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1 Uvod

Ptedlozena skripta jsou urcend zejména studentim bakalafskych programi Fakulty Zivotniho
prostiedi Univerzity Jana Evangelisty Purkyné v Usti nad Labem jako pomticka pro prakticka
laboratorni cvi¢eni k mikrobiologicky zaméfenym predmétim, konkrétné 1MIKR-
Mikrobiologie, = 1MIHY-Mikrobiologie a  hydrobiologie a  1LAHY-Laboratoie
z hydrobiologie. Texty jsou urCeny pro zacateniky v oboru mikrobiologie, proto se vénuji
zékladnim technikam a navykim souvisejicim s dodrzovanim zéasad aseptické prace. Popsany
jsou nejprve zakladni mikrobiologické techniky (kultivace, mikroskopovani apod.) a
jednoduché zakladni ulohy, na kterych se tyto techniky procvicuji. Mikrobiologické ulohy
jsou vénovany posuzovani environmentalnich charakteristik prostfedi, proto jsou detailné
rozebirany vybrané jednoduché 1 pokrocilejSi metody pro analyzu mikroorganismil
v zakladnich slozkach zivotniho prostedi (voda, sedimenty, ptida, vzduch). Kromé povinnych
laboratornich cvi¢eni najdou tyto metody vyuziti napf. pifi piipravé zavérecnych praci
(bakalatského 1 magisterského programu), nebo i1 v ramci studentské¢ védecké cCinnosti.
Néavody se zcela zdmérn€ vyhybaji genetickym metodam, pro které existuje fada jinych
specializovanych publikaci. Na zavér jsou studentiim k dispozici teoretické vypocetni ulohy
K procvicovani véetné teSenych piikladi. K navodim doporucujeme jesté urcovaci kli¢
vodnich organism@i zamé&feny na vodni ekosystémy Usteckého kraje a Podkrugnohorské
panve, ktery byl z praktickych diivodii vydan samostatné.

Jako autofi jsme se snaZili, aby kromé& cilovych studentii pfedmétu Mikrobiologie nasSel text
SirSi vyuziti i u studentt z jinych fakult UJEP, popt. jinych vysokych skol a v neposledni fadé
1 u $ir§i odborné vefejnosti.

V Usti nad Labem tnor 2014
Autofi.
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2 Organizace laboratornich cvi¢eni
2.1 Poznamky a protokoly

Ke kazdé cinnosti v laboratofi je nutné pfistupovat zodpovédné uz od samého zacatku.
Nezbytnou pomuckou, ktera Vas doprovazi pii cviCenich, je zaznamovy blok (popf.
sofistikovanéjsi notebook), do kterého se doporucuje provadét veskeré zdznamy, které slouzi
K pozdé¢jSimu vyhodnoceni dat a piipravé protokolu (umozni se identifikovat odchylky od
postupu nebo eventualni chyby). Idealni je vést si laboratorni denik. Zapisovat by se mély
jednotlivé prace, jejich nastaveni (pocatecni podminky, plivod a oznaceni vzorktli, zpusob
zpracovani, kultivacni teplota, doba kultivace, typ pouzitého média, tedici tfada, doba
experimentu apod.). Dale by se mély zapisovat primarni vysledky, ze kterych se pozdéji
vypocitaji pottebné vystupni hodnoty. A v neposledni fad¢ je tfeba zaznamenat abnormality,
poruchy, chyby apod. Poznamky délejte peclivé a Citelné tak, aby byly jasné, stru¢né a
hlavné srozumitelné i s del§im ¢asovym odstupem (napt. pro dalsi osoby, kolegy z pracovni
skupiny, pedagogicky dozor apod.).

Experimentalni prace je pak zavrSena ptipravou pracovniho protokolu. Smyslem protokolu je
zdokumentovat provedenou praci tak, aby bylo mozné ji pozdéji reprodukovat, odhalit
pfipadné experimentdlni chyby ¢&i identifikovat faktor, ktery zpisobuje neocekavané
vysledky. Protokol by mél byt stru¢ny a vystizny a m¢l by obsahovat vSechny dulezité udaje
(navazky, inkubaéni dobu, primarni i pfepocitané vysledky apod.). Zejména je tieba zdlraznit
a zdlivodnit pripadné odchylky od standardniho postupu. Pokud zpracovavate néjaka
statistickd data (napf. mate primér z deseti méfeni), je tfeba je doplnit alespoit zakladni
statistickou charakteristikou (primér + smérodatna odchylka apod.).

Protokol by mél obsahovat tyto prvky:

e Jména studenttl, identifikaci skupiny, datum prace.

e Strucny princip prace (nékolik vét).

o Stru¢nou metodiku (neni tfeba opisovat postup z navodu, staci se na n¢j odkazat, je ale
tteba vypsat vSechny odliSnosti a udaje potfebné pro dalsi vyhodnocovéni, napf.
navazky, objemy ¢i teploty).

e Primarni nezpracované vysledky v podobé¢ tabulek ¢i grafi (napf. pocty
mikroorganisml v jednotlivych polich pocitaci komirky, poc€ty narostlych kolonii
apod.).

o Vysledky kultivaénich stanoveni se uvadéji v jednotkach KTIJ, tj. kolonie tvofici
jednotky (anglicky ekvivalent CFU, Colony Forming Units). Tato jednotka vyjadiuje
pocty zivych mikroorganismt schopnych se na/v daném médiu rozmnozit. Vysledky
se jeste vztahuji na jednotku objemu vzorku (napt. KTJ/100 ml nebo KTJ/ml).

e Pifepocty primarnich vysledk na porovnatelné rozumné veli€iny (napf. roztéry ze
vzorku vody v poctech KTJ/ml apod.). Je nutné nepsat jen vzorce, ale i Ciselné
dosazeni, pak je mozné 1épe odhalit chybu.
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e Struény slovni zavér (napi. ,,V testované vodé jsme zjistili XX+YY KTJ/ml*,
»Neznamy mikroorganismus byl urcen jako gramnegativni* apod.).

Vzorovy protokol je uveden v priloze.
Déle plati nasledujici pravidla:

e Protokoly odevzdavejte v pisemné podobé. Zpracovany by meély byt na pocitaci,
vytiStény idedlné oboustranné, Vv ptipad¢ vice stranek svazany (nebo alespon vlozeny
do desek) a s oc¢islovanymi strankami.

e 'V pfipad¢ malych nedostatkli bude protokol uznan na zaklad¢ konzultace s vedoucim
cviCeni. V ptipadé€ zavaznych nedostatkii bude protokol vracen k pfepracovani.

e Ne¢které prace budou probihat v mensich skupinach 2 - 4 studentd, v takovém piipadé
odevzdavejte pouze jeden protokol za celou skupinu. Stejné jako skupinova prace je
dilem vSech, je 1 protokol dilem vSech a vSichni by se méli podilet na jeho sepsani.
Udg¢la-li protokol jen jeden ¢len skupiny, méli by si ho ostatni alespon piecist.

Pti sepisovani protokolii se snazte pouzivat zdravy selsky rozum. Obcas se v protokolech
objevi zjevné zcela nesmysIné vysledky, napt. "v jednom ml vody jsme zjistili 1,3x10° gramu
mikroorganisma" (tj. 1 300 tun = dlouhy nakladni vlak plné nalozeny bakteriemi).

2.2 Bezpecnost a hygiena prace v mikrobiologické laboratori

Kazda laboratorni prace ptedstavuje potencialni riziko. Nespravnym postupem prace je mozné
ohrozit vlastni bezpecnost, bezpe€nost ostatnich, stejné jako zplsobit materialni Skody. Proto
je bezpodminecné nutné se seznamit se zdsadami bezpecné laboratorni prace a tyto dodrZzovat.
Na zacatku cviceni stvrdi studenti svym podpisem, Ze byli se zdsadami bezpecné prace
seznameni a ze se zavazuji je dodrZovat.

Kromé béZnych laboratornich rizik s sebou nese mikrobiologicka prace 1 zvySené zdravotni
riziko vyplyvajici z prace se Zivymi mikroorganismy, které mohou byt potencialné patogenni.
I kdyz v ramci vyuky nebudou studenti pracovat pfimo se zndmymi patogeny, nekteré prace
zahrnuji kultivace nedefinované kultury (napt. ze vzorkl vody). Ackoliv je zde riziko infekce
malé, neni nulové. Ke kazdému vzorku je nutné pfistupovat s predpokladem, Ze je patogenni
mikroorganismus pfitomen.
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Zasady bezpecné prace v mikrobiologické laboratori

V laboratofi je dovoleno pracovat jen pod dohledem pedagogického pracovnika,
provadét jen ty ukony, které povoli, a je nutné dodrzovat jeho pokyny a natizeni.

Pfi praci je tieba se chranit pfiméfenymi ochrannymi pomuckami. Kazdy musi mit
obleCen ochranny plast, v ptipad¢ tésnéjSiho kontaktu s potencidlné nebezpecnym
materialem (napf. barveni preparati) je tieba pouzivat gumové rukavice.

V laboratofi je zakdzano jist, pit a koufit.

Je tfeba dbat zvysené hygieny. Pti kazdém odchodu z laboratoie je tieba si dikladné
umyt ruce mydlem, v ptipad¢ potieby i dezinfek¢nim ¢inidlem.

Dojde-li ke kontaminaci pfedmétu (napt. odévu, tasky apod.) mikrobialni kulturou, je
tteba vzdy provést dezinfekei, napf. otfenim dezinfekénim roztokem.

V laboratofi nesmi pracovat osoby, které by tim byly vystaveny vyrazné zvySenému
zdravotnimu riziku. Jedna se napft. o alergiky na néktery mikroorganismus ¢i latku, se
Kterou se pracuje, osoby s oslabenym imunitnim systémem a té¢hotné Zeny. Studenti
stvrdi svym podpisem zacatkem cviceni, ze jim jejich zdravotni stav absolvovani
cvi¢eni umoziuje.

Kazdy uraz, byt i jen odérku, je tfeba hlasit pedagogickému pracovnikovi, kvili
zvySenému riziku infekce rany. V laboratofi je k dispozici lékarnicka pro zékladni
oSetfeni urazu a dezinfekci ran.

Rozbité laboratorni sklo je tieba odkladat do zvlastni k tomu urcené nadoby. Je-li
kontaminovano mikrobiologickou kulturou, musi se pfed vyhozenim dezinfikovat.
Rozbité sklo se nesmi sbirat rukou, ale vzdy jen zametat.

Kazdy laboratorni postup je tfeba si promyslet, aby nedochazelo k zavaznym chybam
a ohroZeni zdravi ¢i majetku.

Potencialné nebezpecné operace je tieba délat vzdy jen predepsanym zplisobem na
ur¢eném mist€ a s ohledem na bezpec¢nost svou 1 ostatnich.

Pti praci v blizkosti kahanu dbejte zvySené opatrnosti, aby nedoSlo k zahotfeni napf.
odévu ¢i vlasi.

Ke kazdé mikrobidlni kultufe je tfeba chovat se tak, jako by byla patogenni. Ke kazdé
chemikalii je tfeba se chovat tak, jako by byla prudce jedovata.

Suspenze mikroorganismil je zakdzano pipetovat Usty, vzdy je potieba pouzit balonek,
pipetovaci nastavec nebo automatickou pipetu.
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2.4 Prvni pomoc pri mimoradnostech a urazech

Stane-li se Vam uraz ¢i jina mimofadnost, zanechte prace (vyjma odvraceni bezprostiedniho
ohrozeni dalSich osob) a zavolejte pedagogicky dozor, ktery poskytne prvni pomoc.
1. Dostane-li se mikrobidlni kultura do ust, je tfeba usta vyplachnout a vykloktat
dezinfekénim roztokem, napt. 1% KMnQOy ¢i ztedénym Lugolovym roztokem.
2. Kontaminovanou pokozku je tfeba otfit dezinfekénim ¢inidlem, napi. 0,1% ajatinem.
3. Pii zasazeni oka mikrobiologickym materidlem je tieba vyplachnout oko borovou
vodou. V piipadé zasazeni chemikalii, je tfeba oko dikladné vyplachnout proudem
vody a az poté borovou vodou.
4. Kazdou otevienou ranu je tfeba vydezinfikovat jodovou tinkturou nebo 3% peroxidem
vodiku.

2.5 Dalsi zasady prace v mikrobiologické laboratori

1. V laboratofi je nutné udrzovat poiadek. Usp&$nost vétsiny praci zavisi na Sistotd
prostiedi.

2. Po kazdé¢ praci je tfeba uklidit po sobé, zejména uvolnit své pracovni misto, umyt
pouzité nadobi, ocistit objektiv mikroskopu apod.

3. Pouzité mikrobidlni kultury se musi po ukonceni prace likvidovat, napft.
autoklavovanim ¢i roztokem dezinfekéniho ¢inidla.

4. Snazte se pracovat tiSe, aby i ostatni méli klid na vlastni praci.
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3 Principy sterilniho prostredi a aseptické prace

Zasady dodrzovéani sterilniho prostfedi a aseptické prace je alfou a omegou kazdého
mikrobiologa. Sterilni prostfedi a asepticka prace jsou zakladem tspé$né mikrobiologické
préace. Pfi praci v mikrobiologické laboratofi je nutné si uvédomit, ze mikroorganismy jsou
vSude okolo nas, jsou ve vzduchu, na kazi, ve vod¢, apod., a pro uspéch experimentu
(laboratorni prace, cviceni) je tieba je usmrtit nebo alespon siln¢ omezit.

DodrZujte tyto pokyny:
e Pracujte v Cistém prostfedi, kde se neprasi, nevifi prach apod. S tim souvisi napf.

I potieba mit v laboratofi zaviena okna (dvefe).

Pracovni plochu si vzdy vysterilujte, napt. ajatinem nebo ethanolem.

Pokud neni k dispozici laminarni box, pracujte v blizkém okoli zapalené¢ho kahanu.

Ruce si pted praci umyjte fadné¢ mydlem, popi. i dezinfekénim ¢inidlem.

Pracujte systematicky, plynule, bezpecné a ptesné. V zadném piipad€ nepracujte

zbrkle a zbyte¢né nespéchejte.

e Nikdy se nedotykejte sterilnich Casti (tj. obvykle téch wvnitfnich) misek, ban¢k,
zkumavek apod. nesterilnimi nastroji (to plati i pro holé ruce).

e PouZivejte pouze sterilni pomilcky. Ty pomicky, které uz pfisly do styku
s mikrobialni kulturou, znovu nepouzivejte.

e Nepokladejte sterilni pomicky (pinzety, klicky, zatky apod.) pfimo na pracovni
plochu, i kdyZ byla ptfed tim vysterilovana. NeodnaSejte je z laminarniho boxu nebo
z dosahu plamene kahanu.

e Otevirate-li sterilni nadobu, délejte to vZzdy co nejblize u kahanu a jen po nezbytné
nutnou dobu. Je-li to mozné, sterilujte zatku i hrdlo banky lehkym ozehnutim
V plameni (pozor na zahoteni!). Pokud potfebujete vicko polozit, pokladejte ho vzdy
nesterilni (vnéj$i) ¢asti dospodu.

e Pokud pipetujete automatickou pipetou, zmacknéte ji do saci polohy jeste¢ pied
ponoienim do sterilni kapaliny, v opacném piipadé€ zabublate do kapaliny mélo sterilni
vzduch s rizikem potencialni kontaminace vzorku.

3.1 Steriliza¢ni metody

V laboratofi se pouzivaji nejcastéji tyto sterilizacni (sterilacni) metody:

e VIlhké teplo je ucinnéjsi nez suché a jeste vyssi ucinnosti se dosahuje za vyssiho tlaku.
Zatizeni pro sterilaci vlhkym teplem pod tlakem se nazyva autoklav. V autoklavu je
mozné sterilovat vSe, co neni citlivé na teplo, vlhko a tlak, napt. média, néstroje,
nadobi atd. (pfi znalosti snaSenlivosti materidlu vi¢i provozované teploté, napf.
sklenéné lahve typu Duran maji na plastovych vickach vyznacenou i teplotu, které je
plast schopny odolat, 145 °C, 160 °C apod.).
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Pozor! Autokliv je vysokotlaké zartizeni, které smi obsluhovat jen Fadné proskolena
osoba, coz student obvykle neni.

e Suché teplo nemé takovou sterilizani U¢innost, a proto musi pusobit delsi dobu
(nejcastéji 2 h, ale ¢asto se nadobi nechdva v susarné pies noc). Pouziva se hlavné pro
sterilizaci Cistého nadobi, které je potfeba mit suché.

e Dalsi zpisob sterilizace, ktery lze pouzit v ptipad¢ tekutin (tj. kapalin a plyna)
citlivych na teplo, je filtrace, ktera probiha ptes filtr s mensimi pory nez je velikost
bakterialnich bunék. Zafizeni, ve kterém je mozné pracovat sterilné v proudu
filtrovaného vzduchu, se nazyva laminarni box nebo téz flow-box.

e Chemické latky se pouzivaji ke sterilizaci tam, kde neni mozné pouzit predchozi
techniky a kde aplikace chemikalii nevadi. Piikladem je sterilizace povrchi ethanolem
nebo ajatinem, dezinfekce vody chlorem apod. Chemikalie mohou byt jak
mikrobicidni (mikroorganismy zabijeji), tak pouze mikrobistatické (brani
rozmnozovani mikroorganismt). Spektrum mikrobicidnich latek je veliké, napf.
oxidacni Cinidla (peroxid vodiku, chlor apod.), kationaktivni detergenty (ajatin),
alkoholy (ethanol) apod. Z mikrobistatickych latek se nejcastéji pouzivaji antibiotika.

e Zareni s dostatecnou energii (UV, gama) se nejcastéji pouzivd pro sterilizaci
nepravidelnych povrchli, vzduchu a pro specialni aplikace. Tzv. germicidni lampa
emituje UV zafeni o vinové délce 260 az 290 nm, které ma nejvyssi mikrobicidni
ucinky. Ozafovani gama zafenim se né€kdy pouziva pro specidlni sterilizace, napf.
pudy.

e Plamen je velice u¢inny steriliza¢ni prostiedek, ale dost nebezpeény. Pouziva se pro
sterilizaci kovovych nastroji (klicky, pinzety), sklenénych pomticek (Drigalskiho
ty¢inka, pipety) a téz pro sterilizaci okolniho vzduchu, neni-li k dispozici laminarni-
box.

3.1.1 Sterilizace povrchi

Ke sterilizaci povrchil (pracovniho stolu apod.) pouzivdme v naSich laboratofich bud’ 50 %
roztok ethanolu nebo 0,1 % roztok ajatinu. Oba roztoky jsou k dispozici u vylevky ve
stiickach. Stiiknéte pfiméfenou davku na sterilovany povrch a rozettete utérkou (bunicina,

papir).

Podlahu je v ptipadé potteby mozné dezinfikovat standardnimi mikrobicidnimi uklidovymi
prostfedky typu SAVO.

Jinou moznosti je pouziti germicidni lampy; tyto operace ale provadi vyucujici obvykle mezi
cvi¢enimi, napf. pies noc.

3.1.2 Sterilizace médii a laboratorniho nadobi

VSechna média pouzivand v ramci cviceni z mikrobiologie se sterilizuji prostfednictvim
autoklavu (nejcastéji pii 121 °C, 0,1 MPa, 15 min). Podobné¢ je mozné sterilizovat vétSinu
sklenéného, porcelanového i kovového nadobi a téZ plastové vyrobky, které tyto podminky
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vydrzi (napf. polypropylenové kadinky, plastové Spicky k automatickym pipetdm i
s krabi¢kami, vi¢ka od lahvi typu ,,Pyrex* apod.). Vétsina standardniho mikrobiologického
vybaveni se vyrdbi sterilizovatelnd autokldvovanim pfi téchto podminkach, nicméné
sterilizaci je vhodné nejprve vyzkousSet. Z nejcastéji pouzivaného laboratorniho materialu
nevydrzi vyse uvedené podminky plastové polystyrenové misky; ty se dodavaji uz sterilni
popt. aseptické z vyroby a médium se na né naléva az pii vyrazné nizSich teplotach (viz
kapitola 4.3).

Cisté laboratorni sklo (zkumavky, Erlenmayerovy baiiky, kadinky apod.) se obvykle
sterilizuje v susarn¢ (160 °C, 2 h a déle). Sterilizaci tak Ize G¢elné spojit s pfedchozim mytim.

Dalsi metody sterilizace konkrétniho vybaveni jsou detailnéji popsany u jednotlivych postupi
v dalsich kapitolach.
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4 Kultivacni techniky

Kultivace (pomnozeni, péstovani) mikroorganismt predstavuje jeden ze zékladnich pilifd
mikrobiologické prace. Mikrobiologickd prace mé sva specifika, ktera je tieba respektovat.
Mezi ty nejzakladnéjsi patii nasledujici:

e Mikroorganismy jsou obvykle rychle rostouci objekty, a protoze jsou prakticky
vSudyptitomné, je tfeba pifi praci dbat na sterilitu prostfedi, nastroj, kultiva¢nich
médii a peclivost aseptické prace.

e Rizné mikroorganismy maji rozdilné naroky na svou vyzivu i podminky kultivace.
Proto je tfeba vzdy peclivé zvazit slozeni kultivaéniho média, teplotu kultivace, dobu
kultivace, aerobni/anaerobni podminky, piipadnou aeraci a dalsi specifické faktory.

e Kultivace trva v zavislosti na organismu fadové hodiny (pfes noc) az nékolik tydnt
(pomalu rostouci mikroorganismy na hiife rozlozitelnych substratech).

4.1 Média

Spravna volba kultivacniho média je zékladem uspésné kultivace. Pouzivana média je mozné
rozdé¢lit podle nékolika hledisek, a to:

e Podle pivodu Ize rozdélit média na prirozena (mléko, krev, listi apod.), synteticka
(jejichz slozeni je ptfesné¢ definovdno a jsou pripravena z Cistych chemikalii) a
polosynteticka (obsahujici nekteré ziviny presné definované a jiné smésné ptirodniho
puvodu).

e Podle skupenstvi délime média na kapalna a ztuzena (do formy gelu).

e Podle obsahu zivin délime média na bohata (vSechny ziviny jsou v nadbytku) a
limitovana (jedna Zivina nebo né¢kolik Zivin je zdmérné v nedostatku).

e Podle sclektivity délime média na obecna (roste na nich mnoho skupin
mikroorganismll) a selektivni (roste na nich jen nékolik skupin mikroorganismii,
idealné jen jeden rod ¢i druh).

Slozeni kultivacnich médii je samoziejmé rtizné, nicméné kazdé médium ma nasledujici
obecné slozeni:

e Zdroj uhliku. Nejcastéji se pouzivaji sacharidy (glukoza), aminokyseliny, peptidy,
lipidy, ale 1ze pouzit napt. i uhlovodiky a jejich derivaty. Autotrofni mikroorganismy
vyzaduji jako zdroj uhliku COy, pak je obvykle tfeba dobra aerace popt. pfidavek
uhli¢itanu nebo hydrogenuhli¢itanu. Pfi pfipravé bohatych médii jsou popularni
hydrolyzaty bilkovin (pepton, trypton, dfive pouzivané bujony apod.), které
predstavuji soucasné zdroj uhliku 1 dusiku.

e Zdroj dusiku. Dusik je zakladem vétSiny nezbytnych biochemickych latek
(bilkoviny, nukleové kyseliny atd.). Nejobecnéjsi jsou organické zdroje dusiku (napf.
aminokyseliny), ale vétSina mikroorganismil je schopnd vyuzit 1 amonné ionty,
dusi¢nany a dusitany. Ne&které skupiny mikroorganismi jsou schopné fixovat i
vzdusny dusik, pak je tfeba dbat na dobré provzdusnéni.
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e Zdroje dalSich mineralnich litek. Zejména se jedna o zdroj fosforu (nejcastéji
fosforecnany), siry (nejcastéji sirany), biogennich kovii (zeleza, médi, zinku atd.,
obvykle v podobé iont1) a soli (zejména chlorid sodny a draselny).

e Selektivni ¢inidla, zptsobujici omezeni rustu nckterych skupin mikroorganismd.
Jedna se napf. o antibiotika.

e Specialni latky pro auxotrofy. Nékteré mikroorganismy (tzv. auxotrofnil) nemaji

schopnost syntetizovat si vSechny své organické latky a nékteré je jim tfeba piidavat

do prostiedi. Nejcastéji se jedna o nékteré aminokyseliny, vitaminy nebo lipidy.

Voda. Bez vody Zivot neni a i pevna (ztuzena) média maji obsah vody okolo 98 %.

Latky upravujici pH, napt. pufry.

Sole zvySujici salinitu pro kultivaci halofilnich (slanomilnych) mikroorganismd.

Ztuzovadlo u ztuzenych médii (agar, ktery je rostlinného ptivodu a Zelatina, ktera je

zivocisného piivodu).

Ztuzovani médii se provadi nejcastéji agarem. Agar je polysacharid (polygalaktdza)
izolovany z motskych fas. Vé&tSina mikroorganism@i ho neumi rozkladat a vyuZivat jako
zivinu. Agar taje pii 96 °C a tuhne pfti 40 °C, ¢ehoz se vyuziva pfi ztuzovani médii, které je
mozné po sterilizaci za tepla rozlit a ktera po vychladnuti nasledné tuhnou.

Selektivity médii je mozné dosahnout v zasadé dvéma zpusoby. Negativni selektivity se
dosahuje pridavkem mikrobistatickych latek, které selektivné inhibuji rst jen nékterych
skupin mikroorganismi (tj. jsou pro né toxické), zatimco jiné mikroorganismy neovliviuji.
Nejcastéji se pouzivaji napf. antibiotika nebo vhodna barviva (napt. bengalskd Cerven pro
inhibici rustu bakterii pfi kultivaci hub). Pozitivni selektivity se dosahuje pouzitim nékteré
méné obvyklé Ziviny, kterou umi vyuZzit jen omezend skupina mikroorganisml. Napf.
mikroorganismy schopné odbouravat aromatické uhlovodiky, je moZné odlisit od ostatnich
kultivaci na toluenu jako jediném zdroji uhliku a energie; bakterie schopné fixovat vzdusny
dusik je moZné izolovat na médiu bez zdroje dusiku apod.

4.2 Kultivace mikroorganismi

Mikroorganismy rostou obvykle za danych podminek n¢kolik dni, vyzaduji urcitou teplotu
vhodnou pro jejich rust, ziviny a samoziejmé i aerobni/anaerobni podminky (vétSina
organismu, které se kultivuji pfi rozborech, bézné vyzaduji ptistup vzduchu; naproti tomu
napf. klostridia jsou obligdtné anaerobni mikroorganismy, které kyslik zabiji, navic
s fermenta¢nim metabolismem, tj. nepottebuji externi oxidac¢ni ¢inidlo).

Ztuzena média se obvykle kultivuji v termostatu s vyménou vzduchu. Misky se kultivuji
Vv tzv. zavéSené poloze, tj. dnem misky nahoru. Diivodem je kondenzace vody pii kultivaci,

! Z feckého auxein = zvySeny a trofi = vyziva, jidlo. U vys§ich organismil se tento termin pouZiva malo,
nicméné vyS$si organotrofni organismy jsou obvykle auxotrofni ve vztahu k fadé organickych latek, které pak
nazyvame esencialni. Napf. pro Cloveka je esencidlnich 8 aminokyselin, fada mastnych kyselin a dalsi latky,
obvykle nazyvané vitaminy. U organotrofnich mikroorganismi je ale auxotrofie malo obvykla a proto se

zduraziuje.
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ktera takto kape pouze na vicko, zatimco v opa¢ném piipad¢ by kapala na agar a rozmyvala
rostouci kulturu.

Kapalna média se obvykle kultivuji v termostatované tfepacce (vodni nebo vzduchové).
Kapalné médium se nejcastéji umistuje do konické Erlenmayerovy banky, popt. do kultivacni
lahve. Ttepani zajistuje dostatecnou aeraci kultury. Je ale tfeba dat pozor na prichodnost
zatky. Zatka nesmi byt ptikryta alobalem (kterym se kryje proti zvlhnuti v pritb¢hu sterilace v
autokldvu) a nesmi byt ani mokra, protoze ptes kapalinu prochazi vzduch podstatné pomaleji.
Ptestupu vzduchu naopak pomahaji vhodné detergenty, musi byt ale netoxické a v nizké
koncentraci (napft. polysorbat — TWEEN).

4.3 Priprava misek s pevhym agarovym médiem

Média se nejcastéji ztuzuji agarem, obvykle v 1 — 2% koncentraci. Agarem ztuzené médium
se nejcastéji pripravuje do zkumavek (tzv. Sikmy agar) a na misky. Médium se rozléva do
sterilnich misek po autokldvovani za ptiméfené teploty (cca 50 — 70 °C) ve sterilnim prostiedi
(v okoli kahanu nebo v laminarnim boxu, idedlni je spusténi UV lampy pii dodrzovani zasad
bezpecné prace v laboratofi). Plastové misky jsou dodavany uz od vyrobce sterilni popf.
aseptické (pfipravené v prostiedi bez mikroorganismi, dezinfekce je vétSinou provedena
kyselinou peroctovou), sklenéné misky je tieba pied tim vysterilovat v autoklavu nebo
suSarné. Po zatuhnuti pfed prvnim pouzitim se misky nechaji kultivovat, aby se odhalily
pripadné kontaminace (tj. pokud na Cerstveé nalité misce naroste mikrobialni kultura, je tieba ji
nepouzivat a zlikvidovat). Pfipravené misky se zatuhlym médiem by se mély stru¢né oznacit
(pouzité médium, datum naliti) a to na spodni strang (nikoliv na vitko)>.

Pomiicky: Sterilni misky (plastové nebo sklenéné), sterilacni ldhve (,,pyrexky®), izolacni
rukavice (napf. kuchyniské chnapky), kahan.

Postup:

1. Dle navodu na ptipravu piipravte pozadované kapalné kultivaéni médium a nalijte ho

do steriliza¢ni ldhve (,,pyrexky*).

2. Pridejte cca 1 - 2 % agaru (napt. 15 g na 1 000 ml). Agar se pii nizké teplote
nerozpusti ani pfi intenzivnim michani, nechte ho nejprve nabobtnat po dobu 15 min.
Sterilizujte médium v autoklavu.

Po skoncenti sterilizace nechte médium zchladnout na teplotu cca 70 °C.

Sterilujte pracovni stil (ajatinem, ethanolem apod.) a zapalte kahan.

Pfipravte si na pracovni still sterilni misky. Neotvirejte je a pri vybalovani davejte

pozor, aby se neotevriely.

7. Sterilacni ldhev drzte v pravé ruce (vzhledem k vysoké teploté¢ pouzijte izolacni
rukavici), levou rukou lehce odklopte vicko misky a nalijte do misky pfiméfenou
davku média tak, aby vznikla vrstva cca 0,5 cm tlustad (cca 15 ml média, které

ook w

2 Popisovani misek zespodu a ne na vicko méa dvoji vyznam. Popis misky je neoddgliteln& spojeny s vlastnim
médiem a kulturou a nemtze dojit k omylu napt. zdménou vicek. Dale to ma i praktické vyuziti napf. pii zbézné
kontrole stavu nasazenych misek (kultivace se provadi v zavésené poloze, oznaceni vzorku je na dné misky a
tudiz pfimo na ocich).
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rovnomérné pokryje dno, ale nedosahuje horniho okraje nalévané misky). Misku poté
ihned priklopte. Pfi nalévani média zasadné nedavejte vicko nalévané misky stranou,
nepokladejte na pracovni stll, ale stale vicko drzte v levé ruce (pozice obou misek
svira ostry thel: pfipomind pismeno ,,V*).

8. Po skonceni rozlévani lehce ozehnéte hrdlo lahve i zatku v plameni (opravdu jen
lehce, aby plastové ¢asti nechytily nebo se nedeformovaly) a zaviete.

9. Pockejte, dokud agar v miskach nezatuhne. Po zatuhnuti se misky pouziji pro
naockovani mikroorganismii, a nebo se ulozi do lednice pro potieby dalsi analyzy.

Pozor! Pri nalévani horkého média dbejte zvySené opatrnosti; snadno miiZe dojit
k urazu oparenim (vznikaji nepfijemné popaleniny az druhého stupné, které¢ se mohou hojit i
nekolik tydn)!

4.4 Techniky a zpiuisoby ockovani

Mikrobiologické metody jsou zaloZeny na rtizném zpusobu a technikéch ockovani, které jsou
ureny charakterem ockovaného média a ucCelem stanoveni. Ve zkumavkdach se provadi
ockovani v tekutych kultiva¢nich médiich (k tomuto ockovani Ize pouzit klicku ¢i pipetu).
V ptipad¢ pouziti klicky se cista kultura pfenasi ze Sikmého agaru do tekutého média;
z tekutého média do tekutého média; z povrchu agaru na Petriho misce do tekutého média.
Oc¢kovani pevnych kultiva¢nich médii 1ze provadét klickou ¢i pipetou a provadi se Castéji, nez
ockovani tekutych kultivacnich médii. Ve zkumavkéch lze provadét ockovani kli¢kou na
povrch Sikmych agarti, ockovani vpichem, pfeockovani kultury z tekutého média na povrch
pevného média. V ptipadé ockovani agarovych ploten bakteridlnich suspenzi za pomoci
pipety se technika ockovani vzorkli provadi né€kolika zplsoby; jednd se o piimy vysev do
kultiva¢ni ptidy a nebo piimy vysev na povrch pudy.

4.4.1 Ockovani na pevné pudy klickou

K pteoCkovani mikroorganismu z kapalného nebo pevného média na ztuZzené médium se
obvykle pouziva klicka sterilovand plamenem. Principem je zachyceni malého mnozstvi Cisté
kultury mikroorganismii na o€kovaci klicce a jeji nasledné rozetfeni po ztuzeném médiu.
Pracujte ve sterilnim prosttedi laminarniho boxu nebo v okoli kahanu.

Pomiicky: Kahan, ockovaci klicka, parafilm

Postup preockovani z pevného média:

1. Sterilujte pracovni still (ajatinem, ethanolem apod.) a zapalte kahan.

2. Pripravte si na stil misky sjiz zatuhlym agarovym médiem a misky
S preoCkovavanym mikroorganismem.

3. Sterilujte ockovaci klicku v oxidacni ¢asti plamene (tj. nad oranzovou reduk¢ni ¢asti,
cca uprostied plamene). Klicka by se méla viditeln¢ rozpalit.

4. Oteviete pivodni misku a ochlad’te kli€¢ku bud’ o vnitini sténu ¢i vicko (u sklenénych
misek) nebo o agar vpichem v oblasti, kde neni viditelny nartist mikroorganismu.
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5. Naberte malé mnozstvi kultury na klicku.

6. Zavtete pivodni misku a oteviete novou.

7. Nekolika tahy rozetiete mikroorganismus po agarovém médiu.
8. Zavtete misku a vysterilujte znovu klicku.

9. Nechte novou misku inkubovat v inkubatoru v zavésené poloze.
10. Na zavér se miska jesté obvykle obali parafilmovou paskou.

Pro lepsi manipulaci s miskami se doporucuje misky polozit na pracovni stil tak, aby byly
umisténé dnem vzhlru. Pii pfeoCkovavani nasledné v pravé ruce drzime klicku, kterou
sterilizujeme v plameni a do levé ruky si bereme misku (dnem dold) s koloniemi
mikroorganismu, které chceme pfeockovat. Pfed nabranim zvolené kolonie klickou, je
dualezité klicku po sterilizaci plamenem ochladit na volném prostoru média misky (vpichem),
a teprve pak kulturu nabrat z misky, misku vratit zpét a pieockovat na ¢istou misku.

Postup preockovani z kapalného média:
1. Sterilujte pracovni stil (ajatinem, ethanolem apod.) a zapalte kahan.
2. Ptipravte si na stil misky s pfipravenym ztuzenym médiem a pivodni kapalnou
kulturu.
3. Sterilujte o¢kovaci kli¢ku v oxida¢ni ¢asti plamene (tj. nad oranzovou reduk¢ni Casti,
cca uprostied plamene). Klicka by se méla viditeln¢ rozpalit.
4. Levou rukou oteviete banku s kapalnou kulturou, zatku nepokladejte, ale drzte ji stale
Vv ruce (v dlani svirejte malickem proti palci).
Namocte klicku do kultury, aby se ochladila (méla by slysiteln¢ zasycet).
Po zchladnuti lehce zamichejte klickou v médiu a vytahnéte ji z banky.
Oteviete misku a n¢kolika tahy rozetfete mikroorganismus po agaru.
Zavtete misku.
Zatku 1 hrdlo banky lehce ozehnéte plamenem (pozor, aby zatka nechytila!) a zavtete.
10 Nechte novou misku inkubovat v inkubatoru v zavésené poloze.
11. Na zavér se miska jesté obvykle obali parafilmovou paskou.

©o~No O

Kazda zaockovand miska se musi oznacit udaji o zaockované kultufe, datem ockovani popf. 1

jménem pracovnika a dal$imi uzite¢nymi Udaji. Oznaeni se provadi vzdy na dno misky,
- i . . o2 <

nikoliv na vi¢ko (viz poznamka pod ¢arou” na stran¢ 16).

4.4.2 Ockovani na pevné pudy roztérem

Na povrch ztuhlého agarového média je mozné napipetovat maximalné objem 1 ml vzorku
(pro misky o priméru 90 mm; u menSich misek se doporucuje maximalni objem
aplikovaného vzorku 0,5 ml). Naaplikovany objem se rozetfe po povrchu agarového média
tak, aby rovnomérné pokryl povrch. K rozetieni lze pouzit sterilni Drigalskiho tyc¢inku
(,,hokejku®).

Agarové médium by mélo byt prfedsusené a zbavené nadbytecné vlhkosti. Pokud tomu tak
neni, je zasakovani vzorku do agarového média zdlouhavéjsi.
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Postup o¢kovani na pevné pidy roztérem:
1. Sterilujte pracovni stil (ajatinem, ethanolem apod.) a zapalte kahan.
2. Piipravte si na stil misky s pfipravenym ztuzenym médiem a popisSte je na spodni
stranu.
3. Pfipravte siroztirany vzorek (obvykle jeho fedici fadu).
Levou rukou lehce odklopte vicko misky a kéapnéte potiebné mnozstvi vzorku
(obvykle 0,1-1 ml) na misku.
5. Drigalskiho ty¢inku namocte do ethanolu, zapalte plamenem kahanu a ethanol nechte
shofet uz mimo plamen. Tim se tyCinka sterilizuje.
6. Odklopte vicko a polozte ho vedle vnitini stranou vzhiiru.
7. Tycinkou rozetfete kapku po celé plose misky dokud se nevsdkne; levou rukou si
muzete miskou pootacet.
8. Misku opét priklopte.
9. Pred kultivaci se miska obvykle jesté obali parafilmovou paskou.

&

4.4.3 Primy vysev do pidy

Stejnym zpusobem, ktery je popsany v kap. 4.3, mizete rozlévat i roztopené médium na dno
Petriho misky s napipetovanym vzorkem (napi. vody) ¢i o¢kovanym mikroorganismem (viz
metody stanoveni kultivovatelnych mikroorganismil pii 22 °C a 36 °C). V tomto ptipad¢ je
zajistén homogenni nartst v celém objemu média. Je ale tieba dbat na to, aby agar byl
vytemperovany na pfijatelnou teplotu (obvykle lehce ptes 40 °C, pii nizSich teplotach uz agar
tuhne, vyssi teploty naopak byvaji inhibujici pro zivotaschopnost mikroorganismi).

4.4.4 Kultivace mikroorganismii zachycenych na membranovych filtrech

Pro stanoveni mikroorganismi ve vétSich objemech slouzi metoda membranové filtrace
pomoci membranovych filtra a filtra¢niho aparatu.

Principem metody je kvantitativni zachyceni mikroorganismd na pgovrchu membranového
filtru, ktery se pienaSi na povrch selektivniho kultivaéniho média a postupem popsanym
v normach je kultivovan pfedepsanou dobu pii predepsané teploté. Filtracni aparatura pro
membranovou filtraci (s vyvévou) je sloZzend vétSinou z jednoho, tii ¢i péti filtracnich mist
s uchycenymi kominky. Uvniti téchto trychtyiovitych kominka jsou rysky oznacujici objem
50 ml a 100 ml, coz usnadiiuje aplikaci vzorku, kdy nemusime pouZzivat odmérné nadoby. Na
jednotlivé kovové plosky filtraéni aparatury se umistuji membranové filtry Milipor
S primérem poru nejcastéji 0,45 pum (ale lze pouzit i filtry o velkosti port mensi, napf.
0,22 um pro klostridia apod.) a pfichycuji se trychtyfovitymi kominky. Do takto vzniklého
prostoru se pak aplikuje pozadovany objem sledovaného vzorku, spusténim vyvévy se vzorek
prefiltruje a kvantitativné se zachyti na povrchu filtru. K pfendSeni membranovych filtri na
povrch médii se pouziva pinzeta. Pfi malém objemu filtrovaného vzorku (1 ml a mén¢) se
kvuli lepSimu rozmisténi ptipadnych mikroorganismi na filtru nejprve na filtr naleje cca 10
ml fyziologického roztoku a teprve poté vzorek. Pinzeta, trychtytfovité kominky a kovové
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plosky filtra¢ni aparatury se po filtraci vzorku dikladné sterilizuji plamenem plynové pistole.
Tuto sterilizaci neni nutné provadét mezi filtraci stejného vzorku, jestlize se filtruje od
mensiho fedéni/objemu k vétsimu.

4.45 Kontrola jakosti Zivnych piid — prace s referen¢nimi kmeny bakterii

V mikrobiologické laboratoii se provadi mikrobiologickd stanoveni, vyuzivajici zakladni,
specificka, selektivni a konfirmacni média, u kterych je nutné provadét kontroly jakosti a
spravnost piipravy. V tomto navodu je uveden postup ozivovani referencnich kment bakterii
(napf. psychrofilni, mezofilni, kultivovatelné pii 22 °C a 36 °C, koliformni, enterokoky a
termotolerantni bakterie). Pro potteby kontroly je hodné pouzivat referencni kmeny bakterii
(viz Tabulka 1). Kmeny CCM (Czech Collection of Microorganisms) jsou dodavany
v zelatinovych discich (20 diskd v 1 lahvicce).

Postup ozivovani kmenii:

e Pied ozivovanim kmeni je nutné si pfipravit do zkumavek Sikmy agar (piida Nutrient
agar, Ize pouzit i PCA). Zkumavka s Cerstvé nalitym agarem se pienese do lednicky, aby
doslo k rychlému zchlazeni a vytvofeni kondenzni vody na Sikmém agaru. Agar se necha
ztuhnout.

e Lahvicka s disky bakterii se vynda z ledni¢ky a ponecha se 10 min pifi pokojové teploté
z divodu zamezeni kondenzace vody v lahvi¢ce. Podle tabulky 1 se zvoli CCM kmen
podle typu ptdy, kterou je potieba testovat.

e Vyzihanou a lehce teplou klickou (ockovaci jehlou) se lehce dotkne Zelatinového disku
tak, aby se pfilepil na jehlu a bylo ho mozné prenést do kondenzni vody na Sikmém agaru.
V ptipadég, kdy se nevytvoii kondenzni voda, ptida se par kapek bujonu.

e Zkumavka s ptenesenym zelatinovym diskem se necha inkubovat cca 6 h pti optimalni
teploté (pro dané stanoventi).

e Poté se zkumavka nakloni tak, aby doslo k pfeliti plochy Sikmého agaru suspenzi bakterii,
a znovu se zkumavka vlozi do termostatu.

e Doba inkubace pii optimalni teploté trva 24 — 48 h.

e Takto pfipravené a ozivené kmeny je mozné uchovavat v chladicim boxu do doby
stanoveni.

Postup pro zjiSténi jakosti Zivné pidy:

e Po oziveni kmenl ze Zzelatinovych diskli se pouziji CCM kmeny pro zjisténi a
otestovani jakosti pfipravené Zivné pidy.

e Pripravi se misky s nalitou ztuhlou zivnou pudou pro jednotliva mikrobiologicka
stanoveni.

e Ztermostatu, popf. zchladictho boxu se vynda zkumavka se Sikmym agarem
s bakteriemi.

e Nad kahanem se vyZzihd o€kovaci jehla, zchladi se o agar a bakteridlni suspenze se
pfenese na testovanou misku se zivnou piidou. Mezi jednotlivymi ockovacimi tahy se
jehla vyziha.
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e Po naockovani se miska inkubuje pti optimalni teploté 24 - 48 h.

Piiprava kmeni pro laboratorni testovani:

e Pro potfeby testovani napf. inhibi¢nich ucinkt latek a materidli a pro potieby
ovéfovani metod je mozné aplikovat disk pfimo do fyziologického roztoku v fedici
lahvic¢ce a temperovat 24 h pfi teploté 36 °C v termostatu. OZivené mikroorganismy
z disku lze pak v objemu ptimo aplikovat dale na misky.

Tabulka 1. Pouziti kmenii pro otestovani jakosti pFipravovanych pid

Médium Kontrolni kmen Kontrola vitality

(stanoveni) Rist Barva kolonie
Nutrient Agar E. coli CCM 3954 +
(mezofilni a psychrofilni)
Agar s kvasni¢nym
extraktem
PCA
Endo agar E. coli CCM 3954 + Cervena, kovovy lesk
(koliformni)
Slanetz-Bartley Médium | E. faecalis CCM 4224 + Cervenohnéda
(enterokoky)
Zlu¢-aeskulin-azidovy E. faecalis CCM 4224 - Hydrolyza esculinu
agar
(enterokoky)
m-FC Agar (+FD058) E. coli CCM 3954 + (44,5 °C) Modra
(termotolerantni) E. faecalis CCM 4224 -

4.5 Odbér, uprava a redéni vzorki vody

Spravnost provedeni odbéru vzorku je nezbytnym piedpokladem veérohodnosti a pouZitelnosti
dosazenych vysledkti. Dulezitd je i volba vhodného profilu odbérového mista. Odbér se
provadi do sterilnich sklenénych lahvi se zabrouSenou zatkou o objemu 200 az 500 ml
(ptekryté hlinikovou folii). Pfi odbéru z vodovodniho kohoutku se voda necha odtékat po
dobu nejméné 5 minut; u hlubokych vrti se pouzivaji odbérné nadoby. Z udolnich nadrzi a
vodarenskych objekti se vzorek odebira vzdy 15 az 20 cm pod hladinou (nikdy z hladiny).
Vzorkovnice se plni do 4/5 objemu. Nutné je dodrzovat zasady pii transportu vzorku.
Uchovavani vzorku se provadi v chladnicce pfi teploté 4 °C. V laboratoti se vzorky skladuji
v chladu a temnu v lednici a zpracovavaji se maximaln€ do 24 h od doby odbéru.

Pted analyzou se vzorky nechaji temperovat na laboratorni teplotu, pfed ockovanim se vzorek
protiepe, za aseptickych podminek se dale pipetuje ¢i odmeétuje potiebny objem k analyze.
Vzorky pitné vody popt. katarobni vody se nezied’uji, pro stanoveni psychrofilnich a
mezofilnich bakterii se pipetuje objem 1 ml, pro stanoveni koliformnich bakterii se
zpracovava 10 ml, popt. 100 ml vzorku (filtrace pfes membranovy filtr).
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Vzorky znecisténych vod je nutné pred vlastni analyzou zfiedit. Ziedovani se provadi v
reagenCnich lahvickach se zabrouSenou zatkou o objemu 50 ml (eventudlné lze pouzit i
zkumavky o mensich objemech, pak se nasledn¢ dopocita potiebny objem média a vzorku).

Pozor! Pri redéni se zachovava nasledujici Fada fedéni 1:10. Je-li potieba fedit na 0,001
(tj. 10" pouziji se 3 lahvicky, kazdd s 9 ml sterilniho zied'ovaciho roztoku (fyziologicky
roztok), do nichz se pipetuje vzdy 1 ml z piedchoziho fedéni. Vzdy se pouzije nova pipeta ¢i
Spicka. Jako zfed’ovaciho roztoku se vylucCuje pouzivani destilované a vodovodni vody;
bezpec¢né Ize pouzit Ringertv roztok ve ¢tvrtinové koncentraci.

Poznamka: V piipadé¢ odbéru vzorki, které jsou uréené pro stanoveni mikroskopického
obrazu, saprobniho indexu, objemové biomasy, chlorofylu-a apod., se k odbéru pouzivaji
sklenéné nebo PE pfedem vymyté lahve o objemu 100 ml az 300 ml. Druh odbéru, misto a
bod se tidi Gcelem rozboru a mistnimi podminkami. Odebrany vzorek musi reprezentovat
jakost vody v misté odbéru. Pfi odbéru vzorku povrchové vody se tidi postup odbéru dle
moznosti a dostupnosti vzorkovaciho mista. Pro odbér specifickych spolecenstev se pouzivaji
specialni odbérové pomiticky. Vzorek pro stanoveni se odebere do lahvicky, kterd se
vyplachne odebiranou vodou a poté se naplni vzorkem do 4/5 objemu.

[N L]
** ok I g ; UNIVERZITA J. E. PURKYNE V USTI NAD LABEM
* * ° o Bo
- * * Ll
evropsky ot f i

socialni MINISTERSTVO SKOLSTVI, OP Vzdélavéni
=5 fondvCR EVROPSKA UNIE ~ MLADEZE A TELOVYCHOVY  pro konkurenceschopnost

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI
CZ.1.07/2.2.00/28.0205 - ENVIMOD




Stranka |23

5 Vybrané mikroskopické techniky
5.1 Mikroskop — popis a zasady prace

5.1.1 Opticky mikroskop a jeho zakladni soucasti

Mikroskop je opticky pfistroj, ktery umoziuje pozorovani drobnych objektid, které jsou
mensi, nez je rozliSovaci schopnost lidského oka. Principem fungovani je optické propojeni
dvou cocek (objektivu a okularu), jejichz zvétSeni se ve vysledku nasobi. V laboratofi
mikrobiologie pracoviité FZP UJEP se pouziva mikroskop typu Lambda DN45, ktery je
presny a biologicko-laboratorni opticky pfistroj (viz Obr. 1). Podle potteby je mozné
mikroskop dopliiovat dal§imi doplitkovymi pfistroji a pomitickami, které rozsifuji jeho
kone¢né pouziti. K mikroskopu je mozné doplnit napt. fluorescencni ndstavec, ktery
umoznuje pii vhodné volb¢ filtracnich optickych kyvet pozorovat fluorescencné barvené
preparaty C€i objekty s autofluorescenci (v praxi se nejCastéji vyuzivd autofluorescence
chlorofylu-a u fotosynteticky aktivnich organismu pro potvrzeni jejich vitality (Obr. 2).

| Okular(y)
Objektiv(y)

Kftizovy stolek
S posuvnym méfitkem a
zafizenim pro uchyceni Makrosroub a

mikroSroub

Ovladani
Kk¥iZového stolu

Kondenzor

Vyklopny kolektor;
pod nim je umistény

nosic¢ filtra
Ovladani intenzity

Svételna clona svétla

S nahofe umisténou

matnici
Vypina¢

Obr. 1. Binokularni svételny mikroskop
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Mechanickou ¢ast mikroskopu predstavuje stativ, coz je pevné rameno s revolverovou
hlavici pro umisténi objektivii a objimkou pro okulary a nastavce. Dale mé& dva zaostfovaci
posuvy. Zakladnu tvoii obdélnikova noha s vestavénym osvétlenim s regulaci intenzity svétla
a clonou, pomoci které se reguluji svételné paprsky ptichazejici do mikroskopu (je doplnéna
rozptylovym filtrem, tj. matnici). Stdl s kiizovym vodi¢em preparatu, tzv. kfiZovy stolek,
S uchytnym zafizenim pro pfipraveny preparat, je konstruovany tak, ze umoziluje posun
preparatu ve dvou smérech na sebe kolmych, a je navic doplnény Vernierovym méfitkem
(nonius). Uprostied stolku je otvor, kterym prochazi svételné paprsky vedené z osvétlovaci
¢asti mikroskopu.

Pod stolkem, ¢asto po strandch nohy mikroskopu, je makrometricky a mikrometricky
Sroub. Makrometricky Sroub se pouziva pro posun kiiZzového stolku s preparatem smérem od
a kobjektivu. Slouzi po zaostieni objektu, tzn. ze se pomoci makrometrického Sroubu
dostaneme na uréitou pracovni vzddlenost. Mikrometricky Sroub slouzi jiz jen k doostieni
struktury pozorovaného objektu, tzn., Ze pomoci mikrometrického Sroubu jsme na urcité
hloubce ostrosti.

Podstatnou ¢asti mikroskopu je ¢ast opticka, kterd se skladd ze dvou zékladnich soustav
odek, kterymi jsou okular® (blize k oku) a objektiv (blize k pozorovanému objektu), které
jsou od sebe oddéleny tubusem a funguji jako spojky. Okulary a objektivy maji své specialni
zvétSeni a rozliSovaci schopnost a jsou snadno vymeénitelné (tahem, vySroubovanim).

Optickou soucasti mikroskopu, neméné dulezitou, je soustava ¢ocek kondenzoru umisténa
Vv télese pod stolkem mikroskopu. Kondenzor soustied’uje svételné paprsky do roviny
pozorovaného objektu. Soucésti kondenzoru byvé Casto vyklopny pomocny kolektor, ktery
upravuje velikost osvétleného pole v predmétové roving, pod nim jsou nosice filtri. Pii
pouziti Zlutozeleného filtru se potla¢i sekundarni spektrum (barevné oramovani obrazu),
vlozenim svétle modrého nebo modrého filtru se ztlumi svétlo a zlepsi rozliSeni objekti.

Okular zvétSuje obraz, ktery je vytvofeny objektivem. ZvétSeni okularu je uvedeno na jeho
plésti. Nejcastéji pouzivany typ okularového zvétseni je O10x, popt. O15x. V mikroskopické
praxi existuji i dalsi typy okularti, nejen riiznych zvétSeni, ale také jeho kone¢ného vyuziti,
napt. métici okular (méfici stupnice, miizka, kiiz, apod.) nebo okular s ukazovatkem. Merici
okuldar O10xM10 (popt. O15xM10), ktery se pouziva pro proméfovani objektti, ma specialné
vloZenou stupnici s0,1 mm intervalem. Ukazovaci okuldr suvnitf umisténou Sipkou
umoziuje ndzorné oznaceni vybrané¢ho objektu v pozorovaném preparatu, slouzi pro
prezentaci hodnoceného preparatu a napft. pro didaktické ucely.

Objektiv zvétSuje pozorovany objekt. Pro pozorovani detaild je dilezité zvétseni objektivu.
Bézné dodévanou sadou zvétSeni objektivii u mikroskopu jsou objektivy se zvétSenim 4x
(¢erveny pruh na plasti), 10x (zluty pruh na plasti), 20x (zeleny pruh na plasti), 40x (svétle
modry pruh na plasti) a 100x (dva ¢erné pruhy ¢i bilé pruhy na plasti, tzv. imerzni objektiv).

% 7 latinského oculus = oko
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Pii detailnim pozorovani objektivu lze na jeho plasti spatfit vyryta Cisla, kterd udavaji
mechanickou tubusovou vzdalenost/tloustku kryciho skla a zvétSeni objektivu/numerickou
aperturu. Rozlisujici barevné pruhy jsou v souladu s platnymi normami (viz Obr. 3).

i
{10}
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o
Kondehzor

Kolektor

Nosic¢ filtru

Obr. 2. Mikroskop LAMBDA typu DN45 s fluorescenénim nastavcem a trinokularni hlavici vyvedenou
prostiednictvim videokamery do pocitace. Detail kondenzoru s vyklopnym kolektorem a nénius.

100 udava zvétSeni—|
objektivu / 1,25 udava
numerickou aperturu——

/

160 udava mechanickou
tubusovou vzdalenost /
0,17 udava  tloust’ku
kryciho skla

Obr. 3. Vlevo imerzni objektiv (100x), vpravo suchy objektiv (40x).
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Numericka apertura, tj. rozliSovaci schopnost cocky rozlisit urcity rozmér struktury, se pfi
pozorovani objektivem daného zvétSeni nastavuje na kondenzoru, ¢imz se ziskd nejlepsi
pozorovaci schopnost objektivu. S numerickou aperturou souvisi index lomu svétla a dalsi
optické vlastnosti. Optické vlastnosti objektivu jsou velmi zasadni, protoze cocky maji urcité
vady, které znemoznuji neruSené pozorovani objekti vcetné jejich detailti (barevné neboli
chromatické aberace, kulové neboli sférické aberace). Pi1 mikroskopovani je velmi dualezity
index lomu svétla, ktery v zavislosti na prostiedi, daném typem preparatu, znemoziuje
snadnost pozorovani a rozliSovani objektd. Suché objektivy nevyzaduji diky nizké apertuie
zvlastni prostfedi mezi krycim sklickem a ¢ockou objektivu (viz text vyse, zvétSeni 4x, 10x,
20x%, 40x). V ptipadé, kdy je potieba zvysit aperturu zvySenim indexu lomu prostiedi, které je
mezi krycim sklickem a objektivem, se pouZzivaji imerzni objektivy (zvétSeni 100x). Ke
zvyseni indexu lomu prostiedi se pouzivaji imerzni tekutiny, napi. cedrovy olej, glycerin,
vodni imerze apod., které se aplikuji pomoci kapatka na povrch pozorovaného preparatu.
Ptesnost aplikace imerzni tekutiny je zasadni pro pozorovani, imerzni kapka zachyti podstatné
Sirsi kuzel paprskti. Suché objektivy se nikdy nepouZivaji jako imerzni!

Podle pouzité sestavy okuldru a objektivu je mozné vypocitat celkové zveétSeni mikroskopu
vynasobenim zvétSeni objektivu zvétSenim okularu, tj. 10x zvétseni objektivu a 40x zvétseni
okularu udava obraz celkove zvétSeny 400x.

Mikroskopy mohou mit rliznym zpiisobem konstruovanou okularovou optickou c¢ast, podle
toho se rozliSuji mikroskopy s jednim okularem, jako tzv. monokularni, dva okulary maji
binokularni (nejcastéj$i v béznych laboratotich). Hlavici s okulary lze kdykoliv jednoduse
odpojit a nasadit jiny tubus napft. specialné upraveny pro fotoaparat nebo kameru. V idealnim
ptipadé je kdispozici varianta binokularniho mikroskopu s vlastnim uchycenim kamery
umoziujicim soucasné pozorovani objektu examinatorem i kamerou, v tomto pfipadé se jedna
0 tzv. trinokularni mikroskop (tfeti optickd cesta vyvedena pies kameru na televizni
obrazovku nebo do pocitace).

5.1.2 Obecné zasady p¥i praci s mikroskopem

1. Pro pozorovani mikroskopem je vhodné zvolit misto, které je méné osvétlené (vyjma
fluorescen¢ni mikroskopie neni ale pozorovani v Gplné zatemnélé mistnosti vhodné).

2. Prii instalaci objektivii do revolverovych hlavic je vhodné osadit jednotlivé zavity
pozorovani objektu s nariistajicim zvétSenim (po piesném zaostieni objektu
objektivem je obraz zhruba zaostfen pro dal$i objektivy, tj. pfi zméné objektivu o
vetsim zvétSeni postacuje jemné doladéni mikroSroubem).

3. Podstatné je serizeni mikroskopu. Stolek mikroskopu posuneme smérem dolt
pomoci posuvu, umistime preparat tak, aby lezel ve sttedu prithledového otvoru clony.
Do funkce zafadime objektiv se zvétSenim 4x, kondenzor posuneme na horni doraz,
sefidime numerickou aperturu pro dany typ objektivu, do funkce zatadime vyklopny
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kolektor. Prstenec, ktery ovldda posuv lampového kolektoru (v obdélnikovém
podstavci mikroskopu), sefidime tak, aby jeho bila (stfibrna) znacka lezela proti
indexu. UpIn& otevieme clonu, do prstence lze vloZit matnici. Zapneme osvétleni
mikroskopu a pfiblizime stolek s preparatem do blizkosti objektivu, pozorujeme a
doostfujeme. Optimalni intenzity docilime pomoci tocitka, umisténého z boku
obdélnikového podstavce mikroskopu. Dale je dilezité na binokularni hlavici nastavit
spravny o¢ni rozestup tak, abychom vidé€li pouze jeden obraz pozorovaného objektu.
Pii pohybu rozestupu okulari se méni hodnota na stupnici. Ciselny tdaj, ktery
odeCteme na stupnici o¢niho rozestupu, bychom méli nastavit i na hlavicce
okularového tubusu (rozdil hodnot odectenych na obou hlavickach okularovych
tubusti udava dioptricky rozdil oci).

Soucasti sefizeni mikroskopu je provedeni zdkladniho nastaveni osvétlovaci
soustavy dle Kohlera. Na mikroskopu dame do funkce objektiv 10x, na kondenzoru
nastavime pozadovanou numerickou aperturu, z funkce vyfadime vyklopny kolektor.
Umistime preparat do kfizového uponu stolku, zaostiime obraz. Vyjmeme matnici
Zpolni clony, upravime intenzitu osvétleni a clonu téméf uzavieme. Pomoci
vertikalniho posuvu nosi¢e s kondenzorem (oboustranné je ovladany tocitky)
zaostiime obraz clony do pfedmétové roviny objektu (prepardtu). Obraz clony
vystiedime pomoci stfedicich Sroubt, otevieme polni clonu tak, aby jeji obraz zmizel
tésné za okraj zorného pole. Timto postupem je mikroskop sefizeny, mizeme jiz
mikroskopovat a pracovat bez dalsi specialni upravy a sefizovani pii dalSich pouzitych
zvétSenich objektivi.

Pied pozorovanim imerznim objektivem 100x je vhodné preparat nejprve pozorovat
suchym objektivem silného zvétSeni, pfipravit si pozorovany objekt do spravné
pozice, vystedit a pfipravit pfiznivé osvétleni. Snizime kondenzor a na jeho Celni
¢ocku naneseme tenkou vrstvu imerzniho oleje (bez bublinek a prachu!). Kondenzor
opét zvysime tak, aby se kapka oleje spojila se spodni stranou podlozniho skla. Timto
postupem se piipravi tzv. kondenzorova imerze, bez které neni mozné dosahnout plné
numerické apertury kondenzoru. (V béZné praxi se vétSinou tento postup zanedbava a
rutinn€é nepouziva. Be&znéj$i je spiSe postup, ktery nasleduje po nastaveni
kondenzorové imerze, v textu je popsany dale.). Preparat oddéalime od objektivu. Na
misto, které budeme pozorovat, opatrné naneseme kapku imerzniho oleje. Do pozice
zatfadime imerzni objektiv. MakroSroubem posouvame preparat smérem k Cocce
objektivu, pfitom z boku pozorujeme moment, kdy se kapka spoji s ¢elni ¢ockou
objektivu. DalSim pomalym posuvem ¢ocku nepatrné ponotfime do oleje. Nastavime
potifebnou numerickou aperturu (zde 1,25). Po skonceni prace s preparatem je nutné
coc¢ky dikladné vy¢istit!

Parametry vztahujici se na mikroskopovani jsou hloubka ostrosti a pracovni
vzdalenost. Hloubka ostrosti udava, Ze mikroskop zobrazi ostte jen ty struktury, které
jsou v urcité vzdalenosti od ¢ocky objektivu. Pracovni vzdalenost piedstavuje prostor
mezi ¢elni cockou objektivu a krycim sklickem preparatu.
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7. Diulezitym parametrem je numericka apertura, kterd ma vliv na rozliSovaci
schopnost objektivu (tzn., Ze u objektivii neni rozhodujici zvétSeni), vhodné pouzité se
spravn¢ nastavenym svétlem.

8. ZvétSovani celkového zvétSeni mikroskopu nema vyznam pii prekroCeni pétistého az
tisictho nasobku numerické apertury pouzitého objektivu. Pfi ptfekroceni tohoto
parametru dochézi k tzv. prazdnému zvétseni, kdy obraz pozorovaného objektu je sice
v&t3i, ale nejsou u n&ho rozliseny dali podrobnosti’.

9. Dulezitad je spravna priprava preparatu. K pfipravé preparatu je potieba vzorek,
mikropipetka (Pasteurova pipeta, kapatko apod.), podlozni sklo a kryci sklo.
Mikropipetkou se odebere vzorek a piiblizn¢ kapka se pienese na stied podlozniho
skla. Kryci sklicko se hranou polozi na okraj kapky pod tthlem mén¢ nez 90° a pomalu
se poklada ve sméru kapky do doby, nez se povrch kapky neslije s povrchem kryciho
sklicka (viz Obr. 4). Tento postup polozeni kryciho sklicka zamezi vytvofeni bublinek
V preparatu.

Smér pokladani ., B
Nativni preparat

Krvci sklo kryciho skla o N .
~~— /X pFipraveny pro pozorovani

Vzore

Podlozni sklo

Obr. 4. Priprava nativniho preparatu ur¢eného pro piimé mikroskopické pozorovani.

10. Pfi pozorovani neznamého objektu (prvotni prace) je doporuceno zacit pozorovat
pii nejnizsi sestave objektivl a okulard.

* Limitujicim faktorem pro optické pozorovani je vinova délka pouzitého zafeni. Z fyzikalni podstaty svétla neni
mozné i pii sebeveétsim zvétSeni odlisit body, které jsou blize nez je vlnova délka zafeni. U viditelné casti
elektromagnetického spektra jsou to fadove stovky nanometr. Uvazime-li, Ze typicka bakterie je tyCinkovita o
délce 2 000 - 4 000 nm a priméru cca 500 nm, mizeme ve viditelném svétle pozorovat maximalné jeji tvar, sub-
celularni castice (biciky, fimbrie apod.) uz jsou pod rozliSovaci schopnosti a pro jejich vizualizaci je tieba pouzit
mikroskop elektronovy.
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5.2 Méieni rozméri objekti v mikroskopu

Pti pozorovani objektli pod mikroskopem je vhodné znét i jejich velikost, coZ je dilezité pro
dalsi taxonomii ¢i pro posuzovani napf. separacnich technologii. Pro zjisténi velikosti
pozorovaného objektu slouzi tzv. méFici okular s uvniti umisténym métitkem se stupnici o
intervalu 0,1 mm (viz Obr. 5).

Obr. 5. Vlevo — Méf¥ici okular a objektivovy mikrometr. Vpravo — Zpisob piekryti mé¥itka mériciho
okularu (mensSi stupnice oznacena ¢isly) a objektivového mikrometru (vétsi stupnice umisténé na
fotografii vespodu).
Aby bylo mozné métitko méticiho okuldru pouzit pro zjistovani velikosti, je nutné provést
prométeni mikroskopu pro vSechny pouzivané objektivy. Divodem je fakt, ze méfitko
okularové je pouze pomocné a slouzi ke stanoveni poctu dilkli obsazenych v méfené délce
objektu (tento pocet se bude liSit v zavislosti na pouzitém objektivu, viz Obr. 6). Proméfeni se
tykéa daného mikroskopu a je nepfenosné a nepouzitelné pro jiny druh a typ mikroskopu.

l ’ ’

Obr. 6. Vlevo — Pohled na objektivovy mikrometr p¥i 10x zvétSeni objektivu. Vpravo - Pohled na
objektivovy mikrometr pii 20x zvétSeni objektivu.
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Prométeni mikroskopu je zaloZeno na stanoveni pomocného méftitka, ke kterému potfebujeme
mérici okular, obsahujici okularovy mikrometr, a dale pak objektivovy mikrometr, coz je
Vv podstaté podlozni sklicko s uprostied vyrytym ¢tvereCkem, kde 1 mm je déleny na 100 dilkd
(tzn., ze 1 dilek odpovida 0,01 mm).

Na kiizovy stolek mikroskopu se umisti objektivovy mikrometr, jeho méfitko se zaostii a
namisto jednoho okularu se umisti méfici okular. Soucasné jsou viditelna dvé métitka vedle
sebe, tj. okularové a objektivové (viz Obr. 5). M¢titka se dale upravi tak, aby méla stejnou
orientaci a aby se piekryvala. Libovolna ryska okuldrového méftitka se pfesné nastavi na jednu
z rysek objektivového meéiitka a hleda se, které dalsi dveé rysky se piekryvaji, neboli se
shoduji. V useku vymezeném shodujicimi se ryskami se spocita pocet dilkii na okuldrovém
(y) a pocet dilki na objektivovém méfitku (y’), zjisti se velikost jednoho dilku okularového
méfitka odpovidajici ur¢itému (pouzitému) objektivovému zvétSeni (viz rovnice).

1dilek = (Lj x 0,0Imm
y

Takto zjisténa hodnota velikosti jednoho dilku pii ur¢itém zvétSeni objektivu se pouziva pro
zjisténi velikosti pozorovaného objektu (pocet dilkii obsazenych v méfené délce objektu se
nasobi zjisténou hodnotou velikosti jednoho dilku). Postup prométovani se opakuje u vSech
typti objektivl z ptislusenstvi mikroskopu.

Poznamka: Velikost pozorovanych objekti vétSich rozmért, jako jsou napf. mikromycety,
vlaknité bakterie, fasy, sinice, apod., ne detaily (!), Ize zjistit pfiblizné za pouziti pocitacich
komdrek, napt. typu CYRUS I, kterd se v praxi pouziva velmi Casto. Pocitaci miizka této
komurky je rozdélend na ctverecky (250 x 250 um, 125 x 125 pm) a obdélnicky
(125 x 250 pm), velikost délek je pii pouzivani riiznych objektivli konstantni. Znalost téchto
parametrl je vhodna pfi zjistovani velikostnich kategorii vlocek, dale organismti mensich nez
100 um. Pouziti poéitacich komirek je popsano v kapitole 5.3.

5.3 Prace s pocitaci komiirkou

Pocitaci komurka je neocenitelny ndastroj pro mikroskopické stanoveni koncentrace
mikroorganismu v suspenzi. Jedné se o specidlni mikroskopické podlozZni sklo, ve kterém je
vetSinou uprostied na horni ploSe zbrousena komiirka do urcité definované hloubky. Na dn¢
zabrusu je nasledné pocitaci miizka definovanych rozméri. Diky dimyslnému uspofadani
miizky, je mozné na zvolené¢ plose kvantitativné vyhodnotit mikroskopicky posuzovany
vzorek.

Existuje nékolik typl pocitacich komiirek, mezi nejrozsifenéjsi patii Biirker komirka, dale
pak Cyrus I a Cyrus Il.
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5.3.1 Prace s pocitaci komiirkou typu Biirker

Pocitaci komiirka typu Biirker mé hloubku 0,1 mm, na dn¢ jsou vybrouseny velké ¢tverce o
plose 0,04 mm?, malé Stverce o plose 0,0025 mm? a obdélnikové pasy, viz obrazky vzhledu
komurky a rastru (perokresba znazornuje bo¢ni pohled komurky, nasledné jsou piipojeny
obrazky zobrazujici komutrku a jeji poécitaci sit’ (Obr. 7) a ptiklad postupu proSetfovani
komirky a zaznamenavani poctu bunék (Obr. 8).

0.04 mm

lo

01 mm

Hisubka i rker o
i 0100 f F P =
| | Vi L
7 Q_‘ B
& oo m \
— ARSI ¢

0,0025 mm? /

~

e
0,05 mm

<

0,2 mm 1mm |

Obr. 7. Vlevo — Pohled na pocitaci komiirku shora a zboku. Uprostfed — rastr pocitaci komiirky. Vpravo
— detail zakladniho ¢tverce a pit‘esné rozméry.

Pomiicky: Mikroskop, poc¢itaci komurka, kryci skli¢cko, Pasteurova pipeta (kapatko).

Postup:
1. Opatrné povolte Srouby na pocitaci komtrce a odsuiite drzaky sklicka stranou.
2. Do vyryté komutrky kédpnéte malé mnozstvi bunééné suspenze.
3. Piikryjte krycim sklickem tak, aby nevznikly bubliny a piebyte¢na kapalina odtekla do
prilehlych drazek.
4. Pfisunte drzaky sklicka a opatrné ale pevné je utdhnéte.
5. Pozorujte pod mikroskopem pii zvétseni 100%, 200x nebo 400x.

Vyhodnoceni:

Spocitejte poCet bunék neyméné v 10 ctvercich (pokud je koncentrace nizkd, je vhodnéjsi
pocitat mnozstvi ve vice ¢tvercich, pro minimalizaci chyby se doporucuje dopocitat se celkem
nejméné 300 organismil). Bunky, které presahuji z jednoho ¢tverce do druhého, pocitejte vzdy
jen na dvou sousednich stranach ¢tverce (Obr. 8). Na volbé stran nezalezi, ale musi byt
dodrZzena v celém pocitani. Z vysledk 10 ctverci vypocitejte aritmeticky pramér a
smérodatnou odchylku (nejlépe za pomoci pocitace) a vysledek prepocitejte na skutecnou
koncentraci bun¢k v suspenzi.
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Poznamky a komentare:

1. Pocitaci komurka byva hluboka ,,jen* 0,1 mm, nicmén¢ pti 400x zvétSeni se jedna o
zna¢nou hloubku. Aby bylo mozné zaostfit jak na bunky, tak na rastr (mfizku) na dné
komiirky, je nutné nastavit vysokou clonu svétla. Intenzitu osviceni Ize jesté ovlivnit
regulacnim potenciometrem, ktery je na mikroskopu vpravo dole.

2. Pocitani v pocitaci komtrce je vhodné spise pro buiiky kvasinek nebo fas, nez pfimo
pro bakterie. Pro bakterie se pfili§ nehodi, nebot’ vétSina bakterii je pti zvétSeni 400%
bez obarveni obtizné pozorovatelnd. Vzhledem k tloust'ce komiirky neni mozné pouzit
zvétseni 1 000x.

3. V kultute kvasinek ¢i fas je 1 pfimés bakterii, které se nepocitaji. Rozpoznat malé
bakteridlni a velké kvasinkové buiniky by nemél byt problém.

4. Je-li pocCet bunck ve ctverci natolik velky, ze je prakticky nemozné je ptesné spocitat,
je nutné kulturu piislusné zfedit vodou nebo fyziologickym roztokem. V takovém
ptipad¢ ale dejte pozor na spravny prepocet fedéni na vyslednou koncentraci.

—

Obr. 8. Schématické znazornéni prace s pocitaci komiirkou — ¢tverce a rozptylené buiiky (nap¥.
kvasinek), barevné ohraniceny ¢tverec je ¢tvercem, ve kterém probiha kvantifikace, zelené body jsou
buiiky pocitané na ¢tverci, ¢ervené body jsou buiiky uzZ nezahrnuté do kvantifikace.

5.3.2 Prace s pocitaci komiirkou typu Cyrus I

Pocitaci komurka typu Cyrus I je na horni plose uprostied zbrouSena do hloubky 0,1 mm, na
dné¢ tohoto zabrusu je na plose 100 mm? miizka (pocitaci sitka) definovanych rozmért. Ve
svislém 1 vodorovném sméru je miizka tvofena liniemi vzdalenymi od sebe 0,25 mm, které
tvofi primarni ¢tverce o plose 0,0625 mm? (dal3i linie jsou ve vzdalenosti 0,125 mm). Po
stranach ploSného zabrusu, rovnobézné s krat§i stranou komtrky, jsou vybrouSeny dvé
hluboké ryhy o profilu pismene ,,V, kterymi je odvadéna piebytecna kapalina pfi plnéni
komirky. Parametry pocitaci komurky jsou: hloubka 0,1 mm, §itka 10 mm, plocha 100 mm? a
objem 10 mm?®, viz Obr. 9.

Podle technologie vyroby mfizky lze komurky rozdélit do dvou skupin, na leptané (ryté)
pifimo do skla komurky (linie mfiZzky jsou prisvitné) a na leptané do chromové vrstvy
nanesené na skle komirky (linie miizky jsou neprihledné¢). Komurky s neprihlednymi a
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c¢ernymi liniemi jsou nevhodné pro pozorovani drobnéjSich objektli a mikroorganismd,
protoze Casto dochazi k jejich prekryti, ¢imz je znemoZnéno nejen urCovani organismdu, ale
také jejich spravna kvantifikace. Cerny rastr miZe také negativné ovlivnit piipadné
semikvantitativni vyhodnoceni pole pokryvnosti abiosestonem za pouziti metody analyzy
obrazu (viz CSN 75 7713).

Poznamka: Alternativné lze pouzit pocitaci komtrku Cyrus II, ktera se od komtrky Cyrus I
lisi ptredevSim mensi hloubkou. Mrizka je ptfehlednéjsi nez u jinych typt komurek. Mensi
hloubka umoznuje pocitani drobnéjsSich organismu (bezbarvi bic¢ikovci apod.), dale je vhodna
pro vzorky s vysokou koncentraci biosestonu, pro odpadni vody a vzorky aktivovaného kalu.
Pocitaci komirka Cyrus II neni vhodné pro pocitani vzorkd pitné a podzemni vody a bézné
ozivenych vzorkli povrchové vody. Maly objem komurky (0,005 ml) zvySuje variabilitu
vysledkd.
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Obr. 9. Pohled na pocditaci komiirku Cyrus I. Vlevo — Pohled shora a z boku. Vpravo — Pohled na rastr a
zakladni rozméry poli.

Postup:
1. Opatrné povolte Srouby na pocitaci komurce a odsuite drzaky sklicka stranou.
2. Do vyryt¢ komurky kapnéte malé mnoZstvi zahuSt€éného vzorku (zahusténi

centrifugaci).

3. Prikryjte krycim sklickem tak, aby nevznikly bubliny a pfebyte¢na kapalina odtekla do
prilehlych drazek.

4. Pfisunte drzaky sklicka a opatrné ale pevné je utdhnéte.

5. Pozorujte pod mikroskopem pii zvétseni 100%, 200% nebo 400x%.

6. Vyberte si urcity pocet poli (past), které budete vySetiovat. V lepsim ptipadé, pokud

je zastoupeno malo organismi, vyhodnot'te celou komurku.
7. Udaj o poctu vyhodnocenych poli (past) si peclivé zaznamenejte. K tomuto poctu poli
se bude pak vztahovat mnozstvi spocitanych organismii (objekt).

Vyhodnoceni:
Zjistény pocet organismi, pii znalosti pocitané plochy, hloubky komirky a fedéni, 1ze pak
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jednoduse prevést na celkovy pocet organismill v objemu, ktery odpovida 1 ul (viz vzorec).
Norg. V I ptl = Norg. / (pocitand plocha v mm? x hloubka komiirky v mm x redeni)

Poznamka: Pii praci s komirkou typu Cyrus I se v praxi pouzivaji €astéji pro vyhodnoceni
poctu jedinci v 1 ml vzorku vody piepocitavaci koeficienty (f) podle toho, kolik pastu
komiurky se vysSetfi a na jaky objem se vzorek odsttedil (viz vzorec). Blize o tomto zptisobu
vypoctu je uvedeno u metody zaméiené na stanoveni mikroskopického obrazu (stanoveni
biosestonu a abiosestonu).

5.4 Stanoveni mikroskopického obrazu (biosestonu a abiosestonu)

Metoda se pouziva pro stanoveni mikroskopického obrazu biosestonu a abiosestonu ve vodeé.
Zkouska se pouziva ke zjisténi jakosti povrchové (podzemni) vody, pitné vody, v prubéhu
upravy a po upraveé pifi akumulaci a distribuci. Stanoveni mikroskopického obrazu rusi vétsi
mnozstvi suspendovanych nerozpuSténych latek. Stanoveni abiosestonu (pokryvnosti) rusi
vys$si obsah Zivych organismil.

Podstata metody: Metoda stanoveni mikroskopického obrazu je zaloZena na taxonomickém
uréeni druhti, popt. vyssich taxonomickych skupin, a poctl téchto mikroorganismi ve vzorku
zahu$téném centrifugaci pod mikroskopem s fluorescencéni lampou. Metoda stanoveni
abiosestonu je zalozena na stanoveni pokryvnosti zorného pole mikroskopu c¢asticemi
zahus$ténymi odstfedénim vzorku vody.

Chemikalie: Béhem rozboru se pouziva demineralizovana voda pro piipadné fedéni vzorku a
pro ¢isténi komirek. Pro promyti centrifuga¢nich zkumavek se pouziva ¢isty ethanol, pro
pripadné nejasnosti pii taxonomickém urovani Lugollv roztok.

Pristroje a pomicky:
e Binokularni mikroskop s ptidavnym fluorescenénim zatizenim.
e Laboratorni odstfedivka s vykyvnym rotorem.
e Centrifugacni zkumavky konicky zuZené s ostrou Spickou o objemu 10 ml (s kalibraci
na0,2ml, 0,5ml, 1 mla10 ml).
Pocitaci komiirka typu Cyrus I (alternativné pocitaci komurka typu Cyrus II).
Pasteurovy pipety (mikropipetky).
Kadinka s destilovanou vodou.
Preparacni jehla.
Jednorazové ubrousky.

Postup zkousky:
Cela zkouska zahrnuje tfi faze, a to zahuSténi vzorku centrifugaci, stanoveni biosestonu
(pfitomné organismy, Zivé a mrtvé) a stanoveni abiosestonu (doprovodné ¢astice).
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1. Faze - zahusténi vzorku:

1. Do centrifugacni zkumavky se odméii 10 ml promichaného vzorku a po dobu 5 min se
odstied’uje v centrifuze, o pramér rotoru 0,08 m, pii otackach 2 000 ot.min™ (pii
pouziti jiného typu odstfedivky se musi velikost otacek prepocitat).

2. Po odstfedéni se vzorek slije tak, aby sediment ziistal ve zkumavce. Vodu ulpénou na
sténach zkumavky spojime se zbytkem tak, ze provedeme opakovanou centrifugaci
vzorku, ktera mize byt kratsi (obvykle sta¢i 1 minuta). Poté uz vzorek neslévame.

3. Vzorek se opatrné promicha opakovanym nasavanim a vypousténim mikropipetkou a
poté se kapka pienese do pocitaci komurky.

2. Faze - stanoveni biosestonu:
1. Pod mikroskopem se ur¢i druhy nebo taxonomické skupiny a vyjadii se jejich pocet.
2. Pocet se zjist'uje na plose celé¢ komirky nebo na urcitém poctu pruht.
3. Pfi praci s komurkou typu Cyrus I se pro vyhodnoceni poctu jedinct v 1 ml vzorku
vody pouzivaji ptepocitavaci koeficienty (f) podle toho, kolik pasi komurky se vySetii
a na jaky objem se vzorek odstfedil.

f:E-v-]O

n

kde: K je 1600 (pocet Ctvercii na rastru pocitaci komurky Cyrus I), n je vySetfeny pocet poli
(Ctvercil), V je odsttedény zbytek.

4. Pfti praci s komiirkou typu Cyrus II se pro vyhodnoceni poctu jedincti v 1 ml vzorku
vody pouzivaji ptepocitavaci koeficienty (f) podle toho, kolik pasi komurky se vySetii
a na jaky objem se vzorek odsttedil.

=K. 200

n

kde: K je 2500 (pocet ¢tvercu na rastru pocitaci komurky Cyrus II), n je vySetieny pocet poli
(Ctverctl), V je odstfedény zbytek.

5. Pfi rozborech se pouzivd fluorescenéni lampa ke zjiSténi Zivotaschopnosti
mikroorganismti. Podstatou vitality je autofluorescence asimila¢nich pigmentl
Vv buiice, kdy Zivé bunky zaii pod fluorescenci cervené.

Poznamky a komentare:

1. Zjistuje se pocet jedinch ¢i individui pfitomnych ve vzorku a vysledkem je pocet
organismi v 1 ml vzorku vody. U zahuSténych vzorkt, kde neni mozné kvalifikované
stanovit pocCet organismu v 1 ml, Ize pouzit i semikvantitativni idaj o mife abundance
jednotlivych zéastupct taxonomickych skupin.

2. Pro kvantifikaci organismu je diilezité vymezeni pojmu “jedinec”, kterym se rozumi v

ey

souvislosti s normou CSN 75 7712 pro biologicky rozbor samostatné Zijici
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vicebunécny ¢i jednobunécny organismus ¢i individuum, burika, kolonie ¢i cenobium
o velikosti v priméru do 100 um, vldkno do 100 wm. Pfi ptfekroceni uvedenych
velikostnich mezi se zaznamenavaji ndsobky.

3. Vybér zpusobu kvantifikace, tj. zda pocitat buniky ¢i jedince, se odviji od ucelu
hydrobiologického rozboru. Pro vodarenské ucely a hodnoceni separacni ucinnosti
jsou vhodné tdaje o poctu bunék.

4. V ptipad¢ masivniho vodniho kvétu se voli napf. procento pokryvnosti, u kokalnich
sinic vyhovuje stanoveni poctu bun€k v koloniich a odhad na plose 100 um x 100 um
(mensi kolonie nez 100 um se pocitaji bez ohledu na pocet bun€k jako jeden jedinec).

5. U vlaknitych sinic se pouziva velikostni mez 100 um a piekroCeni této délky se
vyjadfuje jako jeji nasobek. U zastupct rozsivek rodu Synedra, Asterionella,
Meridion, Fragilaria a zlatych fas rodt Dinobryon, Synura, Uroglena se udava pocet
v koloniich, u cenobialnich zelenych fas rodi Pandorina, Eudorina se pouziva udaj o
velikosti plochy. VéEtsi zastupci konzumentli, napi. nalevnici, vifnici ¢i korysi jsou
individui.

4. Faze — Stanoveni abiosestonu:

1. V piipad¢ stanoveni abiosestonu se pii 200x nasobném celkovém zvétSeni mikroskopu
porovna pokryti zorného pole s odhadovou stupnici (viz Obr. 10). Timto zptisobem se
zjisti celkova abundance abiosestonu.

2. Pro potieby detailngjsi analyzy je potfeba zjistit typ alochtonnich ¢i autochtonnich
¢astic abiosestonu (napf. Obr. 11).

3. U jednotlivych typu ¢astic je vhodné uvést i jejich abundanci (hojnost). Hojnost ¢astic
lze uvadét slovné ¢i Ciseln€. Stupné hojnosti: 1 (ojedingle, pod 1 %), 2 (roztrouSené,
1% - 3 %), 3 (tidce, 3 % - 10 %), 5 (hojn¢, 10 % - 20 %), 7 (velmi hojné, 20 % - 40
%) a 9 (hromadng, nad 40 %).

1%

Obr. 10. Zpisob stanoveni pokryvnosti abiosestonu na zakladé odhadové stupnice. Pozorovani pri
celkovém 200x zvétSeni.
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4. Pokryvnost pole v mikroskopu se vyjadii v % pokryvnosti, vyjadii se slovné podil
detritu a anorganickych ¢astic.

—
h

‘_.

o

VeI

Obr. 11. NejbéZnéjsi ¢astice abiosestonu: (1) vlakna baviny, (2) vlakna viny, (3) olejové kriipéje, (4) ptaci
peri, (5) motyli Supiny, (6) §tépiny ki‘emicité horniny, (7) detritus, tj. neidentifikovatelné organické
zbytky, (8) Skrobova zrna brambor, (9) vzduchova bublina, (10) zbytky chitinu hmyzu, (11) vlikna

rostlinného pletiva, (12) pylové zrno, zde borovice, (13) list s praduchy, (14) sraZenina Zeleza,
(15) saze, (16) krysi chlupy.

Poznamky a komentare:

1. Pro urceni typu autochtonnich a allochtonnich €astic se pouziva obrazova tabule z
CSN 75 7713.

2. Abioseston u vody uréené pro pitné ucely by nemél piesahnout 10 % pokryvnosti
zorného pole.

3. Metoda stanoveni mikroskopického obrazu c¢asto predchazi metodam stanoveni
objemové biomasy (vhodné vysledky se zaznamenanymi pocty bun€k) a saprobniho
indexu (vhodné vysledky s pocty jedinctt).

Vzorové protokoly, vig text dile.
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Vzor protokolu se zaznamem zjisténych vysledkii pii rozboru vzorku povrchové vody

Lokalita a misto odbéru: Nadrz Datum odbéru:

Typ vzorku: volna voda Datum rozboru:

Uprava a vyhodnoceni vzorku: centrifuigace 10 ml promichan¢ho vzorku, stanoveni
mikroskopického obrazu dle CSN 75 7712 a 13

Taxon/skupina Pocet org. v1 ml
Sinice (Pseudanabaena limnetica, Synechococcus sp., Leptolyngbya sp.) 105
Skryténky (Cryptomonas ovata, Cryptomonas obovata, Cryptomonas sp.) 20
Zlativky (Chrysococcus rufescens) 24
Rozsivky (Achnanthes minnutissima, Cyclotella comta, Cocconeis pediculus, 60

Gomphonema sp., Fragilaria crotonensis, Cymbella ventricosa, Navicula sp.,
Navicula cryptocephala, Navicula nana, Nitzschia acicularis, Nitzschia
actinastroides, Nitzschia paleacea, Nitzschia parvula, Synedra ulna, Synedra
acus)

Zelené iasy (Ankyra ancora, Chlamydomonas sp., Cosmarium punctatum, 35
Monoraphidium contortum, Monoraphidium minutum, Scenedesmus obliquus,
Scenedesmus communis, Scenedesmus opoliensis)

Krasnoocka (Euglena sp., Phacus sp.) 10
Nalevnici (Coleps hirtus, Litonotus sp., Vorticella sp.) 18
Ménavky (Limax amoeba, Amoeba radiosa) 20

Pocet organismu celkem: 292 org./ml

Poznamky k rozboru: Ve vzorku ptitomen abioseston — pylova zrna, $krobova zrna, rostlinné a
zivocisné zbytky, schranky korys$a, schranky rozsivek, zbytky pefi, detritus. Celkova abundance
abiosestonu 7 %.

Vzor protokolu se zaznamem Zjisténych vysledki p¥i rozboru vzorku vody 7 akumulace

Lokalita, VDJ: Zemni vodojem | Datum odbéru: |

Specifikace vzorku: voda z komory akumulace

Postup odbéru vzorku: vzorkovnici odbér vody z piihladinové vrstvy do hloubky 15-20 cm

HYDROBIOLOGICKY ROZBOR

PouZita metoda: stanoveni mikroskopického obrazu dle CSN 75 7712 a CSN 75 7713

Uprava vzorku: centrifugace 10 ml vzorku a vyhodnoceni dle CSN 75 7712 a 13

Bioseston

Taxon/typ biosestonu Poéet org.-ml”

Rozsivky (rod Nitzschia) 6

celkovy pocet organismii: pocet Zivych organismii: pocet mrtvych organismi:
6 org'ml™ 0 org'ml™ 6 org-ml™

Do poétu biosestonu nezahrnuto: Abundance

Zelezité bakterie (rod Gallionella) 2

Abioseston

Typ abiosestonu Abundance Typ abiosestonu Abundance
Korozni produkty, 3 Skrobova zrna 2
srazeniny Zeleza

Pisek 1 Schranky rozsivek 1
Rostlinné zbytky 2 Pylova zrna 2
Detritus 1

celkova abundance vzorku: 10 %
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Vzor protokolu pro zdznam mikroskopického rozboru vzorku vody

Protokol o provedeni mikroskopického rozboru vzorku vody 1/2
Identifikace a specifikace odebraného vzorku
Vzorek, lahev ¢.: Datum odbéru:
Odbérové misto: Datum rozboru:
Typ vzorku:
PouZita metoda: stanoveni mikroskopického obrazu dle CSN 75 7712 a CSN 75 7713
Uprava vzorku: centrifugace 10 ml vzorku a vyhodnoceni dle CSN 75 7712 a 13
Zbytek (podil) po odstiedéni Pocet vySetienych poli pocitaci komirky:
ve zkumavce: V= ml n=
Piepoditavaci koeficient f pouZity pro zjisténi poctu taxonu v 1 ml f=(1600/n) - v - 10 =
Stanoveni biosestonu
Taxonomicka |Vitalita |Zaznam o vyskytu taxonu Suma | Pocet v
skupina 1ml
Sinice kokalni, | Zivé
kolonie Mrtvé
Sinice vlaknité | Zivé
Mrtvé
Rozsivky Zivé
centrické Mrtvé
Rozsivky Zivé
penatni Mrtvé
Skryténky Zivé
Mrtvé
Obrnénky Zivé
Mrtvé
Zlativky Zivé
Mrtvé
Krasnoocka Zivé
Mrtvé
Chlorokokalni | Zivé
fasy Mrtvé
Vléknité zelené | Zivé
fasy Mrtvé
Bezbarvi Zivi
bic¢ikovcei Mrtvi
Nalevnici Zivi
Mrtvi
Me¢énavky Zivé
Mrtvé
Vitnici Zivi
Mrtvi
Zivi
Mrtvi
Zivi
Mrtvi
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Vzor protokolu pro zdznam mikroskopického rozboru vzorku vody - pokracovini

Protokol o provedeni mikroskopického rozboru vzorku vody 2/2

Poznamky k taxonomickému zastoupeni:

Celkovy pocet organismi: Pocet Zivych organismi: Pocet mrtvych organismu:
org'ml™” org'ml™ org-ml™

Do poctu biosestonu nezahrnuto

Typ biosestonu

Abundance

Typ biosestonu

Abundance

Zelezité bakterie

Hyfy mikromycet

Sirné bakterie

Konidie mikromycet

Vl1akna bakterii

Tycky a koky bakterii

Stanoveni abiosestonu

Typ abiosestonu

Hojnost (abundance)

Typ abiosestonu

Hojnost (abundance)

Korozni produkty Pylové zrna
Srazeniny Zeleza Skrobova zrna
Srazeniny manganu Zivotiiné zbytky
Pisek Motyli Supiny

Vlocky koagulantu Ptaci peti
Detritus Stétiny malo§tétinatch
Rostlinné zbytky

Schranky rozsivek

Poznamky a komentare:

Celkova abundance vzorku (pii 200x celkovém zvétSeni): %
Shrnuti biologického rozboru

Mikroskopicky obraz — zivé organismy celkem org-ml”
Mikroskopicky obraz — organismy celkem org-ml”
Mikroskopicky obraz — abioseston %
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5.5 Stanoveni objemové biomasy

Mikroskopicky rozbor vzorku vody udava informace o druhové struktuie a kvantité
spoleCenstev pfitomnych organismt. Je-li zaméfen na autotrofni slozku biocendzy
(fytoplankton), pak je mozné mnozstvi organismui uvadét bud’ vyjadienim poctu bun€k nebo
jedincti (abundance), a nebo jako objemovou biomasu. Metodu stanoveni objemové biomasy
1ze pouzit pro povrchovou vodu, narosty a sedimenty.

Podstata metody: Objemova biomasa fytoplanktonu je objem a nebo ZivdA hmotnost
ptitomnych sinic a fas v urcité jednotce objemu vzorku vody. Stanovuje se pifimo, a to
mikroskopicky. Aby bylo mozné objemovou biomasu stanovit, jsou nezbytné nasledujici
vychozi Udaje: pocet bunek zastupcii a jejich bunécny objem. Objemova biomasa bunck
jednotlivych druhti fas a sinic se stanovi proméfenim organismii pomoci okuldrového méftitka
(viz prace s mikroskopem), vétSinou ve dvou rozmérech (Sitka a délka), viz Obr. 12 (taxon A,
taxon B).

Obr. 12. Priklady proméfovani taxonu a aproximace geometrickych téles.

Postup zkousky:

Pro vypocet objemu bunck je nutné zjistit linearni rozméry u co nejvice zastupctu téhoz
taxonu, a to nejménd 20 - 25 bunék. Cim vétsi pocet bunék je zméien, tim je udaj o
primérném objemu piesnéj$i. Méfeni linearnich rozmérti, vzhledem k variabilité druha
b&hem ontogenetického vyvoje a sezénnim zméndm, je nutné na zkoumané lokalit¢ opakovat.
Nedoporucuje se bez ovéfeni pouzit idaj o objemu bunék urcitého druhu z jedné lokality pro
jinou lokalitu, stejné tak i tidaje z literatury. Rozdily mohou byt i n€kolikanasobné.

Tvar bunky (organismu) se aproximuje s tvarem geometrického télesa odpovidajicim tvaru
méfené buiiky. Udaje o $ifce a délce se dosadi do patiiéného matematického vzorce pro
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vypocet objemu odpovidajici geometrického télesa. Ptiklady zdkladnich tvarti geometrickych
téles pro vypocet objemu bunck nejcastéjSich zastupcii fytoplanktonu jsou uvedeny v textu

vvvvvv

prostorovym tvarem, je potieba pouZzit kombinace vzorcu pro vice geometrickych téles.)

Tabulka 2. Vzorce pro vypocet objemi bunék ras a priklady

Geometrické tvar Vzorec Ptiklady pouziti - zastupci rodu
téleso pro vypocet

objemu
koule 0,5236 d* | Sinice: Coelosphaerium, Merismopedia, Microcystis

Rasy: Pseudokephyrion, Chromulina, Chrysococcus,
Chlamydomonas, Pyramimonas, Carteria, Eudorina
Acantosphaera,  Chlorella,  Coenococcus,  Coelastrum,
Golenkinia

Dictyosphaerium, Planktosphaeria, Treubaria, Tetrastrum
Trachelomonas

valec 0,7854 a>.b [Sinice:  Aphanizomenon,  Phormidium, Pseudanabaena,
I?Ianktothrix
Rasy: Actinocyclus, Aulacoseira, Cyclotella, Stephanodiscus,

Pinnularia
obecné vlaknité fasy
hranol a’b Asterionella
elipsoid 0,5236 a>.b | Sinice: Gomphosphaeria, Anabaena,

Rasy: Dinobryon, Mallomonas, Cryptomonas

Didymocystis, Lagerheimia, Oocystis, Nephrocytium,
Elakatothrix, Monoraphidium

Scenedesmus, Spirotaenia, Trachelomonas

Vysvétlivky: Zlomky 1 byly piepoéteny na pouZiti praiméru a celkovych délek, kde a je Siika (krat$i osa), b je
délka (podélna rotacni osa), d je pramér.

Vypocet a vysledky:

Priimérnd hodnota z proméfeného mnozstvi bun€k se pouZzije pro vypocet celkové biomasy
tvofené danym taxonem (buiikou, jedincem) na zkoumané lokalité. Objemova biomasa se
zjisti vyndsobenim poctu ptitomnych bunck (organismd, jedincti) daného taxonu a priimérnou
hodnotou objemu. Objemovou biomasu je mozné pievést na Zivou hmotnost, za predpokladu
specifické hmotnosti Fas rovné 1,0. Potom 10° um?® odpovida 1 pg.

Poznamka: Objemova biomasa koreluje s obsahem chlorofylu, ktery se stanovi
spektrofometricky pfi vilnové délce 663 nm (chlorofyl-a), 645 nm (chlorofyl-b), 630 nm
(chlorofyl-c).
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5.6 Stanoveni saprobniho indexu

Stanoveni slouzi pro biologické posuzovani jakosti povrchovych (popt. podzemnich) a
odpadnich vod, dale pak sedimentt stérii, biofilmi a narostl a popt. samotnych spoleCenstev
planktonu, bentosu, sestonu apod.

Stanovenym ukazatelem je saprobni index spoleCenstva, pfedstavovany reprezentativnim
vzorkem ¢i vzorky, odebranymi z posuzované lokality. Saprobni index (S) se pouziva pro
charakteristiku celého spoleCenstva a predstavuje v podstaté vrchol pomyslné Gaussovy
kiivky normalniho rozdéleni, zachycujici vyskyt organismti ve vodnim prostiedi. Z kiivky lze
odvodit minima, maxima a optima vyskytu sledované¢ho organismu a dale pak i jeho indikacni
vahu (w, I). Pro indika¢ni vahu druhu plati hodnota 5 a 4 u nejlepSich indikatord, 3 u
stiednich, 2 a 1 u nejhorsich.

Podstata metody: Metoda je zalozena na hodnoceni saprobity podle ekologickych naroku
organismi, které jsou vyjadiené individualnimi saprobnimi indexy. Saprobita je
charakterizovana obsahem organickych latek schopnych biochemického rozkladu, jejichz
rizné hladiny ovlivituji vyskyt organismii a vznik biocendéz (spoleCenstev) ve vodnim
prostiedi. Pro indikaci saprobity, a s ni spojenou postupujici eutrofizaci ¢i zne¢istovanim, se
pouzivaji organismy, oznacované jako biologické indikatory. V piipad€ znalosti narokl a
pozadavkll organismi na obsah organickych latek ve vodnim prostiedi, na charakteru
fyzikalnich a chemickych abiotickych faktord, lze usuzovat na jakost vody. (Indikaéni
hodnotu méa i nepfitomnost organismu v prostfedi, kde se za béznych podminek jinak
vyskytuje). Pfedpokladem je spravné urceni nalezenych druhti. K hodnoceni je mozné pouzit
vysledky stanoveni sestonu, bentosu, planktonu, nérostii, biofilmi, vlo¢ek plovoucich bakterii
a hub, apod.

Chemikalie: Béhem rozboru se pouziva demineralizovana voda pro piipadné fedéni vzorku a
pro cisténi komurek. Pro promyti centrifugacnich zkumavek se pouziva cisty ethanol. Pro
pfipadné nejasnosti pfi taxonomickém urcovani Lugoliv roztok.

Pristroje a pomiicky: Binokularni mikroskop s pfidavnym fluorescenénim zafizenim,
laboratorni odstfedivka s vykyvnym rotorem, centrifugaéni zkumavky konicky zzené s
ostrou Spickou o objemu 10 ml (s kalibraci na 0,2 ml, 0,5 ml, 1 ml a 10 ml), pocitaci komtrka
typu Cyrus I, Pasteurovy pipety (mikropipetky), kadinka s demineralizovanou vodou,
preparacni jehla, jednordzové ubrousky.

Postup zkousky:

Vlastnimu stanoveni pifedchazi vhodna Gprava vzorku. Vzorek vody se upravuje centrifugact,
jako v ptipad¢ stanoveni sestonu. V piipadé¢ vzorku narostu ¢i stéru lze posuzovat
mikroskopicky promichany podil hustého vzorku. Do centrifuga¢ni zkumavky se odméfi
objem 10 ml promichaného vzorku a po dobu 5 min se odstied’'uje v centrifuze pii otackach
2 000 ot.min™. Po odstfedéni se vzorek slije tak, aby sediment zdstal ve zkumavce. Vodu
ulpénou na sténach zkumavky spojime se zbytkem tak, Ze provedeme opakovanou
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centrifugacemi vzorku. Poté uz vzorek neslévame. Vzorek se opatrné promicha a kapka se
prenese mikropipetou do pocitaci komirky.

Provede se mikroskopické vyhodnoceni vzorku, tj. kvalitativni analyza, kterou se urci
jednotlivé taxony (druhy) nebo taxonomické skupiny a nasledné se vyjadii i jejich zastoupeni
(napft. procentudlni na zéklad¢ hojnosti). Tam, kde neni mozné vyjadrit zastoupeni organismu
pomoci jeho poctu v 1 ml, Ize pouzit pro vyjadieni jeho hojnosti stupné hojnosti: 1 (ojedinéle,
pod 1 %), 2 (roztrouSené, 1 - 3 %), 3 (fidce, 3 - 10 %), 5 (hojné&, 10 - 20 %), 7 (velmi hojné,
20 - 40 %) a 9 (hromadné, nad 40 %). Pfesnéjsi je spocitat jednotlivé taxony na rastru pocitaci
komiirky Cyrus I. Pocet se zjisStuje na plose celé komurky nebo na urcitém poctu pruhi. Pii
praci s komirkou typu Cyrus I se pro vyhodnoceni poctu jedinci v 1 ml vzorku vody
pouzivaji piepocitavaci koeficienty (f) podle toho, kolik pruhit komurky se vySetii a na jaky
objem se vzorek odstiedil (viz stanoveni biosestonu a abiosestonu).

Vypocet a vysledky:

Pro stanoveni saprobniho indexu (S) je pfi hydrobiologické analyze vhodné urcit cca vice nez
20 druhtl, na jejichz zakladé lze vzorek vody posoudit. Cim vice druhd se uréi, tim bude
stanoveni saprobniho indexu ptesnéjsi. Celkovy rozsah stupnice saprobity je v dale uvedené
tabulce. Pro presnéjsi stanoveni saprobniho indexu spolecenstva (vzorku) je vhodné
zaznamenavat nejen individualni saprobni index (S), ale také indika¢ni vahu (w, I). Hodnoty
saprobnich indexii a indika¢ni vahy se zjisti z piiloh normy CSN 75 7716 (nebo z Atlast
vodnich organismi se zfetelem na vodarenstvi, povrchové vody a Cistirny odpadnich vod, 1. a
2. dil, autoti Sladecek V. a Sladeckova A.). Plati, ze kazdy taxon ma své individualni hodnoty
saprobniho indexu 1 indika¢ni vahy. Vypocet saprobniho indexu uvadi nasledujici rovnice:

Zn:Si "W 'hi
_ =l

=
Zwl. h
i=1

kde: S je saprobni index spoleCenstva, S; je individualni saprobni index i-tého taxonu
(i=1,2,..,n), hjje individualni hojnost i-té¢ho taxonu (i = 1, 2, ..., n) ¢i jeho pocet v 1 ml, w;
(popf. u starsi literatury I;) individualni indikaéni vaha i-tého taxonu (i =1, 2, ..., n).

S

Pokud se vjednom misté odebira vice vzorkt, provede se u kazdého z nich stanoveni
saprobniho indexu a nasledné& se vypocita stfedni saprobni index S'.

j=1
kde: §; je saprobni index j-té¢ho vzorku (j = 1, 2, ..., m), m je pocet vzorkd, Bj je soucet soucinil
hojnosti a indikacni vahy v j-tém vzorku (j = 1, 2, ..., m).

Komentai ke stupnim v ramci Katarobity (k), Limnosaprobity (x, o, 3, a, p) a Eusaprobity
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(1, m, h, u) uvadi tabulka 3.

Tabulka 3. Stupné saprobity a jejich rozsah
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Symbol Nazev stupné Rozsah Symbol Nazev stupné Rozsah
stupné stupné
k katarobita -1,5az-0,5 p polysaprobita | 3,51 az 4,50
X xenosaprobita | -0,51 az +0,5 i isosaprobita | 4,51 az 5,50
0 oligosaprobita| 0,51 az 1,50 m metasaprobita | 5,51 az 6,50
B B- 1,51 az 2,50 h hypersaprobita| 6,51 az 7,50
mezosaprobita
o o- 2,51 az 3,50 u ultrasaprobita | 7,51 az 8,50
mezosaprobita

Vzor protokolu se zaznamem zjisténych vysledkii pii rozboru a vypocet saprobniho indexu

Lokalita: Nadrz 1 Misto odbéru: 10 az 20 m od vypusté

Datum odbéru: Datum rozboru:

Typ vZorku: narosty a stéry ]

Uprava a vyhodnoceni vzorku: stanoveni mikroskopickeho obrazu dle CSN 75 7712 a 15, stanoveni
saprobniho indexu S dle CSN 75 7716

Taxon S Wi h; Si-wi-hi| wi-h
Lyngbya limnetica 3,0 2 2 12,0 4
Oscillatoria limosa 2,3 2 3 13,8 6
Phormidium breve 2,8 4 5 56 20
Pseudanabaena catenata 2,8 3 1 8,4 3
Navicula accomoda 2.9 5 4 58 20
Navicula mutica 1,2 2 2 4,8 4
Navicula cuspidata 2,5 3 2 15,0 6
Navicula cryptocephala 2,4 2 3 14,4 6
Nitzschia umbonata 2,6 3 2 15,6 6
Oocystis solitaria 1,7 4 1 6,8 4
Oocystis parva 2,3 2 2 9,6 4
Coelastrum microporum 2,1 2 3 12,6 6
Coelastrum astroideum 2,0 3 3 18,0 9
Lepocinclis ovum 2,7 4 2 21,6 8
Monoraphidium contortum 2,2 1 2 4.4 2
Scenedesmus acuminatus 2,2 4 3 26,4 12
Scenedesmus dimorphus 2,1 3 3 18,9 9
Scenedesmus opoliensis 2,2 3 3 19,8 9
Scenedesmus alternans 2,0 3 3 18,0 9
Anthophysa vegetans 3,2 4 2 25,6 8
Arcella vulgaris 1,9 1 2 3,8 2
Saprobni index: 2,4 Stupeii saprobity: horsi B-mezosaprobita
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6 Barvici metody

Z divodu podobnosti indexu lomu pozorovanych mikroorganismii a vody, jsou nékteré
struktury velmi obtizn¢ viditelné (usnadnénim je opticky systém fazového kontrastu), a proto
se vyvinuly nékteré barvici metody usnadiujici pozorovani. Pii mikroskopovani jsou hojné
vyuzivané rtizné barvici techniky a jejich smyslem je zduraznit nékteré struktury, popft. je
odlisit od jinych struktur. Barvici techniky mizeme vyuzit riznym zplisobem a k riznym
ucelim. V praxi existuje barveni slouzici k diagnostice mikroorganismt (obecné barvici
metody, Gramovo barveni, atd.) a barveni slouzici ke studiu cytologickych vlastnosti (biciky,
organely, atd.). Obecné barvici metody nas informuji o velikosti a morfologii bakterialni
bunky a maji diagnosticky vyznam. Barveni se aplikuje na natéry fixované nad plamenem.
Barvivo se nakdpne pifimo na fixovany natér, ponecha se pusobit a po odliti pfebytecného
barviva se natér oplachne vodovodni vodou. K cytologickym metoddm patii napt. barveni
bicikid, kapsuli, cyst, spor, volutinovych inkluzi, intraceluldrnich lipidd, glykogenu a
granulézy, polysacharidovych inkluzi, jaderného preparatu.

6.1 Barveni dle Grama

Barveni podle Grama je zakladni procedura pouzivana pii uréovani bakterii, kterou objevil
vroce 1884 tym danského védce Hanse Christiana Grama. Umoziuje rozlisit bakterie dle
typu bunécéné stény na tzv. grampozitivni a gramnegativni. V dobé objevu nebylo znamo
mnoho o struktufe bakterialni stény, nicméné Gramovo barveni se zacalo pouzivat jako jeden
z diagnostickych a taxonomickych ukazatelt a pouziva se tak dodnes. Principem procedury je
barveni usmrcené bakteridlni kultury roztokem krystalové violeti a Lugolova roztoku a
nasledné odbarveni pusobenim organického rozpoustédla, napt. ethanolu nebo acetonu.
Grampozitivni bakterie zlistanou fialové obarvené i po pusobeni organického rozpoustédla,
zatimco gramnegativni se odbarvi. Aby byly i odbarvené gramnegativni bakterie lépe
pozorovatelné pod mikroskopem, dobarvi se kultura vhodnym svétlej§im barvivem, nejcastéji
safraninem na cerveno.

Komentar: Dlvodem rizného chovani bakterii ke Gramovu barveni je rozdilna struktura
bunééné stény. Grampozitivni bakterie maji peptidoglykanovou vrstvu velice silnou
(20 - 80 nm), navic vyztuzenou tzv. teichoovou kyselinou. Teichoova kyselina je tvofena
polyglycerolfosfatem nebo polyribitolfosfatem navazanym na aminokyseliny nebo sacharidy
peptidoglykanu. Teichoova kyselina mize tvofit az 50 % suSiny bunééné stény. Na povrchu
peptidoglykanové vrstvy maji grampozitivni bakterie navazané dal$i polysacharidy slozené
zejména z monosacharidi glukézy, mandzy a galaktozy. Struktura téchto polysacharidu je
specificka pro rizné taxonomické skupiny grampozitivnich bakterii (tyto polysacharidy jsou
také prvni strukturou bakteridlni bunky, na kterou reaguje imunitni systém pii priniku
bakterie do organismu vysSich zivo€ichll). Gramnegativni bakterie maji ve srovnani
s grampozitivnimi peptidoglykanovou vrstvu velice tenkou (1 -3 nm) a bez teichoové
kyseliny. Nad touto vrstvou maji ale jesté tzv. vnéj§i membranu, kterd je slozena zejména
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z fosfolipidii, bilkovin a lipopolysacharidii®. Tyto lipopolysacharidy piedstavuji opé&t prvni
bakterialni strukturu, na kterou reaguje imunitni systém. Mezi peptidoglykanovou vrstvou a
vnéj$i membranou je tzv. periplazmaticky prostor, ve kterém jsou mj. umistény nékteré
enzymy. Ve vnéj$i membrané jsou pomérné Casté pory tvoiené bilkovinou porinem, které
pronikaji skrz periplazmaticky prostor a peptidoglykanovou vrstvu az k cytoplazmatické
membran¢. Krystalova violet’ i jod jsou nizkomolekularni latky, které snadno projdou
bunécnou sténou i cytoplazmatickou membranou mrtvé bunky. Uvnitf buniky pak spolu
reaguji za vzniku polymeru, ktery uz ale pii odbarveni pies tlusty a husty peptidoglykan
grampozitivnich bakterii zpét neprojde, naopak pies tenky a ftidky peptidoglykan
gramnegativnich bakterii ano. Aplikace organického rozpoustédla pomuize odbarveni
gramnegativnich bakterii jesté tim, ze vede k rozpusténi vnéjsi lipidové membrany. I proto se
gramnegativni bakterie odbarvi a grampozitivni ne.

6.1.1 Provedeni barveni dle Grama

Nasledujici postup zopakujte nékolikrat pro vzorky grampozitivnich i gramnegativnich
bakterii.

Pomicky: Kahan, ockovaci klicka, podlozni mikroskopickd skla, pinzeta, roztoky barviv
(krystalova violet’, Lugolav roztok, safranin), stficka s ethanolem (acetonem), imerzni olej,
kapéatka (Pasteurovy pipety), mikroskop s imerznim objektivem, kultury mikroorganismi na
ztuzeném médiu, fixy.

Postup:

1. Vezméte podlozni mikroskopické sklicko a pomoci klicky na néj rozetrete malé
mnozstvi bakteridlni suspenze narostlé na agarové misce.

2. Kulturu vysuste nad plamenem (ne v plamenu) a pak fixujte protazenim plamenem
(1-25).

3. Fixovany preparat prevrstvéte roztokem krystalové violeti, nechte plsobit 60 s a
piebytecné barvivo slijte, oplachnéte vodou.

4. Déle prevrstvéte Lugolovo roztokem, nechte plisobit 60 s, ptebyte¢né barvivo slijte a
oplachnéte vodou.

5. Pouzijte odbarvovaci roztok, napt. ethanol (nebo aceton) a odbarvujte do té doby,

dokud odtéka barvivo.

Oplachnéte vodou, piebyteénou vodu vysuste (napf. odcaknutim).

Képnéte na vzorek roztok safraninu a nechte piisobit 60 s.

8. Oplachnéte vodou a opatrné¢ vysuste nad kahanem (eventudlné pokud je casova
rezerva a na stanoveni nespéchate, uloZzte preparat do termostatu, kde samovolné
vyschne).

9. Nasleduje mikroskopovani, které probiha pti 100x zvétSeni objektivu. Tento objektiv
je imerzni. Proto pii mikroskopovani pouzijte imerzni olej podle postupu uvedeného
v kapitole 5.1.2. Pozorujte objekty.

~No

® Lipopolysacharidy jsou tvofeny lipidy s navazanym polysacharidem.
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Poznamky:

e (Gramovo barveni vyzaduje pomérné presnou praci a na prvni pokus se obvykle
nepovede. V takovém piipadé nezoufejte a zkuste to znovu.

e Nejcast¢jsi problémy byvaji zptisobené piilis hustou nebo naopak nedostatecné hustou
kulturou bakterii, pfili§ dlouhou fixaci v plameni a nedostatecnym odbarvenim
ethanolem.

e Pokud to prace dovoluje, je lepSi nechat preparat zaschnout na vzduchu, a nebo
V termostatu.

e Sklicko s kulturou je vhodné si oznacit v levém hornim rohu nesymetrickym napisem,
aby se zabranilo mylnému otoceni sklicka pfi barveni. Samoziejmé ma smysl pouzit
fix, ktery se ptisobenim dekolorizacnich roztokt (ethanolu, acetonu), nesmyje.

Vyhodnoceni:
e Pozorované bunky bakterii nakreslete (zda se jedna o koky ¢i ty¢inky).
e Uved'te jejich barvu na zakladé Gramova barveni (grampozitivni jsou tmavé fialove
zabarvené a gramnegativni jsou ¢ervené, riZove).
e Vysledek uved'te do protokolu.

6.2 Barveni mikromycet

Postup 1:
1. Pfipravi se nativni preparat tak, ze se na podlozni sklo (mize byt i s jamkou) kapne
sterilni destilovana voda.

2. Do kapky destilované vody na skle se preparacni jehlou vloZzi ¢ast mycelia.
3. Kobarveni se pouzije methylenova modf.
4. Piilozi se kryci sklicko.
5. Timto zpiisobem se zabarvi plazma sledovaného objektu.
Postup 2:

1. Pfipravi se polotrvaly preparat tak, Ze se na podlozni sklo kdpne kapka ethanolu a do
neho se vlozi ¢ast mycelia mikromycet.

2. Do kapky s myceliem na skle se pfida kapka laktofenolu.
3. Nefixuje se (minéno nad plamenem).
4. Prtikryje se krycim sklickem.
5. Ptipadné vzniklé bublinky lze odstranit rychlym protaZenim preparatu nad plamenem.
6. Tim je preparat nejen konzervovan, ale i obarven, hyfy jsou modré.
7. Kidentifikaci se pouzivaji ur€ovaci klice a literatura.
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6.3 Neisserovo barveni

Neisserova metoda slouzi jako diikkaz pfitomnosti polyfosfatl, tj energetickych zdroja
V buiice. Metoda spociva v rozliSeni bunck/vldken na svétle hnéda az zlutava jako Neisser—
negativni (N') a tmavé Sedomodra az fialova jako Neisser—pozitivni (N*).

Pomiucky a ¢inidla: Podlozni mikroskopické sklo, destilovana voda, Neisserovo ¢inidlo (viz
kapitola 14.3.6 str. 109), imerzni ole;j.

Postup:
1. Vzorek se pienese na Cist¢ odmasténé podlozni sklo, lze provést tzv. roztérovy
preparat, ktery se pievrstvi na dobu 30 s smési roztoku I. a II. (napf. 2 ml roztoku I. a
1 ml roztoku I1.).
2. Po oplachnuti destilovanou vodou se dobarvi roztokem III. béhem 1 min.
3. Po oplachnuti a zaschnuti se pozoruje pod imerznim objektivem.

Poznamka: Soucasti ¢inidla je methylenova modrf selektivné se vazajici na anionickd mista
polymerniho polyfosfatového fetézce, ¢imz vznika barevna reakce.
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7 Vliv vnéjSich faktori na mikroorganismy
7.1 Stanoveni citlivosti mikroorganismu k antibiotikiim

Tato metoda se pouziva pro ucely zjisténi (stanoveni) citlivosti mikroorganismi (vybranych
kmenil) k antibiotikim. Antibiotika jsou heterogenni skupinou chemickych latek vykazujici
vice ¢i méné negativni u¢inky na organismy (bakterie, plisn€, kvasinky, vySsi organismy),
vSeobecné vyuzivané k potlaceni ristu nezddoucich mikroorganismii. Spektrum a
mechanismus pusobeni antibiotik je velmi variabilni, organismy vystavené¢ piisobeni
antibiotika tak mohou byt oznaceny za citlivé nebo rezistentni.

Podstata zkousky: Citlivost mikroorganismu k antibiotikiim se testuje na zaklad¢ standardni
diskové difuzni metody. Pracuje se bud’ s Cistou kulturou, ozivenou z zelatinového disku a
nebo s bakterialni suspenzi (napt. kolonie cilového organismu vyrostla na agarovém médiu se
klickou ptepichne do fyziologického roztoku a zhomogenizuje se na tfepacce). ZkouSeny
objem kmenu mikroorganismu se rovnomérné naockuje na povrch zivného média. Na
zaschly, mikroorganismem naockovany povrch média, se ptenesou papirové disky napusténé
antibiotiky. Naockované misky s disky antibiotik se kultivuji pii teploté 36 = 2 °C po dobu
24 h az 36 h. Po skonceni kultivace se zjistuje citlivost mikroorganismu k antibiotikiim na
zaklad¢ velikosti inhibi¢ni zony v milimetrech, kterd se kolem disku vytvaii (minimalni
inhibi¢ni koncentrace, tzv. MIC).

Chemikalie: Pouzivané chemikalie jsou stupné Cistoty ch.¢. nebo p.a. Voda se pouziva
destilovana nebo demineralizovana bez specifickych pozadavki na jakost.

e Miiller-Hintontv agar.

e Roztok 0,5% trifenyltetrazolium chlorid (TTC) - neni nutny.

e Redici roztok (fyziologicky roztok).

Cisté kultury mikroorganismii: Zelatinové disky testovanych mikroorganismi ze sbirky
CCM (Czech Collection of Microorganisms) se rozpusti ve fyziologickém roztoku. Po
promichani se lahvi¢ka s rozpusténym diskem s mikroorganismy kultivuje v termostatu pfi
teploté 36 + 2 °C po dobu 24 h.

Poznamka: Sbirka mikroorganismi (CCM) udrzuje zivé nebo konzervované kultury
mikroorganismil pro vyzkumné, védecké a technologické ¢i pedagogické ucely.

Pristroje a pomiicky: Pipety s moznosti aplikace objemu 0,1 a 0,2 ml, jednorazové $picky,
pinzety, sklenénd roztiraci ty¢inka (Drigalskiho), kahan, kalibrovany teplomér nebo teplomér
porovnany s kalibrovanym, analytické vahy citlivost 0,01 g, autoklav (121 + 3 °C),
horkovzdusny sterilizator (160 + 2 °C), Erlenmayerovy lahve, odmérny valec 100 ml, lahve se
Sroubovym uzavérem, sterilni plastové Petriho misky o priméru 90 mm, disky s antibiotiky.
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1. Na povrch Miiller-Hintonova agaru v Petriho miskach se napipetuje 0,1 (0,2) ml
kultury testovaného mikroorganismu, naaplikovany objem se rozetfe po povrchu
agarového média tak, aby rovnomérné pokryl povrch (agarové médium by mélo byt

predsusené a zbavené nadbyte¢né vlhkosti).

2. Po zaschnuti testované kultury mikroorganismu se sterilné¢ (ozehnutou pinzetou)
pfenesou na povrch média testovaci disky napusténé antibiotiky o znamém slozeni a
koncentraci. Na povrch jedné Petriho misky s médiem Ize umistnit maximalné 6 diski

s antibiotiky.

3. Probiha inkubace vzorku po dobu 24 az 36 h v termostatu pii teploté 36 °C.

Vyhodnoceni zkousky:

Pti kultivaci se z disku napusténém antibiotiky vypousti u¢inné latky, které¢ difunduji do
agarového média. Na okraji zOony koncentrace antibiotika pfedstavuje minimalni inhibi¢ni
koncentraci (MIC). Koncentrace latky ve sméru od okraje disku postupné slabne. U¢inné
antibiotikum vytvoii kolem disku prizratnou zénu (bez naristu mikroorganismil), viz

ilustra¢ni Obr. 13.

Obr. 13. Priklad velikosti MIC a zptisob proméfovani. Horni Fada — na misce naaplikovana ¢ista kultura
bakterialniho kmene s disky pied a nasledné po inkubaci. Dolni ¥ada — proméfovani zéony (minimalni
inhibi¢ni koncentrace), jedna se o velmi citlivy kmen vii¢i ampicilinu a citlivy vii€i penicilinu.
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Vyhodnocenim Uc¢innosti antibiotika na vystaveny mikroorganismus se udava jako primér
vytvofené zony v milimetrech. Zjisténé velikosti se zaznamenaji do protokolu. Pro potieby
zjisténi citlivosti €i rezistence k antibiotikim lze pouzit piilozenou tabulku 2. Obecné vSak
plati, Ze pro citlivy mikroorganismus je typicka velikost zény v rozmezi 5 az 10 mm a velmi
citlivy mikroorganismus ma charakteristickou velikost zony vice nez 12 mm, viz tabulka 4.

Tabulka 4. Priklad velikosti inhibi¢nich zén pro testovana antibiotika

Nazev antibiotika (mnoZstvi) | Oznaceni / selekce Primér inhibi¢ni zony [mm]
Ampicilin (10 pg) AM /G, rezistentni < 13 citlivy > 17
enterokoky
Ampicilin (10 pug) AM / stafylokoky | rezistentni <28 citlivy > 29
Bacitracin (10 U) B rezistentni < 8 citlivy > 13
Carbenicilin (100 ug) CB/ E.coli, rezistentni < 19 citlivy > 23
Proteus

Carbenicilin (100 pg) CB/ Ps.aeruginosa | rezistentni < 13 citlivy > 17
Chloramfenikol (30 ng) C rezistentni < 12 citlivy > 18
Erythromycin (15ug) E rezistentni < 13 citlivy > 18
Kanamycin (30 ug) K rezistentni < 13 citlivy > 18
Methicilin (5 pg) ME rezistentni <9 citlivy > 14
Penicilin (10 U) P / stafylokoky rezistentni < 20 citlivy > 21
Penicilin (10 U) P / dalsi bakterie rezistentni < 11 citlivy > 22
Polymyxin B (300 U) PB rezistentni < 8 citlivy > 12
Streptomycin (10 pg) S rezistentni < 11 citlivy > 15
Sulfonamidy (300 ug) ST rezistentni < 12 citlivy > 17
Tetracyklin (30 pg) T rezistentni < 14 citlivy > 19
Trimethyloprimsulfomethoxazol SXT rezistentni < 10 citlivy > 16
(23 pg)

U = tzv. unit, jednotka antimikrobialni aktivity

7.2 Vliv ultrafialového zaieni na rist mikroorganismu

Ultrafialové zateni plisobi na mikroorganismy inhibi¢né az letaln€ v zavislosti na intenzité a
délce ozatfeni. PfiCinou je silnd absorbance UV zafeni nékterymi biogennimi molekulami,
zejména nukleovymi kyselinami. Silné davky UV zafeni se proto pouZivaji pro usmrcovani
mikroorganismi. PouZivané zafizeni se nazyvd germicidni lampa. Germicidni lampy
vyuzivaji vinovych délek 260 - 290 nm, pii kterych vznikaji v DNA dimery sousednich bazi,
které brani replikaci i expresi genetické informace. Rada bakterii disponuje schopnosti tzv.
fotoreparace, pii které dochazi k enzymatické opravé téchto poruch v DNA. Fotoreparace je
indukovéana viditelnym svétlem (coz souvisi evolu¢né pravdépodobné s tim, ze v pfirode
pochazi UV zafeni ze slunce a je tedy vzdy v kombinaci s viditelnym svétlem). I proto se
germicidni lampy pouzivaji Castéji v noci (spolu s praktickou vyhodou obvykle prazdného
pracoviste). Nékteré mikroorganismy disponuji barevnymi pigmenty (napt. karotenoidnimi),
které UV zafeni také absorbuji a poskytuji tak vyS$si ochranu. Ze zékladnich sloZzek Zivotniho
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prostiedi se s piirozenym UV zéafenim setkavaji organismy nejcastéji ve vzduchu a i proto
byva ve vzduchu Cetnost ,,barevnych* mikroorganismu vyssi.

Cilem prace je hledani doby ptsobeni UV zafeni, ktera zptisobi kompletni usmrceni pouzité
mikrobialni kultury.

Podstata zkouSky: Princip testu spocivd v tom, ze se kultura na agarové misce ozaii UV
zafenim germicidni lampy. Cést plochy agarové misky s nao¢kovanymi mikroorganismy se
pfed ozafenim pokryje alobalem, ktery UV nepropousti a piekryté mikroorganismy pied
ucinky zafeni ochrani. Tato kontrola umoziuje odlisit skute¢ny vliv UV zareni od ptipadnych
dalsich negativnich vlivii a chyb (Spatné zaoCkovani, nevhodna kultiva¢ni teplota apod.).

Pomiicky: Mikrobialni kultury, misky s PCA (Plate Count Agar), pinzeta, Drigalskiho
tyCinka (tzv. okovaci hokejka), alobal, nlizky, fixy, kultiva¢ni box.

Postup:

1. Ptipravte si celkem tfi Petriho misky s PCA.

2. Suspenzi mikroorganismu (0,1 ml) rozettete na agar na vSechny misky.

3. Vystiihnéte z alobalu nékolik mensich koleCek nebo jinych jednoduchych tvart a
sterilni pinzetou (ozehnutou v plameni kahanu) jimi pfikryjte n€kolik mist na misce.
Alobal by mél pokryvat cca 25 — 50 % plochy misky.

4. Vlozte misku pod germicidni lampu, odklopte vicko a ozafujte po stanovené Casy

(kazdou misku samoziejmé po jiny cas).

Sterilni pinzetou odeberte alobal.

6. Prikryjte znovu misku, zabalte do parafilmu a dejte inkubovat v termostatu dnem
vzhuru.

o

Pozor! Germicidni lampa je nebezpecna i pro ¢lovéka, zejména muZe poskodit zrak.
Nikdy se nedivejte pfimo do lampy, idedlni je pracovat v tmavém boxu (krabici).

Vyhodnoceni: Po kultivaci porovnejte nartst piikryté a nepiikryté populace v zavislosti na
case ozafeni. Pokud je doba ozafovani nedostate¢na, nebude znatelny rozdil mezi ozafenou a
piikrytou kulturou. Pokud mé4 UV zafeni inhibi¢ni vliv na mikroorganismy, bude hustota
nekryté populace nizsi a zietelné¢ bude vidét plivodni tvar alobalu. Pfi plném letadlnim G¢inku
pak naroste jen kultura pod alobalem.

UV zafeni plsobi na organismy jako stresujici faktor. Jak bylo popsano vyse v textu, maji
nékteré organismy schopnost SOS reparace. Toto 1ze pozorovat tak, ze na médiu naristaji
zvlastni utvary kolonii v porovnani s témi, které rostou na kontrolnich a UV zafenim
neovlivnénych miskéch.
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8 Mikrobiologické rozbory vod

Tato kapitola uvadi pouze n€kolik vybranych postupii pro analyzu mikroorganismi
pritomnych v riznych typech vod (povrchové, podzemni, pitné€, bazénové, odpadni). Postupy
vychazeji znormovanych standardnich metod. V této kapitole jsou uvedeny postupy
zamefené na stanoveni organotrofnich mikroorganismti, konkrétné mikroorganismu
kultivovatelnych pti 22 °C a 36 °C, psychrofilnich a mezofilnich bakterii; a na indikatory
fekalniho znecisténi, kterymi jsou koliformni bakterie, termotolerantni koliformni bakterie
(Escherichia coli) a enterokoky.

8.1 Stanoveni kultivovatelnych mikroorganismiu pri 22 °C a 36 °C

Stanoveni celkového poctu mikroorganismt je dulezitou informaci pro posouzeni jakosti
vody a jeji kontrolu. Jednotlivd kvantitativni stanoveni se obvykle provadéji
s mikroorganismy, které jsou schopné rust a tvofit kolonie na Zivném agarovém médiu pii
teploté 22 °C a 36 °C. Stanoveni poctu kolonii je ucelné pro posouzeni Cistoty podzemnich
vod a ucinnosti procesit Upravy vody, jako je koagulace, filtrace a dezinfekce, a zaroven
indikuje Cistotu a neporusenost distribu¢niho systému. Metoda slouzi ke stanoveni
kultivovatelnych mikroorganismil v pitné, povrchové, podzemni a bazénové vodé.

Podstata zkousky: Odméfeny objem vzorku nebo ptislusného fedéni vzorku se v Petriho
misce dokonale promicha s roztopenym specifickym zivnym kultivacnim médiem. Jedna sada
misek se kultivuje pfi teploté 36 °C po dobu 44 h, druha sada pfi teploté 22 °C po dobu 68 h.
Z celkového poctu kolonii vyrostlych v kultivaénim médiu se vypocte pocet kolonie tvoticich
jednotek v 1 ml.

Chemikalie: PouZzivané¢ chemikdlie jsou stupné Cistoty ch.¢. nebo p.a. Voda se pouziva
destilovana nebo demineralizovana bez specifickych pozadavki na jakost.

e Agar s kvasni¢nym extraktem.

e Redici roztok (fyziologicky roztok).

Piistroje a pomucky: Pipety s mozZnosti aplikace objemu 0,1 a 0,2 ml, jednorazové $picky,
sterilni sklenéné pipety o objemu 1 ml a 2 ml, pinzety, kahan, analytické vahy citlivost 0,01 g,
autoklav (121 + 3 °C), horkovzdusny sterilizator (160 + 2 °C), Erlenmayerovy lahve,
odmérny valec 100 ml, lahve se Sroubovym uzavérem, sterilni plastové Petriho misky o
pruméru 90 mm, termostat 22 °C + 2 °C, termostat (36 + 2 °C), chladici brasny s chladicimi
vloZzkami.
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Postup zkousky:

1. Temperovani vzorku: Pfed vlastnim rozborem se vzorek, pokud je odebiran za
nizkych teplot nebo uchovavan v lednici, necha vytemperovat na laboratorni teplotu
20 °C az 25 °C. K vytemperovani obvykle sta¢i doba nutnd pro piipravu pracovni
plochy a vSech pomicek nutnych ke zpracovani vzorku.

2. Promichani vzorku: Bezprostiedné pred vlastnim rozborem i pied zfedovanim se
vzorek musi dokonale promichat intenzivnim protiepanim, aby se bakterie
rovnomeérneé rozptylily v celém objemu vzorku.

3. Volba vhodného objemu k ofkovani a zifed’ovani vzorku: Objem zkouseného
vzorku nebo ziedéného vzorku ma byt volen tak, aby na/v kultivaénim médiu
v Petriho misce praméru 90 mm vyrostlo od 30 do 300 kolonii.

Piimé oCkovani 1 ml vzorku se pouziva u vod pitnych a u ¢istych surovych vod. Zde
se vyhodnocuje i1 nizsi pocet nez 30 kolonii.

Zted'uji se vzorky vice znecisténych vod (surovych, ze studni). Stupen ziedéni se
uréuje u znamych vzorkl podle zkusenosti z piedchézejicich rozbort, u vzorkd
neznamého slozeni se ptipravuje stupiii fedéni vice.

Pro kazdy stupeni ziedéni se uziva zfed'ovani v poméru 1:10. Zted'ovani se provadi v
lahvickach obsahujicich 9 ml sterilniho fediciho roztoku pfidanim 1 ml vzorku
nefedéného nebo jiz zfedéného v niz§im stupni. Lahvi¢ka se uzavie a promicha se
intenzivnim protiepanim.

4. Oc¢kovani: Do pfedem oznaCenych sterilnich Petriho misek o priméru
90 mm se pipetuje sterilni pipetou po 1 ml vzorku vody, nejvyse 2 ml. Pfedpoklada-li
se vyssi znecisténi vzorku, oCkuje se po 1 ml pfislusného fedéni.

5. Kultivace: Po naockovani se Petriho misky se vzorkem =zaliji pfiblizné¢ 15 ml
rozehtatého kultivaéniho média, temperovaného na 45 + 3 °C. Po zakryti misek
vickem se médium se vzorkem opatrné, ale dikladné promicha krouzivym pohybem.
Pak se obsah necha ztuhnout.

Doba, mezi naockovanim vzorku (nebo jeho ziedénim) a ptidanim roztopeného média,
nesmi piekro€it 15 min. O¢kuji se dv€ misky (duplikaty) pro kazdy vzorek a fedéni.
Misky se obrati dnem vzhiiru a jedna sada se kultivuje pfi teploté 36 + 2 °C po dobu
44 + 4 h, druha sada se kultivuje pfii teploté 22 + 2 °C po dobu 68 £ 4 h.

Vyhodnoceni zkousky:

e Misky se vyhodnoti ihned po vyjmuti z termostatu.

e Misky se splyvajicim riistem kolonii se vylou¢i.

e Kolonie vyrostlé na/v médiu se pocitaji proti svétlu stolni lampy a tmavému podkladu.
Odectené kolonie se oznacuji na dn€ misky fixem nebo pocitaci tuzkou. Pti paralelnim
stanoveni se pocita primér. Odecteny pocet kolonii se podle stupné ziedéni prepocte
na 1 ml vzorku vody.

e V neziedéném vzorku se udava celkovy pocet kolonii i v tom pfipad¢, Ze vyrostlo
méné nez 30 kolonii na misce.

e Ve ziedéném vzorku se uvadéji vysledky pouze z fedéni, kde na miskach vyrostlo 30
az 300 kolonii.
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Jestlize vyrostlo i v nejvys$sim stupni fedéni (-n) vice nez 300 kolonii a stanoveni nelze
zopakovat, uvadi se do protokolu >300 x 10" v 1 ml.

Misky, na nichZz doSlo v disledku nespravné volby ziedéni k nadmérnému rastu
kolonii (nad 300), se oznacuji jako nepocitatelné a nevyhodnocuji se. Nevyhodnocuji
se a jako prerostlé se oznacuji misky, u nichz na vétsi ¢asti plochy nebo na celém
povrchu doslo k riistu obfich kolonii nékterych pohyblivych bakterii.

Obr. 14. Piiklad misky s pierostlymi koloniemi (vlevo) a nepocitatelnymi (vpravo).

Poznamka: Pocet kolonii po piepoctu na 1 ml vzorku se zaokrouhluje nasledovné:

Pocet kolonii je 1 az 100 - nezaokrouhluje se.

Pocet kolonii je 101 az 1 000 - zaokrouhluje se na desitky.

Pocet kolonii je 1 001 az 10 000 - zaokrouhluje se na stovky.

Pocet kolonii je 10 001 az 100 000 - zaokrouhluje se na tisice.

Pocet kolonii je 100 001 az 1 000 000 - zaokrouhluje se na desetitisice.

8.2 Stanoveni psychrofilnich a mezofilnich bakterii

Metoda slouzi ke stanoveni psychrofilnich a mezofilnich bakterii v pitné, povrchové,
podzemni a bazénové vodé€. Psychrofilni bakterie jsou mikroorganismy rostouci na
masopeptonovém agaru s optimem ristu pii teplot¢ 20 °C. Jsou hygienickym indikatorem
mikrobialniho rozkladu rychle rozloZitelnych organickych latek za nizsich teplot. Mezofilni
bakterie jsou mikroorganismy rostouci na masopeptonovém agaru s optimem rustu pii teploté
37 °C. Jsou hygienickym indikdtorem znecisténi mikroflorou teplokrevnych zivoc¢ichli véetné
¢lovéka.

Podstata zkousky: Odméteny objem vzorku nebo piislusného fedéni vzorku se v Petriho
misce dokonale promicha s roztopenym specifickym zivnym kultivaénim médiem. Jedna sada
misek se kultivuje pfi teploté 37 °C po dobu 48 h, druh4 sada pii teploté 20 °C po dobu 72 h.
Z celkového poctu kolonii vyrostlych v kultivatnim médiu se vypocte pocet kolonie tvoticich
jednotek v 1 ml.
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Chemikalie: Pouzivané¢ chemikdlie jsou stupné Cistoty ch.C. nebo p.a. Voda se pouziva
destilovana nebo demineralizovana bez specifickych pozadavki na jakost.

e Masopeptonovy agar.

e Redici roztok (fyziologicky roztok).

Piistroje a pomucky: Pipety s mozZnosti aplikace objemu 0,1 a 0,2 ml, jednorazové $picky,
sterilni sklenéné pipety o objemu 1 ml a 2 ml, pinzety, kahan, analytické véahy citlivost 0,01 g,
autoklav (121 + 3 °C), horkovzdusny sterilizator (160 + 2 °C), Erlenmayerovy lahve,
odmérny vélec 100 ml, lahve se Sroubovym uzavérem, sterilni plastové Petriho misky o
praméru 90 mm, termostat 20 °C £ 2 °C, termostat 37 + 2 °C, chladici brasny s chladicimi
vlozkami.

Postup zkousky:

1. Temperovani vzorku: Pied vlastnim rozborem se vzorek, pokud je odebiran za
nizkych teplot nebo uchovavan v lednici, necha vytemperovat na laboratorni teplotu
20 °C az 25 °C. K vytemperovani obvykle sta¢i doba nutnd pro ptipravu pracovni
plochy a vSech pomtcek nutnych ke zpracovani vzorku.

2. Promichani vzorku: Bezprostfedné pied vlastnim rozborem i pied zfedovanim se
vzorek musi dokonale promichat intenzivnim protfepanim, aby se bakterie
rovnomérné rozptylily v celém objemu vzorku.

3. Volba vhodného objemu k ofkovani a zied’ovani vzorku: Objem zkouseného
vzorku nebo ziedéného vzorku ma byt volen tak, aby na/v kultivaénim médiu
v Petriho misce priméru 90 mm vyrostlo od 30 do 300 kolonii.

Ptimé ockovéni 1 ml vzorku se pouziva u vod pitnych a u ¢istych surovych vod. Zde
se vyhodnocuje 1 niz$i pocet nez 30 kolonii.

Zted'uji se vzorky vice znecisténych vod (surovych, ze studni). Stupent zfedéni se
urCuje u znamych vzorkl podle zkuSenosti z pfedchéazejicich rozbort, u vzorka
nezndmého sloZeni se pfipravuje stupni fedéni vice. Pro kazdy stupen ziedéni se uziva
zted'ovani v poméru 1:10. Ztedovani se provadi v lahvickach obsahujicich 9 ml
sterilniho fediciho roztoku pfiddnim 1 ml vzorku nefedéného nebo jiz ziedéného
Vv niz§im stupni. Lahvicka se uzavie a promicha se intenzivnim protfepanim.

4. Oc¢kovani: Do pfedem oznacenych sterilnich Petriho misek o priméru 90 mm se
pipetuje sterilni pipetou po 1 ml vzorku vody, nejvySe 2 ml. Piedpoklada-li se vyssi
zne€isténi vzorku, oc¢kuje se po 1 ml ptisluSného fedéni.

5. Kultivace: Po naockovani se Petriho misky se vzorkem =zaliji pfiblizné¢ 15 ml
rozehiatého kultivacniho média, temperovaného na 45 + 3 °C. Po zakryti misek
vickem se médium se vzorkem opatrné, ale dikladné promichd krouzivym pohybem.
Pak se obsah neché ztuhnout. Doba, mezi naockovanim vzorku (nebo jeho ziedénim) a
pfidanim roztopené¢ho média, nesmi piekrocit 15 min. Oc¢kuji se dvé misky (duplikaty)
pro kazdy vzorek a fedéni.

Misky se obrati dnem vzhiiru a jedna sada se kultivuje pfi teplot€ 37 °C po dobu 48 h, druha
sada se kultivuje pfi teploté 20 °C po dobu 72 h.
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Vyhodnoceni zkousky:

e Misky se vyhodnoti ihned po vyjmuti z termostatu. Misky se splyvajicim rdstem
kolonii se vylouci. Kolonie vyrostlé na/v médiu se pocitaji proti svétlu stolni lampy a
tmavému podkladu. Odectené kolonie se oznacuji na dné¢ misky fixem nebo pocitaci
tuzkou. Pfi paralelnim stanoveni se pocita pramér. Odecteny pocet kolonii se podle
stupné ziedéni prepocte na 1 ml vzorku vody.

e V neziedéném vzorku se udava celkovy pocet kolonii 1 v tom pfipad€, Ze vyrostlo
méné nez 30 kolonii na misce.

e Ve ziedéném vzorku se uvadéji vysledky pouze z fedéni, kde na miskach vyrostlo 30
az 300 kolonii. Jestlize vyrostlo i v nejvyssim stupni fedéni (-n) vice nez 300 kolonii a
stanoveni nelze zopakovat, uvadi se do protokolu >300 x 10" v 1 ml. Misky, na nichZ
doslo v dtsledku nespravné volby ziedéni k nadmérnému ristu kolonii (nad 300), se
oznacuji jako nepocitatelné a nevyhodnocuji se. Nevyhodnocuji se a jako pferostlé se
oznacuji misky, u nichz na vét$i ¢asti plochy nebo na celém povrchu doslo k ristu
obfich kolonii nékterych pohyblivych bakterii. Pocet kolonii po piepoctu na 1 ml
vzorku se zaokrouhluje, viz kap. 8.1.

8.3 Stanoveni koliformnich bakterii

Tato metoda plati pro stanoveni koliformnich bakterii v nedezinfikovanych vodach
(povrchovych, podzemnich, odpadnich vodach, apod.). Lze ji pouzit i pro pitné vody, kde je
nadmérny rist doprovodné mikrofléry. Neni vhodna pro vzorky s vysokym obsahem
nerozpusténych latek, které rusi membranovou filtraci nebo kde vysoky pocet jinych
organismil omezuje rust stanovovanych bakterii. Koliformni bakterie jsou gramnegativni
ty¢inky z ¢eledi Enterobacteriaceae, které netvoii spory, jsou schopné rast na kultivaénim
médiu obsahujicim Zlucové soli (na Endo agaru). Maji schopnost fermentovat laktéozu pfi
teploté¢ 36 £ 2 °C se soucasnou tvorbou kyselin, plynu a aldehydu béhem 24 h a maji
negativni cytochromoxidazovy test.

Podstata zkouSky: ZkouSeny objem vzorku nebo zfedéného vzorku se filtruje pres
membranovy filtr, ktery se pienese na selektivni kultivaéni agarové médium s laktdzou.
Naockované misky s membranovymi filtry se kultivuji pii 36 + 2 °C po dobu 18 h az 24 h.
Pozitivnim cytochromoxiddzovym testem se vylouci kolonie bakterii, které nepatii do
skupiny koliformnich bakterii.

Chemikalie: Pouzivané chemikalie jsou stupné cCistoty ch.C. nebo p.a. Voda se pouziva
destilovana nebo demineralizovana bez specifickych pozadavki na jakost.

e Endo agar.

e Roztok bazického fuchsinu.

e Roztok pro cytochromoxidazovy test.

e Redici roztok (fyziologicky roztok).
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Pristroje a pomiicky: Pipety s moznosti aplikace objemu 0,1 a 0,2 ml, jednorazové $picky,
sterilni sklenéné pipety o objemu 10 ml, pinzety, kahan, analytické¢ vahy citlivost 0,01 g,
autoklav (121 + 3 °C), horkovzdusny sterilizator (160 + 2 °C), Erlenmayerovy lahve,
odmérny valec 100 ml, lahve se Sroubovym uzévérem, sterilni plastové Petriho misky o
priméru 60 mm, membranové filtry (priimér 50 mm, velikost péra 0,45 pm), filtracni zafizeni
s vyvévou, termostat 36 £ 2 °C, chladnicka 5 + 3 °C, chladici brasny s chladicimi vlozkami.

Postup zkousky:

1. Temperovani vzorku: Pfed vlastnim rozborem se vzorek, pokud je odebiran za
nizkych teplot nebo uchovavan v lednici, necha vytemperovat na laboratorni teplotu
20 °C az 25 °C. K vytemperovani obvykle sta¢i doba nutna pro piipravu pracovni
plochy a vSech pomticek nutnych ke zpracovani vzorku.

2. Promichani vzorku: Bezprostiedné pred vlastnim rozborem i pied zfedovanim se
vzorek musi dokonale promichat intenzivnim protiepanim, aby se bakterie
rovnomérné rozptylily v celém objemu vzorku.

3. Volba vhodného objemu k ofkovani a zied’ovani vzorku: Objem zkouseného
vzorku nebo zfedéné¢ho vzorku mé byt volen tak, aby na membranovém filtru
0 prumé&ru 50 mm vyrostlo od 10 do 100 kolonii.

Pro pitné vody nedezinfikované (napf. studny) je stanoven objem filtrované¢ho vzorku
100 ml.

U surovych vod povrchovych, kde je pfedpoklad vyssiho mikrobidlniho znecisténi, se
pouzije piiméfen¢ mensi objem filtrovaného vzorku, ptipadné vzorek ztedény. Stupen
ziedéni se urcuje podle zkuSenosti z ptedchozich rozbori, u vzorkli nezndmého slozeni
se pripravuje stupni fedéni vice. Pro kazdy stupen zfedéni se uziva ziedovani
vpoméru 1:10. Ztedovani se provadi v lahvickdch se Sroubovym uzivérem
obsahujicich 9 ml nebo 90 ml sterilniho fediciho roztoku pfidanim 1 ml nebo 10 ml
vzorku nefedéného nebo jiZ zfedéného v niz§im stupni. Lahvicka se uzavie a promicha
intenzivnim protfepanim.

4. Filtrace: Zapoji se filtra¢ni pfistroj a vyvéva. Plamenem kahanu se vysterilizuje
pevny, porézni disk spodni Casti filtracni néalevky. Sterilni pinzetou se na néj umisti
sterilni membranovy filtr a upevni se sterilni nalevka. Pfi zavifeném kohoutu vyvévy
se nalije nebo odpipetuje do nalevky pozadovany objem vzorku.

Nasleduje otevieni vypustného kohoutu spodni ¢asti nalevky a pomoci vakua vyvévy
se vzorek prefiltruje.

5. Kultivace: Po odsati celého objemu vody se odstrani nalevka a membranovy filtr se
ptenese sterilni pinzetou na pevné kultivaéni médium (Endo agar) v Petriho misce.
Filtr se klade pozvolna tak, aby nevznikly mezi kultivatnim médiem a filtrem
vzduchové bubliny.

Takto pfipravené misky se obracené dnem vzhiiru ulozi do termostatu a kultivuji se
18 - 24 h pti teploté 36 + 2 °C.

6. Potvrzujici test: Cytochromoxidazovym testem se vylouc¢i kolonie bakterii, které maji

podobné morfologické a biochemické vlastnosti, ale nepatii do skupiny koliformnich

bakterii.
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Pinzetou se z Petriho misky pfenese membranovy filtr s vyrostlymi koloniemi na
kousek filtraéniho papiru nasyceného roztokem pro cytochromoxidazovy test. Je nutné
pouzivat filtra¢ni papir, ktery se ¢inidlem nebarvi modre.

Po dvou minutach se spocitaji kolonie koliformnich bakterii, které jsou tmavocervené
a maji negativni cytochromoxidazovy test (vylouci se kolonie, které pisobenim c¢inidla
na cytochromoxiddzu zmodraly).

Vyhodnoceni zkousky:

Pocet koliformnich bakterii se vyjadiuje u neziedénych vzorkli na zpracovany objem
vzorku, tj. na 100 ml. U vzorku filtrovanych z mensiho objemu a u ziedénych vzorka
se prepocitava na 100 ml.

V neziedéném vzorku se udava celkovy pocet kolonii i v tom piipad€, ze vyrostlo
méné nez 10 kolonii na misce.

Ve zfedéném vzorku se uvadéji vysledky pouze z fedéni, kde na miskéch vyrostlo 10
az 100 kolonii.

Misky, na kterych vyrostlo v disledku nespravné volby fedéni vice nez 100 kolonii, se
oznacuji jako nepocitatelné a nevyhodnocuyji se.

Obr. 15. P¥iklad vyhodnoceni misek s narostlymi koloniemi koliformnich bakterii. Vlevo — vzhled kolonii

pred potvrzenim cytochromoxidazovym testem. Vpravo — vzhled kolonii po cytochromoxidazovém

testu, modré Kolonie nejsou koliformni, ¢ervené jsou koliformni a cytochromoxidaza negativni.

P Wr ﬁ UNIVERZITA J. E. PURKYNE V USTI NAD LABEM
oy | et £ 1 NNNNNNN\\\

socilni MINISTERSTVO $KOLSTVI, OP Vzdélavani

[~ 4 fondvCR EVROPSKA UNIE  MLADEZE A TELOVYCHOVY  pro konkurenceschopnost

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI
CZ.1.07/2.2.00/28.0205 - ENVIMOD



Stranka |61

8.4 Stanoveni termotolerantnich Kkoliformnich Dbakterii a
Escherichia coli

Tato metoda plati pro stanoveni termotolerantnich koliformnich bakterii v surovych
povrchovych a podzemnich vodach a pro stanoveni Escherichia coli v nedezinfikovanych
pitnych vodach a v surovych vodach. Neni vhodna pro vzorky s vysokym obsahem
nerozpusténych latek nebo s vysokym poctem jinych organisml inhibujicich rlst
stanovovanych bakterii. Termotolerantni koliformni bakterie jsou gramnegativni tyCinky,
které netvofi spdry, maji negativni cytochromoxidazovy test. Za aerobnich podminek béhem
24 h kultivace a pfi teplot¢ 44 °C tvoii kolonie na selektivnim diferenciatnim médiu
s laktozou za soucasné tvorby kyselin (nebo aldehydu). Escherichia coli jsou termotolerantni
bakterie, které maji schopnost ve druhém stupni kultivace hydrolyzovat specifickym
enzymem, f-D-glukuroniddzou, v médiu piitomny MUG (4-methyl-umbelliferyl-3-D-
glukuronid) za vzniku 4-methyl-umbelliferonu, ktery vykazuje v dlouhovinném UV zafeni
svétle modrou fluorescenci.

Podstata zkousky: Zkouseny objem vzorku nebo zfedéného vzorku se prefiltruje pies
membranovy filtr, ktery se pak pienese na selektivni kultiva¢ni agarové médium s laktézou.
Naockované misky s membranovymi filtry se kultivuji po dobu 18 - 24 h pii teploté
44 + 2 °C. Spocitaji se kolonie termotolerantnich koliformnich bakterii. Vyhodnocené
membranové filtry se pfenesou na kultivaéni podlozku nasycenou tekutym kultivacnim
médiem (podlozka nasycena MUG), na niz se kultivuji dal$i 2 az 4 h ve tm¢ pii teploté
36 =2 °C. Pod UV lampou se spoéitaji kolonie Escherichia coli.

Chemikalie: PouZzivané¢ chemikdlie jsou stupné Cistoty ch.. nebo p.a. Voda se pouziva
destilovana nebo demineralizovana bez specifickych pozadavki na jakost.
e m-FC agar.
e Alkalicky roztok kyseliny rosolové.
e Kultivaéni ptipravek mCOLltest (komeréni dodavany test, lze nahradit pfipravou
¢inidla MUG).
e Redici roztok (fyziologicky roztok).

Piistroje a pomucky: Pipety s mozZnosti aplikace objemu 0,1 a 0,2 ml, jednorazové Spicky,
sterilni sklenéné pipety o objemu 10 ml, pinzety, kahan, analytické véahy citlivost 0,01 g,
autoklav (121 + 3 °C), horkovzdusny sterilizator (160 + 2 °C), Erlenmayerovy lahve,
odmérny valec 100 ml, lahve se Sroubovym uzavérem, sterilni plastové Petriho misky o
praméru 60 mm, membranové filtry (pramér 50 mm, velikost pora 0,45 um), filtracni zatizeni
S vyvévou, termostat 36 £ 2 °C, termostat 44 + 2 °C, chladnic¢ka 5 + 3 °C, chladici brasny
s chladicimi vlozkami.
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Postup zkousky:

1. Temperovani vzorku: Pfed vlastnim rozborem se vzorek, pokud je odebiran za
nizkych teplot nebo uchovavan v lednici, necha vytemperovat na laboratorni teplotu
20 °C az 25 °C. K vytemperovani obvykle sta¢i doba nutna pro piipravu pracovni
plochy a vSech pomicek nutnych ke zpracovani vzorku.

2. Promichani vzorku: Bezprostiedné pred vlastnim rozborem i pied zfedovanim se
vzorek musi dokonale promichat intenzivnim protiepanim, aby se bakterie
rovnomeérneé rozptylily v celém objemu vzorku.

3. Volba vhodného objemu k ofkovani a zied’ovani vzorku: Objem zkouSeného

vzorku nebo zfedéného vzorku ma byt volen tak, aby na membranovém filtru
0 pruméru 50 mm vyrostlo nejvyse 100 kolonii.
Pro pitné vody nedezinfikované je stanoven objem filtrovaného vzorku 100 ml.
U surovych vod povrchovych, kde je ptfedpoklad vyssiho mikrobialniho znecisténi se
pouzije pfiméfené mensi objem filtrovaného vzorku, ptipadné vzorek ziedény. Stupeni
ziedéni se urcuje podle zkusSenosti z predchozich rozbort, u vzorkli nezndmého slozeni
se pfipravuje stupni fedéni vice. Pro kazdy stupen zfedéni se uziva zifedovani
vpoméru 1:10. Ziedovani se provadi v lahvickdch se Sroubovym uzavérem
obsahujicich 9 ml nebo 90 ml sterilniho fediciho roztoku ptfidanim 1 ml nebo 10 ml
vzorku nefedéného nebo jiz zftedéného v niz§im stupni. Lahvicka se uzavie a promicha
intenzivnim protiepanim.

4. Filtrace: Zapoji se filtra¢ni pfistroj a vyvéva. Plamenem kahanu se vysterilizuje
pevny, porézni disk spodni ¢asti filtraéni nélevky. Sterilni pinzetou se na néj umisti
sterilni membranovy filtr a upevni se sterilni nalevka. Pti zavieném kohoutu vyvévy
se nalije nebo odpipetuje do nalevky pozadovany objem vzorku. Nésleduje otevieni
vypustného kohoutu spodni c¢asti nalevky a pomoci vakua vyvévy se vzorek
prefiltruje.

5. Kultivace: Po odsati celého objemu vody se odstrani nalevka a membranovy filtr se
prenese sterilni pinzetou na pevné kultivaéni médium (m-FC agar) v Petriho misce.
Filtr se klade pozvolna tak, aby nevznikly mezi kultivatnim médiem a filtrem
vzduchové bubliny.

Takto pfipravené misky se obracené dnem vzhiiru uloZi do termostatu a kultivuji se
18 - 24h pii teplot¢ 44 + 2 °C. Po skonceni kultivace se pocitaji kolonie
termotolerantnich koliformnich bakterii.

6. Stanoveni Escherichia coli: Membranovy filtr s koloniemi se pienese na povrch

kultivaéni podlozky nasycené kultivacnim médiem obsahujicim MUG (komer¢ni test,
tzv. mCOLlItest navlh¢eny sterilnim fyziologickym roztokem).
Misky s podlozkami se umisti do termostatu a kultivuji se pii 36 £ 2 °C po dobu
2 h. Po skonceni kultivace se kolonie pozoruji v zatemnéné mistnosti pod UV lampou
pii 360 nm. Pocitaji se kolonie se svétle modrou fluorescenci. Pokud je odecet
negativni, kultivuje se dalsi 2 h.
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Vyhodnoceni zkousky:

e Pocet termotolerantnich koliformnich bakterii a poc¢et Escherichia coli se vyjadiuje u
neziedénych vzorkii na zpracovany objem vzorku, tj. na 100 ml. U vzorka
filtrovanych z mensiho objemu a u ziedénych vzorkl se prepocitava na 100 ml.

e V neziedéném vzorku se udava celkovy pocet kolonii 1 v tom pfipad€, Ze vyrostlo
méné nez 10 kolonii na misce.

e Ve ziedéném vzorku se uvadéji vysledky pouze z fedéni, kde na miskach vyrostlo 10
az 100 kolonii.

e Misky, na kterych vyrostlo v disledku nespravné volby fedéni vice nez 100 kolonii, se
oznacuji jako nepocitatelné a nevyhodnocuji se.

Obr. 16. Pfiklad vyhodnoceni misek s narostlymi koloniemi termotolerantnich koliformnich bakterii a
Escherichia coli. Vlevo — kolonie s narostlymi koloniemi termotolerantnich bakterii na m-FC agaru
pred konfirmaci. Vpravo — modie svitici/fluoreskujici kolonie jsou potvrzené Escherichia coli.

8.5 Stanoveni intestinalnich enterokoku

Tato metoda plati pro stanoveni intestindlnich enterokokd v pitné a povrchové vode¢. Neni
vhodna pro vzorky s vysokym obsahem nerozpusténych latek nebo s mnoha interferujicimi
mikroorganismy. Intestinalni enterokoky jsou grampozitivni koky vyskytujici se v parech
nebo fetizcich. Vyskytuji se ve stfevnim traktu ¢lovéka a zvitat. Enterokoky 1ze povazovat za
indikatory fekalniho znecisténi. AvSak nékteré enterokoky nalezené ve vod€ mohou obcas
pochéazet i zjinych zdroji. Maji schopnost redukovat 1,3,5-trifenyltetrazoliumchlorid na
formazan a hydrolyzovat aeskulin pfi teploté 44 °C na specifickych médiich.

Podstata zkousky: ZkouSeny podil vzorku nebo zfedéného vzorku se filtruje pfes
membranovy filtr, ktery se pfenese na pevné kultivaéni médium obsahujici azid sodny a
bezbarvy 2,3,5-tri-fenyltetrazolimchlorid (TTC), ktery je ¢innosti enterokokt redukovan na
cerveny formazan. Kultivace se uskutecnuje pii teplot¢ 36 £ 2 °C po dobu 44 + 4 h. Po
kultivaci se pocitaji jako presumptivni enterokoky vSechny vyrostlé kolonie, které¢ jsou
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kastanové, Cervené ¢i rizove zbarvené. Pokud se vyskytuji typické kolonie, pfenese se cely
membranovy filtr na misku s pevnym konfirmaénim zluc¢-aeskulin-azidovym agarem.
Médium s bakteriemi se inkubuje pfi teploté¢ 44 + 2 °C po dobu 2 h. Enterokoky hydrolyzuji
aeskulin na 6,7-dihydroxikumarin, ktery s Zelezitymi ionty dava tfislové hnédou az Cernou
slouceninu, ktera difunduje do média.

Chemikalie: Pouzivané chemikalie jsou stupné Cistoty ch.¢. nebo p.a. Voda se pouziva
destilovana nebo demineralizovana bez specifickych pozadavkl na jakost.

e M¢édium dle Slanetz — Bartley (m-enterokokovy agar).

e Zlu¢-aeskulin-azidovy agar.

e Redici roztok (fyziologicky roztok).

Pristroje a pomiicky: Pipety s moznosti aplikace objemu 0,1 a 0,2 ml, jednorazové $picky,
sterilni sklenéné pipety o objemu 10 ml, pinzety, kahan, analytické vahy citlivost 0,01 g,
autoklav (121 + 3 °C), horkovzdusny sterilizator (160 + 2 °C), Erlenmayerovy lahve,
odmérny vélec 100 ml, lahve se Sroubovym uzavérem, sterilni plastové Petriho misky o
priméru 60 mm, membranové filtry (prumér 50 mm, velikosti porti 0,45 pm), filtracni
zafizeni s vyvévou, termostat 36 + 2 °C, termostat 44 + 2 °C, chladnicka 5 = 3 °C, chladici
brasny s chladicimi vlozkami.

Postup zkousky:

1. Temperovani vzorku: Pied vlastnim rozborem se vzorek, pokud je odebiran za
nizkych teplot nebo uchovavan v lednici, necha vytemperovat na laboratorni teplotu
20 °C az 25 °C. K vytemperovani obvykle sta¢i doba nutnd pro ptipravu pracovni
plochy a vSech pomiicek nutnych ke zpracovani vzorku.

2. Promichani vzorku: Bezprostfedné pfed vlastnim rozborem i pted zifed’ovanim se
vzorek musi dokonale promichat intenzivnim protfepanim, aby se bakterie
rovnomérné rozptylily v celém objemu vzorku.

3. Volba vhodného objemu k o¢kovani a zfed’ovani vzorku: Zkouseny objem vzorku
nebo ziedéného vzorku mé byt volen tak, aby na membranovém filtru o priméru
50 mm vyrostlo nejvyse 100 kolonii.

Pro pitné vody je stanoven objem filtrovaného vzorku 100 ml.

U surovych vod povrchovych, kde je predpoklad vysSiho mikrobialniho znecisténi se
pouzije piimé&fen¢ mensi objem filtrovaného vzorku, pfipadné vzorek ztedény. Stupen
ziedéni se urcuje podle zkusSenosti z predchozich rozbort, u vzorkli neznadmého slozeni
se pripravuje stupiili fedéni vice.

Pro kazdy stupen zfedéni se uziva zied'ovani v poméru 1:10. Zfed'ovani se provadi v
lahvickach se Sroubovym uzaveérem obsahujicich 9 ml nebo 90 ml sterilniho fediciho
roztoku pfidanim 1 ml nebo 10 ml vzorku nefedéného nebo jiz zfedéného v niz§im
stupni. Lahvicka se uzavie a promicha intenzivnim protfepanim.

4. Filtrace: Zapoji se filtra¢ni pfistroj a vyvéva. Plamenem kahanu se vysterilizuje
pevny, porézni disk spodni ¢asti filtraéni nalevky. Sterilni pinzetou se na néj umisti
sterilni membranovy filtr a upevni se sterilni ndlevka. Pfi zavieném kohoutu vyvévy se
nalije nebo odpipetuje do nalevky pozadovany objem vzorku. Néasleduje otevieni
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vypustného kohoutu spodni c¢asti nédlevky a pomoci vakua vyvévy se vzorek
prefiltruje.

5. Kultivace: Po odsati celého objemu vody se odstrani nalevka a membranovy filtr se
ptenese sterilni pinzetou na pevné kultiva¢ni médium (Slanetz—Bartley agar) v Petriho
misce. Filtr se klade pozvolna tak, aby nevznikly mezi kultivacnim médiem a filtrem
vzduchové bubliny.

Takto pfipravené misky se obracené dnem vzhiru ulozi do termostatu a kultivuji se
44 h £ 4 h pti teploté 36 =2 °C.

6. Potvrzujici test a stanoveni enterokokii: Po kultivaci se za typické povazuji vSechny
vyrostlé kolonie Cervenég, kastanové nebo rizoveé zbarvené, a to celé, nebo 1 takové,
které jsou zbarvené pouze ve stiedu. Pro potvrzeni enterokokil se filtr se vSemi
koloniemi otiskne na zlu¢-aeskulin-azidovy agar a toto médium se kultivuje, spolu
s pfenesenymi koloniemi, pii 44 £ 2 °C po dobu 2 h. Pocitaji se kolonie vykazujici
ttislové hnédé¢ az Cerné zbarveni média v bezprostiednim okoli.

Vyhodnoceni zkousky:

e Pocet kolonii potvrzenych konfirmaénim testem se vyjadiuje u neziedénych vzorki
(pitnd voda) na zpracovany objem vzorku, tj. na 100 ml. U vzorkl filtrovanych
z mens$iho objemu a u zfedénych vzorki se piepocitava na 100 ml.

e V neziedéném vzorku se udava celkovy pocet kolonii i v tom ptipadé, ze vyrostlo
méné nez 10 kolonii na misce.

e Ve zfedéném vzorku se uvadéji vysledky pouze z fedéni, kde na miskach vyrostlo 10
az 100 kolonii.

e Misky, na kterych vyrostlo v disledku nespravné volby fedéni vice nez 100 kolonii, se
oznacuji jako nepocitatelné a nevyhodnocuji se.

Obr. 17. P¥iklad vyhodnoceni misek s narostlymi koloniemi intestinalnich enterokoki. Vlevo — kolonie
vyrostlé na Slanetz—Bartley agaru. Vpravo — Pieneseny a otisknuty filtr na zZlué-aeskulin-azidovy agar
S potvrzenymi enterokoky.
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9 Vybrané metody pudni mikrobiologie

vvvvvv

vvvvvv

pudnich mikroorganismli mé svoje specifika. Pida je velice heterogenni prostiedi a je to
vlastné zivy systém, ktery se neustale proménuje mj. i Cinnosti ptidnich mikroorganismti.
Rada mikroorganismil je pevné vazanych na nejriizngj$i ptidni &astice. P¥i pouziti kultivaénich
technik je tieba brat v tivahu, Ze soucasnymi kultivacnimi technikami lze kultivovat jen asi
1 - 2 % pudnich mikroorganismil. Na aktivitu mikroorganismi pak ptsobi fada faktord, jako
je napf. teplota, vlhkost apod.

9.1 Stanoveni fosfolipidovych mastnych kyselin v piidé

Metoda je stale rozsifené€j$i v pudni mikrobiologii, protoze umoznuje relativné snadno
charakterizovat ptidni mikrobidlni spolecenstvo z n€kolika hledisek:

e Kvantitativni: koncentrace fosfolipidovych mastnych kyselin je uméma zivé
mikrobialni biomase.

o Kvalitativni: nckteré mastné kyseliny (tzv. indikatorové) jsou produkované jen
nékterymi skupinami pidnich mikroorganismt. To umoziuje hruby odhad slozeni
mikrobidlniho spole¢enstva popf. sledovani zmény u vybranych skupin
mikroorganism1l.

o Fyziologické: znalosti o adaptaci biologickych membran je mozné vyuzit k indikaci
fyziologickych zmén pidniho mikrobidlniho spolecenstva (zejména indikace stresu).

Podstata metody: Metoda vyuziva toho, Ze fosfolipidy jsou u mikroorganismi piitomné
vyhradné v bunécnych membranach (nejsou ukladany jako zasobni latky), jejich mnoZstvi
Vv bunice je v poméru k hmotnosti cca konstantni a po bunééné smrti jsou rychle rozkladany.
Lze je tak vyuzit jako ukazatel Zivé mikrobialni biomasy. Cytoplazmaticka membrana jako
osmotické rozhrani bunky prochdzi neustalymi pfeménami, jejichZ cilem je udrZet pfimérenou
propustnost a pfimétenou fluiditu (tekutost) membrany. SloZzeni membranovych fosfolipidii
tak rychle reaguje na vnéjsi prostredi. Taxonomické odliSnosti v biosyntéze mastnych kyselin
umoziuji vymezit sadu indikatorovych mastnych kyselin. Vlastni provedeni metody je
zalozeno na extrakci fosfolipidi z pudy, jejich nasledné purifikaci (piecisténi) a konecném
stanoveni methylesterti fosfolipidovych mastnych kyselin metodou plynové chromatografie.

Etapizace stanoveni: Cely postup je rozdéleny do Ctyf etap, mezi kterymi je mozné vzorky
uchovavat zmrazené. Etapové zpracovani je ucelné i vzhledem k razné Casové naroCnosti
jednotlivych etap:
e 1. etapa: Extrakce celkovych lipidi z pidy.
e 2. etapa: Separace lipidovych frakci na neutralni lipidy, glykolipidy a polarni lipidy
(zahrnujici 1 fosfolipidy).
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e 3. etapa: Rozklad fosfolipidi a pfiprava methylesteri fosfolipidovych mastnych

kyselin.
e 4, etapa: Analyza methylesterii fosfolipidovych mastnych kyselin plynovou
chromatografii.

Pristroje a pomucky: Predvazky, analytické vahy, ultrazvukova lazen, tfepacka s chlazenim,
centrifuga, tlakova lahev s dusikem, rota¢ni odparka, zatizeni pro kolonkovou kapalinovou
chromatografii, vodni lazen, vortex, plynovy chromatograf nejlépe s hmotnostnim
detektorem, sklenéné reagencéni lahve 250 ml (,,pyrexky®), délici nalevky 250 ml,
centrifuga¢ni zkumavky sklenéné nebo teflonové, odmérné banky (na standard 19:0, objem
dle poctu vzorktll), automatické davkovace rozpoustédel, pipety sklenéné, 10 ml vialky (pro
stanoveni CHSK a celkového dusiku), 2 ml vialky s vickem a septem.

Chemikilie a roztoky: Cistd rozpoustédla by méla mit kvalitu ,,pro GC*. Chloroform bez
ethanolu, methanol vysuSeny, aceton, toluen, hexan, koncentrovana kyselina octova (ledova),
dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH2PO,4), hydrogenfosfore¢nan sodny (Na,HPO4.2H,0),
hydroxid draselny (KOH), methylnonadekanoat.

e Fosfatovy pufr (pH 7,4, 50 mmol/l): navéazi se 2,8 g KH,PO, a 5,2 g NagHPO4.2H,0
do 1 litru destilované vody a upravi se pH na 7.4.

e Kiyselina octova 0,2 mol/l: navazi se do kadinky 0,1207 g ledové kyseliny, rozpusti se
vV menSim mnozstvi deionizované vody, kvantitativné pfevede do odmérné baiiky a
doplni do 10 ml.

e Roztok KOH v methanolu: navazi se 0,1122 g KOH, rozpusti se v mensim mnozstvi
methanolu, kvantitativné pfevede do odmérné banky a doplni do 10 ml. Musi byt vzdy
cerstvy!

e Smés methanol — toluen 1:1 (v/v): musi byt vzdy Cerstvé pfipravené!

e Smés hexan — chloroform 4:1 (v/v)

e Promyvaci smés chloroform-pufr-methanol 1:0,8:2: smicha se 10 ml chloroformu,
8 ml fosfatového pufru a 20 ml methanolu.

e Standard methylnonadekanoatu 2 g/l v hexanu: navazi se do kadinky 0,0200 g
methylnonadekanoatu, prevede se kvantitativné hexanem do odmérné banky a doleje
hexanem do 10 ml. Musi byt vzdy Cerstvy!

Pozor! Fosfolipidy jsou citlivé a snadno podléhaji rozkladu, zejména svétlem a teplem.
Laboratorni sklo je nutné peclivé vymyt, nejlépe kyselinou chlorovodikovou.

Pozor! Pii praci se pracuje stékavymi a hoflavymi organickymi rozpoustédly, pracujte
v digestori. Methanol je vysoce toxicka latka!
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Pracovni postup:
1. etapa: Extrakce celkovych lipidi z pidy (¢asova narocnost cca 4 h)

Cilem této etapy je vyextrahovat z ptidy vSechny lipidy, pokud mozno kvantitativné.
1. Do 250 ml sklenéné lahve se odvazi cca 10 g pudy, piesna vaha se zaznamena.
2. Ptida se fosfatovy pufr (15 ml).
3. Piida se methanol (37,5 ml).
4. Ptida se chloroform (18,8 ml).
5. Vzorek se ochladi v lednici na cca 10 °C.
6. Nasleduje 15 min ultrazvukova lazen.
9. Po dobu 2 h se vzorek tiepe na tiepacce pii 200 rpm a 10 °C.
10. Vzorek se odstiedi pti 4 000 rpm, 30 min, 10 °C.
11. Supernatant se ptelije opatrné do délici nalevky.
12. K sedimentu se ptida cca 10 ml promyvaciho roztoku a diikladné se protiepe na
vortexu.
13. Vzorek se odstiedi pti 4 000 rpm, 10 min, 10 °C.
14. Supernatant se pfida do d¢lici nélevky.
15. Do délici nédlevky se ptida 18,8 ml destilované vody a 18,8 ml chloroformu.
17. Dé¢lici nalevka se uzavie a dikladné protiepe.
18. Separace fazi probiha ptes noc v lednici.
19. Spodni chloroformova faze se ptelije do barnky s kulatym dnem.
Po tomto kroku je mozné vzorek zamrazit a pokraCovat pozdéji.

2. etapa: Separace lipidovych frakci na neutralni lipidy, glykolipidy a polarni lipidy,
zahrnujici i fosfolipidy (Casova narocnost cca 2 h)

Cilem této etapy je rozdélit vyextrahované lipidy na jednotlivé lipidové frakce, aby bylo dale
mozné pracovat jen s frakci polarnich lipidl, ktera obsahuje i Zadouci fosfolipidy. Separace
lipidovych frakci probiha na polarnich silikatovych kolonkach. Podle zkuSenosti pracovnika
je vhodné zpracovavat soucasn¢ maximalné 2 - 4 vzorky. Vakuum na odparce je tteba nastavit
tak, aby elu¢ni rychlost byla cca 1 ml/min.

Pro kazdy vzorek se pouziva nova kolonka.

Pii praci s kolonkami je vZdy tfeba davat pozor, aby horni okraj nevyschnul. Tomu lze
zabranit doCasnym uzavienim pritoku pied napipetovanim dal§iho elu¢niho c¢inidla. Na
druhou stranu by se elu¢ni ¢inidla neméla michat, tj. davkovat dalsi je tfeba az po vsaknuti

ptedchoziho.

Davkou se rozumi naliti aZ po okraj kolonky, obvykle cca 3 ml.
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Vzorek se zahusti na vakuové odparce nacca 1 -5 ml.
2. Zapne se vakuum na piistroji pro kolonkovou chromatografii. Na kolonku se nalije
davka methanolu a otevie se kohout na kolonce.
3. Upravi se vakuum na rychlost cca 1 ml/min a pocka se az prokape methanolu, ktery se
jima do odpadu.
4. Nalijje se davka chloroformu a pocka se az prokape, jima se do odpadu.
Nalije se vzorek a pocka se, az se vsakne, eluent se jiméa do odpadu.
6. Nadoba se vymyje malym mnozstvim chloroformu (3x) a vSe se pfevede na kolonku a
necha vsaknout, eluent se jima do odpadu.
7. Eluyji se neutralni lipidy chloroformem (2 davky), jimaji se do odpadu.
8. Eluuji se glykolipidy acetonem (8 davek), jimaji se do odpadu.
9. Eluuji se polarni lipidy methanolem (2 davky), jimaji se do 10 ml vialky pro dalsi
praci.
10. Vzorek polarnich lipida se vysusi proudem dusiku.
Po tomto kroku je mozné vzorek fosfolipidii zamrazit a pokracovat pozdéji.

o

3. etapa: Rozklad fosfolipidii a priprava methylesterii fosfolipidovych mastnych kyselin.

Cilem této etapy je transesterifikace fosfolipidovych mastnych kyselin methanolem za vzniku
methylestert, které jsou té¢kavé a daji se dobie analyzovat plynovou chromatografii.

1. VysuSeny vzorek ve vialce se smichd s 0,5 ml smési methanol-toluen a protiepe se na
vortexu.
Pfida se 0,5 ml roztoku KOH v methanolu.
Promicha se smés a zazatkuje vialka.
Zahftiva se na vodni 1azni 30 - 45 min pii 37 °C, obcas se protiepe.
Vzorek se zchladi na laboratorni teplotu.
Pfida se 0,5 ml kyseliny octové (0,2 mol/l) a dikladné se protiepe na vortexu.
Ptidaji se 2 ml smési hexan:chlorofom (4:1) a nasledn€ 2 ml destilované vody.
Promicha se a odstfedi (4 000 rpm, 10 min).
Sklenénou pipetou se opatrné prenese horni hexanova faze do Cisté sklenéné 10 ml
vialky.

10. Do spodni faze se ptidaji 2 ml smési hexan-chloroform (4:1).

11. Znovu se odsttedi (4 000 rpm, 10 min).

12. Horni hexanova faze se ptida ke vzorku.

13. Do spodni faze se ptidaji 2 ml smési hexan-chloroform (4:1).

14. Potieti se odstiedi (4 000 rpm, 10 min).

15. Horni hexanova faze se ptida ke vzorku.

16. Prida se 10 ul standardu methylnonadekanoatu.

17. Vzorek se vysusi v proudu dusiku na cca 0,5 - 1 ml a kvantitativné se pfevede do 1 ml

vialky na GC.

Po tomto kroku je mozné vzorky zamrazit a pokracovat v praci pozd¢ji.

©CoNoORWN
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4. etapa: Analyza methylesterii fosfolipidovych mastnych Kkyselin plynovou
chromatografii.

Vzorky je vhodné umistit do vialek pro automaticky injektor. Pro detekci se obvykle pouziva
hmotnostni spektrometr. Kvantifikace se provadi pomoci piidan¢ho vnitiniho standardu
methylnonadekanoatu. Identifikace jednotlivych mastnych kyselin se provadi srovnanim
reten¢nich Casili s Casy standardli a porovnanim hmotnostnich spekter.

Tabulka 5. Priklad pouZitelného nastaveni parametri GC-MS pro stanoveni FAME

GC parametry

Plynovy chromatograf Varian GC 3800

Teplota injektoru 300 °C

Objem nastfikovaného vzorku 1yl

Metoda nastiiku Splitless, 0,2 min

Linearni rychlost 37 cm/s

Pritok kolonou (konstantni) 1,0 ml/min

. 50 °C, 1min, 25 °C/min, 150 °C, 0 min, 4 °C/min, 250 °C,

Teplotni program 5 min

Kolona VF-5 (firma Varian) 30 m x 0,25 mm x 0,25 um
MS parametry

Hmotnostni detektor Varian 4000

Typ MS detektoru Iontova past

lonizace EI (narazem elektronu)

Teplota ,,transferline 280 °C

Teplota iontové pasti 230 °C

Teplota manifoldu 40 °C

1(\r/[ne/rze)ny rozsah hmotnosti 45 - 500

Nomenklatura mastnych kyselin:

Nazvoslovi mastnych kyselin vyuZziva jak systematické chemické nazvy, tak trividlni ndzvy.
Také se pouziva kratkd symbolika ve tvaru vCC:XwoYt, pficemZz CC oznacuje pocet atomi
uhliku v molekule, X pocet dvojnych vazeb, @ polohu dvojnych vazeb od alifatického fetézce
(napt. 16:107 = k. cis-9-hexadecenova = palmitolejova, 18:2w6,9 = k. cis,cis-9,12-
oktadidecenova = k. linoleova), t oznacuje trans konfiguraci na dvojné vazb¢ (napft. 16:1w7t =
K. trans-9-hexadecenova = k. palmitelaidova). Vétveni i oznaCuje iSO mastné kyseliny
s methylovou skupinou na ptedposlednim uhliku od alifatického konce (napt. 117:0 = k. 15-
methylhexadekanova), vétveni a anteiso mastné kyseliny s methylovou skupinou na tfetim
uhliku od alifatického konce (napt. al7:0 = k. 14-methylhexadekanovd), cy oznacuje mastné
kyseliny s cyklopropylovym kruhem (napf. cy19:0 = k. 9-methylenoktadekanova). Ostatni
vétveni se obvykle vyjadiuji béZnymi pfedponami z chemického nazvoslovi
(napt. 10Me-16:0 = k. 10-methylhexadekanova, 30H-14:0 = k. 3-hydroxytetradekanova).
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Indikatorové mastné kyseliny:
V odborné literatute je uvedena fada indikatorovych mastnych kyselin, k ¢astym kombinacim
patii nasledujici:

e Houbova biomasa je kvantifikovana pomoci obsahu 18:216,9.

e Bakterialni biomasa je reprezentovana sumou koncentraci 114:0, 115:0, al5:0,
16:107t, 16:1w9, 16:1w7, 18:1w7, 10Me-16:0, i17:0, al7:0, cy17:0, 17:0, 10Me-17:0,
10Me-18:0, cy19:0; ztoho gramnegativni bakterie pfedstavuji sumu koncentraci
cyl17:0, cyl9:0 a 18:1w7, grampozitivni bakterie sumu koncentraci 114:0, 115:0, al5:0,
117:0, al7:0 a aktinomycety jsou kvantifikovany dle obsahu 10Me-16:0, 10Me-17:0,
10Me-18:0.

e Environmentalni stres (pomér trans/cis) je vypocCitin jako pomér koncentraci
(18:10w7+16:1w7)/(18:1w7t+16:1w7t). Hodnoty do 0,1 jsou povazovany za normalni,
nad 0,1 za stresové.

e Nutri¢ni stres (cy/pre) je indikovan souftem a pomérem koncentraci
(cyl7:0+cy19:0)/(16:107+18:1w7). Vyssi hodnoty nez cca 0,4 jsou povazovany za
indikatory pfechodu gramnegativnich bakterii do stacionarni faze, coz je v piirozenych
padach zptsobené obvykle nedostatkem Zivin nebo vody.

9.2 Stanoveni respirace pudy

Metoda ukazuje na okamzZitou metabolickou aktivitu (pfevazn€ aerobni) pidnich
mikroorganismtl. Vhodna je zejména pro opakovand méfeni a vzajemna srovnavani (napf.
sezoénni variabilita, porovnani riznych typt pud, riznych zasahu v pidach apod.). Aktivita
zavisi vyznamné i na vlhkosti, proto se ¢asto realizuje i varianta s optimalizaci pidni vlhkosti,
¢imz se vice zvyrazni vliv dalSich faktori (sezonnost, pfisun Zivin, naruSeni ptidy apod.) na
mikrobidlni metabolismus. Lze realizovat 1 variantu, kdy se méfi metabolicky potencidl, tj.
K pidé se pfida vhodny substrat (napi. glukdza nebo jiné rozlozitelné organické latky) a
sleduje se narust respirace.

Podstata metody: Oxid uhli¢ity produkovany mikroorganismy je zachycovan v roztoku
hydroxidu sodného za vzniku hydrogenuhli¢itanu. Nezreagovany hydroxid je pak titrovan
kyselinou chlorovodikovou.

Pomiicky: Sklenéné 1ahve se Sirokym hrdlem a Sroubovacim uzavérem (,,pyrexky) o objemu
100 ml, kadinky o objemu 5 ml (Ize i 10 ml), byreta, pipety, kapatko, analytické vahy, 1Zicka,
pinzeta, titracni banky, inkubator, parafilm.
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Chemikalie:
e Cerstvé piipraveny 0,5 mol/l NaOH (20 g/l).
e Kiyselina chlorovodikova 0,1 mol/l (cca 4,3 ml koncentrované HCI na litr).
e Tetraboritan sodny Na,B,07.10H,0.
e Fenolftalein (0,1% roztok v 60% ethanolu).
e Methyloranz (0,1% roztok ve vodg).
e Chlorid barnaty BaCl; 12,5 %.

Pripravné prace:
e Na kazdy vzorek jsou potieba dvé 100 ml pyrexky, plus navic 3 - 6 dalSich na
kontroly (pro vSechny vzorky).
e Pro kazdy vzorek jsou potieba dvé 5 ml kadinky, plus navic 3 - 6 dalSich na kontroly.

ZaloZeni vzorkii:

1. Do kazdé pyrexky se navazi cca 1g vzorku pldy (kontroly jsou bez vzorku), pro kazdy
vzorek dvé opakovani.

2. Do pyrexky se pinzetou vlozi 5 ml kadinka a do ni se napipetuji 2 ml NaOH (0,5
mol/l).

3. Pyrexka se té€sn¢ uzavie (pro jistotu je vhodné omotat uzévér parafilmem) a
zaznamena se datum a ¢as uzavieni.

4. Inkubuje se pfi 25 °C 1 - 7 dni dle ptedpokladané respiracni aktivity.

Stanoveni titru Kyseliny:

1. Navazi se 0,4 g tetraboritanu sodného Na,B,07.10H,0.

2. Kvantitativné se ptevede do titracni baiiky a rozpusti se v celkovém objemu cca 20 ml

deionizované vody.

3. Ptik4pnou se 2 kapky methyloranZze.

4. Titruje se do oranzového zabarveni (cca 20 ml).
O spravném konci titrace se lze presvédcit prikapnutim 1 kapky NaOH (0,1 mol/l), pfi¢emz
roztok by m¢l opét zezloutnout.

Titrace vzorkii:

1. ZapiSe se datum a ¢as ukonceni.

2. Otevie se pyrexka a opatrné se vyjme kadinka s hydroxidem.

3. Hydroxid se kvantitativné ptevede do 50 ml kéadinky, tj. 3x se provede vyplach

destilovanou vodou.

4. Ptidase 1 ml 12,5 % BaCl, a 1 - 2 kapky fenolftaleinu.

5. Titruje se kyselinou aZ do Uplného odbarveni.
Ke konci titrace ptechazi fialova barva v rizovou nez dojde k Giplnému odbarveni. Roztok
neni Ciry, protoze obsahuje srazeninu. O spravném konci titrace se lze piesveédcit pridanim
2 - 3 kapek fenolftaleinu, pficemz by nemélo dojit k opétovnému zabarveni roztoku.
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Vyhodnoceni vysledkii:
e Vypocet titru kyseliny probiha na zaklad¢ rovnice:
2000.m,

= 3813721V,

kde: ck je skute¢na koncentrace kyseliny v mol/l, m; je navazka tatraboritanu v gramech, Vy je
spotieba kyseliny v ml a 381,3721 je molarni hmotnost tetraboritanu sodného.

e Respirace se vypocita na zéklade¢ rovnice:
Vv, V,)c,.1000

t.m,

R =

kde: R je respirace v umol CO; za hodinu na gram pudy, Vi je primérna spotieba kyseliny na
titraci kontrol, V, je spotieba kyselina na titraci vzorku, t je ¢as inkubace v hodinach a m, je
navazka vzorku. Vysledky je vhodné pfepocitat na suchou hmotnost.

9.3 Stanoveni enzymovych aktivit v pidé

Mikroorganismy provadi intenzivni metabolickou c¢innost, kterd je katalyzovana enzymy.
Tyto enzymy mohou byt intracelularni (lokalizované uvnitt buiiky), povrchové (vdzané na
povrch mikroorganismu popi. u gramnegativnich bakterii v periplazmatickém prostoru) nebo
mohou byt extracelularni (do prostfedi zamérné uvoliiované). Aktivitu enzyml je mozné
stanovit a ziskat tak pfedstavu o metabolickych preferencich mikrobidlniho spolecenstva.

Vétsina enzymi je selektivnich a katalyzuji metabolickou pfeménu jen jednoho substratu
popt. jemu chemicky podobnych substratii. Enzymové aktivity se proto nejcastéji stanovuji
pomoci umélych substratli, ze kterych se reakci uvoliluje dobte detekovatelna ¢ast (barevna,
fluorescen¢ni apod.), popt. které se samy na takovou pireménuji. Enzymova aktivita zavisi
vyznamné na teploté, tu je proto tfeba peclivé dodrzovat pouzivanim inkubatoru. Rada
enzymi vyzaduje doplnkovy substrat (napi. peroxid vodiku), ktery by normalné poskytoval
mikroorganismus a ktery se proto musi pfidavat externg.

9.3.1 Vyjadiovani enzymovych aktivit

Podle SI se pro vyjadieni aktivity enzymt pouziva jednotka katal (kat), 1 kat = mol/s. Pro
praktické pouziti je ale tato jednotka pfili§ velika, obvyklé hodnoty jsou v fadech mikrokatali
nebo nanokataltl, 1 niz$i. V praxi se proto daleko Castéji vyuzivd uméla enzymova jednotka
(enzyme unit = U), ktera je definovana jako pumol/min. Pfi vyjadfovani enzymové aktivity
Vv pide je nutné vysledek prepocitat na jednotku hmotnosti pidy (tj. napt. U/g), navic obvykle
suché piidy (susinu v procentech je tieba stanovit zvlast). Pii vyjadfovani vysledkl je nutné
doplnit daj o pouzité teploté a pH, na kterych enzymové aktivity vyznamné zavisi.
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9.3.2 Stanoveni enzymovych aktivit v ptidé pomoci substrati uvoliiujicich
p-nitrofenol

Principem stanoveni je rozklad umélych substrati, které enzymatickym rozkladem uvoliuji
p-nitrofenol. Ten je vV zasaditém prostiedi zluty a je mozné ho stanovit snadno
spektrofotometricky pii 400 nm. Metodou je mozné stanovit jak enzymy volné po extrakci do
vhodného pufru, tak enzymy véazané tzv. piimou inkubaci, kdy se roztok substratu pridava
pfimo k vzorku pudy. Umély substrat je mozné rozpustit bud’ ve vodé (pak se stanovuje
aktivita pfi pH puady) nebo ve vhodném pufru optimalnim pro urc¢it¢ skupiny enzymu.
Vhodnych substrati dodavaji komercni firmy celou fadu pro stanoveni aktivity zejména
hydrolytickych enzymu, viz Tabulka 6.

Tabulka 6. Piiklady vhodnych substrati pro stanoveni hydrolytickych enzymu zakladnich geochemickych
cykli

Substrat Enzym Katalyzuje reakci Pouziti
p-nitrofenolfosfat | Fosfataza Hydrolytické Jeden ze zakladnich
(pNPP) odstépovani fosfatovych | enzymi geochemického
skupin cyklu fosforu
p-nitrofenolsulfat | Arylsulfataza | Hydrolytické Jeden ze zakladnich
(pNPS) odstépovani sirand | enzymu geochemického
z aromatickych jader cyklu siry
L-alaninnitroanilid | Proteaza Hydrolytické Stépeni | Jeden ze zakladnich
(ANA) peptidovych vazeb enzymu geochemického
cyklu dusiku

Pomiicky a pristroje: Vortex, hodinky/stopky, automatickd pipeta (100 - 1 000 pl),
inkubdtor, centrifuga, mikrotitra¢ni desticka, destickovy reader.

Chemikalie:
e Uhlicitan sodny 1 mol/Il.
e Roztoky umélych substrati.

Substrat Koncentrace
pNPP 7,6.10° mol/l
ANA 1.10° mol/I
pNPS 3,333.10™ mol/I

Postup metody:
1. Do plastovych mikrozkumavek (typu eppendorf) se navazi cca 0,05 g a pfesna
hmotnost vzorku se zaznamena.
2. Pfipravi se Cerstvé roztoky substratii ve vodé (viz chemikélie a uvedend tabulka) a
vytemperuji se na 40 °C.
3. Vytemperuji se navazené vzorky v eppendorf zkumavkach.
4. Spusti se méfeni Casu.
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5. Napipetuje se do kazdé eppendorf zkumavky 0,5 ml roztoku substratu, zvortexuje

(cca 5 s) a zaznamena se piesny Cas (start reakce).

Vzorky se vlozi do inkubatoru a temperuji po zadany cas.

7. Do kazdé eppendorf zkumavky se pfida 0,25 ml roztoku 1M uhli¢itanu sodného,
zvortexuje se (cca 5 s) a zaznamena se piesny ¢as (konec reakce).

8. Po piidani uhli¢itanu do posledni eppendorf zkumavky se ndsledné vSechny
zvortexuji.

9. Vzorky se odstiedi pfi 13 000 rpm 5 min.

10. Pipetou se odebere 300 ul supernatantu do mikrotitracni desticky a méfi se absorbance
pti 400 nm.

o

Paralelné je tfeba stejnym zplisobem zméfit sadu kontrol, ke kterym vSak nebude ptidavan
substrat, ale pouze pufr, resp. voda. Ke konci méfeni je vhodné udélat kontrolu, zda
nedochazi k samovolnému rozkladu substrati, tj. smichat v mikrotitracni destiéce 200 pl
substratu

a 100 pl uhli¢itanu. Pokud je absorbance vyssi, je vhodné jeji hodnotu odecist.

Poznamky:

e Aktivita enzymu je v riznych pidach velmi variabilni a podle toho se lisi i Casy
reakce. Napf. pro stanoveni fosfataz staci zpravidla inkubace po dobu nékolika minut,
pro jiné enzymy je tieba i nékolik hodin. Pokud s danymi vzorky neni zkuSenost,
nezbyva nez vyzkouset ¢asovy interval naslepo a podle vysledku stanoveni zopakovat
S upravenymi ¢asy. Pti kratSich intervalech je tfeba dbat na presné méteni casu velice
uzkostlivé, protoze ptipadna chyba je velka.

e Linearni rozsah méfeni absorbanci je pii 400 nm pomérné velky, na modernich
spektrofotometrech 1ze méfit az po hodnoty 2 1 2,5. Je-li absorbance vyssi, je nutné
provést fedéni vzorku. V takovém ptipadé je ale tfeba zméfit i stejné ziedénou
kontrolu.

Vyhodnoceni vysledkii:
e Nejprve je tfeba vypocitat rozdil absorbanci, podle vzorce:

m
AA=A -A —
A=A =

kde: A, a Ay jsou absorbance vzorku a kontroly, m, a my jsou navazky vzorku a kontroly.

e Aktivita se pak vypocita jako U = —1°S%VAV

kde: U je aktivita enzymu Vv jednotkach U/g (umol/min/g), V je objem tekutiny v eppendorf
zkumavce v ml (0,75 ml), &je extinkéni koeficient (11600 M™*cm™), t je Gas inkubace v min.
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9.3.3 Stanoveni aktivity dehydrogenaz v pudé

Aktivita dehydrogenazovych enzymi vypovida celkové o aktivit¢ mikrobidlniho
spolecenstva. Principem metody je redukce trifenyltetrazolium chloridu (TTC), ktery slouzi
jako akceptor elektrontl, na trifenylformazan (TFF). Ten je rtizovy a je mozné ho stanovit
spektrofotometricky pii 546 nm. Vzorek pudy v pufru je inkubovan s roztokem TTC, TFF je
nasledné extrahovéan acetonem a stanoven.

Chemikalie:
e Tris-HCI pufr (12,1 g/l, pH 7,6).
e Roztok TTC 1 g/l v TRIS pufru.
e Sada kalibra¢nich roztokti TFF v acetonu (cca 10 - 20, doporuéeny kalibrac¢ni rozsah
1-300 pumol/l).
e Aceton (p.a.).

Postup:

1. Do plastovych konickych centrifugacnich zkumavek se navadzi po 2 g vzorku pudy
(navazka nemusi byt pfesné 2 g, ale pfesnou navazku je tfeba zapsat). Od kazdého
vzorku se navazi 4 zkumavky.

2. Ke tfem zkumavkam se ptidd 5 ml roztoku TTC, ke ¢tvrté se piida 5 ml ¢istého TRIS
pufru (kontrola).

3. Zkumavky se zaviou a promichaji na vortexu.

4. Zkumavky se nechaji inkubovat pii 25 °C po dobu cca 24 h (pfesny c¢as je tieba
zaznamenat) za soustavného ttepani (150 rpm).

5. Po inkubaci se ptfida 16 ml acetonu a smés se promicha na vortexu.

6. Smés se necha tfepat 1 h na tfepacce.

7. Smgs se odstiedi pti 4 000 rpm po dobu 10 min.

8. Cisty supernatant se pipetuje do kyvety a méfi se absorbance pii 546 nm proti &istému

acetonu (blank).

Vyhodnoceni vysledkii:

V enzymové praxi byva zvykem uvadét vysledky v enzymovych jednotkach U (umol/min)
resp. v ptipad¢ padnich vzorka v U/g susiny. Koncentrace je proto tieba dosazovat v umol/I,
Casy v minutach a navazky v gramech, suSinu stanovit separatné a vyjadiit v intervalu O - 1.

1. Nejprve je tfeba proméfit kalibracni kiivku TFF v acetonu v linedrnim rozsahu
absorbanci (A) a vyjadrit ji ve tvaru A = kc+q.
kde: k je smérnice kalibra¢ni kiivky, ¢ koncentrace v mmol/l a q absolutni ¢len kalibraéni
ktivky.
V piipadé statistické nevyznamnosti absolutniho ¢lenu se pouzije jen tvar A = kc (tj. g=0).

2. Pro kazdy vzorek se dale vypocita rozdil mezi absorbanci vzorku (Ay) a kontroly (Ay)
opraveny o navazky vzorku (m,) a kontroly (my), viz rovnice.
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A=A A"

A-9q
k'

4. Nakonec se vypocita aktivita (D) dehydrogenaz v jednotkach U/g suSiny po dosazeni
koncentrace TFF (c), objemu ¢inidla (V=0,016 1), ¢asu inkubace (t), navazky (m,) a
hmotnostniho zlomku susiny (ws) do vztahu:

D- cVv

tm, w,

5. U vysledkl z vice opakovani se vypocitaji podle potfeby statistické charakteristiky

(pramér, median, smérodatna odchylka, interval spolehlivosti, kvartily apod.).

3. Z kalibrac¢ni kiivky se vypocita koncentrace TFF pomoci ¢ =
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10 Stanoveni mikroorganismu pritomnych ve vzduchu

Ve vzduchu jsou pfitomné cCastice prachu, na kterych se vyskytuji bakterie, a nebo jsou
pfitomné spory hub, které¢ tvoii stalou slozku tzv. aeroplanktonu. Ve vzduchu pievladaji
saprofytické bakterie i bakterie patogenni, které jsou pfitomny na zaschlych kapénkach slin a
hlenu jako tzv. infek¢ni prach, jehoz vifenim jsou Castice vdechovany, ¢imz se Sifi infekce.

10.1Stanoveni mikroorganismi ve vzduchu spadem

V mikrobiologické praxi se metoda stanoveni mikroorganismii spadem pouziva pro potieby
zjisténi trovné kontaminace laboratorniho prostoru. Aplikace této metody je soucasti systému
zajiSténi spravné laboratorni praxe, v ramci akreditace laboratoii a dale ovéfeni toho, zda
prosttedi, ve kterém se provadi mikrobiologické analyzy, je skutecné dostatecné
dezinfikované a sterilni.

Princip metody: Metoda vyuziva faktu pfitomnosti mikroorganismii ve vzduchu v rtizné
formé véazanych na ¢asticich prachu, které se samoziejmé gravitacné usazuji. Rychlost tohoto
spadu se detekuje pomoci misky se ztuzenym kultivaénim médiem, kterd se na sledovaném
misté nechd oteviend po definovany cas a nasledné se kultivuje, aby zachycené
mikroorganismy utvofily kolonie, které je nakonec mozné spocitat pouhym okem.

Pomiicky: Miska s PCA (alternativné lze pouzit Sabouraudiv agar), lihova fixa, hodinky
(stopky), parafilm.

Postup:
1. Misku sPCA popiste a doneste zavienou na misto, kde chcete sledovat spad
mikroorganismu ze vzduchu.
2. Vyznacte na misku ¢as zacatku méfeni a odklopte vicko. Pti umistovani dbejte na to,
aby misku n€kdo omylem neposkodil (nerozslapl, nenamocil apod.).
Misku nechte otevienou na misté po dobu cca 1 az 2 h, v Cistém prostiedi popf. i déle.
Misku ptiklopte vickem a vyznalte ¢as konce méteni.
5. Misku dokola obalte po okrajich parafilmem a nechte kultivovat v termostatu
(30 °C, 24 h) v zavésené poloze.
6. Spocitejte narostlé kolonie a vysledky vyhodnot'te.

Hw

Vyhodnoceni:
Zmgeite priméer misky a vypocitejte jeji povrch. Spocitejte pocet narostlych kolonii (KTJ) a
vysledek vyjadiete jako rychlost spadu v KTJ/cm?/h.

Poznamka: Mira pokryvnosti plochy misky se vztahuje i k plose objektu, ve kterém byl spad
hodnocen. Napft. pro potieby zjiSténi urovné sterilniho prostiedi v mikrobiologické laboratoii
by nemél byt po&et kolonii na misce o priméru 90 mm v&tsi nez 1 (tj. 160 KTJ/m? mistnosti).
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11 Bakterialni riistovy test toxicity

Testy toxicity jsou nezbytné v mnoha odvétvich, at’ uz se jedné o testovani kvality pitnych a
odpadnich vod, testovani rizikovych vlastnosti chemikalii, hodnoceni nebezpecnych vlastnosti
odpadi nebo monitorovani dekontamina¢nich zasahti. Pro environmentélni tcely jsou testy
toxicity provadény na organismech s riiznou ekologickou roli na rizné trofické urovni.
Jednou z vyznamnych skupin mikroorganismid jsou bakterie, jejichz prevazujici a
nejvyznamnéjSi ekologicka role spocCivd v rozkladu a mineralizaci organické hmoty.
Nejpouzivangj§im testem toxicity na bakteriich je test zhaSeni luminiscence motskych
svétélkujicich bakterii Vibrio fischeri, ktery testuje akutni toxicitu. U bakterii 1ze ale rychle
provadét i chronické testy (inhibice rustu bakteridlni populace) vzhledem k jejich rychlému
rozmnozovani.

Metoda neni zatim normovand a lze ji pouzit pro stanoveni toxicity jakékoliv latky rozpustné
ve vod¢ (resp. zivném médiu). V ptipad¢, ze je vzorek ve vodé Spatné rozpustny, lze ho
rozpustit ve vhodném rozpoustédle (v netoxické koncentraci, napt. 5 % methanol), nicméné je
nutné piidat kontrolni vzorek se stejnym mnozstvi rozpoustédla.

Podstata zkousky: Principem metody je sledovani nardstu bakterialni suspenze na vhodném
médiu a porovnani rastovych kiivek ovlivnénych piidavkem toxikantu a bez jeho ptidavku.
Narust I1ze sledovat mnoha zpisoby, nejjednodussi je turbidimetrické (spektrofotometrické)
méfeni zakalu (optické denzity, OD). S vyhodou lze vtomto piipadé vyuzit pfistroju
schopnych méfit vzorky na mikrotitracnich destickach ve vétSim poctu najednou (nejcastéji
V 96 jamkach).

Pristroje a pomicky: Destickovy spektrofotometr (idealné s inkubaci a tfepanim),
mikrotitratni desti¢ka, odmérné banky, sterilizacni lahve, automatické pipety (idealné
vicekanalové), Spi¢ky k automatickym pipetam, krabicka pro sterilaci Spicek, sterilni Petriho
misky, sterilni Erlenmayerovy barnky.

Chemikalie: sterilni voda, LB médium, bakteridlni suspenze.

Postup:

Prace zahrnuje 5 etap, kterymi jsou: pfiprava sterilnich médii a pomucek; kultivace
bakteridlni suspenze; nasazeni (napipetovani) pokusu; vlastni méfeni rastovych kiivek a
vyhodnoceni vysledkil. Cinnosti vyzadujici sterilni praci provadgjte v laminarnim boxu nebo
u plamene kahanu.

1. Piipravte LB médium (500 ml) do 1 000 ml sterila¢ni lahve.

2. Do sterilacni lahve napust’te cca 100 ml destilované vody.

3. Spolu s Erlenmayerovymi bankami a $pi¢kami pro automatické pipety ve sterilacni
krabicce sterilujte vSe v autoklavu (15 min, 121 °C).

4. Do Erlenmayerovy banky nalijte steriln€ cca 100 ml LB média.
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o

ZaocCkujte vybranou bakterii.

6. Kultivujte na tfepacce pres noc (teplota dle bakterie, obvykle 30 °C) do pozdni

exponencialni faze.

Ziedte bakterialni suspenzi na hodnotu ODggo (méfeno spektrofotometricky) cca 1,0.

8. Do mikrotitracni desticky napipetujte koncentracni fadu toxikantu (idedlné¢ ve tfech
popf. 1 vice opakovanich).

9. Odlijte si mensi mnozstvi LB média do Petriho misky a pomoci multikanalové pipety
napipetujte do kazdé pouzité jamky 25 ul.

10. Odlijte si mensi mnozstvi bakteridlni suspenze do Petriho misky a pomoci
multikanalové pipety napipetujte do kazdé pouzité jamky 25 pl.

11. Spust’te destickovy spektrofotometr a vyberte vhodnou metodu (kinetické meéieni
S pritbéznym promichavanim a temperaci).

12. Vlozte mikrotitraéni desti¢ku do pfistroje a spustte méfeni; zpravidla staci 3 - 5 h

méteni k dosazeni zadoucich vysledk.

~

Navrh experimentu:

Konkrétni navrh (uspofaddni) experimentu (obsazeni jamek mikrotitraéni desticky,
koncentra¢ni fada, pocet opakovani apod.) se lisi pokus od pokusu dle potteby. Pro statistické
zpracovani je vhodné mit kazdou koncentraci ve tech i vice opakovanich, 96 volnych jamek
na desti¢ce tomu dava dostatecny prostor. Kazdy experiment musi mit i svou kontrolu, tj. tfi
jamky, do kterych je misto toxikantu napipetovana sterilni destilovand voda. Kontrola je
dalezitd pii nasledujicim vyhodnocovani (viz dale). Pokud byl toxikant rozpustén
Vv organickém rozpoustédle, je tfeba pfidat 1 kontrolu jen S timto rozpoustédlem. Pokud by
toxikant potencidln¢ interferoval s méfenim zdkalu (zakalené vzorky, vyrazné barevné
vzorky), je tieba udé€lat i kontroly bez LB média a bakterii a jejich zakal pifed vyhodnocenim
odecist. Pfi navrhu experimentu je vhodné vychazet z rozmért mikrotitracni desticky (8x12
jamek) a koncentracni fady volit tak, aby pokryly fadky a sloupce (napt. 7 koncentraci plus
kontrola do sloupce, 5 koncentraci plus kontrola na polovinu fadku apod.).

Tabulka 7. Priklad navrhu toxikologického experimentu na mikrotitracni desticce

1 |2 |3 4 5 6 7 8 9 10 |11 |12

Toxikant 160 pg/g

Toxikant 80 ug/g

Toxikant 40 ug/g

Toxikant 20 ug/g

Toxikant 10 ug/g

Toxikant 5 ug/g

Toxikant 2,5 ug/g

I|OmMmooOlm >

Kontrola

Samoziejmé je mozné méfit vice toxikantl soucasné, v takovém piipadé staci jedna spolecna
kontrola (alespoii ti1 jamky). Pfi navrhovani koncentraéni fady je dilezité neopomenout, ze
pfipravena koncentrace se jest¢ zfedi nutnym piidavkem Zivného média a bakteridlni suspenze
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(v uvedeném piipadé z celkového objemu 250 ul v jamce piedstavuje toxikant 200 ul (80 %),
tj. ptipravené koncentrace je pii vyhodnoceni tfeba nasobit koeficientem 0,8 resp. pokud je
tfeba testovat presné koncentrace, je tieba je pfipravit 1,25xvyssi.

Standardné se pouzivaji plastové mikrotitrani desticky, nicméné pro specidlni pouziti (pfi
stanoveni toxicity malo polarnich latek apod.) je mozné pouzit 1 sklenéné. Pozor ale na jejich
kiehkost.

Vyhodnoceni:
1. Ze ziskanych hodnot zavislosti mnozstvi bakterii na Case sestavte grafy rastovych
ktivek pro jednotlivé koncentrace toxikantu.
2. Na kazdém grafu vymezte exponencialni fazi a vypocitejte specifickou rastovou
rychlost u resp. plochu pod kiivkou.
Pro kazdou koncentraci toxikantu vypocitejte inhibici rastu I=pox/ Lkon-
Vytvoite graf zavislosti inhibice na koncentraci.
5. Vhodnou metodou (napt. probitovou analyzou nebo nelinearni regresi) vypocitejte
pozadované toxikologické parametry, zejména hodnotu IC50.

How

Naméiend data z destiCkového spektrofotometru je mozné snadno exportovat do textového
souboru, ktery lze otevtit v programu MS Excel nebo jiném tabulkovém procesoru. Kazdy
sloupec obsahuje casovou fadu naméfenych hodnot, staci pozadované vynést do grafu (je
jasngjsi dat koncentracni fadu a kontrolu na jeden graf a vhodné barevné odlisit). Graf by m¢l
byt typu XY bodovy (ne spojnicovy, ktery nebere v tvahu hodnoty na ose X).

Rust Pseudomonas fluorescens v pfitomnosti methanolu
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Obr. 18. Pfiklad ristové krivky Pseudomonas fluorescens v piitomnosti methanolu jako toxikantu. Je
zjevné, Ze koncentrace do 8% nemaji vliv na rist bakterie, zatimco p¥i vy$sich koncentracich uz k inhibici
dochazi, koncentrace 40% inhibuje rist uplné.
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Vypocet inhibice ristu je mozné provést dvéma zpusoby: bud’ jako pomér specifickych
ristovych rychlosti (u) V pfitomnosti toxikantu a v kontrole nebo porovnanim nartstu
biomasy, ktery se pocita jako plocha pod kiivkou (integral riistové kiivky).

Specificka riistova rychlost pu se vypocita z exponencialni faze ristové kiivky podle vztahu:
_InN,—-InN,
- tK _tz

kde: u je specifickd rastova rychlost, Nk je koncentrace mikroorganismii na konci

exponencialni faze, Nz je koncentrace mikroorganismu na zacatku exponencialni faze, tx je
¢as konce exponencialni faze, tz je ¢as zacatku exponencialni faze.

Inhibice se pak vypocita jako | = 1- (u / ).
kde: 7 je inhibice, u; je specificka rastova rychlost ovlivnéna toxikantem, i je specificka
rustova rychlost kontroly.

Pozor: Specifickou riistovou rychlost 1ze vypocitat skute¢né jen z exponencialni faze riistové
ktivky, proto je potieba sestrojit graf a exponencialni fazi si vymezit (v ukazkovém pitipadé je
to0-4h).

Integral ristové krivky (plocha pod kiivkou) se spocitd nckterou z numerickych
integracnich metod, napt. lichobéznikovou metodou (tj. plocha pod kiivkou se rozdéli na
lichobéZniky ohrani¢ené namétenymi body a jejich plochy se sectou):

11
S= ;E(tn _tn—l)(Nn + Nn—l)

kde: S je plocha pod ristovou kiivkou, Ny je koncentrace bakterii (popf. OD) u n-tého méfeni,
t, je Cas n-t€ho méteni.

Inhibice se pak vypocita jako | = 1-(S;/ S).
kde: 7 je inhibice, S; je plocha pod ristovou kiivkou s vlivem toxikantu, S, je plocha pod
ristovou kiivkou kontroly.

Vypocitané inhibice se vynesou do XY-bodového grafu v zavislosti na koncentraci toxikantu.
Vznikla zavislost by mél byt pfiblizné sigmoidni (esovitd). Pokud je koncentra¢ni fada
exponencialni (napf. koncentrace klesaji cca o polovinu), je vhodné pouZit logaritmické
meéfitko na ose X.

Hodnota IC50 je nejvyznamnéjsi toxikologicky ukazatel. Vyjadiuje koncentraci toxikantu,
kterd zptsobi snizeni ristu bakterii pravé o 50 %. Hodnota IC50 se vypocita, stejné jako
pripadné dalSi toxikologické ukazatele, regresi ziskanych dat. To lze udélat nékolika
zpusoby:
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1. Prolozit experimentalni koncentra¢né-inhibi¢ni data nelinearni regresi vhodnou rovnici
popisujici sigmoidni kFivku.
Rovnic popisuyjicich sigmoidu existuje celd fada (Weibiilova rovnice, Gompertzova funkce,
Hillova rovnice atd.). Jako ptiklad bude dale vyuzita tzv. logisticka funkce (téZ znama jako
Boltzmannova sigmoida) v mirn¢ upraveném tvaru, kdy hodnota IC50 uz je vyjadiena jako
regresni parametr kiivky.
| = 1
IC50-¢c
l+e ™
kde: 7je inhibice, ¢ je koncentrace toxikantu, 1C50 je zadana hodnota IC50, kterou pocitame,
m je regresni parametr vyjadiujici sklon kiivky, e je zaklad pfirozenych logaritma (2,71828..).

Nelinearni regrese sigmoidnich kiivek se Vv nejcastéji pouzivané aplikaci MS Excel pocita
ponckud slozité, protoze Excel nemd pteddefinované sigmoidy na prokladani kiivek
v grafech. Je proto vhodné pouzit néktery z dostupnych programii schopnych pocitat
nelinedrni regrese. Pro ucely jednoho protokolu je mozné napt. stahnout zkuSebni verzi baliku
QCExpert od ceské firmy Trilobyte software (www.trilobyte.cz) nebo vyuzit i nékteré
programy s licenci freeware, popt. Skolou pfedplaceny software v pocitatové ucebné. Vyhoda
statistickych balikii v porovnani s aplikaci Excel je v tom, ze vypocitaji regresni hodnoty i
S ptisluSnymi intervaly spolehlivosti.
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Obr. 19. Piiklad zavislost inhibice ristu Pseudomonas fluorescens na koncentraci methanolu (viz Obr. 14).
Vsimnéte si, Ze niZsi koncentrace zpisobuji stimulaci ristu bakterii (tj. zapornou inhibici). Naméfena
data jsou proloZena logistickou k¥ivkou.
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2. Hodnoty inhibic je také mozné pfepocitat na tzv. probity dle Tabulky 8. Probity, pokud
jsou vynesené do grafu proti logaritmu koncentrace, tvoii obvykle linearni zéavislost,
kterou lze prolozit snadno linearni regresi a vypocitat hodnotu IC50.

Probitova metoda byla vyvinuta ve 30. letech 20. stoleti, aby umoznila linearizovat
sigmoidni z&vislost a usnadnit tak vypocet i bez pouziti tehdy nedostupné vypocetni techniky.
Je zaloZena na teoretickém ptedpokladu, Ze citlivost jednotlivych jedincii testované populace
Kk toxikantu ma tzv. normalni rozdéleni. Probity ptedstavuji inverzni funkce k distribuéni
funkci normalniho rozd¢leni, kterou ale nelze vyjadrit analyticky (vzorcem), proto se pouziva
tabulka resp. pocitac.

Postup:

1.
2.
3.
4
5.

6.

Pro kazdou hodnotu inhibice naleznéte v tabulce nejblizsi probitovou hodnotu.

Pro kazdou koncentraci vypocitejte jeji dekadicky logaritmus.

Sestrojte graf, kdy na ose X budou logaritmy koncentrace a na ose Y zji§téné probity.
Hodnoty prolozte linearni regresi probit = kx + q (napt. v Excelu funkci Spojnice
trendu v grafu nebo Lin.regrese v datech).

Z regresni kiivky vyjadiete x a vypocitejte hodnotu odpovidajici probitové hodnoté 5
(probit 5 odpovida 50 % inhibici, viz tabulka 8).

Z této hodnoty vypo¢itejte hodnotu 1C50 = 10*.

Poznamka: Vychazi-li zaporné a nulové inhibice, kterym odpovida probit 0, pak je tfeba
pocitat regresi jen s jednim, ktery mé nejvyssi koncentraci. Naopak u 100 % inhibic, kterym
odpovida probit 10°, je tfeba pocitat jen s tim, ktery ma nejnizsi koncentraci.

® Ptifazeni probitu 10 inhibici 100% a probitu 0 inhibici 0% je jen aproximace. Matematicky piesn& se uréuji pro
kazdou sadu dat individualn¢ iteracnim postupem, ktery je ale prakticky nemozné provést pfi ru¢nich vypoctech.

[N L]
** ok I O % UNIVERZITA J. E. PURKYNE V USTI NAD LABEM
* * ° o Bo
- * * Ll
evropsky ot ‘t i

socialni MINISTERSTVO SKOLSTVI, OP Vzdélavani

=5 fondvCR EVROPSKA UNIE ~ MLADEZE A TELOVYCHOVY  pro konkurenceschopnost

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI
CZ.1.07/2.2.00/28.0205 - ENVIMOD



Tabulka 8. Probitové hodnoty
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Inhibice | [%] Probit |Inhibice | [%)] Probit |Inhibice | [%)] Probit |Inhibice | [%)] Probit
0.000 0.0% 0.000f 0.250 25.0% 4.325| 0.500 50.0% 5.000] 0.750 75.0% 5.674
0.005 0.5% 2.424| 0.255 25.5% 4.341] 0.505 50.5% 5.012| 0.755 75.5% 5.690
0.010 1.0% 2.673] 0.260 26.0% 4.356| 0.510 51.0% 5.025| 0.760 76.0% 5.706
0.015 15% 2.830( 0.265 26.5% 4.372] 0.515 51.5% 5.037| 0.765 76.5% 5.722
0.020 2.0% 2.946| 0.270 27.0% 4.387| 0.520 52.0% 5.050| 0.770 77.0% 5.739
0.025 2.5% 3.040f 0.275 27.5% 4.402] 0.525 52.5% 5.063| 0.775 77.5% 5.755
0.030 3.0% 3.119| 0.280 28.0% 4.417| 0.530 53.0% 5.075| 0.780 78.0% 5.772
0.035 3.5% 3.188| 0.285 28.5% 4.432| 0.535 53.5% 5.088| 0.785 78.5% 5.789
0.040 4.0% 3.249] 0.290 29.0% 4.446| 0.540 54.0% 5.100] 0.790 79.0% 5.806
0.045 45% 3.304| 0.295 29.5% 4.461| 0.545 545% 5.113| 0.795 79.5% 5.824
0.050 5.0% 3.355| 0.300 30.0% 4.475| 0.550 55.0% 5.125| 0.800 80.0% 5.841
0.055 5.5% 3.402| 0.305 30.5% 4.490|] 0.555 55.5% 5.138| 0.805 80.5% 5.859
0.060 6.0% 3.445| 0.310 31.0% 4.504| 0.560 56.0% 5.151| 0.810 81.0% 5.878
0.065 6.5% 3.486| 0.315 31.5% 4.518] 0.565 56.5% 5.163| 0.815 81.5% 5.896
0.070 7.0% 3.524| 0.320 32.0% 4.532| 0.570 57.0% 5.176] 0.820 82.0% 5.915
0.075 7.5% 3.560| 0.325 32.5% 4.546] 0.575 57.5% 5.189| 0.825 82.5% 5.934
0.080 8.0% 3.595| 0.330 33.0% 4.560| 0.580 58.0% 5.202| 0.830 83.0% 5.954
0.085 8.5% 3.628| 0.335 335% 4.574] 0.585 585% 5.215| 0.835 83.5% 5.974
0.090 9.0% 3.659| 0.340 34.0% 4.587| 0.590 59.0% 5.227| 0.840 84.0% 5.994
0.095 95% 3.689| 0.345 345% 4.601] 0.595 59.5% 5.240f 0.845 84.5% 6.015
0.100 10.0% 3.718| 0.350 35.0% 4.614| 0.600 60.0% 5.253| 0.850 85.0% 6.036
0.105 10.5% 3.746] 0.355 355% 4.628| 0.605 60.5% 5.266] 0.855 85.5% 6.058
0.110 11.0% 3.773| 0.360 36.0% 4.641| 0.610 61.0% 5.279| 0.860 86.0% 6.080
0.115 11.5% 3.799| 0.365 36.5% 4.655| 0.615 61.5% 5.292| 0.865 86.5% 6.103
0.120 12.0% 3.825| 0.370 37.0% 4.668| 0.620 62.0% 5.305| 0.870 87.0% 6.126
0.125 12.5% 3.849| 0.375 37.5% 4.681| 0.625 62.5% 5.318/ 0.875 87.5% 6.150
0.130 13.0% 3.873| 0.380 38.0% 4.694| 0.630 63.0% 5.332| 0.880 88.0% 6.175
0.135 13.5% 3.897| 0.385 38.5% 4.707| 0.635 63.5% 5.345| 0.885 88.5% 6.200
0.140 14.0% 3.919| 0.390 39.0% 4.720| 0.640 64.0% 5.358| 0.890 89.0% 6.226
0.145 14.5% 3.942| 0.395 39.5% 4.733| 0.645 64.5% 5.372| 0.895 89.5% 6.253
0.150 15.0% 3.963| 0.400 40.0% 4.746| 0.650 65.0% 5.385| 0.900 90.0% 6.281
0.155 15.5% 3.985| 0.405 40.5% 4.759| 0.655 65.5% 5.399] 0.905 90.5% 6.310
0.160 16.0% 4.005| 0.410 41.0% 4.772| 0.660 66.0% 5.412| 0.910 91.0% 6.341
0.165 16.5% 4.026] 0.415 41.5% 4.785| 0.665 66.5% 5.426] 0.915 91.5% 6.372
0.170 17.0% 4.046| 0.420 42.0% 4.798| 0.670 67.0% 5.440| 0.920 92.0% 6.405
0.175 17.5% 4.065| 0.425 425% 4.811| 0.675 67.5% 5.454| 0.925 92.5% 6.439
0.180 18.0% 4.084| 0.430 43.0% 4.823| 0.680 68.0% 5.467| 0.930 93.0% 6.476
0.185 18.5% 4.103| 0.435 43.5% 4.836| 0.685 68.5% 5.482| 0.935 93.5% 6.514
0.190 19.0% 4.122| 0.440 44.0% 4.849| 0.690 69.0% 5.496] 0.940 94.0% 6.555
0.195 19.5% 4.140| 0.445 445% 4.861| 0.695 69.5% 5.510| 0.945 94.5% 6.598
0.200 20.0% 4.158| 0.450 45.0% 4.874] 0.700 70.0% 5.524| 0.950 95.0% 6.645
0.205 20.5% 4.176] 0.455 455% 4.887| 0.705 70.5% 5.539| 0.955 95.5% 6.695
0.210 21.0% 4.193| 0.460 46.0% 4.899] 0.710 71.0% 5.553| 0.960 96.0% 6.750
0.215 21.5% 4.211| 0.465 46.5% 4.912| 0.715 715% 5.568| 0.965 96.5% 6.812
0.220 22.0% 4.228| 0.470 47.0% 4.925| 0.720 72.0% 5.583| 0.970 97.0% 6.881
0.225 22.5% 4.244| 0.475 475% 4.937| 0.725 725% 5.598| 0.975 97.5% 6.960
0.230 23.0% 4.261| 0.480 48.0% 4.950| 0.730 73.0% 5.613| 0.980 98.0% 7.054
0.235 23.5% 4.277| 0.485 485% 4.962| 0.735 73.5% 5.628| 0.985 98.5% 7.170
0.240 24.0% 4.293| 0.490 49.0% 4.975| 0.740 74.0% 5.643] 0.990 99.0% 7.326
0.245 24.5% 4.309| 0.495 49.5% 4.987| 0.745 745% 5.659| 0.995 99.5% 7.576
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12 Biochemické metody

Do této kapitoly byly zafazeny doplikové metody, které jsou zaméfeny na mikrobidlni
identifikaci vyznamnych kmeni bakterii v klinické mikrobiologii. Do textu byla zatazena i
metoda stanoveni koncentrace chlorofylu-a (zalozena na spektrofotometrickém stanovent).

12.1Mikrobialni identifikace pomoci MikroL A-testu

V klinické i praktické mikrobiologii se pro identifikace vyznamnych kmena pouzivaji rychlé
testy (MikroLA-testy), které jsou zaloZené na biochemickych reakci testovanych organismd.
Znamé jsou napi. testy ANAEROtest 23 (rutinni identifikace anaerobnich bakterii, 23
biochemickych reakci), CANDIDA-Screen (pro klinicky materidl, urceni kvasinek),
CANDIDAtest 21, EN-COCCUStest (identifikace druhit Enterococcus), ENTERO-Rapid 24
(stanoveni enterobakterii béhem 24 h), ENTERO-Screen (pro klinicky material, enterokoky),
ENTEROtest 16 (identifikace enterobakterii), ENTEROtest 24N, ENTEROtest 24,
NEFERMtest 24 (gramnegativni nefermentujici bakterie), NEISSERIAtest (bakterie
Neisseria, zjm. N. gonorrhoeae), OFtest (rozliseni fermentujicich/nefermentujicich
gramnegativnich tycek na zdkladé metabolismu glukézy), STAPHYtest 16 (stanoveni
stafylokokil), STAPHYtest 24, STREPTOtest 24 (stanoveni bakterii rodu Streptococcus a
Enterococcus), URE-HPtest (test aktivity ureazy u Helicobacter pylori), detekéni prouzky,
pomicky pro presumptivni stanoveni (OXItest, mCOLItest pro E. coli apod.).

12.1.1Stanoveni enterobakterii pomoci ENTEROtestu 16

Pro rutinni identifikaci vyznamnych druhii stfevnich bakterii z ¢eledi Enterobacteriaceae je
mozné pouzit komeréné doddvanou soupravu ENTEROtest 16. Sada je ur¢ena pro identifikaci
intestinalnich (stfevnich) bakterii na zakladé celkem 16 biochemickych reakci (sulfan, lysin,
indol, ornithin, uredza, fenylalanin, eskulin, Simmons citrat, malonat, inositol, adonitol,
celobidza, sachardza, sorbitol, trehaldoza, mannitol). Testovaci soupravu piedstavuje délena
mikrotitracni desticka, kterd v jamkach umisténych ve dvou fadach (stripech) obsahuje
dehydratovana diagnostickd média.

Pristroje a pomiicky: Mikrotitra¢ni desticka ENTEROtest 16, Petriho misky s kultivacnim
médiem, zkumavky se sterilnim fyziologickym roztokem, Vortex, automatickd mikropipeta
(po 0,1 ml) a sterilni Spicky, termostat vytemperovany na 37 °C, bézné laboratorni
mikrobiologické vybaveni (klicky, popisovace, kahan, nizky).

Chemikalie: Pouzivané chemikalie jsou stupné Cistoty ch.¢. nebo p.a. Voda se pouziva
destilovana bez specifickych pozadavki na jakost.

e Cinidlo pro test INDOL.

e Cinidlo pro test FENYLALANIN.

e Sterilizovany parafinovy olej (¢inidla a olej jsou soucasti dodavané sady).
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Postup zkousky:

1. Priprava inokula: Z 24 h staré kultury bakterii se piipravi ve sterilnim fyziologickém
roztoku suspenze, ktera se dikladné zhomogenizuje pomoci Vortexu. Alternativné lze
piipravit inokulum ze suspektni kolonie, rostouci na agarovém médiu. Kolonie se
sterilni klickou pfenese do zkumavky obsahujici (alesponi) 3 ml sterilniho
fyziologického roztoku a dikladné se promiché vortexovanim.

2. Priprava ENTEROtestu 16: Z transportni vani¢ky se odfiznou tii strany kryci folie,
ktera se odklopi a desticka se vyjme. Podle toho, kolik bude provedeno stanoveni (pro
suspenzi, kolonii ¢i kmen), se sejme ochranna hlinikova folie tak, aby pro 1 test
(stanoveni 1 typu kolonie, suspenze, kmene) byly odkryty dva stripy (fady s jamkami).

3. Inokulace: Suspenze se pied pouzitim dukladné zhomogenizuje. Do kazdé jamky, zde
16, se inokuluje 0,1 ml suspenze. Pieneseni objemu 0,1 ml do jamky musi byt piesné,
je dulezitd minimalizace pfeneseni objemu do vedlejsi jamky.

Po naplnéni vSech testovanych jamek (biochemickych reakci) se v pifipad¢ prvni
jamky stestem na sulfan (H,S), druhé jamky s testem na lysin (LYS), tfeti jamky
stestem na indol (IND), ctvrté jamky s testem na ornithin (ORN) a paté jamky
s testem na ureazu (URE) pfidaji cca 2 kapky sterilniho parafinového oleje (z divodu
zajisténi anaerobniho prostiedi, které je potfeba pro biochemickou identifikaci reakce).

4. Inkubace: Desticka s naoCkovanymi stripy se zasune do polyethylenového obalu
(sacku), jehoz otevieny konec se zahne pod desti¢ku, ¢imz se minimalizuje ptipadné
vysychani inokula. Inkubace probihé po dobu 18 az 24 h pii teploté 37 °C.

Vyhodnoceni zkousky:

e Po 18 az 24 h inkubace se k testu jamky IND ptida kapka Cinidla pro test na indol a do
jamky PHE se pfida kapka ¢inidla pro test na phenylalanin. Dtlezité je dodrzet pfimou
aplikaci do danych jamek a zamezit ptipadné kontaminaci jamek sousednich, ktera by
byla nasledkem falesné pozitivnich nebo negativnich reakci.

e Test na phenylalanin je nutné odecist, diky rychlé reakci a odeznéni signalu, béhem 2 -
3 min od doby kapnuti ¢inidla.

e Pii hodnoceni zkousky ENTEROtest 16 se pouzivd barevnd srovnavaci stupnice
doplnéna informaci o vysledku testu (pozitivni/negativni), viz Obr. 20 a tabulka 9.
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Obr. 20. Interpretace barvené s§kaly reakci na desticce ENTEROtestu 16.
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Tabulka 9. Interpretace reakci na desticce ENTEROtestu 16
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Zkratka Reakce
Sloupec | Test —— —
testu Pozitivni | Negativni
Radek (strip) 1
H Sulfan H»S ¢erna, tmaveé Seda bezbarva, nasedla
G Lysin LYS modra, modrozelena zelena, zlutozelena
F Indol IND ¢ervenofialova, ruzova zluta
E Ornithin ORN modra, modrozelena zelena, zlutozelena
D Ureaza URE cervena, oranzovo- | zluta, svétle oranzova
cervena
C Phenylalanin | PHE tmav¢ zelena, zelena zluta, Zlutohnéda
B Eskulin ESL C¢erna, tmaveé hnéda, | bezbarva, svétle Seda,
tmavé Seda svétle hnéda

A Simmons SCI modra, modrozelena zelena

citrat
Radek (strip) 2
H Malonat MAL modra, modrozelena zelena
G Inositol INO zluta, zlutozelena zelena
F Adonitol ADO zluta, zlutozelena zelena
E Celobidza CEL zluta, Zlutozelena zelena
D Sacharo6za SUC zluta, zlutozelena zelena
C Sorbitol SOR zluta, Zlutozelena zelena
B Trehaloza TRE zluta, zlutozelena zelena
A Mannitol MAN zluta, zlutozelena zelena

e Biochemické reakce se postupné hodnoti a porovndvaji pomoci barevné skaly
(pozitivni a negativni reakce, +/-) a nasledné¢ se zdznam +/- pfevede do formy
numerického koédu — profilu (oktalovy profil). Dale se pak jednotlivé testy rozd€li do
nasledujicich trojic (popt. dvojic) a v kazdé vytvoiené skupiné ptislusi hodnoty 1, 2 a
4 podle nésledujiciho schématu.

1. Fadek (strip)
H G F E D C B A
H,S LYS IND ORN URE PHE ESL SCI
1. skup. 2. skup. 3. skup.
2 | 4 1 | 2 | 4 1 | 2 | 4
2. Fadek (strip)
H G F E D C B A
MAL INO ADO CEL sSucC SOR TRE MAN
4. skup. 5. skup. 6. skup.
1 | 2 | 4 1 | 2 | 4 1 | 2
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e Pokud je test v jamce pozitivni, pak je konkrétnimu testu pfifazena patii¢na hodnota 1,
2 a 4. V ptipad¢ negativni reakce je vzdy zaznamenana 0.
e Hodnoty, které se pfifadily k testim v kazd¢ trojici (dvojici) se se¢tou. Tim vznikne
Sestice Cisel, ktera reprezentuje dany profil.
e Podle tohoto Sestimistného ¢iselného koédu se provede identifikace pomoci
Diagnostického seznamu.

Priklad postupu identifikace organismu:
e Po skonceni inkubace ENTERotestu 16 a pfidani ¢inidel do jamky F (indol) a C
(phenylalanin) byly pomoci barevné Skaly k jednotlivym reakcim zapsany -+/-

hodnoty.

e Hodnoty +/- byly nasledné pfevedeny podle vySe uvedeného schématu do Eiselné
podoby (1, 2 a 4 za pozitivni reakce) a v piipad¢ negativni reakce 0. Po rozdé€leni do
trojic (dvojic) byly hodnoty secteny, ¢imz vzniklo Sestimistné ¢islo.

1. Fadek (strip)
H G F E D C B A
H,S LYS IND ORN URE PHE ESL SCI
1. skup. 2. skup. 3. skup.
2 4 1 2 4 1 2 4
- + - - - - - -
0+4 0+0+0 0+0+0
4 0 0
2. Fadek (strip)
H G F E D C B A
MAL INO ADO CEL SUC SOR TRE MAN
4. skup. 5. skup. 6. skup.
1 2 4 1 2 4 1 2
0+0+0 0+0+0 0+2
0 0
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e V tomto ptipadé vyslo diagnostické ¢islo: 400002.

e Podle diagnostického ¢isla pomoci Diagnostického seznamu byl organismus
identifikovan ze 73,54 % jako Salmonella gallinarum, ze 7,84 % jako Salmonella
pullorum a z 11,82 % jako Shigella serovar A,B,C.

e Zavérecné zhodnoceni: jedna se o nizké rozliSeni. Pro pfijatelnou identifikaci by byla
potiebna alesponi 90 % tGspésnost identifikace.

12.2Stanoveni koncentrace chlorofylu-a

Metoda se pouziva pro povrchové vody a obsah chlorofylu-a ve vzorku vody se vztahuje
k mnozstvi pfitomného fytoplanktonu. Chlorofyl-a je zakladni fotosynteticky pigment, ktery
obsahuji organismy schopné primarni produkce, tj. fotosyntézy, napt. vyssi rostliny, sinice a
fasy. Pritomnost chlorofylu-a Vv planktonnich sinicich a ftasdch odliSuje tuto skupinu
mikroorganismu od ostatnich slozek planktonu povrchovych vod, kterymi jsou mikromycety,
bakterie, zooplankton, apod.

Podstata zkouSky: Postup popisuje stanoveni koncentrace chlorofylu-a Vv povrchovych
vodach dle CSN ISO 10260 (75 7575): Jakost vod - Méfeni biochemickych ukazatelii -
Spektrofotometrické stanoveni koncentrace chlorofylu-a. Jednd se o spektrofotometrické
stanoveni chlorofylu-a extrahovaného horkym ethanolem ze sinic a fas zachycenych filtraci
vzorku na filtru ze sklenéné vlakniny.

Chemikalie:
e Ethanol (C,HsOH), vodny roztok, 90% (V/V)
e Kyselina chlorovodikova (HCI) v koncentraci 3 mol/I

Pristroje a pomiicky: Filtracni aparatura, vodni vyvéva, filtry ze sklenéné vlakniny
(WhatmanGF/C), extrakéni zkumavky stésnym uzavérem (sklenéné nebo plastové),
automatickd davkovaci mikropipeta, $picky, vodni lazen s tepelnou regulaci (75 £ 1 °C) a
s nosi¢em zkumavek, spektrofotometr pro méfeni ve viditelné oblasti spektra do 750 nm,
Sitka (opticka draha) kyvety od 1 do 5 cm.

Odbér vzorku a uprava:

Vzorky se odebiraji do polyethylenovych lahvi o objemu 1 000 — 2 000 ml. Konzervace
vzorkl se neprovadi. Vzorky se zpracovavaji ihned po odbéru. Ve vyjimecnych piipadech je
mozné skladovani vzorki méné nez 8 h, a to ve tmé a v chladnicce pfi teploté 2 — 5 °C.

Postup zkousky:
e Vzorek se diikkladné promicha protfepanim.
e (Odméfend ¢ast vzorku, jejiz objem zavisi na koncentraci pfitomnych suspendovanych
castic, se zfiltruje pres filtr ze sklenéné vldkniny za pomoci jemného podtlaku
(obvykle 100 ml —1 000 ml).

e Do extrakéni zkumavky se nadavkuje piesny objem 90% ethanolu (napt. 10 ml).
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e Filtr se zachycenym materidlem se ptelozi filtra¢ni plochou dovnitf a pomoci pinzety
se vlozi do pfipravené zkumavky s ethanolem. Zkumavka se pevné uzavre.

e Zkumavky se umisti do nosice a vlozi do piipravené vodni lazn¢ vytemperované na
teplotu 75 + 1 °C. Ve vodni 14zni se zkumavky zahiivaji po dobu 5 min.

e Po vyjmuti z vodni lazné se zkumavky ponechaji zchladit na laboratorni teplotu po
dobu 15 min.

e Po vytemperovani se extrahovany supernatant vycisti tak, ze se opatrn¢ vyjme filtr.
Vzorek se prelije do centrifugacni zkumavky a vycCisti se od piipadné zbylych
sklenénych vlaken.

e Po sliti se vycistény supernatant proméii spektrofotometrem.

Poznamka: Doba mezi extrakci a nasledujicim spektrofotometrickym méfenim by méla byt
co nejkratsi. Extrakt v§ak mtze byt pfed méfenim skladovan pies noc v chladnicce pii teploté
4 °C (doba skladovéani by neméla presahnout 3 dny). Skladovat extrakty pii teploté —25 °C je
mozné az 30 dni.

o (Cast vycisténého extraktu se prelije do kyvety spektrofotometru a promé&ii se pii
vlnové délce 665 nm a 750 nm proti referencni kyveté s extrakénim ¢inidlem, tj. 90%
ethanolem.

e Po proméfeni se extrakt oddéli do zkumavky a okyseli pfidanim 0,01 ml kyseliny
chlorovodikové (3 mol/l) na 10 ml objemu extraktu. Obsah zkumavky se protiepe.

Pozor! MnozZstvi pridavané kyseliny je tifeba upravit podle skuteéného objemu extraktu!
e Po 5 min se zmé&fi absorbance znovu pii 665 nm a 750 nm.

Vyhodnoceni a vypocty:
Zjisténé hodnoty absorbance extraktu pfed okyselenim a po okyseleni se pouziji pro vypocet
koncentrace chlorofylu-a a koncentrace feopigmentu.

Chlorofyl-a (ug/1) = 29,6 (A — A,) . {V/(V - d)}
Feopigmenty (ng/l) =[20,8 - Aa. {v/(V - d)}] - chlorofyl-a

kde: A je (Aess - Arso) absorbance pied okyselenim, A, je (Aasss — Aarso) absorbance po
okyseleni, v je objem extraktu v mililitrech, V je objem zfiltrovaného vzorku v litrech, d je
délka kyvety v cm.

Vysledky se uvadéji v mikrogramech na litr, nebo miligramech na metr krychlovy, na jedno
desetinné misto.

(Poznamka: Hodnota koncentrace feopigmentii slouzi jako indikace stavu organismd.
Feopigmenty jsou produkty rozkladu chlorofylu. Pomér chlorofylu k feopigmentim indikuje
fyziologicky stav sinic a fas.)
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13 Vypocty a vyhodnocovani vysledkii

Tato kapitola je zaméfend na vybrand vyhodnocovani vysledk praktickych stanoveni a
vypocty. Na modelovych ptikladech jsou uvedena vyhodnoceni vysledkti z kultiva¢nich
stanoveni (pfepocty na KTJ/ml), z mikroskopickych analyz (pfepocty dat z pocitaci
komirky), vyhodnoceni testt toxicity apod.

13.1Kultivacni stanoveni - vypocty

Pti vSech kultivaénich stanovenich se vysledky udavaji jako KTJ (kolonie tvofici jednotku/y),
v angli¢tiné se pouziva ekvivalentné CFU (Colony Forming Unit/s) na jednotku vychoziho
materialu, napf. na objem vzorku (1 ml v ptipad¢ povrchové vody, na 100 ml v piipade pitné
vody, na 250 ml v pfipadé balené vody, apod.), na hmotnost vzorku (napi. u vzorku pidy na
gramy), na plochu povrchu (na cm? v piipadé stdrt z plochy apod.). Pfi téchto jednoduchych
prepoctech se zpravidla vystaci s troj¢lenkou, jen je tieba do matematické podoby prevést
manipulace se vzorkem a spravné zapocitat objemy, fedéni apod.

Priklad 1. Vypocet koncentrace kultivovatelnych mikroorganismu ve vzorku vody.

Zadani: Ve vzorku vody z jezirka byly kultiva¢né stanoveny pocty mikroorganismi. Voda
byla ztedéna desitkovym fedénim sterilnim fyziologickym roztokem v fadé: 10x, 100x,
1 000x. Na misky s PCA agarem byl roztiran objem 0,1 ml, nasazen byl nefedény vzorek a
nasledné zfedéné vzorky.

Po kultivaci narostly nésledujici pocty kolonii:

Redéni Redéni Redéni
Netedény vzorek 10x (tj. 107 100x (tj. 10°%) 1 000x (tj. 10°®)
Nartst: nepocitatelné | Nartst: 695 KTJ Nartst: 95 KTJ Nartst: 8 KTJ

Vypocitejte koncentraci kultivovatelnych mikroorganismii ve vzorku.

Reseni: K vypoétu je vhodny jen vysledek z fedéni 100x (95 kolonii). 695 kolonii u fedéni
10x je vice nez horni limit (500 kolonii), vysledek by mohl byt zkresleny vzajemnym
antagonismem jednotlivych kolonii. Naopak 8 kolonii u fedéni 1000x je ptili§ nizka hodnota
(dolni limit pro vypocet je 30 kolonii), vysledek by byl ptili§ nepfesny. Budeme tedy pocitat
jen s hodnotou 95 kolonii (dale uz jen KTJ).
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Nejprve si vypocitdme koncentraci mikroorganismii v 1 ml zfedéné suspenze (piima

umernost):
O,0mlcee 95 KTJ
Iml X

X =1/0,1 x95 =10 x 95 =950 KTJ/ml.
Dale je tieba nasobit faktorem zfedéni.

X =100 x 950 = 95 000 KTJ/ml

Zaver: Ve vzorku vody z rybnika bylo zjisténo 95000 KTJ/ml kultivovatelnych
mikroorganism1l.

Priklad 2. Vypocet koncentrace kultivovatelnych mikroorganismu ve vzorku vody.

Zadani: Ve vzorku vody z bazénu byly kultivaéné stanoveny pocéty mikroorganismi. Voda
byla zfedéna desitkovym fedénim sterilnim fyziologickym roztokem v fadé: 10x, 100x,
1000x. Na misky s PCA médiem byl roztiran objem 0,2 ml.

Po kultivaci narostly nésledujici pocty kolonii:

Redéni Redéni Redéni
10x (tj. 10™) 100x (tj. 107%) 1 000x (tj. 10%)
Narust: 348 KTJ Narast: 39 KTJ Narast: 4 KTJ

Vypocitejte koncentraci kultivovatelnych mikroorganismi ve vzorku.
Reseni: K vypoétu jsou vhodné jen vysledky z fedéni 10x a 100x. Pouze 4 narostlé kolonie u
fedéni 1 000x je pfiliS nizka hodnota (dolni limit pro vypocet je 30 kolonii), vysledek by byl

prilis nepresny.

Nejprve si vypocitdme koncentraci mikroorganismi v 1 ml zfedéné suspenze 10x (pfima

umernost):
0,2ml.e 348 KTJ
Imlo X

X =1/0,2 x 348 =5 x 348 = 1 740 KTJ/ml.
Dale je tteba nasobit faktorem ziedéni.

X =10 x1 740 =17 400 KTJ/ml.
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Stejnym zplsobem spocitdme koncentraci mikroorganismti v 1 ml ziedéné suspenze 100x
(pfima timérnost):

X=1/0,2x39=5x39=195KTJml.
Dale je tieba nasobit faktorem zfedéni.

X =100 x 195 = 19 500 KTJ/ml.

Na zavér z obou vysledku vypoc¢itame pramér (18 450) a smérodatnou odchylku (1 485).

Zaver: Ve vzorku vody z bazénu bylo zjisténo 18 450 + 1485 KTJ/ml kultivovatelnych
mikroorganisma.

13.2Mikroskopicka stanoveni - vypocty

V téchto piipadech se obvykle pracuje s pocitaci komurkou. Je tfeba si vzdy zaznamenat jaké
rozméry dana komutrka mé (hloubka, plocha ¢tverce). Pokud se pracuje se zahusténym nebo
naopak fedénym roztokem, je tfeba zahrnout do vypoctu 1 piislusné fedéni. Pokud jsou pocty
mikroorganismu v jednotlivych ¢tvercich dostate¢né vysoké, je mozné vysledky i statisticky
zhodnotit (pramér + smérodatna odchylka).

Priklad 3. Vypocet koncentrace ras pomoci pocitaci komurky typu Cyrus I

Zadani: Koncentrace fas ve vodé byla stanovena pifimym pocitanim s vyuZitim pocitaci
komirky typu Cyrus | (hloubka 0,1 mm, plocha &tverce 1/16 mm?). Ve 20 &tvercich bylo
celkem napocitano 580 fas. Vypocitejte koncentraci fas v 1 ml vody.

Reseni: Pii praci s poc€itaci komirkou pozorujeme vzdy pfesné definovany (maly) objem, ve
kterém je zjiSténa presnd koncentrace mikroorganismt. Vlastni vypocet tedy sestava

z pfevodu jednotek a jednoduché trojclenky.

Nejprve vypocitdme pozorovany objem podle vztahu: V=1/16 x 20 x 0,1 = 0,125 mm>.
Vysledek se dle zadani ma vyjadiit v 1 ml; 1 ml = 1 cm® = 1000 mm®,

Sestavime troj¢lenku:
0,125 MMP...ooiiiiiiiiiii e, 580 tas

X =1000/0,125 x 580 = 8 000 x 580 = 4 640 000 fas/ml

Zaver: Ve vzorku vody bylo zjisténo 4 640 000 fas/ml.
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Priklad 4. Vypocet koncentrace ras pomoci pocitaci komurky typu Cyrus I

Zadani: Abundance (vyskyt) krasnoocek rodu Euglena ve vodé znadrze byla zjistovana
piimym pocitanim pomoci pocitaci komurky. 10 ml vzorku bylo nejprve zahusSténo
centrifugaci, po sliti supernatantu zlstal ve zkumavce objem 0,2 ml, ve kterém byly
sedimentované mikroorganismy resuspendovany. S vyuzitim pocitaci komurky typu Cyrus I
(hloubka 0,1 mm, plocha &tverce 1/16 mm?) bylo v 10 fadach (10x40 = 400 &tverci)
napocitano celkem 152 krasnoocek. Vypoditejte pocet krasnoocek v 1 ml vody.

Reseni:

Nejprve vypocitame pozorovany objem: V =1/16 x 400 x 0,1 =2,5 mm?®,
Vysledek se dle zadani ma vyjadiit v 1 ml; 1 ml = 1 cm® = 1000 mm?®.
Sestavime troj¢lenku:

2,5 MM 152 krasnoocéek

1000 MM, X

X =1000/2,5x 152 = 8000 x 152 = 60 800 krasnooc¢ek/ml

Nakonec zapocitame zahusténi vzorku na centrifuze (pozorujeme koncentrovanou suspenzi,
tj. vysledek je tieba faktorem zahusténi vydélit).

Faktor zahus$téni = 10/0,2 = 50

X =60 800/50 =1 216 tas/ml

Pozndamka: Pro rutinni vypocty je vhodné vyuzit uz odvozenou rovnici pro komirku Cyrus | a
odstfedéni objemu 10 ml (viz kapitola 5.4).

f=(K/n)xvx10

f=(1600/400) x 0,2 x10=8

Timto faktorem se vynasobi napocitany poc¢et mikroorganismil a ziska se koncentrace v 1 ml
X=8 x 152 =1 216 tas/ml

Zaver: V nadrzi bylo zjisténo 1 216 krasnoocek rodu Euglena v 1 ml vody.
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Priklad 5. Proméieni objektivu 20x zvétSeni

Zadani: Proméite objektiv o zvétSeni 20x.

Reseni:
1. Nastaveni objektivového mikrometru a meéficitho okularu, postaveni méfitek do
vhodnych poloh. Vhodny vybér stejné se piekryvajicich ryzek obou méritek
(viz nasledujici fotografie).

| Okularové meéritko
' (s ¢iselnou stupnici)

Objektivni méfitko | 1] l l
i

—

, v v
Usek, ve kterém pocitame dilky (ne ryzky!)

2. Spocitani dilk na useku vymezeném stejné se prekryvajicimi ryZkami obou méfitek.
V tomto ptipad¢ je pocet dilki okuldrového mikrometru (y) 14, pocet dilkd
objektivového mikrometru () je 5.

3. Dle rovnice provedeme vypocet, kterym zjistime velikost odpovidajici 1 dilku pii 20x
zvétseni objektivu.

1dilek 20x objektivu = (%jx 0,01mm = 3,57 xm

Zaver: Tento udaj (3,57 um = 1 dilek pfi pouziti 20x objektivu) pak pouzZivame pfi
promé&fovani velikosti organismi, a to u daného objektivu na daném mikroskopu, ktery jsme
proméfili (viz priklad proméfeni velikosti organismu).

Priklad 6. Zjisténi velikosti pozorovaného organismu.

Zadani: Pozorujeme objekt pii 20x zvétSeni objektivu a potiebujeme zjistit jeho velikost napf.
z divodu taxonomického zafazeni, vypocCtu objemové biomasy, posouzeni separacni
ucinnosti, apod.

Reseni:
5. Pouzijeme méfici okuldr, ktery nastavime tak, aby méfitko pokrylo pozorovany objekt
a mohli jsme tak zjistit pocet dilkd, kterymi ho piekryva. Soucasné si pomahame nejen
otacenim okuldru v tubusu, ale i posunem preparatu posuvnymi Srouby kiizového

stolku.
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6. Spocitame mnozstvi dilkli, které odpovidaji velikosti sledovaného objektu (viz
ilustrativni obrazek). V tomto piipadé¢ je to 19 dilka.

5. Z ptedchoziho prométeni 20x objektivu vime (viz ptiklad 5), ze 1 dilek méficiho okularu
odpovida 3,57 um. Toto ¢islo pouzijeme pro vypocet vysledné velikosti (Sitky, délky)
pozorovaného objektu (rozsivka Diatoma vulgaris).

6. V tomto ptipadé, 19 x 3,57 um, délka schranky pozorovaného objektu je 67,8 pm.

7. Obdobnym zplusobem miizeme proméfit i Sitku schranky. Zjisténé udaje pak muizeme
pouzit i pro vypocet objemové biomasy.

Priklad 7. ZjiSténi velikosti objemové biomasy

Zadani: Zjistéte velikost objemové biomasy, kterou ve vzorku vody tvofi rozsivka rodu
Diatoma. Dale mate k dispozici udaj o po¢tu bunék v 1 ml, ktery odpovida 2 458 org./ml.

Reseni:

1. Pii vhodném zvétSeni objektivu si proméfime buiky rozsivek rodu Diatoma, a to ve
dvou rozmérech ,,a“ (Sifka, krat$i osa) a ,,b* (délka, del$i osa). Proméfime minimalné
25 jedinct. Ze zjisténych hodnot Sifek a délek vypocitame pramer.

2. Zjistény pramérny udaj o délce a Sifce dosadime do vzorce pro vypocet valce (viz
stanoveni objemové biomasy), zde 0,7854 a’xb.

3. Zjistili jsme, Ze a =12 um, b = 69 um. Pak do dosazeni do vzorce na vypocet objemu
vélce je primérné biomasa 1 rozsivky 7 803,74 um®.

4. V zadani mame informaci o poc¢tu 2 458 jedincu rozsivek Diatoma v 1 ml. Timto
¢islem vynasobime zjiSténou hodnotu objemové biomasy, pak 7 803,74 x 2 458 =
19 181 579 um’.

5. Objemovou biomasu je mozné pievést na zivou hmotnost, za predpokladu specifické
hmotnosti fas rovnou 1,0. Potom 10° },tm3 odpovida 1 pg.

Zavér: Diatoma v objemu 1 ml tvoii 19 181 579 pm?® biomasy, coZ odpovida 19,18 pg.
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13.3Vypoéty z riastovych kiivek
Piiklad 8. Vypocet generacni doby a specifické riistové rychlosti z ristové krivky

Zadani: Bakterie Pseudomonas fluorescens byla kultivovana na LB médiu pii 25 °C a byla
naméfend nasledujici rastova kiivka:

Cas [hod] 0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5
oD (600nm) |0,12 0,11 0,13 0,18 0,25 0,39 0,54 0,76 1,11 1,8 2,32
Cas [hod] 5,5 6 6,5 7 75 8 8,5 9 95 10
OD (600nm) [3,72 4,75 5,99 7,23 8,49 9,21 10,01 10,34 10,36 10,38

Vypocitejte specifickou rastovou rychlost a genera¢ni dobu bakterie.

Reseni:

Nejprve je tieba si vytvorit graf a z grafického zobrazeni vymezit jednotlivé faze
rustové kiivky. V nasem piipadé je lag-faze oznalena zelen€, exponencidlni faze
modfe a fdze zpomalujiciho se ristu dohromady se stacionarni fazi ¢ervené. Hlavnim
divodem je to, Ze generacni doba i specificka ristova rychlost jsou definované jen
Vv exponencialni fazi a pfi vypoctu je nutné pocitat jen s daty exponencidlni faze.

12
[ N |
10 | _
[ |
[ |
8
£ [ |
: /A
o
g ° ¢
a y = 0,0623e07231x
o R? = 0,9974
4 /
2 w‘_/
0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
Cas [hod]

Vlastni vypocet 1ze poté realizovat nékolika zplsoby:

Varianta 1: V exponencialni fazi dochazi po uplynuti genera¢ni doby (g) ke

zdvojnasobeni mikrobialni populace (N). Po uplynuti ¢asu t dojde celkem t/g-krat ke

zdvojnasobeni bunééné populace ve srovnani s pocatecni populaci (Ng). Aktudlni
t

bunécna koncentrace se tak vypocitd jako N = NOZE. Z této rovnice lze vyjadfit
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generacni dobu jako g = dosazenim hodnot zacatku a konce exponencialni

log, —
92 N,
faze. Za hodnoty N se dosadi snadnéji naméfitelné ptimo tumérné hodnoty optické
density OD. V nasem piipadé tedy to=1 hod, No=0,13, t=6,5 hod, N=5,99.
6,5-1

g= og — 599 = 0,995 hod
013
Specificka rustova rychlost se pak vypocita jako u = Ir;Z 8 gg: = 0,696 hod™.

Varianta 2: Defini¢ni vztah pro specifickou ristovou rychlost (pfirastek jednotkového

. . ot dN . s
mnozstvi mikrobiadlni populace) E: uNlze vintervalu exponencialni faze

N t
integrovat IdWN = I,udt a obdrzet vysledny vztah InN—-InN, = u(t-t,). Zngj lze
N t

vyjadrit specifickou rastovou rychlost jako y=%. Dosazenim hodnot
—to
zaCatku a konce exponencidlni faze vyjde wu= In 5’(9695_”1])0’1320,696 hod™.
Z hodnoty specifické rastové rychlosti pak 1lze vypocitat generacni dobu
_In2_0893_ 995 hod .
u 0,696

Varianta 3. Piedchozi varianty jsou nejjednodussi, ale za cenu toho, ze pocitaji pouze
S hodnotami zacatku a konce exponencidlni fize a mezilehlé hodnoty ignoruji.
Spravnéjsi je proto pouzit regresni analyzu a prolozit naméfené hodnoty exponencialni
faze exponencialni funkei (viz graf) N = N,e*. Hodnota specifické ristové rychlosti

(0,7231 hod™) zde figuruje ptimo jako regresni parametr, generaéni dobu lze vypo¢itat
opét jako g = In2_06931_ = 0,959 hod . Hodnoty se jen mirné 1i8i od pfedchozich.
Y7, O 7231

Zavér: Generacni doba bakterie Pseudomonas fluorescens byla 0,959 hod, specificka
rustova rychlost 0,7231 hod 1

13.1Vyhodnoceni bakterialniho ristového testu toxicity - vypocet
hodnoty 1C50

Zadani: Byl zjistovan vliv inhibice methanolu na rist bakterie Pseudomonas fluorescens.
Byly ziskany nasledujici rastové kiivky. Vypocitejte hodnotu IC50.
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Rust Pseudomonas fluorescens v pfitomnosti methanolu

05
—MeOH 40% —MeOH 20% |
—MeOH 10% —MeOH 8% g
04 {|—MeOH 6% - MeOH 4%
—Kontrola
£
c
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o
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o
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£
0.1
0 ‘
0 1 2 3

Cas [hod]

Resent: Nejprve je nutné vypoéitat pro kazdou ristovou kiivku specifickou riistovou
rychlost napt. postupy popsanymi v Kapitole 11.3. a nasledn¢ inhibici | = 1-(S; / S).
Rist neni v daném piipade idedlné exponencidlni, nicméné za exponencialni fazi lze
povazovat cely naméfeny interval 0-3 hodiny. Zavislost inhibice na koncentraci
toxikantu je vhodné zpracovat graficky. Ke kazdé inhibici se nasledné nalezne podle
tabulky probitova hodnota a vypocita logaritmus koncentrace (viz Tabulka 8). Z téchto
hodnot se pak vytvori druhy graf zavislosti probitii na logaritmu koncentraci a prolozi
se linedrni funkei (napf. v Excelu funkce ,,Pfidat spojnici trendu®). Z regresni rovnice
y =4,9555x + 9,2234 se vypocita hodnota pro y=5 (probitu 5 odpovidé inhibice 50%):
5 =4,9555x + 9,2234

x = (5-9,2234) /14,9555

x =-0,852

Vypocitand hodnota x pifedstavuje logaritmus IC50, tj. vyslednd hodnota IC50 se
vypocita jako

IC50 = 10°% = 14%

Tabulka 10 Naméfené inhibice a probitové hodnoty vzorového vypoétu

c(%) u(h™) | (%) Probit Logc
40% -0,0135  100% 92% 8% 8 -0,39794
20% 0,156351 49% 54% -5% 4,975 -0,69897
10% 0,261467 17% 11% 6% 4,046 -1

8% 0,297891 6% 6% 0% 3,445 -1,09691
6% 0,308128 3% 2% 0% 3,119 -1,22185
4% 0,309192 2% 1% 2% 2,946 -1,39794
0% 0,317216 0% Sum.¢tv. 2%
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Obr. 21 Zavislost inhibice na koncentraci u vzorového vypo¢tu hodnoty IC50 inhibice ristu Pseudomonas

fluorescens methanolem.
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Obr. 22 Zavislost probitovych hodnot na logaritmu koncentrace methanolu.
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14 Prehled médii a roztoku

Tato kapitola uvadi prehled roztokt, pufri, zivnych médii apod. z celych ndvodi. Pro vétsi
prehlednost jednotlivych tuloh je ale jejich pfiprava uvedena i piimo v navodech pro
jednotlivé ulohy a stanoveni.

14.1 Kultiva¢ni média

VSechna tekutd média je mozné ztuzit agarem o koncentraci 1-2% (10-20 g/I). Neni-li
uvedeno jinak, zpravidla se steriluji autoklavovanim (0,1 MPa, 15 min, 121 °C).

14.1.1 LB (Luria Broth)

Trypton 10 g/l
Yeast extract 59/l
NaCl 10 g/l

Bohaté médium urcené pro kultivaci bakterii. Hodnota pH se upravuje pied autoklavovanim
na7,2+0,2.

14.1.2 Plate Count Agar (PCA)

Trypton 59/l
Yeast extract 2,59/
Glukéza 1 g/l

Bohaté médium je vyuZivané ve ztuZené podobé pii kultivacnich stanovenich organotrofnich
mikroorganismil. Hodnota pH se upravuje na 7,0 + 0,2.

14.1.3 Malt extract
| Malt extract 120 g/l |

Bohaté médium vhodné pro kultivaci mikroskopickych hub. Hodnota pH se upravuje na 7,2 +
0,2.

14.1.4 Skrobovy agar

Trypton 59/l
Yeast extract 2,59/l
Glukéza 1 g/l
Skrob 10 g/l

Ve ztuzené podobé se médium pouziva pro kultivaci amylolytickych bakterii, napt. bacilt.
Hodnota pH se upravuje na 7,0 = 0,2.
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14.1.5 Miiller-Hintoniiv agar

Hovézi vytazek 300 g/l
Hydrolyzat kaseinu 17,5 g/l
Skrob 1,5 g/l

Agar 17,0 g/l
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Médium je urcené pro potieby testovani citlivosti mikroorganismu vii€i antibiotikiim (popf-.
pro stanoveni bakterii rodu Neisseria). K ptipravé pevného kultivaéniho média se pouziva
komer¢né vyrabéné dehydratované médium od firmy Hi Media.

Po nabobtnani se sterilizuje autoklavovanim pii 121 °C. Hotové médium se po ochlazeni asi
na 50 °C vyléva do sterilnich Petriho misek. Po ztuhnuti se misky skladuji v chladni¢ce ve

tme.

14.1.6 Selektivni médium na stanoveni mikromycet

Pepton 50
Glukoza 10 g
MQSO4 015 )
K,HPO, 1 g
Bengalska Cerven 0,035 g
Agar 15az20 g

Po nabobtnani se sterilizuje autoklavovanim 15 min pii 121 + 3 °C. Pokud neni kultivacni
médium pouzito ihned, skladuje se ve sterilnim stavu v chladnicce pii teploté 4 + 2 °C nejdéle
2 tydny.

Poznamka: Bengalska Cervenl plisobi antimikrobidlné vici dal§i doprovodné mikroflofe a
rychle rostoucim organismum, které by pomalu rostouci mikromycety piertstaly. Pokud jsou
misky s vyrostlymi koloniemi déle ponechany na svétle, bengalska Cerven se zacina rozkladat
a pusobit antimykoticky. V technické mikrobiologii je vhodné&jsi pouzivat jind média, napf.
Sabouraudlv agar, ktery je dodavéan pod riznym oznacenim.

14.1.7 Sabourauduv glukézovy agar

Pepton 10 g
Glukéza 409
Agar 15az20 g

Po nabobtnani se sterilizuje autoklavovanim 15 min pii 121 £ 3 °C. Pokud neni kultivaéni
médium pouzito ihned, skladuje se ve sterilnim stavu v chladnicce pfi teploté 4 + 2 °C nejdéle
2 tydny.
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14.1.8 Agar s kvasni¢nym extraktem

Tryptone / pepton z kaseinu 60
Dehydratovany kvasni¢ny extrakt 39
Agar 12 g

K pfipravé pevného kultivacniho média se pouzivd komeréné vyrabéné dehydratované
médium od firmy Hi Media (M 1272). Vyrobcem pifedepsané mnozstvi dehydratovaného
média se rozpusti v predepsaném mnozstvi destilované vody, sterilizuje se autoklavovanim 15
min pii 121 £ 3 °C. Pied pouzitim se kultivatni médium roztopi, necha se zchladnout,
pfipadné se pak udrzuje na vodni lazni pfi teploté 45 + 3 °C.

14.1.9 Masopeptonovy agar

Pepton 10 g
Chlorid sodny 5¢
Masopepton 59
Agar 15¢

K ptipravé pevného kultivacniho média se pouzivda komercné vyrabéné dehydratované
médium Nutrient agar w/1% pepton od firmy Hi Media. Vyrobcem piedepsané mnozstvi
dehydratovaného média se rozpusti v predepsaném mnozstvi destilované vody, sterilizuje se
autoklavovanim 15 min pti 121 £ 3 °C. Pied pouzitim se kultivacni médium roztopi, necha se
zchladnout, piipadné se pak udrzuje na vodni lazni pii teploté 45 + 3 °C.

14.1.10 Endo agar

Masovy extrakt 8,69
Pepton 10 g
Laktoza 10 g
Chlorid sodny 5¢

Sifi¢itan sodny bezvody 1,29
Agar 12 ¢

K ptipravé pevného kultivaéniho média se pouzivd komeréné vyrabéné dehydratované
médium od firmy Hi Media (M 1481). Vyrobcem piedepsané mnoZstvi dehydratovaného
média se rozpusti v pfedepsaném mnozstvi destilované vody, pfida se odpovidajici mnozstvi
roztoku bazického fuchsinu. Po nabobtnani se sterilizuje autoklavovanim 15 min pii 121 °C.
Hotové médium se po ochlazeni asi na 50 °C vyléva do sterilnich Petriho misek. Po ztuhnuti
se misky skladuji v chladni¢ce ve tmé pfi teploté 5 = 3 °C nejdéle dva tydny. Médium musi
byt slabé riizové, pokud zéervend, nehodi se jiz k pouziti.
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14.1.11 m-FC agar

Tryptose 109
Proteose pepton 59
Kvasni¢ny extrakt 39
Chlorid sodny 5¢
Laktoza 1259
ZluCové sole 159
Anilinové modf 0,19
Agar 12 g
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K pfipravé pevného kultivacniho média se pouzivd komercné vyrabéné dehydratované
médium od firmy Hi Media (M 1122). Vyrobcem piedepsané mnozstvi dehydratované¢ho
média se rozpusti v predepsaném mnozstvi demineralizované vody, ktera jiz obsahuje 10 ml
alkalického roztoku kyseliny rosolové. Potom se médium zahieje tésné pod bod varu
(nesterilizuje se!), ihned se ochladi na teplotu 45 °C az 50 °C a rozléva se do sterilnich Petriho
misek. Po ztuhnuti se misky skladuji v chladnicce pfi teploté 5 + 3 °C nejdéle dva tydny.

14.1.12 Médium dle Slanetz — Bartley (m-enterokokovy agar)

Tryptose-pepton 209
Kvasni¢ny extrakt 5¢
Glukosa 290
Hydrogenfosforecnan draselny 49
2,3,5-trifenyltetrazoliumchlorid 0,1g
Agar 12 g

K ptipravé pevného kultivaéniho média se pouzivd komeréné vyrabéné dehydratované
médium od firmy Hi Media (M 612I). Vyrobcem piedepsané mnozstvi dehydratovaného
média se rozpusti v pfedepsaném mnoZstvi demineralizované vody. Na vodni 14zni se zahtiva
za stalého michéani aZ do uplného rozpusténi agarové slozky. Hotové médium se po ochlazeni
asi na 50 °C vyléva do sterilnich Petriho misek a po ztuhnuti se skladuje v chladni¢ce ve tmé
pfi teploté 5 + 3 °C maximalné tyden.

14.1.13 Zlu&-aeskulin-azidovy agar

Trypton 179

Pepton 39

Kvasni¢ny extrakt 50

Volské zlu¢ dehydratovana 109

Chlorid sodny 50

Aeskulin 19

Citran zelezitoamonny 0549

Azid sodny 0,15¢g

Agar 15¢
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K pfipravé pevného kultivacniho média se pouzivd komeréné vyrabéné dehydratované
médium od firmy Hi Media (M 493). Vyrobcem ptedepsané mnozstvi dehydratovaného
média se rozpusti v predepsaném mnozstvi demineralizované vody a sterilizuje se v autoklavu
20 minut pii teploté¢ 121 = 3 °C. Hotové médium se po ochlazeni asi na 50 °C vyléva do
sterilnich Petriho misek a po ztuhnuti se skladuje v chladni¢ce ve tmé pfi teploté¢ 5 £ 3 °C
maximaln¢ tyden.

Pozor! Azid sodny je latka vysoce toxicka a mutagenni. Musi byt proto dodrZzovéna
opatieni, aby se zbranilo kontaktu sni, pfedevSim inhalaci aerosolu béhem pftipravy.
Kultivacni média obsahujici azid sodny nesmi byt sméSovana se silnymi anorganickymi
kyselinami, protoze muze byt produkovan siln¢ toxicky azoimid (HN3). Roztoky obsahujici
azid sodny mohou také tvofit explozivni slouc¢eniny ve styku s kovovym potrubim. Azid miize
byt bezpecné rozlozen pridavkem nadbytku nasyceného roztoku dusitanu.

14.1.14 Médium pro kultivaci sladkovodnich ras

Mirné upraveno podle CSN EN ISO 8692 a podle chemikalii dostupnych na pracovisti FZP
UJEP. Roztoky by pted pouzitim mély byt vysterilizované; roztoky 1, 2, 3 a 5 je mozné
autoklavovat, roztok 4 se autoklavovat nesmi (hydrogenuhli¢itan se rozklada) a je tieba ho
pouze prefiltrovat ptes antibakterialni filtr.

Roztok 1 — MakroslozZKy Zivin

Latka Koncentrace Navazka na 250 ml
NH,CI 1,59/l 0,375¢
MgCl,.6H,0 1,2 g/l 0,300 g

CaCl, 1,4 g/l 0,350 g
MgSQ,.7H,0 1,59/l 0,375¢

KH,PO, 0,16 g/l 0,040 g

Roztok 2 — Fe-EDTA

Latka Koncentrace Navazka na 250 ml
FeCl;.6H,0 64 mg/l 0,016 g
Na,EDTA.2H,0 100 mg/I 0,025 g

Roztok 3 — stopové prvky
Zde je odchylka od normy, z roztoku 3 jsou vyjmuty nejméné zastoupené stopové prvky a
jsou vyClenény do samostatného koncentrovanéjsiho roztoku 5.

Latka Koncentrace Navazka na 250 ml
H3BO3 185 mg/l 0,0463 g
MnCl,.4H,0 415 mg/l 0,1038 g

Roztok 4 — hydrogenuhlicitan

Latka Koncentrace Navazka na 250 ml
NaHCO;3; 50 g/l 1259
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Roztok 5 — ostatni stopové prvky
Odchylka proti normé, na misto ZnCl; je ZnSQ,.

Latka Koncentrace Navazka na 250 ml
ZnS0Oy 355 mg/l 0,0888 g
CoCl,.6H,0 150 mg/I 0,0375 g

CuCl, 7,89 mg/l 0,0020 g
Na,Mo00,.2H,0 700 mg/I 0,1750 g

Do vysledného média se davkuje:

Typ roztoku Davkovany objem

Roztok 1 10 ml Doplni se destilovanou
Roztok 2 1 ml vodou do 1 000 mi!
Roztok 3 1ml

Roztok 4 1ml

Roztok 5 0,01 ml

14.2 Roztoky

14.2.1 Fyziologicky roztok

NaCl 99

Destilovana voda 1 000 ml

Po rozpusténi chloridu sodného v destilované vodé se roztok doplni na objem do 1 000 ml. Po
rozplnéni do lahvicek po 9 ml (k pfipravé desitkového fedéni) se ¢ast ponechd v bankach na
250 ml (pro fedéni pii membranové filtraci). VSe se sterilizuje v autoklavu pii 121 £ 3 °C po
dobu 20 min. Skladuje se v chladni¢ce pfi teploté 4 + 2 °C nejdéle 1 mésic.

14.2.2 Fosfatovy pufr 0,066 M pH 7

Roztok A: Na;HPO,.12H,0 | 23,637 ¢/l

Roztok B: KH,PO, 8,98 g/|

Do 500 ml odmérné baiiky se odméti 306 ml roztoku A a dolije se roztokem B po rysku.
Jinym pomérem roztokti A a B Ize dosahnout jiného pH.

14.2.3 Ringeriv roztok

NaCl 2,259
KCI 0,105 g
bezvody CaCl, 0,12 g
Na,HPO, 0,059

Navazi se a doplni do 1 000 ml destilovanou vodou a sterilizuje se v autoklavu pti 121 = 3 °C
po dobu 20 min. Skladuje se v chladnicce pfi teploté 4 + 2 °C nejdéle 1 mésic.

[N L]
** ok I O % UNIVERZITA J. E. PURKYNE V USTI NAD LABEM
* * ° o Bo
- * * Ll
evropsky ot ‘t i

socialni MINISTERSTVO SKOLSTVI, OP Vzdélavéni
=5 fondvCR EVROPSKA UNIE ~ MLADEZE A TELOVYCHOVY  pro konkurenceschopnost

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI
CZ.1.07/2.2.00/28.0205 - ENVIMOD




Stranka |108

14.2.4 Roztok bazického fuchsinu

K ptipravé roztoku bazického fuchsinu se pouzivaji komercné ptipravené lahvicky s navazkou
od firmy Hi Media (FD 059A). Navazka v lahvi¢ce se rozpusti v 5 ml ethanolu. Obsah
lahvicky odpovida ptipravé 1 000 ml Endova agaru.

Rovnéz Ize pouzit 5 % roztok bazického fuchsinu od firmy Hi Media (RM 112).

Bazicky fuchsin 19

95 % ethanol 20 ml

Po dokonalém rozpusténi 1 g bazického fuchsinu v ethanolu se roztok v ptipad¢é potieby
prefiltruje. Skladuje se v chladnicce pfi teploté 2 °C az 8 °C. Na piipravovanych 1 000 ml
Endova agaru se ptidava 3,4 ml tohoto roztoku.

Pozor! Fuchsin je karcinogenni latka, proto pfi manipulaci s nim (zejména pi¥i
navaZovani) musi byt dodrZovana naleZita bezpe¢nostni opati‘eni.

14.2.5 Roztok pro cytochromoxidazovy test

Chelaton 3 0,1¢g
Thiosiran sodny 0,29
Tetramethylparafenylendiamindihydrochlorid | 1,0 g
Destilovana voda 100 ml

Chemikalie v uvedeném potadi se rozpusti v destilované vodé¢ a doplni se do 100 ml. Roztok
nesmi pfijit do styku s Zelezem a musi se chranit pred svétlem. Uchovava se v chladnicce pii
teploté 5 £+ 3 °C maximalné tyden (pokud zmodra diive, likviduje se ihned).

14.2.6 Alkalicky roztok kyseliny rosolové

Hydroxid sodny o koncentraci 0,2 mol/l 10 ml

Kyselina rosolova 0,19

K ptipravé roztoku se pouZiva kyselina rosolova od firmy Hi Media (FD 058), jejiZ hmotnost
Vv jednotlivych lahvickach odpovidd 1 litru pfipravovaného m-FC média. Pti piipravé se
dodrzuje navod vyrobce, to znamena, ze Kkyselina v lahvicce se rozpusti v roztoku hydroxidu.
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14.3 Barviva

14.3.1 Krystalova violet’
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Roztok A: 25 g/l
Krystalova violet v 96 % ethanolu

Roztok B: 10 g/l
Stavelan amonny ve vodé

Smicha se 20 ml roztoku A a 80 ml roztoku B, zfiltruje se.

14.3.2 Safranin

| Safranin

2,59/

Po rozpusténi se roztok zfiltruje.

14.3.3 Methylenova modr

Methylenova modf 0,39
96 % ethanol 30 ml
Destilovana voda 100 ml

Barvivo se rozpusti v ethanolu, pfidé se destilovana voda a nakonec se zfiltruje.

14.3.4 Lugoliiv roztok

Jod 19
Jodid draselny 24
Destilovana voda 300 ml

Navazené mnozstvi se rozetie v tfeci misce s vodou a doplni do 300 ml. Roztok se uchovava

v tmavé lahvi.

14.3.5 Roztok 0,5% TTC

Tento roztok se pouziva pro potieby zvyraznéni inhibi¢ni zony (MIC) u metody pro stanoveni
citlivosti mikroorganismt k antibiotikim. K 1 000 ml pfipravené pudy se piida 1 ml 0,5%
vodného roztoku trifenyl tetrazolium chlorid (TTC). Po jeho pfidani do agaru se rtst
projevuje Cervenym zabarvenim.

14.3.6 Neisserovo ¢inidlo

Barvici roztoky se musi pted pouzitim zfiltrovat a pfipravuji se na dobu 3 az 6 mé&sict.
Roztoky 1. a II. se pfed vlastnim barvenim michaji v poméru 2:1 (2 dily roztoku I. a 2 dily
roztoku II., napt. 2 ml roztoku . a 1 ml roztoku II.). Tato smés se pripravuje vzdy Cerstva!
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Roztok I.

Methylenova modf 01g
Ethanol 5ml
Kyselina octova 5ml
Destilovana voda 100 ml
Roztok I1.

Krystalova violet 3,3ml
(10% roztok v 95%

ethanolu)

Ethanol 6,7 ml
Destilovana voda 100 ml
Roztok I11.

Bismarckova hnéd’ (1%) 33 ml
Destilovana voda 66,7 ml

Poznamka: Alternativné lze pouzit 0,33% vodny roztok chrysoidinu Y.

14.3.7 Laktofenol dle Amanna

Krystalicky fenol 10 g
Kyselina mléénda o 1,21(10¢g
sp.hm

Glycerol 209
Destilovana voda 10 ml
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V horké destilované vod¢ se rozpusti fenol a dalsi chemikalie (index lomu je 1,45).

Takto pfipraveny laktofenol 1ze obohatit modii. Do 100 ml laktofenolu se pfid4 0,5 g soluble
blue 2 R, (cotton blue), ¢imz se pfipravi 0,5 % roztok. V nékterych ptipadech je vhodngjsi
koncentrace 0,05 %, ¢imZ se obarvi pouze hyfy, které barvivo pfijimaji intenzivné a zorné

pole je témét bezbarvé.
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15.2Prehled pouzitych norem

Ukazatel Platna norma
Kultivovatelné mikroorganismy pii | CSN ISO 6222
22°Ca36°C

Psychrofilni bakterie CSN 75 7842
Mezofilni bakterie CSN 75 7841
Koliformni bakterie CSN ISO 9308-1;

prodlouzena platnost CSN 83 0531 (povrchové vody)
TNV 75 7837 (kontaminované vody)

Termotolerantni koliformni bakterie | TNV 75 7835

Escherichia coli TNV 75 7835;
CSN EN ISO 9308-1;
CSN EN ISO 9308-3

Intestinalni enterokoky CSN EN ISO 7899-1;
CSN EN ISO 7899-2

Sulfitredukujici anaerobni klostridia | CSN EN 26461-1;
CSN EN 26461-2

Clostridium perfringens Metoda dle prilohy vyhlasky MZd. ¢. 252/2004 Sb.
Pseudomonas aeruginosa CSN EN ISO 16266
Salmonely TNV 75 7855
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Staphylococcus aureus

CSN EN ISO 6888-1

Legionely

CSNISO 11731
CSNISO 11731-2

Mikroskopicky obraz (bioseston)

CSN 75 7712

Mikroskopicky obraz (abioseston)

CSN 75 7713

Stanoveni bentosu

CSN 75 7714

Stanoveni narostu

CSN 75 7715

Stanoveni saprobniho indexu

CSN 75 7716

Kwvalita biologického a ekologického
hodnoceni vod

CSN EN 14996

Modifikace morfologie fek

CSN EN 15843

Hydromorfologie fek

CSN EN 14614

Makrofyta — stojaté vody

CSN EN 15460

Svlecky pakomari (ekolog.h.)

CSN EN 15196

Fytoplankton, inverzni mikroskop

CSN EN 15204

Stanoveni planktonnich sinic TNV 75 7717
Separacni U¢innost vodarenské TNV 75 5940
technologie

Jakost vody dopravované potrubim | TNV 75 5941

Rozsivky — tekouci vody

CSN EN 13946,
CSN EN 14407

Makrofyta — tekouci vody

CSN EN 14148

Fytobentos — tekouci vody

CSN EN 15708

Makrozoobentos tekoucich vod
(PERLA)

CSN 75 7701

Makrofyta — stojaté vody

CSN EN 15460

Odbér zooplanktonu (stojaté vody)

CSN EN 15110
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