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1 MIKROSKOP - ZAKLADNI CHARAKTERISTIKY

Nézev mikroskop pochazi zfeckého slova mikros - maly a skopein - pozorovat. Prvni
pouzitelny mikroskop byl vynalezen kolem roku 1590 Holand’any Hansem a Zachariasem
Jansennovymi. Tento mikroskop vyuzival vyduté 1 vypouklé Cocky a zvétSoval asi 60X.
Anthony van Leeuwenhoek (1632 - 1723) zkonstruoval jedno¢ockovy mikroskop zvétsujici
asi 270x. Timto mikroskopem zkoumal nejriznéj§i vzorky napt. kvéty, listy, kuzi, vlasy,
sperma i lidskou krev. Jako prvni vidél a popsal krevni buniky. Do vyvoje mikroskopl zasahli
v 17. stoleti 1 Galileo Galilei, Christian Huygens a britsky geolog Robert Hook, ktery nejenom
ze popsal mikroskop, ale dolozil svou praci fadou vyobrazeni ziskanych pii pozorovani
pomoci mikroskopu. Tim dokazal, Ze moznosti mikroskopu jsou s vyhodou vyuzitelné ve
védeckém vyzkumu i v praxi. Mezi nejvyznamnéj$i vynalezce a védce v oblasti optiky 19.
stoleti patii Ernst Abbe (teoreticka studie optickych principti), Otto Schott (vyzkum
optického skla), August Kohler (osvétleni mikroskopti) a Carl Zeiss. Posledni jmenovany
stal 1 u zahajeni vyroby mikroskopt v roce 1847.

Jednotlivé casti (viz Obr. 1) mikroskopu miiZzeme rozdélit do dvou skupin, na
mechanické ¢asti tvofené stativem s podstavcem, ktery v podstaté tvofi kostru mikroskopu a
nese vSechny dulezité casti, stolkem se svorkami na upnuti preparatu, mikrometrickym a
makrometrickym Sroubem a €asti optické tvorené okulary, binokuldrni hlavici, objektivy a
kondenzorem.

Makrometricky Sroub (makrosroub) slouzi k hrubému zaostfeni tak, Ze ptibliZzujeme
nebo vzdalujeme stolek pro ulozeni preparatu od objektivi.

Mikrometricky Sroub (mikrosroub) slouzi k jemnému doostieni.

Okulary jsou zékladnim optickym prvkem. SlouZzi ke zvétSeni pozorovaného predmétu,
obvykle maji zvétSeni 10X. V naSem piipad¢ jde o Huygensovy okulary. V okularu je
umisténa kruhova clonka udéavajici zornému poli kruhovy tvar a ¢aste¢né eliminuje sférickou
vadu a okularovy mikrometr pro proméfovani preparata.

Binokularni hlavice slouZi k rozvodu svételnych paprskii do okuléart, které jsou na ni

umistény.
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Obr 1: Stavba mikroskopu
(http://mmp.vfu.cz/opvk2014/?title=teorie-svetelne_mikroskopy&lang=cz&goonpage=)

Objektivy poskytuji skuteény, zvétseny, ale pfevraceny obraz pozorovaného piedmétu.
Jsou umistény na revolverové hlavici, jeZ umoznuje jejich plynulou vyménu. Jsou to optické
soustavy slozené z né€kolika ¢ocek. RozliSujeme objektivy tzv. suché, kde prostiedi mezi
preparatem a CoCkou tvoii vzduch. Jsou to obvykle objektivy zvétSujici 5, 10, 20 a 40x.
Imerzni objektivy jsou takové, kde prostiedi mezi Cockou objektivu a preparatem tvofi
imerzni olej, ktery ma témér stejny lom svétla jako sklo. Diky tomu do malé cocky objektivu
dopada vice svételnych paprski, které by se jinak pfi prichodu riznym prosttedim lamaly

(viz Obr. 2). V nasem piipadé jde o objektiv zvétSujici 100X.
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Obr. 2: Lom svételnych paprski
(http://mmp.vfu.cz/opvk2014/?title=teorie-svetelne_mikroskopy&lang=cz&goonpage=)

Kondenzor je umistén pod stolkem pro upnuti preparatu. Je sloZzen z nékolika spojnych
cocek ulozenych v pouzdru, které soustied’uji paprsky v podobé kuzele na preparat.
Kondenzor je opatfen irisovou clonou, ktera reguluje mnozstvi svétla ptichazejiciho ze zdroje

do kondenzoru.

Celkové zvétseni mikroskopu (CZM)
Je to zvétSeni, jehoZ jsme schopni dosahnout pii dané sestavé optiky mikroskopu. Lze jej

vypocitat pro kazdy objektiv.

Vypocitame ho podle vzorce:

CZM = zvetSeni okularu x zvetSeni binokularni hlavice X zvetSeni objektivu

objektiv okular binok. hlavice celkové zvétSeni




Maximalni uzitecné zvétSeni (MUZ)

Je to idedlni zvétSeni pro pozorovani objektti v mikroskopu pro dany objektiv. Mize se liSit
od celkového zvétseni.

Vypocteme podle vzorce: MUZ =1000 x A

kde A je numericka apertura.

Numericka apertura (A) (apertura = otvor) je ddna vzorcem:

A=n><sing
2

kde n = index lomu prostiedi mezi objektivem a preparatem, a (alfa) = ihel svirany optickou
osou mikroskopu a plastém kuzele, v némz se nachazeji paprsky, které¢ z daného mista
preparatu mohou vstoupit do objektivu a podilet se na zobrazeni (Obr. 3). Na numerické
apertufe je zavisla svételnost a rozlisovaci schopnost objektivu. Cim vice zvétsujici objektiv,
tim veétsi je 1 A. Numerickd apertura je jedna ze zakladnich charakteristik objektivu a jeji

hodnota je na objektivu uvedena.

Obr. 3: Polovina otvorového uhlu

(http://mmp.vfu.cz/opvk2014/?title=teorie-svetelne_mikroskopy&lang=cz&goonpage=)

objektiv numericka apertura A maximalni uZite¢né zvétSeni




Nejmensi rozliSitelna struktura

Jde 0 vlastnost objektivli rozliSit dva od sebe nepatrné vzdalené body jesté jako dva

samostatné body.

A
Vypocte se podle vzorce: R = Z [ pm |

kde A = numericka apertura, A (lambda) = vinova délka pouzitého svétla.

Cim vétsi je numerickd apertura a ¢im kratsi je vinova délka, tim je lepsi rozliSeni (tj. mensi

minimalni vzdalenost mezi dvéma body).

objektiv

numericka apertura
A

A=0,75 pm
cervené

A=0,55 um
Zlutozelené

A=0,45 um
modrozelené

Ukoly:

1. Vypoctéte zakladni charakteristiky mikroskopu: celkové zvétSeni, maximalni uzitecné

zvétSeni a nejmensi rozlisitelnost struktur.

2. Navrhnéte upravu mikroskopu tak, abyste u celkového zvétSeni pro objektiv zvétSujici

100x dosahli idedlniho maximalniho uziteéného zvétSeni.

3. Pii které vinové délce dosahneme pro objektiv zvétsujici 100x nejlepsi rozlisitelnosti

struktur.




2 MIKROSKOPOVANI TRVALYCH PREPARATU

Trvalé preparaty jsou piipraveny ze zafixovanych kultur bakterii, které jsou obarveny
gentianovou violeti a piekryty pryskyfici (kanadskym balzamem), do kterého je vtlaGeno

kryci sklicko. Takové preparaty pii Setrném zachazeni vydrzi mnoho let.

Postup:

Stolkem pro upnuti preparatu sjedeme pomoci makrosroubu co nejnize. Do svorek upneme
preparat a pii pohledu z boku se pomoci makrosroubu pfiblizime co nejblize k Cocce
objektivu (pokud to jde tak az na dotyk). Potom se jiz mlizeme podivat do okularti a
vzdalovanim se od objektivu pomoci makroSroubu nahrubo zaostfime. Jemné doostieni
provedeme pomoci mikroSroubu. Pii pozorovani objektivem zvétSujicim 100X je nutno na
kryci sklicko nanést kapku imerzniho oleje a vytvofit spojité prostiedi mezi preparatem a
cockou objektivu tak, ze do oleje objektiv zanotime. Pii tomto zvétSeni provedeme zakresleni
preparatu a to bud jako celé zorné pole nebo kruhovou vyse¢. Uvedeme nazev

mikroorganismu a zvétSeni.

Ukoly:

Zmikroskopujte a zakreslete pfedlozené trvalé preparaty.



3 MERENI MIKROORGANISMU

Bunky métfime okularovym mikrometrem. Jeho stupnice se musi proméfit pro kazdé

zvetseni objektivovym mikrometrem, aby se stanovila relativni hodnota dilku okularového

mikrometru.

Objektivovy mikrometr je podlozni sklicko se stupnici uprostied vodiciho obrazce

(kruh nebo ¢tverec). Stupnice je rozdélena na dilky, z nichz kazdy ma hodnotu 10 pm.

Hodnota dilku okularového mikrometru

Pii zjistovani hodnoty dilku okularového mikrometru postupuje se tak, Ze se stupnice obou
mikrometrt sefidi v zorném poli rovnobézné vedle sebe a pocatky se ztotozni, aby se mohlo
zjistit, kolik dilkd objektivového mikrometru odpovidd dilkim okuldrového mikrometru.
Odpovidajici dilky se musi pfesn¢ kryt. Vybereme kryjici se dilky (Iépe nékteré dalsi nez

prvni ptipad) a odecteme jejich pocet. Hodnotu dilku okuldrového mikrometru vypocteme

podle vzorce:

dilky objektivové

dilky okularové

x10 [pm |

objektiv

dilek okularového mikrometru [ pm |

10




Vypocet plochy zorného pole

Pro nékteré vypolty potiebujeme znat plochu zorného pole.

V tomto piipad¢ pouZzijeme

objektivovy mikrometr. Po zaostfeni stupnice nastavime pocatecni dilek na levy okraj

zorného pole a odeCteme, kolik dilkii ¢ini primér zorného pole. Hodnotu v dilcich

vynasobime hodnotou dilku (10 pm). Z priméru vypocteme polomér a dosadime do vzorce:

T x I? pro vypocet plochy kruhu. Plochu je potieba vypocitat pro jednotlivé objektivy.

objektiv

prumer zorn¢ho pole [ um ]

plocha zorného pole [ um? ]

Meéreni bakterii

Vlastni méfeni provadime jiz pouze okularovym mikrometrem, jimz lze spolu s okularem

otacet. Zjisténé hodnoty (délky a Sitky) v poctech dilkli pak vynasobime zjist€énou hodnotou

dilku pro pfislusny objektiv.

¢. ty€inka | kok
pocet dilki okuldrového mikrometru

délka Sirka Sirka

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

prumér

velikost v um

11




Nékteré orienta¢ni hodnoty

1. Objem jedné primérné buiiky v pm®
kok (koule):

tyCinka (valec):

2. Povrch jedné primérné buiiky v pm?
kok (koule):

tyCinka (valec):

3. Poéet bunék v cm?® (30 % meziprostory)
kok (koule):

tyCinka (valec):

4. Povrch bunék bakterii v objemu 1 ml (v cm®)
kok (koule): = hodnota poétu bungk v cm?® x hodnota povrchu jedné primérné buiiky

ty¢inka (valec): = hodnota poétu bunék v cm? x hodnota povrchu jedné priméré buiiky

5. Polet bunék bakterii, které se vejdou na plochu 1 cm? (30 % meziprostory)
kok (koule):

tyCinka (valec):

Ukoly:
1. Zjistéte hodnotu velikosti dilku okuldrového mikrometru pro jednotliva zvétSeni.
2. Vypoctéte plochu zorného pole.
3. Proved’te proméieni velikosti mikroorganismi pii maximalnim zvétSeni.
4. Na zéklad¢ zjisténych hodnot uved'te, jaky tvar je pro mikroorganismus vhodné&;jsi

Z hlediska pfijmu Zivin a osidleni prosttedi.

12



4 Priprava a barveni preparati

Pro pozorovani mikroorganismi zhotovujeme rizné preparaty, jejichz ptiprava a pouziti jsou
dany sledovanym cilem pozorovani. Zivotni projevy mikroorganismi sledujeme v nativnich
preparatech, morfologii sledujeme v preparatech, ve kterych jsou mikroorganismy usmrceny

a vhodn¢ obarveny.

4.1 Priprava nativniho preparatu

Bakterie 1 jiné mikroorganismy pozorujeme Vv jejich pfirozeném tekutém prostiedi (kapka
vody, tekuté zivné pidy). K demonstraci je vhodny senny nalev ptipraveny 48 — 72 h inkubaci
sena ve vod¢ pfi laboratorni teplot¢.

Postup:

Kapku roztoku pieneseme na Ccisté podlozni sklicko a prekryjeme krycim sklickem.
Pozorujeme objektivem zvétSujicim 40x. Lze pozorovat rizné formy pohybu a jiné Zivotni

projevy mikroorganismu.

4.2 Barveni bakterii

Kbarveni bakterii lze pouzit rdzné postupy, znichz nékteré slouzi pouze k lepsi
pozorovatelnosti bun€k pod mikroskopem a jinymi je zjiStovana morfologicka stavba
bakterialni buniky. Do prvni skupiny patii pozitivni a negativni barveni, do druhé napiiklad

barveni Gramovo a Méllerovo.

4.2.1 Pozitivni barveni

Pti pozitivnim barveni dochazi k obarveni bakterialnich bun¢k gencianovou violeti, prosttedi
zUstava nezbarveno.

Postup:

Nejprve vysterilizujeme podlozni sklicko — otfeme je ethanolem a opalime v plameni. Na
sterilni podlozni sklicko képneme kapku destilované vody, do které pieneseme
mikroorganismus vyzihanou a vychladlou bakteriologickou klickou. Pomoci bakteriologické

klicky suspenzi rozetteme po co nejvétsim povrchu sklicka a nechame ptirozené zaschnout.

13



Preparat po zaschnuti zafixujeme (2x — 3x sklicko s preparatem protahneme nesvitivym
plamenem). Na zafixovany preparat naneseme gencianovou violet’ a nechame ji pisobit po
dobu 30 sekund. Violet smyjeme pod mirnym proudem vody, preparat nechame oschnout a
pozorujeme jej objektivem zvétSujicim 100x pod imerznim olejem. Pozitivni barveni je

znazornéno na Obr. 4.

Obr. 4: Pozitivni barveni (http://textbookofbacteriology.net)

4.2.2 Negativni barveni

Pti negativnim barveni dochazi k obarveni prostiedi nigrosinem, buiiky ziistavaji nezbarveny.

Postup:

Na sterilni podlozni sklicko kdpneme kapku destilované vody, do které preneseme vyzihanou
a vychladlou bakteriologickou kli¢kou mikroorganismus. Do této suspenze kapneme malou
kapku nigrosinu a smés roztadhneme po povrchu sklicka druhym podloZnim sklem. Nechame
pifirozené zaschnout a pozorujeme objektivem zvétSujicim 100x pod imerznim olejem.

Negativni preparat je znazornén na Obr. 5.

Obr. 5: Negativni barveni (https://homepages.wmich.edu/)

14



4.2.3 Gramovo barveni

Pomoci Gramova barveni rozliSujeme dvé skupiny bakterii — grampozitivni (G") a
gramnegativni (G"). Toto rozdéleni je zalozeno na rozdilné stavbé bunécné stény bakterii.
Postup:

Na sterilni podlozni sklicko kapneme kapku destilované vody. Vyzihanou a vychladlou
bakteriologickou kli¢kou pteneseme do vody mikroorganismus (G*), klicku znovu vyzihdme
a preneseme druhého mikroba (G). Suspenzi klickou promichdme, rozetteme po co nejvétsi
plose sklicka a nechdme pfirozené zaschnout. Po zaschnuti zafixujeme. Fixovany preparat
obarvime krystalovou violeti — dochazi kobarveni peptidoglykanu G bakterii a
lipopolysacharidu G~ bakterii, po 30 sekundach ji nechame stéct (neoplachujeme), mista
obarvena violeti ptekryjeme Lugolovym roztokem, nechdme ho ptisobit 30 sekund a smyjeme
ethanolem. V tomto kroku dochazi k vymyti lipopolysacharidové membrany G~ bakterii
spolecné s navazanym barvivem. Nyni preparat obarvime safraninem (30 s) — dojde
k obarveni peptidoglykanu G~ bakterii, oplachneme mirnym proudem vody a nechame
pfirozené uschnout. Pozorujeme objektivem zvétSujicim 100x pod imerznim olejem.
Grampozitivni bakterie jsou zbarveny do fialova, gramnegativni do rdzova az Cervena.

Gramovo barveni je zobrazeno na Obr. 6.
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Obr. 6: Gramovo barveni (http://dc396.4shared.com/)
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4.2.4 Barveni dle Mollera

Toto barveni slouzi k diferenciaci spor rodu Bacillus a Clostridium. Vegetativni bunky jsou
zbarveny modfe, spory ¢ervene.

Postup:

Fixovany preparat ponofime na 2 minuty do chloroformu — dochézi k odstranéni tukovych
latek. Preparat osusime, kapneme na néj kyselinu chromovou, ktera uvoliiuje sténu spory a ta
se tak stava propustnéjsi pro barvivo. Po 2 minutach kyselinu oplachneme mirnym proudem
vody a preparat osusime. Prekryjeme karbolfuchsinem a zahfivame 2-3 minuty do vystupu
par. Na preparat naneseme 5% kyselinu sirovou a nechame ji plsobit nckolik vtefin.
Oplachneme, naneseme methylenovou modf, po 4 - 6 minutich ji oplachneme, preparat
osu$ime a pozorujeme objektivem zvétSujicim 100x pod imerznim olejem. Preparat obarveny

dle Mollera je na Obr. 7.

Obr. 7: Méllerovo barveni (Www.flickr.com)

I'Jkoly:
1. Piipravte nativni preparat a pozorujte Vném pohyb bakterii. Zakreslete obrazek
nativniho preparatu.

2. Pfipravte, pozorujte a zakreslete barvené preparaty.
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5 MORFOLOGIE VLAKNITYCH MIKROMYCET - PLISNI

Vlaknité mikromycety (plisn€) jsou mikroorganismy s eukaryotickou buiikou patfici mezi
houby. Jejich zakladni stavebni jednotkou je vlakno — hyfa, jejichZ soubor se oznacuje jako
mycelium. Hyfy mizeme rozdélit na jednobunétné (ptehradkované, septované) a
vicebunécné (nepfehradkované, neseptované), mycelium pak na povrchové (vzdusné) a
substratové.

Na substratu dojde k uchyceni spory a k jejimu vykli¢eni. Nejprve dochazi k rlstu
substratového mycelia, pozdé&ji se vytvaii vzdusné mycelium — hyfy s fruktifikacnimi utvary,
které nesou spory, pomoci nichZ se plisefi rozmnoZzuje. Plisn€ se rozmnozuji pohlavné nebo
nepohlavné. Pohlavni rozmnoZovani je méné Casté, dochazi ke splynuti dvou pohlavnich
bunék a vznikaji pohlavni spory — askospory ¢&i zygospory. Castdji se plisné rozmnozuiji
nepohlavné, a to bud fragmenty mycelia, kdy dochéazi k odlomeni ¢asti mycelia, které dal
roste, nebo pomoci nepohlavnich spor.

Nepohlavni spory muzeme rozdélit na endo- a exospory. Endospory vznikaji ve
fruktifikaénim Gtvaru — ve sporangiu a nazyvaji se sporangiospory. Sporangium je umisténo
na sporangioforu. Exospory nevznikaji uvnitt fruktifikacniho utvaru. Vznikaji odskrcovanim
= konidie, rozpadem = oidie, pucenim = blastospory z koncovych ¢asti specialnich vlaken
vzdusného mycelia.

Obecné plisné rozliSujeme dle vyznamu na Zadouci a nezddouci. Kulturni plisné¢ se
vyuzivaji pro produkci organickych kyselin, antibiotik, nebo enzymi. Neékteré druhy se
pouzivaji pii vyrob& potravin — syru (s plisni v t&€sté — niva, roquefort; s plisni na povrchu -
cammembert) nebo salamu (uhersky salam). V Japonsku se nékteré druhy rodu Rhizopus
pouzivaji k vyrobé fermentovanych alkoholickych napojii. Negativné ptisobi plisné pti kazeni
potravin, nékteré druhy produkuji mykotoxiny. Mykotoxiny jsou sekundarni metabolity
plisni, které mohou poskodit lidské zdravi. Mohou byt karcinogenni, mutagenni, teratogenni,
neurotoxické, hepatotoxické, nefrotoxické, genotoxické, imunotoxické. Jejich toxicita miize
byt akutni nebo chronicka. Nejvice toxické jsou ochratoxin A, aflatoxiny, dal$imi ptiklady
jsou patulin, fumonisin, zearalenon, nivalenol, deoxynivalenol a mnoho dal$ich.

Technicky vyznamné plisné muzeme zatfadit do t¥i skupin: tiida Ascomycetes (houby

vieckaté), tiida Zygomycetes (houby spéjivé), a Deuteromycetes (houby nedokonal¢)
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Trida Zygomycetes
Rozmnozuji se pohlavné zygosporami, nepohlavné endosporami. Vytvari jednobunécné
mycelium, jsou to jednodusS$i plisn€, které maji velky vyznam v potravindistvi.

Nejrozsahlejsim rodem je Mucor.

Rod Mucor

Tvoii na raznych potravinach, jako je chleba, zelenina, maso, maslo nebo ovoce, vétSinou
bélavy porost. Nékteré druhy maji proteolytické enzymy — vyskyt v mléénych vyrobcich.
Nékteré druhy produkuji mykotoxiny, nékteré jsou patogenni. Vlakna — sporangiofory jsou
ukoncena kolumelou, na které je plodni¢ka (sporangium) se sporangiosporami. Zastupci:

Mucor plumbeus (Obr. 8), M. javanicus, M. rouxii

Mucor plumbeus

sporangium

O (O ——sporangiospory
O

—— kolumela

ch) — limecek

sporangiofor

sporangiofor s rozpadlym
s dozravajicim sporangiem sporangiem

Obr. 8: Mucor plumbeus — nakres sporangioforu (Kubatova-Miniatlas mikroorganismt)
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Rod Rhizopus

Piisobi kazeni ovoce i jinych potravin. Nékteré druhy tvoii mykotoxiny, nékteré jsou také
patogenni. Tvofi dlouhd vlakna, az 1 cm, sporangiofory vyristaji po 2 az 3 ze stolonu
V mistech, kde vznikaji rhizoidy (= nepravé kotinky). Konec sporangioforu je ukoncen
kolumelou, na niz je plodni¢ka (sporangium) nesouci sporangiospory. Zastupci: Rhizopus

nigricans (Obr. 9), R. delemar, R. japonicus

Rhizopus stolonifer

dozravajic
sporangium

Fad kolumela

/)
/ )
g0 ®
svazek sporangiospory
sporangioforQ
> stolon

rhizoidy

Obr. 9: Stavba Rhizopus stolonifer (Kubatova-Miniatlas mikroorganismui)

Trida Ascomycetes
Rozmnozuji se pohlavné askosporami, nepohlavné konidiemi. Zastupci této tiidy jsou rody

napft. Aspergillus a Penicillium.

Rod Aspergillus

Jde o rod vyskytujici se na nejriiznéjSim materidlu, nebot’ je velmi bohaté¢ vybaven enzymy
(amylolytickymi, proteolytickymi a pektolytickymi). Nékteré druhy jsou vhodné pro
primyslovou piipravu enzymt nebo organickych kyselin. Mycelium rodu Aspergillus je
vicebunééné, z lizka (méchyiku) na konci konidioforu vyrtstaji metuly (vétve), které se vétvi
ve fialidy — v pfipadé biseriatniho konidioforu. V pfipadé uniseriatniho konidioforu vyrustaji

fialidy pfimo z l0Zka. Z fialid se odSkrcuji konidie, které mohou byt kulaté, ovalné, rizné
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zbarvené. Mycelium je vétSinou bezbarvé. Zastupci: Aspergillus flavus (Obr. 10), A. niger, A.

clavatus

Aspergillus
flavus

konidie
fialidy
metuly

méchyrek

stopka

biseriatni
konidiofor

uniseriatni
konidiofor

Obr. 10: Aspergillus flavus — nakres konidioforu (Kubatova-Miniatlas mikroorganismit)

Rod Penicillium

Je nejrozsifenéjSim a nejrozsdhlejSim rodem, obsahuje asi 250 druhd. Jeho druhy tvoii kolonie
s velkym mnozstvim zlutozelenych az modrozelenych konidii, které jsou na rdaznych
potravinach i jiném materialu patrné jako zelené, sametové az moucné povlaky. Okraje
kolonii, na nichZ nejsou spory, jsou bilé. Kazi ovoce a zeleninu, produkuje mykotoxiny
(kyselina cyklopiazonovéa, ochratoxin A, patulin), organické kyseliny (glukonova, citronova),
antibiotika (penicilin)

Podle usporadani StéteCkovitych konidiofort se rozdéluji nésledujicich skupin (starsi
déleni): 1. Monoverticillata — konidiofor je ukoncen jednim svazkem fialid, jsou malo
rozsifené (P. frequentans). 11. Biverticillata — mezi konidiofor a fialidy se vmezetuji metuly.
B. symetrica — konidiofor je symetricky ukonéen uspofadanym svazkem metul, z kazdé
vyrista svazek fialid, z nich se odSkrcuji konidie (P. waksmanii). I11. Asymetrica — stéticky
jsou nesymetricky uspofddané (metuly vyrlstaji zriznych mist konidioforu (P.
chrysogenum). 1V. Polyverticillata — konidiofor je ukoncen bohatym, opakované vétvenym

symetricky usporadanym StéteCkem.
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Z:akladni taxonomické schema rodu Penicillium je nasledujici: fiSe - Fungi, oddéleni —
Ascomycota, fad — Eurotiales, ¢eled — Trichocomaceae, anamorfni rod — Penicillium, 4
podrody — Aspergilloides, Biverticillium, Furcatum a Penicillium.

Kazdy podrod ma specifickou stavbu konidioforti (Obr. 11). Podrod Aspergilloides ma
monoverticilatni konidiofor Ptikladem je P. glabratum nebo P. spinulosum. Podrod
Biverticillium ma biverticilatné vétveny symetricky konidiofor. Ptikladem jsou napt. P.
purpurogenum a P. islandicum. Podrod Furcatum wvytvaii 2 typy biverticilatnich
konidioforu. P. citrinum, P. canescens aj. Podrod Penicillium zahrnuje asymetricky vétvené
terverticilatni druhy. Radime sem druhy &asto se vyskytujici v potravinach a krmivech a
vyznamné producenty mykotoxind, napf. P. expansum, P. aurantiogriseum, P. italicum, P.

digitatum, P. camemberti, P. roqueforti (Obr. 12), P. verrucosum.

?

monoverticilatni terverticilatni biverticilatné symetricky
podrod Aspergilloides asymetricky vétveny podrod Biverticillium
podrod Penicillium

divarikatni
podrod Furcatum

Obr. 11: Typy konidiofori u rodu Penicillium (Kubatova, 2006)
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Penicillium chrysogenum

konidie

stopka

asymetricky
vétveny
konidiofor

Obr. 12: Penicillium chrysogenum — nakres konidioforu (Kubatova-Miniatlas

mikroorganismi)

Deuteromycetes
Pohlavni rozmnozovani neni znamo, nepohlavné se rozmnozuji exosporami. Tvofi

vicebunééné mycelium. Exospory mohou byt jednounééné (mikrokonidie) nebo vicebunééné

vvvvvv

Rod Fusarium
Zpusobuje kazeni jablek, rajCat, brambor, nékteré druhy zpasobuji onemocnéni rostlin.
RozmnoZzuje se pomoci mikro- i makrokonidii, které jsou srpkovitého tvaru. Zastupci:

Fusarium culmorum (Obr. 13), F. moniliforme, F. solani

rozvétveny konidiofor

Obr. 13: Stavba Fusarium culmorum — nakres konidioforu (Kubatova-Miniatlas

mikroorganismil)
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Rod Alternaria

Vyskytuje se na rostlinach, jako vzdusna kontaminace v mlékarnach, sklepich a na sténach
pivovarskych mistnosti. Zplsobuje skvrnitost kostalovin a ¢ernou hnilobu mrkve. Tmava
pigmentace ji chrani pied slune¢nim zafenim. Makrospory maji pticné 1 podélné prepazky a

tvoii se v fetizcich. Zastupci: Alternaria alternata (Obr. 14), A. brassicicola, A. japanica

Alternaria
alternata

konidie

—— mlada
konidie

Obr. 14: Alternaria alternata — nakres konidioforu (Kubatova-Miniatlas mikroorganismti)

Mikroskopovani mikromycet

Postup:

Na sterilni sklicko kapneme kapku laktofenolu (hydrofobni vlakna mikromycet jsou Spatné
smaciva ve vod€) a do ni pfeneseme prepara¢nimi jehlami otfenymi ethanolem ¢ast mycelia
z Petriho misky. Pozor — snadno muize dojit k poskozeni mycelia, mize byt odebrano pfilis
velké mnoZstvi mycelia, coZz vede ktmavé, Spatné¢ pozorovatelné zméti vlaken pod
mikroskopem, mize dojit také k odebrani agaru, preparat je pak nepozorovatelny. Piekryjeme
krycim sklickem a pozorujeme objektivem zvétSujicim 10 — 20x (celkovy pohled) a 20 — 40x
(detail).

Ukol:

Ptipravte preparaty z predloZzenych kultur plisni. Pfi obou zvétSenich preparat zakreslete, pii

pozorovani detailu zméite Sitku hyfy a Sitku spory (pfipadné makrokonidie).
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6 STANOVENI GENERACNI DOBY

Kvasinky jsou vétSinou jednobunééné eukaryotické mikroorganismy patfici mezi houby.
Neékteré druhy mohou tvofit tzv. pseudomycelium, nékteré tvoii pravé mycelium. Kvasinky
jsou fakultativné anaerobni, na prostiedi, ve kterém se nachazi, zavisi pak jejich tvar. Bunky
kvasinek rostoucich v anaerobnich podminkach, tedy bez pristupu vzduchu, jsou kulovité,
Vv aerobnich podminkéch, za pfistupu vzduchu, je jejich tvar spiSe protdhly. Rozmnozovani
kvasinek probiha bud’ pohlavné, nebo nepohlavné. Pohlavni rozmnoZzovani je méné casté,
déje se tak pomoci askospor nebo exospor, Castéji se kvasinky mnozi nepohlavné — pucenim,
nebo délenim. Sviij nazev ziskaly diky své schopnosti zkvasovat mono- a né¢které disacharidy
za tvorby ethanolu a COx.

Nejvyznamnéjsi kvasinkou v potravinarském prumyslu je rod Saccharomyces. Druhy
této kvasinky jsou schopny zkvaSovat n¢kolik cukrii najednou, nezkvaSuji vSak laktosu. Tvofi
vétsinou kratce elipsoidni, vejCité nebo protahlé buniky. Nejdulezitéjsi je druh S. cerevisiae —
uplatiiuje se jako pekarska, lihovarskd, vinafskd a svrchni pivovarskd kvasinka. Zkvasuje
glukosu, sacharosu, maltosu, galaktosu a ¢astecné nebo Uplné trisacharid rafinosu. U kmend,
které se pouZzivaji v pekarském a pivovarnickém primyslu, se vyzaduje vyrovnanost tvaru a
velikosti bun¢k a stalost jejich technologickych vlastnosti.

Mezi nezadouci kvasinky, které kontaminuji potraviny a potravinové suroviny patii
napiiklad rod Candida, Pichia nebo Hansenula. Rody Pichia a Hansenula jsou oznac¢ovany
jako kfisotvorné, kontaminuji pivo nebo vino, na jehoZ povrchu tvofi kiis. Jejich plisobenim
dochazi také k nezadoucim senzorickym zménam. Nékteré druhy rodu Candida mohou byt
pro ¢lovéka patogenni, napiiklad C. albicans, ktera zptsobuje kandidozy. Nepatogenni druhy

rodu Candida se mohou vyskytovat jako kontaminace pekatského drozdi.

Stanoveni generacni doby kvasinek

Generacni doba je Casovy Usek, za ktery se zdvojndsobi pocet kvasinek v kultufe — vytvoii se
nova generace. Délka generacni doby je zavisla na tom, v jaké ristové fazi se kvasinky
nachazi. Rist mikroorganismll v uzavieném prostedi 1ze charakterizovat ristovou kiivkou

(Obr. 15), kterd ma n&kolik fazi.
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7 - doba (h)

x = pocet zivych bunék v 1 ml
1 - lag-faze

1 2 — faze zrychlujiciho se ristu

; 3 — exponencialni faze ristu

L 4 - faze zpomalujiciho se riistu

] = T et
| k 5 — staciondrni faze rustu
I

6 — faze odumirani

— = |n X

|
[
|
\
|

Obr. 15: Riistova kiivka mikroorganismi (Silhankové, 2002)

Z obrazku je patrné, ze v exponencidlni fazi je rist mikroorganismil nejrychlejsi, to
znamena, ze generacni doba je nejkrat$i. V optimdlnich podminkédch se pohybuje okolo 30

minut. Vypocet pro jeji stanoveni je nasledujici:

t-log2

— == kde:
log x —log X,

T[min]=

T — generacni doba v minutach
t —usek mezi 1. a 2. pocitdnim
Xo — pocet bunék pii 1. pocitani

X — pocet bunék pfi 2. Pocitani

Z hodnoty genera¢ni doby mtizeme stanovit pocet generaci za dobu t:

n= , kde:

t
T
n — pocet generaci

t —asek mezi 1. a 2. Poditanim

T — genera¢ni doba v minutach

Postup:
Nejprve si pripravime suspenzi, ve které budeme pocet bunék zjistovat. Do prazdné

zkumavky napipetuyjeme 1 ml kultury kvasinek ve sladinkovém médiu (200 ml)
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Z Erlenmayerovy banky, pfiddme 1 ml destilované vody a dikladné promichame. Pro pocitani
bunék pouzijeme Biirkerovu komurku (Obr. 16) — silngjsi podlozni sklicko s vyrytymi dvéma

miizkami vybavené dvéma svorkami pro uchyceni kryciho sklicka.

|
\ 574
o
\ O
, | | ;0 X
0 1 \\
1 44
T ii . i : o 0]
2 4 ;
= \ g/
= , B
4 [ 1l 1

Obr. 16: Biirkerova komirka

(http://www.dispolab.sk/, http://www.e-mikroskopy.pl/)

Na Biirkerové komirce jsou vyryty dvé pocitaci miizky. Kazdd z nich je rozdélena
ttemi Carami na devét velkych ¢tvercovych poli, jejichZz strana méti 1 mm. Tato pole jsou
tvofena stiednimi étverci o plose 1/25 mm?a Vv jejich rozich jsou malé &tverce s plochou 1/400
mm?. Po stranich stfednich &tvercli jsou obdélniky, jejichz plocha se rovna &tyfem malym
étverctim, tedy 1/100 mm?. Piikrytim ploch s miizkami krycim sklem vznikd prostor na
pocitani bunék vysoky 0,1 mm.

Pii praci s Biirkerovou komurkou vyuzivame tzv. Biirkerovo pravidlo:

e Zvolime dv€ sousedni strany obdélniku (Ctverce) napt. horni a pravou. Spocteme
vSechny buiiky, které na téchto stranach lezi, nebo se jich dotykaji zevnitt 1 zevné.

e Buiky, které se dotykaji nebo lezi na dolni a levé stran€ se nepocitaji.

o Burika, které lezi na pravé a soucasné na dolni ¢afe a ta, ktera lezi na horni a soucasné
levé ¢are se nepocita

Pravidlo lze snadno zdivodnit piedstavou o sousednich ¢tvercich a pozadavkem, aby se
zadna bunka nepocitala dvakrat.

Nejprve tedy uchytime do svorek kryci sklicko, k nému pfilozime z vrchni a ze spodni
strany pipetu s pfipravenou suspenzi, ktera se tak pod kryci sklicko nasaje. Zaznamename ¢as
prvniho pocitdni. Biirkerovu komutrku umistime na stolek mikroskopu jako preparat a
pouzijeme objektiv o zvétSeni 20X.

Ve c¢tverci pocitdme vSechny buiiky, které jsou zcela uvnitt a nedotykaji se obvodu pole,
a bunky, které se dotykaji zvolenych dvou stran obvodu. Ty, které se dotykaji zbyvajicich
dvou stran obvodu pole, nepocCitdme, byt’ by byla vétsi ¢ast bunky uvniti. Kvasinka pucici je

pocitana jako jedna, pokud je dcefina bunika mensi nez mateiska, jako dvé pokud jsou stejné
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velké. Spocitame pocet bun¢k v raznych deseti Ctvercich, z nichz vypocitdme pramér a
ziskame tak pocet bun€k v jednom primérném Cctverci. Ziskdme tak hodnotu Xo. Po 30
minutach od zacatku prvniho pocitani si pfipravime novou suspenzi kvasinek do prazdné
zkumavky a opét spocitame pocet kvasinek v 10 ¢tvercich. Ziskdme hodnotu X. Pii vypoctu
generacni doby je nutno zohlednit zfedéni suspenze pied pocitanim. Zied’'ovaci faktor pfi
smiseni 1 ml pivodni suspenze a 1 ml destilované vody je 2. (Pfi vétSim zfedéni se faktor

zvySuje — 1 ml suspenze + 2 ml vody — faktor ziedéni = 3, atd.).

Ukol:

Vypocitejte prumérnou generacni dobu kvasinek.

7 METABOLISMUS KVASINEK

A. Stanoveni produkce ethanolu

Kvasinky zkvasuji sacharidy za produkce ethanolu a oxidu uhli¢itého:

CeH1206 —2 EtOH + 2 CO2 + 2 ATP

Rozkladem glukosy tedy vznikd po dvou molekulach ethanolu, oxidu uhli¢itého a
energie ve form¢ ATP. Diky stejnému mnozstvi vyprodukovaného ethanolu a CO> Ize objem

CO; prevést na objem ethanolu, ktery kvasinky vyprodukovaly.

Postup:

Pro stanoveni produkce CO: pouzijeme kapilaru a mydlovou bublinku (Obr. 17).
Erlenmayerovu baiiku s kvasni¢nou suspenzi utésnime gumovou zatkou, kterou prochazi
hadicka do kapildry. Opakované mackame hadicku s jarem, az ziskdme bublinku, kterd
doputuje ke kapilare. Uvoliiovany CO; nese bublinku vzhiiru kapilarou. Métime cas, za ktery
se bublinka dostane od spodni k vrchni rysce kapilary. Tento Cas zméfime 5x a
zpramérujeme. Na kapilafe je uveden objem useku mezi dvéma ryskami (v ml), ktery

bublinka pfekoné za zméteny cas.
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vrchni

ryska kapilary

spodni

hadicka s jarem

suspenze kvasinek

Obr. 17: Sestava pro méfeni objemu vyprodukovaného CO>

Cas pritoku CO2 kapilarou v sekundach

Me¢éteni 1 2 3 4 Primér
Cas

Objem kapilary = ml

ai. Po jedné minuté bylo vyprodukovano ml CO2

az. Objem COz piepocitany pomoci konstanty zohlednujici tlak a teplotu = a;- K
ml CO;

as. Produkce CO; za 60 minut ml CO»

as. 1 mmol COz2 = 22,41 ml CO2

x mmol CO2 = a3 ml CO;

Z:a 60 min bylo vytvoreno

as. a4 mmol CO2 = a4 mmol EtOH

mmol COo.

(Z rovnice vyplyva, ze molarni mnozstvi CO2 se rovna molarnimu mnozstvi EtOH)
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as. Objem 1 mmol EtOH = 58,2 pl
as. mmol EtOH = x pl EtOH

Z.a 60 minut bylo vytvoreno ul EtOH.

B. Stanoveni poctu kvasinek, které zjiSténé mnozstvi ethanolu vyprodukovaly

b1. Primérny pocet bunék v jednom ¢tverci (hodnota xo) =

b2. Pocet bunédk v 1 ml =by - 250 - 1000 =

bs. Pocet bun¢k v celém objemu kultivaéni tekutiny = bz - objem kultivacni tekutiny (200 ml)

- zfedéni (pokud nebylo zohlednéno jiz diive) =

bs. Za 60 minut bz kvasinek vyprodukovalo as ul EtOH
10° kvasinek vyprodukovalo x pul EtOH

Za 60 minut vyprodukovalo 10° kvasinek ul ethanolu.

C. Mnozstvi zkvaSené glukosy a energie ziskané kvasinkami

ci. 1 mol glukosy = 2 mol EtOH

x mmol glukosy = a4 mmol EtOH
Na tvorbu a; mmol ethanolu bylo spotifebovano mmol glukosy.
c2. 1 mmol glukosy = 180 mg

c1 mmol glukosy = x mg

Za 60 minut bylo zkvaseno celkem mg glukosy.

3. &4 mmol EtOH = a4 mmol ATP (zkvasenim glukosy vznika ekvimolarni mnozstvi EtOH a
ATP)
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c4. 1 mmol ATP =0,0309 J/ mmol
¢z mmol ATP =xJ/ mmol

Populace kvasinek ziskala J chemicky vazané energie.

D. Ziskana energie a syntéza mikrobni biomasy

1 mmol ATP = 10,5 mg susiny bun¢k

c3 mmol ATP = x mg suSiny bun¢k

(Pocet gramu suSiny bunék vytvofenych na 1 mol ATP se rovna 10,5 g — tzv. vynosovy
koeficient Y atp.)

Energie ziskana pri kvaSeni za danych podminek a pri prepo¢tu na 60 minut umoZznila

syntetizovat mg suSiny nové Zivé hmoty kvasinek.

Ukol:

Vypocitejte prumérnou generacni dobu a produkei ethanolu u kvasinek.

Kvasinka Generacni doba pl etanolu
vyprodukovaného 10°
kvasinek

prumér

8 TVAROVA VYROVNANOST KVASINEK

Jak jiZ bylo zminéno, pro technologické vyuziti kvasinek je velmi dilezita vyrovnanost tvaru
a velikosti bunék, aby bylo dosazeno optimalniho vysledku vyrobniho procesu. Tvarova

vyrovnanost se zjist'uje méfenim bunék a naslednym statistickym vyhodnocenim.
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Postup:

Z kultury kvasinek ve sladinkovém médiu odpipetujeme 1 ml do prazdné zkumavky. Piiddme
I ml 0,01% methylenové modie, obsah zkumavky dikladné¢ promichame a nechame chvili
pusobit. Piidavkem methylenové modie rozliSime mrtvé a zivé bunky — bunéfna sténa
mrtvych bunék je pro barvivo propustnd, zbarvi se tedy do modra, bunécnd sténa zivych
bun¢k barvivo nepropousti a tyto tedy zlstavaji bezbarvé. Miizeme tak stanovit procento
zivych a mrtvych bun¢k v kultufe. Pfipravenou suspenzi kvasinek kapneme na vysterilizované
podlozni sklo, ptrikryjeme krycim sklickem a pozorujeme objektivem se zvétSenim 20x nebo
40x. Zmétime délku a $itku dvaceti zivych bunck a hodnoty zaznamendme do tabulky a dale
S nimi pracujeme podle nasledujicich vypocti.

Vyrovnanost bun¢k se posuzuje korelacnim koeficientem mezi naméfenymi délkami a
Sitkami bunék. K vypoctu korelaéniho koeficientu je tfeba stanovit soucet hodnot veli¢iny x
(délky), jejich kvadratii, soucet hodnot veli¢iny y (Sitky) a jejich kvadrati a nakonec soucet
soucind x a y. Pomoci takto zjisténych hodnot vypocteme hodnotu vybérového korelacniho
koeficientu. Vyznamnost zjisténé hodnoty korela¢niho koeficientu se testuje pro n-2 stupna

volnosti.
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1 Sx/* = Sx,
n
2 (Sy| )2
2 Sy| = Syl -
n
3 sy =Sy, -
n
4 Sx;” - Sy;®
5. ro_ %Y
Sx;” - sy}’

Hodnoty korelagnich koeficientdi se pohybuji v rozmezi 0 az £1. Cim je vyrovnanost
bunék vEtsi, tim se vypoctena hodnota r vice piiblizuje +1. Nevyrovnanost bun€k vzniké jako
nasledek nepfiznivych faktorli, degenerace kultury, kontaminace a podobné. Hladiny

vyznamnosti se vyhledaji v tabulce pro p 0,01 a p 0,05 a n-2 stupnti volnosti.

Hodnoty vyznamnosti p 0,01 a p 0,05
n-2 Pravdépodobnost p
0,05 0,01

8 0,6319 0,7646
13 0,5139 0,6411
18 0,4438 0,5614
23 0,3809 0,4869
28 0,3494 0,4487
38 0,3044 0,3932
48 0,2732 0,3541

Ukol:

Zjistéte tvarovou vyrovnanost kvasinek.
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9 BARVENI KVASINEK

Vitalni barveni
Ze suspenze kvasinek odpipetujeme 1 ml do prdzdné zkumavky, pfiddme 1 ml 0,01%

methylenové modre, promichame a chvili nechame ptsobit. Mrtvé bunky se barvi modie.

Barveni vakuol
K suspenzi kvasinek piidame kapku neutrdlni cervené. Piikryjeme krycim sklickem a

pozorujeme. Neutralni cerven je internalizovana vakuolami a ty se barvi Cerveng.

Diikaz glykogenu v buiikach
Hustou suspenzi rozetteme po podloznim skle, nechdme mirné zaschnout a prelijeme
kapkou Lugolova roztoku. Pfikryjeme krycim sklickem. Casti buiiky obsahujici glykogen se

barvi hnédé, bilkoviny zluté.

Ukol:

Proved'te barveni kvasinek a zakreslete pozorovani.

10 BARVENI BAKTERII MLECNEHO KVASENI

Bakterie mlééného kvaseni (BMK) pouzivame ve formé cistych mlékarskych kultur pro
vyrobu fermentovanych mléénych vyrobkli — jogurtu, kefiru, syri a podobné. Pouzivaji se
také jako startovaci kultury pii vyrobé fermentovanych salamt a pii vyrobé kysaného zeli.
Pro obarveni BMK v mlé¢nych vyrobceich pouzijeme karbolfuchsin, ve §tavé z kysaného zeli

gentianovou violet'.

Postup:

BMK v mléénych vyrobcich — na wvysterilizované podlozni sklicko kapneme kapku
destilované vody, vyzihanou a vychladlou bakteriologickou klickou do ni pfeneseme malé
mnozstvi mlé¢ného vyrobku, rozmichdme a rozetfeme po co nejvétsi plose sklicka. Nechame

piirozené zaschnout a zafixujeme.
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Barveni methylenovou mod¥i: Fixovany preparat obarvime 0,1% methylenovou modii
a nechdme puasobit nejlépe 5 minut. Smyjeme pod proudem vody, nechame oschnout,
pozorujeme objektivem zvétSujicim 100X pod imerznim olejem.

Barveni karbolfuchsinem: Fixovany preparat ponofime na 1 az 2 minuty do smési
ethanol:ether (1:1) — dojde k odmasténi. Po oschnuti piebarvime karbolfuchsinem, ktery
nechame piisobit 3 az 5 minut. Smyjeme pod proudem vody, nechdme oschnout, pozorujeme
objektivem zvétsujicim 100x pod imerznim olejem.

Barveni gentianovou violeti: BMK ve §tavé z kysaného zeli — na vysterilizované
sklicko képneme kapku Stavy z kysaného zeli, rozetieme po co nejvétSim povrchu skla a
nechame piirozené¢ zaschnout. Poté naneseme gentianovou violet, kterou nechame nékolik
sekund ptisobit. Omyjeme pod proudem vody a pozorujeme objektivem zvétSujicim 100x pod

imerznim olejem.

Ukol:

Proved’te ptipravu barevnych preparati. Pozorovani zakreslete.

11 BOJ PROTI MIKROORGANISMUM (TEPLOTA, UV ZARENI,
ANTIBIOTIKA)

V boji proti mikroorganismim lze vyuzivat rdznych metod fyzikdlnich, chemickych,
fyzikalné-chemickych, biologickych. Experimentdlné bude ovéfeno plsobeni teploty,

ultrafialového zafeni a antibiotik na vybrané druhy mikroorganismd.

Smrtici Gcinek teploty

Pét zkumavek oznac¢ime jako Ts, Tio, Tis, T2o @ T2s. Do kazdé zkumavky odpipetujeme
sterilni pipetou 2 ml fyziologického roztoku s mikroorganismem. Zkumavku zakryjme
alobalem a oznacime. VSechny zkumavky vlozime do vodni 1azné¢ vytemperované na 85 °C.
Zkumavku s Cislem Ts budeme zahfivat 5 minut, Tio deset minut atd. PopiSeme 6 Petriho
misek s nalitym sterilnim agarem znackou to, ts, tio, tis, too, tos. Do Petriho misky ts
napipetujeme 0,1 ml ze zkumavky Ts, do Petriho misky tio napipetujeme 0,1 ml ze zkumavky

T, atd. P#i pipetovani ale postupujeme opacné od zkumavky Tos, tedy z mista, kde
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piredpokladdme nejmensi koncentraci mikroorganismii smérem ke kontrole, kde je

mikroorganismu nejvice. Tak budeme pro ockovani potiebovat jen jednu sterilni pipetu.
Inokulum rozetieme po povrchu Petriho misky vyzihanou sklenénou hokejkou. Miska

S oznacenim to bude slouzit jako kontrola a pipetujeme do ni 0,1 ml piivodniho fyziologického

roztoku s mikroorganismem (ktery NEBYL V LAZNI).

Smrtici uc¢inek UV zareni

Vezmeme si 5 Petriho misek a oznacime Zo, Zs, Z16, Z32, Zs4. 10 ml fyziologického roztoku s
mikroorganismem napipetujeme do Petriho misky o praméru 15 cm. Potom velkou Petriho
misku s 10 ml vezmeme a ozaiime UV prvnich 8 sekund. Po ozafeni z misky odpipetujeme
0,1 ml fyziologického roztoku na misku oznaCenou Zg a rozetfeme po povrchu agaru
vyzihanou sklenénou hokejkou. Nésledn¢ budeme velkou Petriho misku ozatovat dalSich 8 s,
po ozateni opét odebereme 0,1 ml roztoku do misky Zie (dohromady je doba ozaieni 16 S).
Pak budeme velkou Petriho misku s roztokem ozafovat 16 sekund a na konec 32 s (aby soucet
Casu ozafeni byl 64 s). Na pipetovani pouzijeme vzdy novou sterilni pipetu a na roztirdni vzdy

ozihanou sklenénou hokejku.

Testovani citlivosti na antibiotika

Petriho misku s nalitym MPA agarem oto¢ime dnem vzhiru a na dno fixkou napiSeme ¢isla 1
az 6 (¢isla 1 aZ 5 po obvodu asi 1,5 cm od okraje misky a ¢islo 6 doprostied misky) a k ¢islu
si vytvofite legendu pro pfislusna antibiotika. Na misku napipetujeme sterilni pipetou 0,5 ml
bujonové (tmavé) kultury, kterou rozetfeme po povrchu Zivné pady sterilni sklenénou
hokejkou a nechame vsdknout. Na pfislusna c&isla podle legendy klademe terciky

napusténé antibiotiky.

Petriho misky se zaloZenymi experimenty budeme inkubovat ptfi laboratorni teploté do

ptistiho cviceni.

Vyhodnoceni:
Na Petriho miskdch odeCteme narostlé kolonie bakterii a pfepocteme je na %. ZjiSténé
hodnoty vepiSeme do pfislusSnych tabulek. U testovani antibiotik zméfime pramér

vytvofenych inhibi¢nich zon. Nasledné odpovime na zadané otazky.
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Teplota

Doba pasterace [min.] 0 5 10 15 20 25
pocet kolonii
% preziti 100
ostatni druhy bakterii
UV zareni
Doba expozice [s] 0 6 18 32 64
pocet kolonii
% preziti 100
ostatni druhy bakterii
Antibiotika
Antibiotika Nazev bakterie
Nazev Nazev Nazev Nazev
Primer | u¢inek | Primer | G¢inek | Pramer | uCinek | Primer | u¢inek
zony zony zony zony
(mm) (mm) (mm) (mm)

Legenda hodnoceni citlivosti na antibiotika:
++ silny ucinek - velmi citlivy MO k ATB (primér inhibi¢ni zony nad 12 mm),
+ slaby uc¢inek - primér zony 9 -12 mm,

- neucinkuje.
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Otazky pro zavérecné hodnoceni:

1.

Jsou za danych podminek rozdily v pieziti mezi sporulujicimi a nesporulujicimi
druhy?

Jaky je pro vSechny nesporulujici druhy minimalni ¢as smrtici teploty?

Cim je zptisobeno pieziti sporulujicich druht?

Ktery ze zkouSenych druhli je za danych podminek nejcitlivéjsi a ktery nejméné
k UV?

Pti jaké délce expozice UV za danych podminek jsou vSechny vySetfované druhy
usmrceny?

ucinku?

Ktery druh bakterii je na zkouSeny soubor antibiotik nejméné citlivy, ktery je
nejcitliveéjsi?

Které¢ antibiotikum, resp. jakd nejjednodussi kombinace by umoznila tplnou inhibici

vSech zkouSenych druhu bakterii?

12 VLIV VNEJSICH PODMINEK NA AKTIVITU MIKROORGANISMU
(TEPLOTA, PH, OSMOTICKY TLAK)

Na mikroorganismy pusobi nejriznéjsi faktory prostiedi. Jde o faktory fyzikélni jako je

teplota, tlak, aktivita vody. Faktory chemické jako pH. Faktory biologické tady vzajemné

vztahy mezi mikroorganismy a mezi mikroorganismy a makroorganismy. V nasledujicich

experimentech bude zkouman vliv pH, koncentrace soli a teploty kultivace na vybrané

mikroorganismy.

Na kazdém stole jsou stojanky s 13 zkumavkami obsahujicimi sterilni peptonovou

vodu, ke které pfidame rizné chemikalie dle navodu a ptislusny testovany mikroorganismus.

Vliv pH

Prvnich pét zkumavek si oznacime jako A — E. V tabulce jsou uvedena mnozstvi chemikalii,

jejichz piidavkem do peptonové vody vytvoiime v piislusné zkumavce odpovidajici pH.

Piiklad: Na vytvofeni pH 4,0 do zkumavky A pfidame 1,92 ml 0,2M NaHPO4 a 3,08 ml

0,1M kyseliny citronové a kapku mikroba. Obsah ve zkumavce dobie promichame.
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0,2M NazHPOQO4 [ml] 0,1M kys. citronova pH oznaceni zkumavky
[mi]
1,92 3,08 4,0 A
2,34 2,66 4,6 B
2,58 2,42 5,0 C
3,16 1,84 6,0 D
4,12 0,88 7,0 E

Vliv teploty kultivace
Tti zkumavky ozna¢ime T23, T30 A Tso a upravime podminky tak, aby pH prostiedi bylo 7,0

(3 x zkumavka E z predeslého tikolu). Obsah ve zkumavce dobie promichame.

Vliv koncentrace soli (NaCl)

Poslednich pét zkumavek oznacime jako Cisly 1 - 5. Budeme v nich vytvaret prostfedi s
riznou koncentraci soli a to tak, ze do pfislusné zkumavky napipetujeme uréité mnozstvi
sterilni destilované vody a roztoku NaCl. Postupujeme podobné jako v prvnim piipadé. Na
vytvoreni 11 % koncentrace NaCl ve zkumavce ¢islo 1 pfidame 5,0 ml NaCl a 0 ml vody.

Obsah ve zkumavce dobie promichdme.

NaCl [ml] H>0 [ml] % NaCl oznaceni zkumavky
5,0 0,0 11 1
4,1 0,9 9 2
2,7 2,3 6 3
13 3,7 3 4
0,45 4,55 1 5

Do takto pfipravenych 13 zkumavek s riznym prostfedim sterilni pipetou vpravime 1
kapku bujonové kultury testovaného mikroorganismu a obsah ve zkumavce dobie
promichdme. Zkumavky pro testovani vlivu teploty umistime do pfisluSnych termostati
S nastavenou teplotou a zkumavky pro testovani vlivu pH a koncentrace soli budeme

inkubovat pfi laboratorni teploté.
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Vyhodnoceni:

Mikroorganismy ve zkumavkach rozkladaji pepton a vyuzivaji ho jako zdroj zivin. Pfi tom se
uvoliiuje amoniak. Mnozstvi uvolnéného amoniaku je umérné pomnozeni mikroorganismu a
jeho aktivité.

Zkumavky zkontrolujeme, jestli nebyly kontaminovany plisnémi. Kontaminované
zkumavky vylou¢ime zhodnoceni. Obsah zkumavek dikladné¢ promichame. Do Cisté
zkumavky odpipetujeme 1 ml vzorku, pridame 8,7 ml destilované vody a 0,3 ml Nesslerova
¢inidla. Obsah zkumavek dikladné promichame. Nesslerovo ¢inidlo reakci s amoniakem,
ktery vznikl rozkladem peptonu, poskytuje Zlutohnédé zbarveni. Po cca 5 minutach, kdy
probihé barevna reakce, porovndme zkumavky s barevnymi standardy. Ke zkumavce ve které
zkumavky umistime nad bily podklad a z pokusné zkumavky odebirame tekutinu tak dlouho,
az se pii pohledu zhora na hladinu tekutiny srovna jeji zbarveni se zbarvenim standardu. Pak
zmé&fime vysku sloupce tekutiny ve standardu a v pokusné zkumavce v mm. Obsah amoniaku

v ug se vypocte podle vzorce:

K, = 4o K,
d,
Kde: K2 — obsah amoniaku v pokusné zkumavce,
K1 — obsah amoniaku v pokusné zkumavce,
d1 — vyska sloupce standardniho roztoku,

d> — vyska sloupce pokusného roztoku.

Vypoctené hodnoty vepiSeme do tabulky a porovname s hodnotami pro ostatni
mikroorganismy. Dale vytvofime grafy pro jednotlivé testované faktory (pro pH, teplotu,
NaCl), do nichz zaneseme hodnoty pro vSechny testované mikroorganismy. V zavéru

odpovime na poloZené otazky.

Mnozstvi N-NH4 v 1 ml kultivaéniho média [pg]

vliv pH vliv koncentrace NaCl [%] | vliv teploty ['C]

Druh 40| 46 | 50| 60 | 7,0 1 3 6 8 11 | 22 | 30 | 40
bakterie
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Otazky pro zavérecné hodnoceni:
1. Vliv pH prostredi
e Je stupen kyselosti prostiedi, ktery zcela potlauje rist, pro vSechny zkoumané
bakterie stejny?
e Ktery druh a pti jakém pH vykazuje relativn€ nejvetsi aktivitu?
e Jaké nejnizsi pH umoziuje jiz vSem zkouSenym bakteriim zietelny riist?
e Ktery druh je na zménu pH v rozmezi 5,0 — 7,0 nejcitlivéjsi?
2. Vliv NaCl
e Kterd koncentrace NaCl v prostfedi zcela inhibuje rist vSech zkouSenych druht
bakterii?
e Ktery druh je na pfitomnost NaCl v prostfedi relativné nejcitliveéjsi?
e Pii které koncentraci NaCl v prostfedi mohou jiZ riist vSechny druhy bakterii?
3. Vliv teploty
e Ktery druh bakterii relativné nejlépe roste pti 22, 30, 40 °C?
e Ktery druh bakterii nejvyraznéji reaguje na zménu teploty z 22 na 30 °C a ktery z 30
na 40 °C (jak v pozitivnim, tak negativnim smyslu)?
e Plsobi u vétSiny zkouSenych bakterii vetsi intenzitu metabolismu zvySeni kultivaéni

teploty z 22 na 30 °C nebo z 30 na 40 °C?

13 PUSOBENI TEZKYCH KOVU, BARVIV A KONZERVANTU

Nekteré latky plisobi na mikroorganismy inhibi¢né, zpomaluji €1 zastavuji jejich riist, nebo je
usmrcuji. Mezi tyto latky patii téZké kovy, né€kterd barviva a konzervanty. Z téZzkych kovi
posoudime pulsobeni stiibra ve formé sagenu (prostiedek pouzivany pro jednordzovou
desinfekci pitné vody) a medi ve formé¢ médéného plisku. U konzervantii budeme zkoumat
ucinky kyseliny sorbové, kyseliny mraven¢i a benzoanu sodného, u barviv je to krystalova

violet’.
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Pusobeni téZkych kovi

Postup:

Budeme potiebovat 4 Petriho misky. 1. Petriho misku ptipravime jako kontrolu, na kterou
naockujeme 0,5 ml mikroba a zalijeme masopeptonovym agarem (MPA).

Druhéd miska bude pro testovani u¢inku médi — na Petriho misku naockujeme 0,5 ml
mikrobialni kultury, zalijeme MPA a pied zatuhnutim vlozime médény plisek ocistény v 10%
HNOs.

Pro testovani piisobeni sagenu budeme pottebovat dvé Petriho misky (testujeme 2 rtizné
koncentrace). Do dvou prazdnych zkumavek napipetujeme po 1 ml sagenu (1 ml - 0,01 g /I, 1
ml - 0,02 g/) a po 1 ml mikrobialni kultury. Nechame ptsobit 60 minut, po uplynuti doby
pusobeni napipetujeme 1 ml na Petriho misky oznacené koncentraci sagenu a zalijeme MPA.

Petriho misky budeme inkubovat pfi laboratorni teplot¢.

Pusobeni konzervantii

Postup:

Pouzijeme 7 Petriho misek. Do Petriho misky napipetujeme vzdy piislusny konzervant a 10
ml MPA, nechame ztuhnout a na povrch rozetfeme hokejkou 0,1 ml mikrobidlni kultury.
1. Petriho misku pouzijeme jako kontrolu bez pfidavku konzervantu. K testovani pouzijeme
roztok kyseliny benzoové, sorbanu sodného a kyselinu mravenci 0,25 % a 0,08 %. Do pfistiho

tydne nechame kultivovat pfi laboratorni teploté.

Pisobeni barviv - krystalové violeti

Postup:

PouZijeme 5 Petriho misek. Pfipravime si desetinné fedéni krystalové violeti tak, ze do
zkumavky s9 ml destilované vody napipetujeme 1 ml krystalové violeti, dikladné
promichame, piipravime tak fedéni 107, pokratujeme az do ziedéni 102, Do Petriho misek
napipetujeme po 1 ml nefedéné krystalové violeti a vSech tfi fedéni. Zalijeme 10 ml MPA,
dikladn€ promichame a po zatuhnuti nao¢kujeme mikrobialni kulturu kiizovym roztérem (viz
Obr. 18).
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Obr. 18 — Schéma k¥izového roztéru

Vyzihanou a vychladlou klickou nabereme mikrobidlni kulturu a naneseme ji tfemi
rovnobéznymi tahy na zatuhly agar. Klicku opét vyzihdme, misku pooto¢ime a vedeme tii
rovnobézné tahy z konce prvnich tahti. Vyzihame klicku, pooto¢ime misku a opét udélame tii
rovnobeézné tahy, déale klicku nezihame, opét otoc¢ime misku a z koncii poslednich rovnych
tahtl udélame tfi vinovky, které se nesmi dotykat prvnich taha.

Jako kontrolu pouzijeme Petriho misku s agarem bez krystalové violeti s mikrobidlni
kulturou naockovanou kiizovym roztérem. Do pfiisttho tydne nechame kultivovat pfi

laboratorni teplot¢.

Vyhodnoceni:

Piisobeni Cu:

Zde vyhodnotime pfitomnost, ptfipadné velikost inhibicni zony (projasnéna zona kolem
médéného plisku), ve které je potlacen mikrobialni rist. V pfipadé ptitomnosti inhibi¢ni zony
zméfime jeji primér. Uginnost zaznamename nasledovné:

- bez u¢inku = inhibi¢ni zOna se nevytvofila,

+ slaby uc¢inek = primér inhibi¢ni zony do 6 mm,

++ stiedni U¢inek = pramér zoény do 12 mm,

+++  silny G¢inek = pramér zony nad 12 mm.

Pisobeni sagenu, konzervanti, barviv:

Vyhodnotime intenzitu réistu mikroorganismii oproti kontrole. U€inek zaznamename
nasledovné:

- bez uc¢inku,

+ slaby tcinek,
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++ stfedni ucCinek,

+++  silny Gcinek.

Vytvofime souhrnnou tabulku pro vSechny experimenty a vSechny testované

mikroorganismy a provedeme zavére¢né zhodnoceni.

14 VLIV CISTENI NADOB RUZNYMI ZPUSOBY NA MIKROFLORU

V tomto experimentu budeme provadét simulaci raznych zptisobt ¢isténi.

Jsou pripraveny zkumavky, ve kterych je zaschly fermentovany mlécny vyrobek.
Téchto zkumavek budeme potfebovat 5 a vycistime je rliznymi zplsoby. Stejné tak budeme
potfebovat 5 Petriho misek, které ozna¢ime symboly pro zplsob ¢isténi zkumavky a znackou
stolu.
1. Kontrola — do zkumavky nalijeme 10 ml destilované vody, uzavieme gumovou zatkou
otfenou ethanolem, obsah zkumavky protfepeme a napipetujeme 1 ml na Petriho misku
oznacenou jako ,.kontrola®
2. Zkumavku umyjeme studenou vodou, poté napipetujeme 10 ml destilované vody,
protfepeme a napipetujeme 1 ml na Petriho misku.
3. Zkumavku umyjeme teplou vodou za pouziti §tétky, opét napipetujeme 10 ml destilované
vody, protfepeme a napipetujeme 1 ml na Petriho misku.
4. Zkumavku umyjeme teplou vodou a jarem, po umyti napipetujeme 10 ml destilované
vody, protfepeme a na Petritho misku napipetujeme 1 ml.
5. Zkumavku umyjeme teplou vodou a fixinelou, protfepeme, po umyti napipetujeme 10 ml
destilované vody, protiepeme a na Petriho misku napipetujeme 1 ml.

Po naockovani vSech Petriho misek zalijeme inokulum Zivnou pidou (MPA) a nechdme

kultivovat do dalSiho cviceni pfi laboratorni teplot¢.

Vyhodnoceni:

Spocitdme narostlé kolonie, jejich pocet na ,,kontrole* vyjadiime jako 100 %, k t€émto 100 %
vztahujeme pocty kolonii na ostatnich miskéach a procenty vyjadiime ptezivsi mikroby a tim 1
nepiimo uc¢innost jednotlivych zplsobi Cisténi. Vytvotime souhrnnou tabulku s vysledky od

celé skupiny a po zprimérovani provedeme zavérecné hodnoceni.
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15 POVRCHOVE STERY

Jednou z metod jak zjistit kontaminaci povrchu rtiznych pfedméti je stérova metoda. Pro
povrchové stéry budeme potiebovat sterilni vatovy tamponek, zkumavku s10 ml
fyziologického roztoku a sterilni Sablonu z alobalu s otvorem o rozméru 5 x 5 cm. Na plochu,
ze které chceme udélat stér, pfilozime sterilni Sablonu, tampon namocime do fyziologického
roztoku, a setfeme jim plochu okénka. Stirdme vodorovné a svisle otaCivym pohybem
tamponku. Po setfeni celé¢ plochy vlozime tampon do zkumavky, zalomime a tfepeme
(vortexujeme), az se uvolni vlakna vaty. Na Petriho misku napipetujeme 1 ml ze zkumavky a

zalijeme zivnou pudou (MPA). Nechdme do pfistiho cviceni kultivovat pfi laboratorni teplot€.

Vyhodnoceni:
Spoc¢itame kolonie narostlé na Petriho misce, vypocteme KTJ v 10 ml (cely objem

fyziologického roztoku) a porovndme znecisténi jednotlivych stiranych ploch.

16 MASELNE KVASENI

Maselné kvaSeni je anaerobni proces, pii kterém vznika kyselina maéselnd, oxid uhli¢ity a
vodik. Mezi mikroorganismy, pro které je maselné kvaSeni typické, patii klostridia.
Pisobenim enzym produkovanych klostridiemi vznik4 kyselina méselnd a CO2 napftiklad
v syrech, kde zplsobuji jejich dufeni. Klostridia se nachazi v ptidé€. Otestujeme tedy, zda jsou

ptfitomné spole¢né s hlinou na povrchu brambor.

Postup:

Brambory nakrdjime na drobné kosti¢ky, naplnime jimi asi do jedné tfetiny zkumavku,
ptidame 1 g CaCOz a do dvou tietin zkumavky doplnime vodou z vodovodu. Zkumavku
vlozime do vodni 14zn€ o teploté 85 °C a pasterujeme 10 minut. Smés ve zkumavce lehce
uzavieme zatkou a nechame kultivovat72 h pii 35 °C. Klostridia pfitomnéd v pad¢ budou

zkvaSovat bramborovy Skrob na kyselinu méselnou.

Vyhodnoceni:
Po uplynuti doby kultivace napipetujeme do prazdné zkumavky 5 ml ze zkumavky

S bramborami, ptiddme 0,5 ml 96% ethanolu, 2 ml koncentrované kyseliny sirové a opatrné
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zahfivame nad plamenem. V pfipad¢ ptritomnosti kyseliny maselné (a tedy klostridii) dochazi
ke vzniku ethylmaselného esteru ananasové vin€. Druhym zplisobem vyhodnoceni je
pfidavek 2 ml 5% roztoku FeCls. Zahfevem dochazi ke vzniku maselnanu zelezitého
skoficoveé hnédého zbarveni (v pfitomnosti kyseliny maselné).

Mikroskopické vySetieni: Fixovany preparat barvime Lugolovym roztokem. Pfitomna

granulosa v protoplazmé bakterii se zbarvi modte. Spory, jsou-li pfitomny, deformuji burnku.

17 ANTIMIKROBIALNI AKTIVITA UCINNYCH LATEK Z ROSTLIN

Rostliny obsahuji nékteré latky, které negativné ovliviiuji rist a mnozeni mikroorganismda.
K tomu dochazi mnoha riiznymi zpiisoby, napiiklad poskozenim enzymatického systému,
metabolickych drah, poSkozenim struktury a funkce bunééné stény a podobng. Tyto ucinné
latky jsou obsazeny napfiklad v levanduli, tymianu, meduiice, pazitce, ale také v ananasu

nebo ¢aji. Jejich Gcinnost se stanovuje naptiklad diskovou diftiizni metodou.

Postup:

Na Petriho misku s zivnou pudou naoc¢kujeme 0,1 ml testovaného mikroba. Vysterilizovanou
sklenénou hokejkou jej rozetfeme po celém povrchu agaru. Na sterilni disky z filtraéniho
papiru (o pruméru 9 mm) napipetujeme 30 pl zkoumaného roztoku. Pinzetou preneseme vzdy
tf1 napusténé disky na naockovanou Petriho misku. Provadi se dvé opakovani, tzn. dvé Petriho
misky pro jednu u¢innou latku a mikroba. Disky jemné pfitiskneme, aby nedoslo k jejich
odlepeni pfi kultivaci. Disky musi byt umistény tak, aby bylo mozné odecteni inhibi¢nich zén

po kultivaci. Jejich rozmisténi je nasledovné:

o
® ©

—>

Obr. 19 — Rozmisténi disku a inhibi¢ni zény vzniklé po kultivaci
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Vyhodnoceni:

Po kultivaci (podle druhu testovaného mikroorganismu) vyhodnotime tvorbu inhibi¢nich z6n
a zméfime jejich prumér (tedy vcetné disku). Do tabulky zaznamename Sest hodnot a jejich
aritmeticky pramér. Nasledovné mizeme porovnat uinnost jednotlivych latek, ¢i citlivost

jednotlivych testovanych mikroorganismu.

18 MIKROBIOLOGICKY ROZBOR VZORKU POTRAVIN

Mikrobiologickou analyzu potravin a potravinovych surovin pro jejich vyrobu provadime
predevsim:
e pro kontrolu a zabezpeceni zdravotni nezavadnosti,
e pii posuzovani rovn¢ hygieny a sanitace pfi jejich vyrobé,
e pii vzniku onemocnéni — pifi podezieni, Ze krmivo obsahovalopatogenni
mikroorganismus,
e pro posouzeni technologickych postuptli, posouzeni mikrobidlnich kultur vyuZivanych
pii vyrobé nékterych krmiv,

e pii experimentalni ¢innosti v oblasti vyroby a vyuziti krmiv.

Z patogennich mikroorganismti se v potravindich mohou vyskytnout naptiklad
Salmonella sp, Campylobacter, E. coli, Bacillus anthracis, B. cereus, Listeria monocytogenes,
Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus a koagulazapozitivni stafylokoky, Shigella,
Vibrio, Yersinia enterocolitica. Kromé téchto bakterii se v potravinach a potravinovych
surovinach stanovuji 1 mikroorganismy dalsi, jako jsou koliformni bakterie, bakterie celedi
Enterobacteriaceae, sulfitredukujici klostridia, enterokoky (pfedevsim E. faecalis a E.
faecium), stanovuje se také celkovy pocet mikroorganismi, pocet kvasinek a plisni.
Mikroorganismy, které nejsou patogenni, jsou technologicky dilezité, nebot se mohou
vyznamné podilet na kazeni potravin ¢i mohou produkovat toxické metabolity (biogenni
aminy, mykotoxiny), nebo jsou soucasti mikroflory dulezité pii vyrobé nekterych potravin
(bakterie mlécného kvaseni, probiotické mikroorganismy).

Pro mikrobiologickou kontrolu potravin a potravinovych surovin mizeme vyuzit celou

fadu metod. Mikrobiologicka kontrola krmiv a krmivaiskych surovin je v mnohém podobna.
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Odbér vzorku, preprava a uchovavani
Vzorek potraviny nebo suroviny pro mikrobiologickou analyzu musi byt reprezentativni a
nesmi byt béhem piepravy do laboratofe ani béhem uchovy pozménén nebo poskozen.
Vzorky odebirdme sterilnimi nastroji do vhodnych sterilnich obali (sklenéné nebo plastové
vzorkovnice, zkumavky, PE sacky apod.). Odebrany vzorek musi byt fadn¢ oznacen, aby
nedoslo k jeho zamén€. Do laboratoie pak musi byt dopraven tak, aby nedoslo ke zméné
V po¢tu mikroorganismti pfitomnych ve vzorku. Pfedev§im musi byt zachovana vhodna
teplota. Stabilni vzorky lze dopravovat pfi teploté rovnajici se teploté okoli, vzorky u nichz by
hrozila nezaddouci zména pak v rozmezi teplot 0 az 4 °C (rychle se kazici vzorky 0 az 2 °C),
vzorky zmrazené¢ho materidlu pii teploté¢ pod -18 °C, nebo pii teploté zarucujici, ze
nerozmrznou. Vzorky by mély byt co nejrychleji dopraveny do laboratofe a co nejrychleji
pokud mozno do 24 h popt. do 48 h od odbéru zpracovany. Pied zpracovanim musi byt
uchovavany tak, aby nedoslo ke zméné v poctech pfitomnych mikroorganismda.

Vybér metody pro detekci mikroorganismii zavisi predev§im na typu vzorku
stanovovaném mikroorganismu nebo skupiné mikroorganismil, charakteristice specifického

média, cili analyzy, Casu, vybaveni laboratote apod.

Kultivaéni vySeti‘eni

Jedna se o klasické zakladni stanoveni pouZivané k dikazu ¢i poctu vyznamnych skupin
mikroorganismi nebo jednotlivych rod a druhli, umoznujici pfipadnou dal§i manipulaci S
kultivovanymi mikroorganismy (izolace, identifikace, testovani). Jde o naockovani vzorku
(inokula) do zivného média a jeho inkubaci pii dané teploté a dobé.

Pfi tomto vySetieni vyzivame tuhych a tekutych Zivnych pid neselektivnich (obecné
zakladni pidy umozZiujici rist velkému poctu mikroorganismi), pud selektivnich
(umoziujici rast urcitym mikroorganismim, pficemzZ ostatni jsou potlaceny inhibi¢nimi
latkami), pid diagnostickych (vyuzivaji se k diikazu ptitomnosti urcitych mikroorganismi a
obsahujici rizné indikatory reagujici napt. s produkty metabolismu apod.), pad selektivné
diagnostickych (potlacuji nezddouci mikroorganismy a reaguji s danym mikrobem ¢i
produktem jeho metabolismu za vzniku urcité barevné reakce). Dale mame k dispozici pudy
transportni, konzervacni, resuscitaéni, pomnozovaci atd.

Vzorek pro kultivaéni vySetfeni je nutno vhodné upravit s ohledem na vlastnosti vzorku
a ucel a druh stanoveni. Vzorek je nutno vhodné homogenizovat (promichéni, promichéani
s fedicim roztokem, pouziti homogenizatori — stomacher - homogenizace obvykle 60 az

120 s). Mikroorganismy patogenni stanovujeme zpravidla s pfedpomnozenim jako
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kvantitativni stanoveni. Ostatni mikroorganismy pak v piislusné mémé jednotce jako kolonie
tvortici jednotky — KTJ (Colony Forming Units — CFU) v jednom gramu nebo mililitru, nebo
na jednotku plochy - cm?. Zhomogenizovany vzorek dale fedime (desitkové fedéni) z diivodu
piedpokladu vysSiho mnozstvi stanovovanych mikroorganismii. K fedéni lze vyuzit riznych
fedicich roztokl (fyziologicky roztok, pfislusSna pomnozovaci ptida apod.). Takto upraveny
vzorek oc¢kujeme do sterilnich Petriho misek. Vyuzit miizeme metodu ptimého vysevu (zaliti
inokula zivnou ptdou) ¢i vysevem na povrch kultivaéniho média (roztér na povrch ztuhlé
zivné pudy). Miuzeme také ockovat inokulum do tekutého zivného média pro dikaz
pfitomnosti nckterych mikroorganismi nebo jejich skupin nebo pro jejich piipadnou
resuscitaci. Kultivaéni podminky volime podle pozadavkl stanoveni.

Zakladni charakteristika a optimalni kultivaéni podminky pro nejbéznéjsi skupiny

mikroorganismu jsou nasledujici:

Celkovy pocet mikroorganismi (CPM)

Jsou to aerobni a fakultativné anaerobni mikroorganismy (bakterie, kvasinky a plisn€). Tato
skupina mikroorganismi nas informuje o mife kontaminace daného substratu (potraviny,
suroviny). Z vysledki lze usuzovat na uroven hygieny pii vyrobé a manipulaci s potravinami
a surovinami. V piipad¢ potravin, pii jejichz vyrob¢ se uplatiuji mikroorganismy (syry apod.)
toto tvrzeni neplati, protoZze do CPM se vyrazné promitaji pravé pocty téchto dilezitych
mikroorganismi predevSim pak bakterii mlécného kysani. U CPM vSak lze stanovit jen urcité
procento mikroorganismil ze skutecného mnozstvi, proto se voli pro kultivaci nejoptimalng;si
podminky. Optimalni teplota kultivace je 30 °C a ¢as 72 h. Jako zivné médium vyuzivame

obvykle PCA (Plate Count Agar).

Bakterie ¢. Enterobacteriaceae

Tato celed zahrnuje 44 rodd gramnegativnich, peritrichnich nebo nepohyblivych,
nesporulujicich ty¢inek. Jsou to fakultativné anaerobni, chemooraganotrofni bakterie
S respiratornim i fermentatornim metabolismem. Pro vétSinu druhi je teplotni optimum 37 °C,
nékteré druhy ale rostou dobfe i pfi nizSich teplotdch. VétSinou jsou oxidasa negativni a
katalasa pozitivni. Vyskytuji se v pidé, ve vod¢ na rostlinnych a zivo¢iSnych materialech.
Rada druht jsou patogeny rostlin a Zivoéichii véetné ¢lovéka. Nejvyznamnéj§imi rody jsou
Escherichia, Enterobacter, Salmonella, Shigella a Yersinia. Byvaji ¢asto stanovovany jako
hygienicky indikator, jejich indikatorové posouzeni musi byt v souvislosti s charakterem

posuzované¢ho materidlu. Obvykle se stanovuji na VRBG agaru (Violet Red Bile Glucose
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Agar = agar s krystalovou violeti, neutralni derveni, zlu¢i a glukosou = VCZG) PRI 37 °C za

24 h. Charakteristické jsou riizova az ¢ervené nebo fialové kolonie.

Koliformni bakterie

Bakterie laktasa pozitivni, oxidasa negativni, které se v pouzitych pidach chovaji podobné
jako E. coli a jeho biotypy, dale Enterobacter cloaceae, Enterobacter aerogenes, Klebsiella,
Citrobacter. Jsou indikatorem spolehlivosti pasterace a termizace, sanitace, jakosti pitné
vody. Maji indexovy vyznam — v pitné vod¢ indikuji moznou pfitomnost patogennich
bakterii. Produkuji biogenni aminy. Obvykla kultivace probihd na VRBL agaru (Violet Red
Bile Lactose Agar = agar s krystalovou violeti, neutralni &erveni, lu¢i a laktosou = VCZL)
pti 37 resp. 30 °C, 24 resp. 72 h. Typické kolonie jsou velké 0,5 mm nebo vétsi fialove

cervené, nékdy jsou obklopené ervenou zénou precipitované Zluci.

Enterokoky (E. faecalis a E. faecium)

Jde o grampozitivni koky schopné tvofit kyselinu mléénou (homofermentativni). Jsou odolné
vici neptiznivym vliviim prostiedi (6,5% NaCl, pH 9,6, rostou pii 10 1 45 °C, ptezivaji 60 °C
30 min). Pfirozena soucast fermentovanych potravin. V nefermentovanych potravinach a
surovinach mohou indikovat nedostatecné tepelné oSetfeni ¢i kontaminaci z nedostatecné
dekontaminovanych ploch. Jsou rovnéZ indikatory fekalni kontaminace pitné vody — ve vodé
prezivaji krat$i dobu nez E. coli. Zakladni stanoveni spociva v kultivaci pti 37 °C 72 h na
zivné pud¢ Slantz-Bartley agar. Vyrostlé kolonie maji v priméru 2 mm a maji riZzovohnédé az
cervenohnédé zbarveni. Pro stanoveni lze vyuZit 1 chromogenni pidy napt. COMPASS
Enterococcus Agar, kde se enterokoky po kultivaci pii 44 °C za 24 h projevi jako modie

zbarvené kolonie.

Bakterie mlééného kvaseni (BMK)

Jsou to grampozitivni (G+), homo- a heterofermentativni ty€inky a koky, predevSim
prislusnici rodi Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc. Jejich
vyznam tkvi pfedev§$im ve schopnosti zkvaSovat jednoduché cukry na kyselinu mlécnou
pfipadné dal$i produkty, ¢ehoz se vyuziva pii vyrob& rliznych fermentovanych potravin,
produkuji senzoricky aktivni latky, bakteriociny, nékteré druhy pusobi jako probiotika.
V uréitych ptipadech se ale mohou podilet svou ¢innosti i na kazeni nékterych potravin. Jde 0
pestrou skupinu s riznymi naroky na kultivaci. Obvykle se stanovuji mezofilni acrobni BMK

za kultiva¢nich podminek 30 °C, 72 h. Jako zivné médium se pouzivda MRS (de Man, Rogosa,
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Sharp) agar o pH 5,7. Upravou podminek kultivace (teplota, aerobni nebo anaerobni prosttedi,
¢as, pH, zivné médium) mizeme podpofit v rustu jednotlivé skupiny nebo rody a druny BMK.
Naprtiklad pro stanoveni laktobacill lze pouzit MRS agar a kultivovat v anaerobnich

podminkach pti 37 °C 48 h.

Psychrotrofni mikroorganismy

Jde o mezofilni mikroorganismy majici schopnost rist i pfi podstatné nizsich teplotach
(1 — 7 °C) nez je jejich rastové optimum. Patii sem cela fada bakterii, nékteré kvasinky a
plisn€. Tyto mikroorganismy se vyznacuji silnou proteolytickou a lipolytickou aktivitou.
Jejich pocet informuje o stupni mikrobialni kontaminace ¢i rekontaminace surovin a potravin
nebo prostredi. Kultiva¢ni teplota je 6,5 °C po dobu 10 dni, u zrychleného stanoveni je

mozno vyuzit teploty 22 °C po dobu 48 h. Jako zivné médium lze vyuzit PCA.

Termorezistentni aerobni nebo anaerobni mikroorganismy

Jsou to bakterie, které prezivajici termizacni a pasteracni teploty a ¢asy a nerozmnozuji se pfi
nich (60 °C 30 min, 71,5-85 °C 40 - 5 min). Omezené i sporulujici bakterie — jejich spory jsou
termorezistentni. Patfi sem pfislusnici rodd Micrococcus, Streptococcus, Enterococcus,
Lactobacillus, Bacillus, Clostridium. Zdrojem kontaminace je pida, prach, zne€isténa nastroje
Problémem byvaji bakterie soucasné psychrotrofni a termorezistentni (¢. Bacillaceae). Pted
vlastnim stanovenim je nutno vzorek nebo jeho fedéni vystavit plisobeni pasteracni teploty
napt. 85 °C 10 min. Kultivace se provadi podle potieby v aerobnich nebo anaerobnich
podminkach. Anaerobni podminky vytvotfime tak, Ze Petriho misky umistime do specialnich
nadob s vyvijeCem atmosféry nebo do specialnich termostati. Kultivujeme pti 30 resp. 37 °C
48 h na PCA. Cas a teplotu kultivace lze upravit podle potieby stanoveni uréitych skupin
téchto mikroorganismi. Pro stanoveni termofilnich mikroorganisml volime teploty vyssi

napft. 55 °C.

Mikromycety (kvasinky a plisné)

Pro stanoveni mikromycet Ize odebirat vzorek, o potfebné velikosti, hmotnosti (10 — 40 g u
potravin pii homoganizaci na Stomacheru) ¢i objemu, stéry z povrchi, seSkraby apod.,
Vv zavislosti na druhu testovaného materidlu, metod¢ stanoveni a samoziejmé na sledovaném
mikroorganismu. V ramci plotnovych metod lze stanovovat i specifické skupiny vlaknitych
mikromycet (toxinogenni, xerofilni, termorezistentni,...) U kultiva¢nich metod je potieba

zvolit vhodné Zivné médium (agar s dichloranem, bengalskou Cerveni a chloramfenikolem —
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DRBC, Czapek-Dox agar, sladinovy agar, agar s kvasniénym extraktem, glukosou a
chloramfenikolem, Sabouradtv agar, aj.), zpisob inokulace (zaliti do pidy, roztér inokula na
povrch ztuhlého média — 0,1 az 0,3 ml, polozeni pevného vzorku na ztuhlé médium)
inkubacni teplotu (obvykle 25 °C, optimum pro vétSinu mikromycet je mezi 20 — 30 °C, pro
psychrotrofni mikromycety je vhodna teplota kolem 6,5 °C eventueln¢ 10 °C, pro termofilni

40 °C) a Cas inkubace (obvykle 72 — 120 h, ale podle potieby i déle - 14 dni az 4 tydny).

18.1. Mikrobiologicky rozbor koieni

Ve vzorcich kofeni budeme stanovovat tyto skupiny mikroorganismi: celkovy pocet
mikroorganisml (CPM), sporulujici a termorezistentni bakterie (SP), pocet kvasinek a plisni a
koliformni bakterie.

Mnohé vzorky pro mikrobiologické stanoveni neni mozné ockovat do tekutych ¢i
na ztuzena zivna média pfimo, ale je zapotiebi je fedit, aby na Petritho miskach
narostlo poé¢itatelné mnozstvi kolonii a bylo mozno vysledky vyhodnotit. Redéni se
provadi u vzorkl s vysokym obsahem mikroorganismii, jako jsou pidy, odpadni vody,
kaly, sedimenty, n€které potraviny apod. Tekuté vzorky se fedi vétSinou bez uprav,
vzorky pevné se bud homogenizuji se sterilnim fyziologickym roztokem, nebo se do
n¢j vytfepavaji, ¢i se v ném rozpoustéji. Fyziologicky roztok je roztokem soli o
stejném osmotickém tlaku jako je vnitrobunécné prostfedi mikroorganismi (obvykle se
pouziva NaCl o koncentraci 8,5 g/1). Misto fyziologického roztoku se nékdy pouziva
peptonova voda nebo fyziologicky roztok s peptonem (1 g/l). Vlastni fedéni se provadi
desetinnou fadou, to znamena, ze pivodni vzorek se fedi postupné o fady - tj. 10x,
100x, 1000x atd. Tato fedéni se vétsinou oznaduji zdpornymi exponenty: 1071, 1072
107 a déle. Do fedéni je nutno vzdy zahrnout i upravu &i rozpousténi pevnych vzorkd.

Priprava vzorku: Na sterilni vaZence odvazime vzorek koteni. Navazku koteni
(10 g) ptrevedeme do Erlenmayerovy banky se sterilnim fyziologickym roztokem (90
ml) a 10 minut budeme tfepat na tfepacce. Dojde tak k oplachnuti mikroorganismi

z povrchu koteni. Po vytfepani pfipravime fadu desetinného fedéni.
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Postup desetinného Fedéni: Pivodni, nezfedény vzorek oznadujeme 10° (0x krat
ztedéno). 1 ml vzorku se asepticky pfenese do zkumavky s 9 ml sterilniho
fyziologického roztoku a dikladné promichdme na vortexu. Timto zpisobem vznikne
fedéni 107! (10x zfedéno). Poté se odebere 1ml ze zkumavky a pienese do nasledujici
zkumavky opét s 9 ml sterilniho fyziologického roztoku, tak ziskdme fedéni 1072
(100 x zfedéno). Tento postup se opakuje podle predpokladaného obsahu
mikroorganismii ve vzorku tolikrat, aby se dosdhlo potfebného ziedéni vzhledem k
charakteru kultivace. Z piislusnych zkumavek se potom naockuje 1 ml roztoku na
Petriho misku. Pro stanoveni poctu sporulujicich mikroorganismu je potieba napied
prislusnou zkumavku zahfat ve vodni lazni vytemperované na 85 °C po dobu 10 min.,

aby doslo k devitalizaci vegetativnich forem mikroorganismd.

- i 1 1 1
10 £ kodeni
90 ml DV —_— —_— —_— —_—
= oml
[1: 104109 [1: 100107 [1: 1,000/ 107 [1:10,000¢10% (1 100,000,109

Obr. 20: priprava desetinného Fedéni
(http://www.fao.org/docrep/010/ai407e/Al407E24.htm)

Zivné pudy a Fedéni pouZivané pro zalévani Petriho misek: Do sterilnich a Fadng
oznacenych Petriho misek (stanovovany mikroorganismus, pouZité fedéni, znacka pracovni
skupiny pro rozliSeni) inokulujeme sterilni pipetou 1 ml roztoku z ptisluSného ftedéni.
Inokulum nésledné zalejeme rozehiatou a na cca 45 °C zchlazenou Zivnou pidou a po

zatuhnuti umistime dnem vzhtru do pfislusného termostatu.

CPM -10*, 10°- masopeptonovy agar (MPA), kultivace 72 h pti 30 °C.

Sporulujici bakterie (SP) -10,10"2- masopeptonovy agar (MPA), po zéhievu 85 °C 10 min.,
kultivace 48 h pti 30 °C.

Kvasinky a plisné -10,10%- agar s kvasniénym extraktem, glukosou a chloramfenikolem,
kultivace 72 — 120 h pii 25 °C.

Koliformni bakterie (Koli) - 10",102-VRBL agar, kultivace 24 h pti 37 °C.

52


http://www.fao.org/docrep/010/ai407e/AI407E24.htm

Vyhodnoceni

K vyhodnocovani vysledkt se vzdy vybiraji jen Petriho misky z téch fedéni, kde je
mnozstvi kolonii dobfe pocitatelné - kde nejsou kolonie vzdjemné pierostlé, slité ¢i
jinak nepfehledné. Za nejvhodnéjsi misky k pocitani se povazuji obvykle takové, kde
je pocet kolonii mezi 30 a 300. Zjist€ny pocet kolonii se po ode¢tu priméruje u
paralelnich misek a vysledek se pfepocitava na 1 ml nebo 1 g ptivodniho vzorku S tim,
ze se zohledni pouzité fedéni. Pfi vyjadfovani poctu mikroorganisml ve vzorcich se
obvykle pouziva vyrazu KTJ/g (pevné vzorky) ¢i KTJ/ml (tekuté vzorky). Spocitime
mnozstvi typickych kolonii na Petriho miskach a dosadime do vzorce pro vypocet N

(KTJ/g nebo ml).

N = xC  kde
V-d-(n,+01-n,)

N = pocet kolonii tvoficich jednotek v 1 g (ml) vzorku (KTJ/g nebo ml),

> C = suma kolonii ze vSech Petriho misek od pfislusné skupiny mikroorganismd,
V = objem inokula,

d = prvni pouzité fedeni,

n1 (N2) = poéet misek z prvniho (druhého) fedéni.

Na zakladé vypocitanych hodnot provedeme zhodnoceni.

Stanovované skupiny mikroorganismu Pocty stanovovanych skupin
mikroorganismi

celkové pocty mikroorganismi

sporulujici bakterie

kvasinky/plisné

koliformni bakterie
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18.2 Rozbor potravin s nizkou vlhkosti a §t’avy z mrkve

Pocty mikroorganismit v potravinach s nizkou vlhkosti (napt. ovesné vlocky, ryze, suSené
ovoce) lze stanovit oplachem. 10 g vzorku navazime na sterilni vazenku sterilni 1zi¢kou.
Navazku presypeme do Erlenmayerovy baiiky s 90 ml fyziologického roztoku, ¢imz ziskame
vzorek zfedény na 10, Vzorek nechame 10 minut oplachovat na tfepacce. Pipravime si
sterilni Petriho misky. NadepiSeme je skupinou stanovovanych mikroorganismd, piislusSnym
fedénim a znackou stolu. Pro kazdé fedéni se pouziji paralelné dvé Petriho misky. V suchych
potravindch diky nizké aktivité vody neocekdvame vysoké pocty mikroorganismi, na misky
tedy pipetujeme piimo obsah Erlenmayerovy baiiky — 10 Pro stanoveni sporulujicich
mikroorganismu vlozime ¢ast vzorku ve sterilni zkumavce do vodni 1azné o teploté 85 °C na
10 minut. Pisobenim vysoké teploty dojde ke zniceni vegetativnich forem mikroorganismii,
pteziji pouze spory, které pti vhodnych kultivaénich podminkdch vykli¢i. Na Petriho misky
pipetujeme 1 ml pfislusného fedéni, zalévame je vychlazenymi rozehiatymi zivnymi ptidami.
Po zatuhnuti Petriho misky umistime do termostatu dnem vzhiiru a kultivujeme po ur¢enou
dobu, viz tabulka niZe.

Dale budeme zjistovat, jestli je rozdil v poétech mikroorganismi ve $tavé z mrkve
pfipravené z mrkve pouze omyté a mrkve omyté a oSkrdbané. Uvnitt je mrkev v podstaté
sterilni (pokud nehnije). Mrkev tedy bud’ omyjeme, nebo omyjeme a oSkrabeme, odstavnime
a $tdva predstavuje neziedény vzorek — 10°. Ve §tavé zoskrabané a omyté mrkve
neocekavame vysoky vyskyt mikroorganismii, pouzijeme fedéni 10 (viz princip desetinného
fedéni). Vice mikroorganismi piedpokladame ve §tavé z mrkve pouze omyté, fedéni tedy
zvy$ime na 1072, 1 ml p¥islusného fedéni pipetujeme na Petriho misky, zalijeme Zivnou piidou
a nechame kultivovat. Stanovované skupiny mikroorganismu, doporucené fedéni a podminky

kultivace jsou uvedeny v nasledujicich tabulkach.

Skupina MO Redéni
Suché potraviny Mrkev omyta Mrkev oSkrabana
CPM 10 1072 10
Sporulujici MO 10 - -

Kvasinky a plisn¢ 101 1072 10
Skupina MO Zivna puda Podminky kultivace

CPM PCA (Plate Count Agar) 30°C/72h

Sporulujici MO PCA (Plate Count Agar) 30°C /48 h

Kvasinky a plisné Agar s chloramfenikolem 25°C/120h

54




Vyhodnoceni:
Spocitdme mnozstvi typickych kolonii na Petriho miskach a dosadime do vzorce pro vypocet

N (KTJ/g nebo ml).

>C

N = , kde:
V-d-(n,+01-n,)

N = pocet kolonii tvoficich jednotek v 1 g (ml) vzorku (KTJ/g nebo ml),

>'C = suma kolonii ze vSech Petriho misek od pfislusné skupiny mikroorganismti,
V = objem inokula,

d = prvni pouzité fedéni,

n1 (n2) = pocet misek z prvniho (druhého) fedéni.

18.3 Rozbor mléénych vyrobki

Pti rozboru tekutych mléénych vyrobkd, jako je naptiklad kefir, acidofilni mléko apod., je
vzorek pouze fedén desetinnym fedénim, pokud je analyzovan syr, je tfeba vzorek
homogenizovat. Navazime 10 g syru a vlozime do homogeniza¢niho sacku. Prilijeme 90 ml
fyziologického roztoku a homogenizujeme ve stomacheru 1 min. Po homogenizaci ziskame
vzorek zfedény na 1071, Pfipravime si Petriho misky s popisem stanovované skupiny
mikroorganismi, stupném fedéni vzorku a znackou stolu. Do Petriho misek napipetujeme
1 ml pfislusného fedéni vzorku, zalijeme zivnou ptidou, nechame ztuhnout a kultivujeme za

danych podminek, jak je uvedeno v nasledujici tabulce.

Skupina mikroorganismii Zivna puda Podminky kultivace
CPM (Celkov.y p?,cet PCA (Plate Count Agar) 30 °C/ 72 hodin
mikroorganismil)
Koliformni bakterie VRBL 37 °C /24 hodin
Kvasinky / plisné Agar s chloramfenikolem 25 °C/ 120 hodin
BMK (bakter,1e’m1ecneho MRS 30 °C / 72 hodin
kysani)
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Vyhodnoceni:
Spocitame kolonie narostlé na Petriho miskach, podle vzorce vypocitame N (KTJ/g nebo ml),

zaznamename do tabulky a provedeme zhodnoceni.

19 MIKROBIOLOGICKY ROZBOR VODY

Voda je jednim z pfirozenych prostfedi vyskytu mikroorganismtli, z nichz bakterie jsou
povazovany za nejvyznamnéj$i a nejpocetnéj$i skupinu. V mikrobiologii vody se b&zné
vyuzivé rozdéleni bakterii podle nasledujicich hledisek: zptisobu ziskavani Zivin (autotrofni,
heterotrofni) a energie (chemotrofni, fototrofni), vztahu ke Kkysliku (aerobni, fakultativné
anaerobni, anaerobni, mikroaerofilni), ptivodu v prostiedi (autochtonni, alochtonni), jejich
hygienického vyznamu (patogenni, potencialn¢ patogenni, nepatogenni), indikacnich
schopnosti (indikatory fekalniho znecisténi, indikatory organického znecisténi), schopnosti
degradovat a transformovat chemické slouceniny (bakteric degradujici a transformujici
slouceniny uhliku, dusiku, siry apod. — fyziologické skupiny) ¢i genetické a fylogenetické
pribuznosti (fylogenetické skupiny).

Pfi rutinnim mikrobiologickém rozboru vod neni mozné stanovovat vSechny
potencialné pritomné patogeny, proto byla zavedena koncepce indikatorovych organismi,
jejichZ vyskyt ve vodach je odrazem mikrobiologické kvality vod. Existuji 2 skupiny bézné
stanovovanych indikatord: indikatory organického znecisténi (mikroorganismy
kultivovatelné pti 22 a 36 °C, napt. Pseudomonas, Bacillus, Micrococcus, Flavobacterium a
zastupci enterobakterii a vibrii) a indikatory fekalniho zneciSténi (koliformni bakterie,
termotolerantni koliformni bakterie, Escherichia coli, intestinalni enterokoky, Clostridium
perfringens).

Pti mikrobiologickém vySetfeni vody se ve vod¢ stanovuji poCty vybranych bakterii
(ptedevsim tzv. fekalniho znecisténi) a zjiStuje se, zda jejich pocet odpovida pozadavkim
vyhlasky. V nasledujici tabulce je uveden piehled vybranych mikroorganismu, které se

stanovuji ve vod¢ (s ohledem k vode¢ pitné) 1 s kultivaénimi naroky.

Postup:

Do sterilni fadn¢ oznaCené vzorkovnice odebereme vzorek vody. Vzorkovnici s vodou
udrzujeme az do doby analyzy v chladu (v chladnicce). V laboratofi provedeme analyzu.
Stanovovat budeme pocty: mikroorganismii kultivovatelnych pii 22 a 36 °C vyockovanim

1 ml vody nebo pfislusného fedéni na Petriho misky, pocty koliformnich bakterii filtraci

56



100 ml vody nebo piislusného fedéni pres membranovy filtr pomoci vyvévy. Filtr pak

polozime na Petriho misku s nalitym Endo agarem. Déle orienta¢né stanovime indikatorovym

papirkem mnozstvi dusi¢nand.

mikroorganismus

Kultivaéni medium

kultiva¢ni teplota

doba kultivace [h]

["CI

Mikroorganismy PCA agar 36 48
kultivovatelné pri
36 °C
mikroorganismy PCA agar 22 72
kultivovatelné pri
22 °C
termotolerantni m-FC agar 45 24
koliformy
Escherichia coli Rapid E.coli agar 37 24
intestinalni Slanetz-Bartley agar 37 72
enterokoky
koliformni bakterie Endo agar 37 72
Pseudomonas Rapid Pseudomonas 37 48

agar
Legionella GVPC agar 37 240
Salmonella tlumiva peptonova 37 24

voda 45 24

Rappaport-
Vassiliadis agar 37 48
Rapid Salmonella

agar

Vyhodnoceni:

Po uplynuti doby kultivace odsecteme na Petriho miskdch narostlé typické kolonie a

provedeme zhodnoceni analyzy vzorkl vody.
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20 PCR (POLYMERASE CHAIN REACTION)

Pro molekularné genetické vySetieni je Casto potiebné ziskat pomérné velké mnozstvi
urcitého tseku DNA. Az do roku 1983 existoval jediny zpusob, jak usek DNA namnozit,
pokud nebylo mozné jej v dostateném mnozstvi piimo izolovat z odebraného materidlu:
vnést jej do bakterialniho plasmidu a klonovat. V roce 1983 objevil Kary Mullis PCR
(Polymerase chain reaction = polymerazova fetézova reakce). O deset let pozdé€ji za svij
objev ziskal Nobelovu cenu.

PCR je bézné vyuZivanou metodou molekularni biologie. Je to technika, ktera umoziuje
namnozit DNA bez pomoci bun¢k — simulaci replikace. Za n¢kolik hodin je tato metoda
schopna vyprodukovat kolem miliardy kopii DNA.

Zakladnim principem PCR je opakovand fizend denaturace dvoufetézcové DNA a
naslednd renaturace osamocenych fetézci se specifickymi oligonukleotidy, které jsou v
reakéni smési v nadbytku. Tyto oligonukleotidy slouzi nasledné jako primery pro syntézu
nového fetézce DNA. Amplifikace DNA probihd v opakujicich se cyklech, které maji tfi
kroky — denaturace (denaturation), nasednuti primert (annealing), elongace (extension) viz

Obr. 21. Reakce probiha v termocykleru, ktery méni teplotu v pozadovanych intervalech.

Komponenty PCR
Templatova DNA (izolat ze vzorku).
Tag polymeraza — vzhledem k vysoké teplot¢ v denaturacni féazi, pfi niz by doslo k
denaturaci béZzného enzymu, by bylo nutné polymerasu ptidavat v kazdém cyklu. Proto se pro
PCR pouzivaji termostabilni DNA polymerasy, ptvodné izolované z bakterii Zijicich v
horkych pramenech. Nejvyznamnéjs$im zastupcem je tzv. Taq polymerasa z bakterie Thermus
aquaticus.
Primery — jako primery se zpravidla pouzivaji oligonukleotidy o délce 17 az 28 nukleotidu.
Aby reakce dobfie probihala, mély by spliiovat nékolik pozadavki:
e Musi byt specifické pro amplifikovanou sekvenci a mély by byt pokud mozno zcela
komplementarni k useku, na ktery maji dosedat.
e Nemély by spolu byt vzajemné komplementarni, jinak se samy za¢nou chovat jako
templaty a béhem PCR se budou tvofit jejich dimery (to plati zvlast o jejich
3-"koncich).
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e Primer by nem¢l obsahovat vnitin¢ komplementarni sekvence, aby nedochazelo k
vnitini hybridizaci (tvorbé ,,smycek*), rozlozeni AT a CG part by mélo byt pokud
mozno rovnomérné, zejména 3’ -konec by nemél byt prili§ bohaty na CG.

e Teploty, pii kterych dosedaji oba pouzité primery, by se nemély vyrazné lisit.

Nukleotidy (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
MgCl2 - plsobi jako kofaktor polymerasy. Piili§ nizkd koncentrace Mg?* mize mit za
nasledek nizky vytézek reakce, naopak pfiliS vysokd koncentrace muze vést k tvorbé

nespecifickych produkta.

Pribéh PCR
Denaturace
Zahtatim DNA na teplotu 94 °C dochézi k rozpadu vodikovych mustki mezi vlakny DNA,

¢imz dojde k rozpleteni dvouvldknové dsDNA na jednovldknovou SSDNA.

Nasednuti primeri

V této fazi dochazi k nasednuti primert na cilovou sekvenci DNA vodikovymi mustky podle
pravidel komplementarity. Probiha pfi teploté mezi 50 a 60 °C. Pii pfili§ nizké teplot€é mohou
primery nasedat 1 na sekvence, které jsou komplementarni jen z Casti, a vytvoii se tak
nespecificky produkt. Pfi ptili§ vysoké teploté primery hybridizuji (nasedaji) malo a produktu

se tak nevytvofi dostatecné mnozstvi.

Elongace

Syntéza novych fetézct probihd pii teploté 65 — 75 °C. Oligonukleotidy, které dosedly na
jednofetézcovou DNA (templat) v pfedchozim kroku, slouzi v tomto kroku jako primery pro
DNA polymerasu. Od jejich 3’-konce zacina syntéza nového fetézce komplementarniho s

templatem.
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Obr. 21 — Pribéh polymerazové ietézové reakce

(http://www.flmnh.ufl.edu/cowries/xPCR.gif.pagespeed.ic.pAbICIXOVT.png)

Po prvnim cyklu PCR se pocet fetézcii DNA ve smeési zdvojnasobi. V dalSim cyklu
mohou jako templat pro polymerasu slouzit i nové vytvofené fetézce, takZze se nasyntetizuje
dvojnasobné mnozstvi produktu. Pfi opakovani cyklli mnozstvi vytvofenych fetézcl stoupa

exponencialng.
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