ktoré su zolno aminokyselin, dusika, mineralov,
vitaminov a inych rastovych faktorov potrebnych pst mnohych mikroorganizmov. Skrob
podporuje rast paralyzovanim toxickych faktorovppdne pritomnych v médiu. Vyberom
vhodnych surovin sa zalige pritomnosti réznych antagonistov dbuantibiotik alebo
sulfénamidov. Mueller - Hinton je &eny pre zigovanie citlivosti mikroorganizmov na
chemoterapeutikda, antibiotika a sulfénamidy kvéMaym a kvantitativnym spésobom
(metéda diskova, MIC, MBC), pripadne na stanovdnainy tychto latok v sére a inych
telovych tekutinach.

ZloZenie pody v 1000 crhvody: hovadzi odvar (sudina) 10 g, kysly kazeinovy hiyauwt
17.5 g, Skrob 1.5 g, agar 15, pH 7.2 - 7.6.
Postup: 44,0 g pripravku sa suspenduje v 1000 ¢ms8nej vody a necha sa minimalne 30
minut napdiava’. Po rozvareni v prudiacej pare¢as 30 minut pri 100 °C sa autoklavuje 15
minut pri 115,0 °C. Po ochladeni sa péda vylejédtriho misiek s priemerom 10 cm po 15 -
20 cm3. Misky sa pred pouzitim suSia pri teploteClmz 50 °C, najdihSie 30 minut.
Pridanim krvi do agarového média mozno z neffrgvit’ kvalitny krvny agar. Pridanim
séra, hydrolyzatu albuminu, suplementu a cukroprgaavia kvalithé rozmnozovacie pédy
pre rad mikroorganizmov. Pri stanovovani intiitdj koncentricie antibiotik sa spravidla
inkubuje 24 - 48 hodin pri 37 °C.

Uloha 6: Ur¢it citlivost’ E. coli na antibiotika

Pomécky: Mueller - Hintonov agar, tetracyklin, ampicilinethho misky, bakteriologicka
krucka, disky z filtr&ného papiera, pipety, termostat

Postup: Testovany kmi sa naskuje na pddu tak, Ze povrch pddy sa preleje prieliz cni
suspenzie kultary. Kolisanim Petriho miskou sa engja rozleje po celom povrchu agaru,

potom sa miska skloni na jednu stranu a tekajuspesizia sa

odsaje Pasteurovou pipetou. Nleované pbédy sa nechaj
pootvorené asi 20 min zaschiUAko zdroj antibiotika sa
pouZzivaju papieriky (disky z filttaného papiera vhodnej kvality

V priemere 6 mm.

Obrazok 29 Prikladanie papierikov vypalenou ihlouna podu.
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Tieto papieriky sa vypalenou pinzetou (obrazok 28gbo ihlou prikladaju na povrch
naaikovanych pod tak, aby na jednej péde bolo najvidcrézlicnych diskov, umiestnenych
vzdy asi 2 cm od okraja misky v priblizne rovnaky&uialenostiach od seba.

Nacotkované pody sa inkubuju do druhéhtadri 37 °C a potom sa &ith zona zabranu rastu
(inhibicna zona) okolo zdroja antibiotika (obrazok 30). Alkibivé kmene sa hodnotia kmene
s inhibinou zdénou 12 mm. Paralelne s kazdou sériou teswmasutova’ citlivost

Standardného knii@ so znamou citliva®u na jednotlivé antibiotika.

Obrazok 30 Priklad testu rezistencie baktérii Staphyloccocus aure)sia antibiotikd. Na
kultaru baktérii su umiestnené disky s antibiotikadk nie je baktéria v& prisluSnému
antibiotiku odolnd, vytvori sa okolo disku kruhowdiibicna zéna. Rezistentné baktérie rastu
v pritomnosti antibiotik, teda aj v bezprostredidizkosti disku kde sa inhitma zona

nevytvori.
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11. 2 Urovanie citlivosti mikroorganizmov na UV ay-ziarenie

Elektromagnetické Ziarenie réznych vinovychzak sa znéne odliSuje svojim
fyziologickym (&inkom na mikroorganizmy.

Infra ¢ervené Ziarenie a Hertzove vingami o sebe pravdepodobne nemaju smrtiaci
ucinok na mikroorganizmy a pésobia len svojimi tegehn Gcinkami.

ViditeI’né svetlo(380-760 nm) a niekedy &pg’ infraterveného Ziarenia (800 — 900
nm) sa uplatuju predovSetkym ako zdroj energie fototrofnych mdeganizmov. Viditéné
svetlo zrejme ovplykuje v pozitivnom aj negativhom zmysle aktivitu mypct dalSich
mikroorganizmov, avSak mechanizmus tycht®inkov nebol doteraz objasneny. Napr.
niektoré baktérie sa lepSie rozmnozuju za tmy pagedobrd spoluraciu niektorych plesni je
potrebné svetlo. Napr. sporangia niektorych plésadly Zygomycetesa obracaju k zdroju
svetla — tzv. fototropizmus.

Ultrafialové (UV) Ziareniema silné mutagénne a letaln&nky na mikroorganizmy.
Najva&sie mutagénne a letalngiky méa UV Ziarenie s vinovoulzkou, ktoré je absorbované
nukleovymi kyselinami (260-265 nm). VInovdZiy germicidnych UV lamp sa pohybuju
v oblasti od 210 — 310 nm. PrenikavdsV Ziarenia je vBmi mala a preto sa toto Ziarenie
pouziva len na sterilizaciu vzduchu, povrchovuiktéciu predmetov, pracovnych ploch
a pod.

Hlavnou préinou &inku UV svetla na mikroorganizmy je tvorba kovaleyth vazieb
medzi susednymi pyrimidinmi (tyminmi, niekedy avSafmi malo aj medzi cytozinmi)
nukleovych kyselin, tak Ze vznikaju diméry. UV ggevSak pdsobi aj inymi mechanizmami
napr. tym, Ze vyvolava v bunke i v prostredi tvogmroxidov (st malo mutagénne), ozénov
a tiez zlomy na chromozémoch.

Mikroorganizmy sa znme odliSuju svojou odolnésu k &inkom UV Ziarenia.
Pomerne odolné su spoéry rodBecillus, Clostridium aDesulfotomaculumViac odolnejSie
su bunky baktérii, alebo kvasiniek, ktoré obsahkgiiotenoidné farbiva. Tiez n&erno
zafarbené spory plesni absorbuju menej UV svetlateda k nemu aj viac odolnejSie. VySSia
odolnos’ tychto farebnych mikroorganizmov &oUV Ziareniu spdsobuje, Ze stastym
kontaminantom vzduchu.

Rontgenové Ziarenieyziarenie a kozmické Zziarenigziarenie s kratSou vinovou
dizkou ako 10 nm) maju silné mutagénne aj letalsmky. Uginok tychto ioniz&nych
zariadeni je vyvolany ich priamym pdsobenim naivétimolekuly bunky (predovSetkym
DNA) a tieZ prostrednictvom Vaych radikalov a oxiranov, ktoré vznikaju v désladichto
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Ziareni na bunku ajej okolie. ¢ihnog’ tohto Ziarenia na geneticky material &jva
predovSetkym v indukcii zliomov chromoz6émov.

Jednotlivé  mikroorganizmy sa Zme liSia svojou citlivodu vai ionizatnému Ziareniu.
NajcitlivejSie su gramnegativne baktérie, kvasinkyplesne su odolnejSie. Mimoriadne
vysoklu odolnot maju rody Deinococcus napr. D. radiodurans D. radiophilus D.
proteolyticus. Mikroorganizmy st omnoho odolnejsie nez vy33ieanigmy. &innog tohto
Ziarenia je vémi ovplyvnena vonkajSimi podmienkami, napr. prit@®iou vzdusSného
kyslika.

V potravinarskej praxi sa pouZzivaju nizSie davkziarenia k potléeniu klicivosti

skladovanych zemiakov a cibule a k fihiu skladovai#osti jahdd (radiopasterizacia).
Uloha 7: Uré&it citlivost E. coli na UV ay-ziarenie

Pomécky: UV lampa alebo transiluminator, agarova pdat bakteridalna kultdra, pipety,
stopky, ochranny kryt natg inkubator

Postup: Spodnu stranu Petriho misky rozdelime fixou a ¢#nacas, za aky bude oZiarena.
Pripravime si agarovu pfat. Pipetou nanesieme bakterialnu kultaru. Kolisarfifetrino
misky sa suspenzia rozleje po celom povrchu agastgm sa miska skloni na jednu stranu
a tekajuca suspenzia sa odsaje Pasteurovou pipé¢dotkované pody sa nechaju pootvorené
asi 20 min zaschmi Potom nechame plat ozZiart’ pod UV lampou 1, 3 a 5 minut (obrdzok
31). Nechame ju inkubovav inkubatore 12 hodin. Po 12 hodinach vyhodnotémezitivitu

mikroorganizmov (pozri prilohu).

€

Obrazok 31 Ozarovanie platne pod UV transilumindbrom.
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11. 3 Vplyv teploty na mikroorganizmy

Teplota vonkajSieho prostredia je jednym z hlavnyaktorov, ktoré ovplyiuju
rychlog” rozmnozZovania mikroorganizmov aj moztiosich Zzivota. U kazdého
mikroorganizmu rozoznavame tri zakladné teploty:

* minimalnu teplotu — najnizSiu teplotu pri ktorej sa dany druh roziuje eSte

zistite’nou rychlosou,

» optimalnu teplotu— pri ktorej sa rozmnozuje nag&ou rychlogsou a

* maximalnu teplotu— najvysSiu teplotu, pri ktorej je schopny sa ropdova.

Optimalna teplota je priblizne o 30 °C vySSia nepldata minimalna, ale maximalna
teplota méze kylen 05 az 10 °C vySSia ako je optimalna tepl®aidky pokles rastu pri
vysSej teplote je spbsobeny denaturaciatityeh enzymov, ktoré su pre rast nevyhnutné.
Tato denaturacia je na &atku reverzibilna, pri vySSich teplotach sa sténeverzibilna
a vedie k usmrteniu bunky.

Kratkodobé zvySenie teploty nad maximalnu tepleywolava teplotny Sok,ktory
vedie k roznym vykyvom metabolizmu. Pritom sa syntgu tzv. teplotné Sokové proteiny
(angl. heat shock proteins), ktoré patria medzi siesové proteiny.

Z&kladné teplotné body réznych mikroorganizmoyasdstatne liSia. Napr. optimalna
teplota pre niektoré mikroorganizmy je 20 °C, pre& i55 °C. Tieto rozdiely vznikli
dosledkom adaptacie mikroorganizmov, ktora bolaZzmeoa prirodzenou selekciou jedincov
najrychlejSie sa rozmnoZujucich wiom prostredi. Zakladné teplotné body sa dajurdthe
len vtedy, k& zmenime ich geneticky materidl. Tak boli pdsobenimutagénnych
prostriedkov ziskané mutanty, ktoré su citlive lage (tzv. ts-mutanty), ktoré maja vyrazne
znizenu maximalnu, pripadne aj optimalnu teplofetd mutanty maju niektory nevyhnutny

enzym omnoho termolabilnejSi, nez maju nezmutokamene.

11.3.1 Rozdelenie mikroorganizmov pdkh vzt’ahu k teplote

Pod’a vz’ahu k teplote rozdejeme mikroorganizmy do troch hlavnych skupin:
¢ psychrofilné mikroorganizmy- maju optimalnu teplotu nizSiu nez je 20 °C alrast
eSte pomerne intenzivne pri teplote 0 — 5 °Gl’ ka tuhej pode vytvaraju z jednej

bunky p@&as dvoch tyztlov koléniu zistiténi vd’nym okom a ich genetaa doba je

80



za tychto podmienok 48 hodin, alebo menej. Niektotgchto mikroorganizmov
(napr. niektoré plesne) st schopné pomaly egge pri -10 °C. MéZu sa pri tychto
nizkych teplotach rozmnoZotwgreto, lebo ich vnatrobunkova voda je za tychto
podmienok v kvapalnom stavép je dané ich pomerne Rkeym vnuatrobunkovym
osmotickym tlakom. K psychrofilnym baktériam patridavne prislusnici rodov
PseudomanadMlicrococcus Flavobacteriuma pod. Vyskytuju sa&asto v pdde a vo
vode aspoésobuju rozklad mésa, #&mieh vyrobkov ainych potravin, ktoré su
uchovavané pri nizkych teplotach.

mezofilné mikroorganizmy— maju minimalnu teplotu vysSiu nez °&€ a optimalnu
teplotu 45 °C, predstavuju & inu vSetkych mikroorganizmov. U baktérii sa
optimalna teplota pohybuje gagtejSie okolo 37 °C, u kvasiniek a plesni 30 °C.
termofilné mikroorganizmy —maja optimalnu teplotu rastu 45 °C, alebo vysSie P
rast v&Siny z nich je optimélna teplota 50 — 60 °C, prektoré dokonca aj vysSie.
Niektoré moézZzu r&s vynimaine aj pri 80 °C (niektoré kmene drutBacillus
stearothermophilys Niektoré extrémne termofily z archeobaktérii tiasaj pri
teplotach 100 °C. Termofilné baktérie maju svojedstupcov z rodoBacillus (B.
stearothermophilys Clostridium (C. thermosaccharolyticuyn Lactobacillus (L.
delbruecki), medzi  aktinomycétami (napr. rody Thermoactinomyces,
Thermomonospodaale aj v niektorych inych rodoch. Vyzhgu sa mimoriadne
vysokou metabolickou aktivitou a rychtwa rastu za optimalnej teploty. Termofilné
baktérie sa vyskytuju v péde, kompostoch, v uskéadm vihkom materiale (raSeline,
v kompostoch, obili), v bahne, vSade tam, Eishmos’ mezofilnych mikroorganizmov
prispela k zvySeniu teploty na 40-45 °C. Pri tdgplote zaina intenzivn&innog’
termofilov, ¢o vedie kd’'alSiemu zvySovaniu teploty a niekedy az k samovenia.
Samovznietenie je spbsobené tvorbdahko zapalnych splodin metabolizmu

termofilnych baktérii.

11.3.2 Vplyv vysokych a nizkych tepl6t na mikroorgnizmy

Smrtiace dinky vysokychtepl6t sa kvantitativne vyjadruje tzsmrtiacou (letalnou)

teplotoy ¢o je najnizSia teplota, pri ktorej je organizmusnueny pd&as utitej doby a za

prisne definovanych vonkajSich podmienok. SmrtiG&éianos’ vysokych teplét zavisi od

druhu mikroorganizmu, jeho fyziologickom stave a&entracii jeho buniek v prostredi ale aj
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na zloZeni prostredia a jeho pH. Jednotlivé drsaywé&mi liSia svojou termorezistenciou,
avSak vSeobecne mbdZzeme povedae kazda teplota, ktora je vySSia nez maximadpéota
rastu je pre vegetativne bunky letélna, ak posobiai@ne dlhu dobu.

Jednym z najddlezitejSich faktorov, ktoré ovpyjl termorezistenciu mikroorganizmov je
obsah vody v prostredi iv bunkach, pretoZze v sochpwostredi su mikroorganizmy dige
rezistentnejSie k vysokym teplotdm ako vo vihkonogpredi. K latkam, ktoré pésobia
ochranne patria predovSetkym lipidy, bielkoviny y&&ie koncentracie sacharidov.
Termorezistenciu vegetativnych buniek aj spdimieovplywviiuje aj pH prostredia, vSeobecne
moéZzeme poveda Ze termorezistencia je najvysSSia ak je pH optim@apre rast daného
mikroorganizmu.

Teplotu, ktord jenizSia ako minimalna teplota rastu, prezivasiaa mikroorganizmov
pomerne dlha dobu. Ak sa vSak intenzivne deliaggpuniektorych druhov baktérii prenesu
z optimalnej teploty na teplotu blizku nule, dockédk tzv. chladovému Soku ktory sa
prejavuje stratou Zivotnosti ¥eeho podielu populacie. Citlivésréznych druhov baktérii
k chladovému Soku je odliSna.

Pri pomalom zmrazovani mikrobialnych buniek na dgplpod 0°C sa z vnatrobunkovej aj
mimobunkovej vody tvoria krystaljadu, ktoré poskodzujd bunku a usmrcuju ju. Rychlym
zmrazenim na teploty -30 az -190 °C sa usmrti lalymodiel populacie, pretoze sa tvoria
len mikrokrystalikyradu, ktoré nemaju také Skodlivéinky. Rychle zmrazovanie buniek
mikroorganizmov suspendovanych v roztoku pepténleba bielkovin s naslednou
subliméaciou vody patria k osvéshym konzervénym postupom, pretoze takto pripravené
tzv. lyofilizované kultirymaju Zivotnos niekd’ko rokov. Podobne je aj tak aj pri uchovavani
mikroorganizmov pri teplote -190 °C. Zmrazenim pein dochadza len k zastavegionosti

mikroorganizmov a nie k ich usmrteniu.

Uloha 8: Kultivacia E. coli v tekutom médiu s ré6znou teplotou

Pomadcky: Na | liter Luria-Bertrani (LB) roztoku budeme pelova’: Bacto-trypton (pepton)
10 g, Bacto-yeast extract 10 g, NaCl 5 g, doplnidee 1 litra destilovanou vodou,
antibiotikum 100ug/cnt, termostat.

Postup: Pripravime si LB médium. Navazime si Bacto-tryp{peptdn), Bacto-yeast extract,
NaCl zmieSame ich v destilovanej vode aroztok e€olpremieSame na mieka
magnetickym mieSadlom. Toto médium rozlejeme odighiakultivacnych buniek. Banky

s roztokmi uzavrieme alobalom, vioZzime do tlakav&jloby a sterilizujeme 15-20 minut. Po
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vysterilizovani ich ochladime na izbovu teploturidgme antibiotikum a koléniu kma
E.coli (pracujeme sterilne!). Ako inokulum pouzijeme:nd bakterialnikultaru. Bakteridlne
bunky kultivujeme v termostate pri réznych tepl®td25, 30, 37, 45, 50 °C, najlepSie cez noc.

Na druhy d& z tychto buniek budeme odobgrpo 1 cni a merad absorbanciu pri
vinovej dzke 600 nm (pozri prilohu).
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11.4 Vplyv pH prostredia na mikroorganizmy

Rast mikroorganizmov a ich biochemickéa aktivitavellmi ovplyvnené koncentraciou
vodikovych i6nov v prostredi. Podobne ako to jeripgde teploty ma aj pH prostredie pre
kazdy mikrobialny druh svoju minimalnu, optimalnumnaximalnu hodnotu, pri ktorej sa
bunky rastl, rozmnozuju sa ale aj uskiitgu iné Zivotné pochody. Kazdy druh sa méze
rozmnoZzové len v ugitom rozmedzi pH. Pre optimalny rastcginy baktérii a kvasiniek je
toto rozmedzie ami malé, ale napr. u ¥ainy plesni je ovi&a vasie.

Hodnoty pH odpovedaju priblizne hodnotam pH, kt@@ vyZaduje prefinnod’
dblezitych enzymov a maju Uzkytiah k teplote daného prostredia.
ktoré prezivaju extréemne pH patrievna baktéria, pretoze musi prefiyai vemi nizkom
pH Zalud@nych Stiav, ale aj alkalickom pHE. V kyslom prostredi prezivaju tiez druhy,
ktoré tvoria kyseliny ako hlavné produkty metabwiiz (octové, mliéne, alebo propiénové
baktérie), pri vémi nizkom pH sa prestavaju rozmnozowazastavuje sa ich metabolicka
¢innog. Oproti tomu hnilobné baktérie sulwei citlivé na nizke pH¢o sa vyuziva pri

konzervacii potravin (zelenina v kyslom naleve, imarané ryby a pod.).

11.4.1 Rozdelenie mikroorganizmov pdkh vzt’ahu k pH

Medzné hodnoty pH prostredia pre baktérie sa pglybuwzmedzi pH 4-10.

Pod’a vz'ahu k pH rozdiujeme mikroorganizmy do troch hlavnych skupin:

* acidofilné mikroorganizmy - acidofily - organizmy s optimom pH 3 a nizSie —
acidofilné mikroorganizmy rasti i dobre aj v kyslom prostredi. Napr.
Thiobacillus thiooxidangyaktéria ktord oxiduje siru az na kyselinu siroastie aj pri
nizsom pH ako 1.

* Mikroorganizmy, ktoré si vyZzadujineutralne prostredie - v&Sina baktérii rastie
najlepSie v neutralnom prostredi, priblizne v rodaiepH 7,0. Neutralne kulti¢aé
prostredie vyzZaduju predovSetkym patogénne bakt&tmé sa nachadzaju v krvi,
alebo lymfe ZivgiSneho organizmu s pH priblizne 7,4.

» alkalifilné mikroorganizmy - alkalifily — organizmy s optimom pre rast pri pH
a viac — urobaktérie, denitrifikaé baktérie a proteolytické baktérie rastu najepsi

v alkalickom prostredi.
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Pre regulaciu pH su doélezité timivé roztoky. Pompahadrza prostredie pre reakcie
a zabr&uju nahlym zmenam pH pas rastu, ktoré by mohli ovplywhich biochemicku
aktivitu. V biologickych systémoch sa ako timivéztaky uplatiuji aminokyseliny,
polypeptidy a bielkoviny.
Na zaiatku kultivacie méze iy pH média vhodné na rast mikroorganizmdalsim
rastom populacie mikroorganizmov sa metabolizmomiddumdZu vytvor® nepriaznivé
podmienky (napr. prudka zmena pH), ktoré limitujastr Aby sa tomu zabranilo,
pridavajut sa do kultivaych meédii soli slabych kyselin, hlavne fosfaty,tany,
nerozpustné uhlitany, proteiny a ich degra¢t@é produkty.

Uloha 9: Kultivacia E. coli v tekutom médiu s réznym pH

Pomoécky: Na | dn? Luria-Bertrani (LB) roztoku budeme potrebdv8acto-trypton (peptén)
10 g, Bacto-yeast extract 10 g, NaCl 5 g, dopindmé dn? destilovanou vodou, antibiotikum
100pg/cnt, pH meter, HCI.

Postup: Navazime si Bacto-trypton (peptdn), Bacto-yeastraex, NaCl zmieSame ich
v destilovanej vode a roztok dobre premieSame reatkie magnetickym mieSadlom. Tento
roztok rozlejeme do piatich kultigaych buniek, upravime pH na 4,0; 6,0; 7,0; 9,0 8.12
Banky s roztokmi uzavrieme alobalom, vioZime dddisej nadoby a sterilizujeme 15-20
minut. Po vysterilizovani ich ochladime na izboeplotu, pridame antibiotikum a koléniu
kmeia, ktord chceme kultivo¥apracujeme sterilne!).

Bakterialne bunky kultivujeme v nadobe uzatvoremlepalom v termostate pri 37 °C. Ako
inokulum pouzijeme nnu bakterialnikultaru. Bunky nechame kultivovaez noc.

Na druhy d& z tychto buniek budeme odobgerpo 1 cni a mera absorbanciu pri

vinovej dZke 600 nm (pozri prilohu).
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12 Biochemické metody na testovanie mikroorganizmov

API testy

Diferencialnym farbenim baktérii sa mézu poskytpiedbezné informacie o type baktérii.
Ta&to metdda je len informativna, viemeu ugit, ¢i je organizmus napr. grampozitivny alebo
gramnegativny, aby sa mohlo rozhotinktory diagnosticky test, budéalej vyuzity na
uréenie rodu a druhu baktérie.

API 20E (Application Programmingl nterface)systém je zloZzeny z plastového prazku s 20
individualnymi miniatirnymi testovacimi skumavkand, ktorych kazda obsahuje rézne
¢inidla na stanovenie metabolickych funkcii, rodov dauhov ¢revnych baktérii rodu

enterobaktériiEnterobacteraceae)

Obrazok 32 API 20E test.

12.1 Katabolizmus sacharidov

Testy v O/F médiu

Zivé baktérie produkuji metabolity a odpady v raswmjej metabolicke§innosti. Reagencie
v skumavkach su Specialne navrhnuté na testovamienmosti produktov bakterialneho
metabolizmu, ktoré su Specifické pre niektoré girbéakteérii.

Po inkubécii (18-24 hodin, pri 37°C), je kazda skwka (individualny test) hodnotena [fad

konkrétnej zmeny farby, ktora signalizuje pritomhaesetabolickych reakcii, a takto nam

86



pomaha identifikové jednotlivé mikroorganizmy. Niektoré baktérie v skavkach menia
farbu v désledku rozdielneho pH, iné kvdli obsabu&nych produktov (obrdzok 33).

Ci organizmus mdZe oxidova(respirovd), alebo fermentowa gluk6zu méZeme it
pomocou testu v O/F médium. Glukdza vstupuje dadkukde je katabolizovana. Niektoré
baktérie, pouzitim endoenzymov, katabolizuju gluké@zidativne za produkcie GQ@ vody.
Oxidativny katabolizmus zavisi na pritomnosti malekého kyslika (@. Mnohé baktérie
mozu fermentovaglukdzu aj bez pritomnosti kyslika. Vo fermentatin katabolizme nie je
nevyhnutny kyslik, ale tento proces méze prehietjar jeho pritomnosti. Kordaé produkty
metabolizmu fermentéacie st malé organické molekaNy¢ajne organické kyseliny. Tvorba
malého mnozstva kyseliny mozetbgpojena s glukézovou respiraciou ktoré mozno isivzl
miestom vzniku - v horngjasti média. V pripade, Ze je organizmus fakultgti@naerdb, nie
je miesto rozoznafeé kvoli vekému mnozstvu kyseliny ktoré sa tvori¢pe fermentacie,
apreto sa nachadza v celom meédiu. Niektoré baktpkas fermentacie sacharidov
produkuju plyny.

Ci st organizmy oxidativne alebo fermentativne mbye urcené pomocou Rudolph Hugh
a Einar Leifsononovho O/F bazalneho média s pridgmiZzadovaného sacharidu.

O/F médium obsahuje vysoku koncentraciu sacharidizkau koncentraciu peptonu. Peptdn
podporuje rast baktérii, ktoré nevyuZzivaju sacharif tomto teste sa pouziva dvojica
skimaviek: jedna je otvorena (pristup vzduchu)héruzatvorena (bez pristupu vzduchu,
preliata mineralnym olejom). O/F médium obsahuje akdikator bromtymolovd modra,
ktora sa meni v pritomnosti kyselin na zlta a ingektak katabolizmus sacharidov. Zasadité
prostredie, waka peptonu je indikované tmavomodrou farbou, kpédidukcii amoniaku. Ak
su sacharidy metabolizované v obidvoch skimavkaokkut@nila sa fermentacia.
Organizmus ktory vzuZziva sacharidy len pri aerobnyomdmienkach bude produkava
kyselinu, len v otvorenej skimavke. Kyseliny suespiracii utvorené len prechodne
a indikator sa bude mehina Zlta farbu len vo vrchnejasti otvorenej skimavky. Tieto

organizmy sa nazyvaju oxidativne v OF teste.
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Obrazok 33 Reakcie v O/F gluk6zovom médiuDruhy (specie¥ v skimavkéach (a) a (b) su
oxidovadla. Organizmy v skimavkéach (c) a (d) sinfamtatory. Kultary v skiimavkéach (e) a

(f) nevyuzivaju glukozu.

12.2 Fermentacia
Fermentatné skimavky

Fermentané skumavky sa pouZzivaju na detekciu kyselin aguyktoré sa produkuju zo
sacharidov. Fermentaé médium obsahuje pepton, indikator fenol@aivenu, obratend
mall skiumavku na zachytavanie plynov a 0.5-1.0a¢harid. Na obrazku 34 je indikator
fenolova cervenacervenej farby (neutralna) bez wr&ovanej kultlry; fermentacia ktorej
vysledkom je produkcia kyseliny meni tato farbuztié (pH 6.8 alebo nizsSie). Kieje patas
fermentacie produkovany plyn, je zachytavany v tamdj, alebo Durhamovej skimavke.
Fermentacia prebieha za, alebo bez pristupu kyslik&ak poas preiFenej inkubacie (viac
nez 24 hodin) mnoho baktérii @aa rag na peptone po ¥grpani sacharidovych zasob,
a spbsobuje neutralizaciu indikatora, ktory sa m@ova naiervenu farbu, pretoZze dochadza

k produkcii amoniaku.

Obradzok 34 Skumavky na fermentédciu sacharidov.(a) Indikator fenolovacervena
v neutralnom, alebo alkalickom roztoku. (b) Fendlovervend sa zmenila na Zlta
v pritomnosti kyseliny. (c) Plyny su zachytené vaibnej skimavke, indikator dokazuje

pritomnos kyseliny.
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MRVP bujén

Fermentanymi procesmi moézu vznikKar6zne konéné produkty, v zavislosti na substrate,
inkubacii a organizme. V niektorych pripadoch maduoy vel’ké mnozstva kyselin alebo
neutralne produktyMRVP test sa pouziva na rozliSenie organizmov, ktooglyuju véke
mnoZzstvo kyselin z glukézy, a organizmy ktoré pkaga ve’ké mnozstvo neutralneho
produktu — acetoinu (acetylmetylkarbinol, 3-hydroxtanol). MRVP médium je Zivny bujén
doplneny o glukdzu, ktoré sa pouziva na testovamnetylovowervenou MR test) a Voges-
Proskauerov \(-P) test. Ak organizmus produkuje k& mnoZstvo organickym kyselin
z glukdzy, médium ostavéerveneé, po pridani metylovégrvenej, v pozitivnom MR teste,
indikuje to Ze pH je menSie ako 4.4. Ak su produt® neutralne produkty, metylova
¢ervend sa zmeni na ZItd, indikuje to Ze pH je wyago 6.0.

Produkcia acetoinu je detekovana pridanim chlodhselného a-naftolu. Ak je acetoin
pritomny, vrchn&ag’ meédia sa zmeni ngrvend, v negativnom V-P teste sa médium zmeni

na svetlo hnedu (obrazok 35). Produkcia acetoiniszaj od dzky inkubacie.

Obrazok 35 Vysledkom fermentacie mozu b (a) organické kyseliny, napr. kyselina

mlie¢na, alebo neutralne produkty, ako napr. acetoin (b)

Citratovy agar

Na identifikaciu baktérii sa vyuziva schoptissektorych baktérii fermentovecitrat. Kef je
kyselina citronova alebo citrat sodny pritomny gtoku, straca proton alebo Na vytvara sa
citratovy ion. Baktérie ktoré maju enzym citrat aygamozu Stiepi citrat a vytvaré pyruvat,
ktory méze by redukovany v procese fermentacie. Simmonsov oit§aagar sa pouZiva na
uréenie baktérii ktoré vyuZivaju citrat. e vyuZivaju citrdt a amoniak, médium je

alkalizované, pretoze NHe produkovany z amoniaku (NH. Ked’ je médium alkalizované
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indikator bromtymolovd modra sa meni na modru far indikuje pozitivne vyuzitie
citratového testu.

o

Obrazok 36 Citratovy test. VyuzZitie kyseliny citrénovej ako jediného zdroja likda
v Simmonsovom citrdtovom agare, spésobi zmenu ferdhikatora na modru (b). Skimavka
(a) je na citrat negativna.

12.3 Katabolizmus proteinov

Hydrolyza Zelatiny

Velké molekuly proteinov, napr. Zelatina, su hydrolg@® pomocou exoenzymov na malé
produkty a potom su transportované do bunky. HyaeolZelatiny moéze Wydokazana
rasticimi baktériami v Zivnom médiu Zelatiny. Zivm@dium zloZené zo Zelatiny sa rozpusti
vo vode (50 °C), necha stuhhfgél) ochladenim pri 25 °C a skvapalneni sa prriati 25 °C.
Ked’ exoenzym hydrolyzuje Zelatinu, skvapalni ju athetauz nedokaze stuhthéj kel sa
ochladi na teplotu nizSiu ako 20 °C.

Obrazok 37 Hydrolyza Zelatiny.Po hydrolyze (a), Zelatina ostava kvapalna. V skikegb)
je nehydrolyzovana Zelatina.
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Mocovina je odpadnym produktom proteinového Stiepemimnohych stavovcov a je
vyluéovana meéom. Vemi uzitatnym diagnostickym testom na identifikaciu baktgei
pritomnos$ enzymu ureaza ktora ukituje amoniak z m@mviny. Mocovinovy agar obsahuje
pepton, glukézu, mmvinu a fenolovacervena. pH pripraveného média je 6.8 (fenolova
cervena sa zmeni na zItd). s inkubacie baktérie ktoré maju ureadzu budiu prodak

amoniak, ktory zvysuje pH média, a zmenia indika@tmavderveny (fuchsia) pri pH 8.4.

Obrazok 38 Produkcia ureazy.Hydrolyzou mg@oviny sa uvdinuje amoniak ktory meni

farbu indikatora na tmavervend.
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PRILOHA
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Protokol ¢.1

Nazov prace: Priprava preparatov na mikroskopické pzorovanie
Meno: Datum:

Ulohy:
1. Uvadte ¢o je nativny aco je fixovany preparat a aké je ich praktické vyuZiie.

2. Zakreslite vysledky mikroskopického pozorovania nativnych a fixovanych

preparatov:

nazov:
zv&senie:
tvar buniek:

nazov:
zv&senie:
tvar buniek:

nazov:
zv&Senie:
tvar buniek:

3. Vysvetlite rozdiely medzi nativhym a fixovanym peparatom. AKy je najéastejSi

spbsob fixacie v mikrobiol6gii?
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Protokol ¢.2

Nazov prace: Farbenie mikroorganizmov

Meno: Datum:

Ulohy:
1. Uval’te druhy diagnostickych farbeni, ich principy a vynam.
2. Opiste monochromatické farbenie.

3. Opiste princip Gramovho farbenia.

4. Zakreslite vysledky mikroskopického pozorovanigreparatov:

nazov:
zv&senie:

nazov:
zv&sSenie:
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Protokol ¢.3

Nazov prace: Meranie vé&kosti mikroorganizmov

Meno: Datum:

Ulohy:

1. NapiSte princip merania mikroorganizmov.

2. Naco nam sluzi okularovy a n&o objektivovy mikrometer ?
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Protokol ¢.4

Nazov prace: Stanovenie p&u mikroorganizmov

Meno: Datum:

Ulohy:

1. Uval’te zakladné metddy stanovenia ptu mikroorganizmov a ich principy.

2. Napiste postup a podmienky stanovenia ptu kvasiniek priamou mikroskopickou
metodou (v Birkerovej komorke).

3. Zaznamenajte vysledky a napiSte spésob vyia pri stanoveni patu kvasiniek v 1
cm® suspenzie.

4. Uval’te princip testu vitality.
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Protokol ¢.5

Nazov prace: Priprava a charakterizacia kultiva&nych médii

Meno: Datum:

Ulohy:

1. Napistego je kultivaéné médium a aky je jeho vyznam.

2. Uval’te, ¢o je sterilizacia a jej vyznam.

3. Vymenujte a charakterizuje zivné média.

4. Uvalte podmienky sterilizicie Zivnych médii.

5. V bodoch popisSte postup pripravy agarovych platin Na aké &ely sluzia?
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Protokol ¢.6

Néazov prace: Rastova krivka

Meno: Datum:

Ulohy:

1. Aky je rozdiel medzi statickou a kontinualnou kiltivaciou?

2. Co je rastova krivka?

3. Popiste fazy rastovej krivky.
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Protokol ¢.7

Nazov prace: Uovanie citlivosti mikroorganizmov na antimikrobialn e latky

Meno: Datum:

Ulohy:

1. Ako rozdd’ujeme antimikrobialne latky podPa mechanizmu &inku?

2. V bodoch popiste postup pripravy &ovania platni. Na aké ®&ely sluzia?

3. Co je z6na zabranu rastu (inhibéna zona) mikroorganizmov?
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Protokol ¢.8

Nazov prace: Ugovanie citlivosti mikroorganizmov na Ziarenie, tepbtu a pH

Meno: Datum:

Ulohy:

1. Ako rozdd’ujeme elektromagnetické Ziarenie vzhadom k fyziologickym €inkom na
mikroorganizmy?

2. Aka je senzitivitaE. colina UV ay ziarenie?

3. Ako rozdd’ujeme mikroorganizmy podla vztahu k teplote?

4. Ako rozdd’ujeme mikroorganizmy podPa vzt’ahu k pH?
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