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Obsah:

2 oCkovaci klicky testovaci antibiotické prouzky 2x6 ks s riznymi latkami
1 Drigalského klicka 2x 125 ml zivného agaru

4 kapatka 5 ml roztoku methylenové modfi

20 jednorazovych dvoudilnych Petriho misek 20 ks filtracniho papiru
50 podloznich skli¢ek

Prace s bakteriemi a jejich kultivace jsou v moderni vyuce biologie nepostradatelné. ,Cvi¢eni z bakteriologie*
od spole€nosti Schliter ma za ukol vam tuto vyuku co nejvice usnadnit.

U zakl i dospélych se Casto setkavame s uréitym ,strachem z bakterii®, ktery vede k tomu, Ze se této
skupiné organismu ,klidime z cesty”. Nehledé na to, Ze to v kazdodennim Zivoté neni ani mozné, ani
rozumné, je tfeba si rovnéz uvédomit, Ze jen relativné malo druhu bakterii je vyslovené pdvodcem nemoci —
jejich kultivace ve Skole je pak tak jako tak zakazana. Pfesto vam radime, abyste pfi zkoumani a kultivaci
nepatogennich organisml dodrzovali bezpecénostni opatfeni. Manipulace s bakteriemi by méla zasadné
probihat pfi dodrzeni bezpenostnich opatfeni — to je Ukol pro pedagogické pracovniky. VSechny pracovni
metody v ramci tohoto cvi€eni z bakteriologie byly vyvinuty v souladu s bezpecnostnimi hledisky.

Dodrzujte prosim nasledujici pokyny: Pfi praci s bakteriemi je zakazano jist, pit a koufit.

Bakterialni kultury nesmi zUstat stat oteviené (napf. vicko Petriho misek je tfeba upevnit lepici paskou ke
dnu) a je zakazano se jich dotykat prsty. Laboratorni pfistroje, které pfisly do kontaktu s bakteriemi, je nutné
sterilizovat. Casto staéi pouhé opaleni nebo vyzihani (napf. otkovaci klicky pred kazdym pouZitim a po
ném). Bakterie pochazejici od lidi (napf. zubni plak, kozni bakterie) jsou samoziejmé& pro mikroskopicka
pozorovani vhodné a vedou k zajimavym poznatkim. Nemély by se vSak kultivovat pro ucely vyu€ovani.

Pracovni plochy znecisténé bakteriemi je tfeba offit dezinfek&nimi prostfedky nebo lihem. PouZité bakterialni
kultury se musi peclivé zlikvidovat. K tomu se velmi dobfe hodi jednorazové pomucky. Dfive nez napf.
vyhodite kultury v Petriho miskach, smichejte je s nékolika mililitry dezinfekéniho prostfedku (napf. 5% roztok
formalinu nebo béZné dostupné dezinfekéni prostfedky) a vloZte je dobfe uzaviratelného plastového sacku.
Pokud jste kultury péstovali ve sklenénych pomuckach (napf. reagencnich zkumavkach), které je tfeba umyt,
musite i v tomto pfipadé pfidat dezinfekéni prostfedek; ten by meél pusobit po dobu nékolika hodin (nejlépe
pfes noc).

Pokud mate k dispozici laboratorni autoklav, daji se bakterialni kultury samozfejmé spolehlivé znicit i v ném.
Kultury v plastovych Petriho miskach se rovnéz daji spalit, pokud k tomu mate moznost.

Obstarani bakteriologického materialu ke zkoumani
Bakteriologicky material ke zkoumani snadno najdete v pfirodé nebo si ho mizete snadno vypéstovat. Zde
uvadime nékolik pfikladu:

Kyselé mléko vznikne bez dalSiho pfiinénim z nepasterizovaného miléka tim, ze ho jednoduse nechame
stat. Zejména v teplém prostiedi se bakterie mlééného kva3eni, které jsou v mléce obsazeny, mnozi velmi
rychle. Rozkladaji mlé¢ny cukr na kyselinu mlé€nou, ktera zpuisobuje srazeni mlékoveho proteinu.
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Kyselé mléko (srazené mléko) obsahuje Steptococcus lactis, bakterii, ktera se vyskytuje samostatné, ve
dvojicich, nebo také v kratkych fetézcich slozenych ze 3 az 4 bunék. Kromé toho se v ném nachazi jesté
Lactobacillus lactis, relativné velka tyCinkovita bakterie.

Jogurt obsahuje Streptococcus thermophilus (koky) a Lactobacillus bulgaricus (ty&inky).

Kefir vznika ¢innosti riznych bakterii mlééného kvaseni, napf. Streptococcus lactis, Streptococcus cremoris
(vytvari dlouhé fetézce) a Lactobacillus caucasicus (tyCinkovité bakterie). Dale se v kefiru nachazi Bacillus
caucasi — Sroubovita ty¢inkovita bakterie — a také rtzné laktézové kvasinky.

VS8echny tyto mlécné produkty se velmi dobfe hodi pro pfipravu roztér pro mikroskopické pozorovani.
Roztéry by mély byt co nejtenéi. Je vyhodné, pokud preparat obsahuje jen malé mnozstvi mlékovych
proteind. Toho dosahnete tim, Ze budete pozorovat syrovatkovou kapalinu, ktera se hromadi v prohlubnich.

Korenové hlizky lusténin (motylokvété rostliny) obsahuji hlizkové bakterie (Rhizobium leguminosarum),
které jsou velmi dulezité pro fixaci dusiku. Pro pozorovani musite kofenovou hlizku rozfezat. Nozem poté
seskrabte z fezné plochy trochu hmoty a zhotovte z ni roztér.

Zalijete-li seno vodou a tento nalev nechate po nékolik dnl v klidu stat, vytvofi se na vodni hladiné ,kfis",
ktery je zvelké c&asti tvofen sennymi bacily (Bacillus subitilis). Bacillus subitilis je mozné jesté vice
zkoncentrovat, a to prevarenim senného nalevu. Zni¢i se tim velky pocet cizich zarodk(, zatimco spory
bacilu senného ohfev pieziji.

Dostupné jsou vzdy bakterie zubniho plaku. Zde muzete narazit na tokové druhy bakterii jako napf.
Leptotrichum dentium, tyCinkovitou bakterii o délce az 25 uym. Kromé toho se zde nachazi rlizné koky,
spirochéty a vibriony. Nehledé na to, ze vétsiné bakterii zubniho plaku se na bézném zivném agaru nedafi,
méli byste se kultivace téchto bakterii vzdat také z bezpecnostnich divoda.

Priprava desti¢ek se zivnym agarem
Pro vétSinu bakteriologickych experimentl je zapotfebi sterilni Zivny agar, ktery pokryje dno Petriho misky.
Tato sada pomUcek obsahuje jednorazoveé sterilni Petriho misky a také sterilni Zivny agar.

Pro zkapalnéni zivné pldy zahfejte obsah lahvi¢ky v lazni s vafici vodou. Nejlépe se k tomu hodi kadinka
naplnéna vodou, do které lahvi¢ku s zivnym agarem postavite. Pfitom dbejte na to, Zze priimér kadinky by
nemél byt prili§ velky, aby se lahvicka nemohla pfevrhnout. Dale by voda méla sahat maximalné do 2/3
lahvicky, aby se do ni nemohla dostat vafici voda. Pfed zahfivanim povolte uzaveér lahvicky o cca V4 otacky
(ale uzavér neodstranujte). Tlusté sklo lahvi¢ky by pfi prudké zméné teploty mohlo prasknout. Doporucujeme
proto, abyste lahvic¢ky s zivnym agarem postavili do studené vody a teprve poté zahfivali. Jakmile je cely
obsah lahvicky tekuty, mizete jej zacit kapat na desticky.

Mezitim si podél hrany stolu rozestavte 8 aZz 10 Petriho misek. Davejte prosim pozor, aby Petriho misky byly
sterilni a bylo je tak moZné bez dalSich opatfeni okamzité pouzit. DestiCky se nesmi zbyteéné otevirat a uz
vUubec se nesmite jejich vnitfni strany dotykat prsty.

Nyni lahvi¢ku s zivnym agarem uchopte do silné utérky, uzavér zcela odSroubujte a otvor kvuli bezpecnosti
opalte kratce nad plamenem plynového nebo lihového hofaku. Poté lehce nadzvednéte vicko Petriho misky
na jedné strané a ze zasobni nadobky nalijte tolik Zivného agaru, aby bylo dno misky pokryto do vysky cca
3 mm. Po ztuhnuti agaru desticky otocte a nechejte je lezet na vicku.

Vicko misky se zpravidla pokryje kondenzovanou vodou. To muzZe experimenty naruSovat, pokud kondenzat
odkapava na zivnou pudu. Proto byste méli destiCku pouzit teprve tehdy, az se voda odpafi (napf. ji nechejte
lezet pfes noc). Zkondenzovanou vodou ale muzete z vicka desti¢ky také kratce pfed pouzitim setfit. Tvorbé
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kondenzatu se dat také zabranit tim, Ze se zkapaln&na Zivna plida pfed nalitim ochladi na cca 60 °C (,mirné
tepla®).

Ted mame sterilni zivné pudy, které se hodi pro celou Fadu pokusu.
Zde uvadime nékolik pfikladi:

Prokazani vzduchem prenasenych bakterii

Pro ,zachyceni“ vzduchem pfenasenych bakterii jednoduse oteviete Petriho misky a zivny roztok nechejte
po dobu 10 az 20 minut volné exponovat. Poté opét nasadte vicko a nechejte desticku po nékolik dnu stat
pfi pokojové teploté na misté chranéném pred svétlem. Na povrchu Zivné plady pak budete moci rozeznat
vetSi ¢i menSi pocet vtu dobu skute€né napadné zbarvenych kolonii bakterii, které se budou vyrazné
odlisovat od pfipadnych pfitomnych plisni. Jedna kolonie vznika zpravidla z jedné jediné bakterie (tzv.
spory). Tento pokus se da snadno rizné modifikovat: desticky nechate exponovat na riznych mistech (napf.
pokoj, $kolni dvur, rusna ulice, les atd.). Pocet kolonii pak doklada zatizeni vzduchu bakteriemi.

Muzete také stejnym zplsobem exponovat nékolik destiCek, inkubaci vSak nechat probihat pfi riznych
teplotach. Zfejmé budou nejen rlizné potize s mnozenim, ale také rozdily, které souvisi s riznymi pozadavky
bakterii na teplotu.

Pomoci ockovaci klicky se daji vzorky bakterii snadno odebrat a zhotovit z nich roztéry. Mlzete pfipravit
rovnéz monokultury.

Zkoumani vzorkl vody
Zde mate dvé moznosti:

1. Jednu kapku ze vzorku vody naneste na povrch agaru a pomoci Drigalského kli€ky ji rovhomérné
rozetiete. Abyste kliCkou nezanesli do vzorku Zadné dalSi bakterie, musite ji pfed pouZitim opalit.

2. Do prazdné Petriho misky nakapejte pipetou 1 mililitr zkoumané vody a pfilijte k ni vlazny tekuty Zivny
agar. Opatrnymi, krouzivymi pohyby obsah misky rovhomérné rozdélte.

V obou pfipadech se inkubace provadi pfi pokojové teploté a kontrola probéhne po 24 nebo 48 hodinach.
Obzvlasté vyrazné se kolonie, které jsou v nékterych pfipadech skute¢né malé, vyjimaji na tmavém
podkladu. Z ,poctu kolonii* se daji vyvodit zavéry o kvalité vody.

Priprava monokultur

Monokultura obsahuje bakterie stejného druhu.

VétSinou z jednoho zarodku vznikne kolonie bakterii jednotného vzhledu, jak ji najdeme napf. na ,vzdusné
desti¢ce”, a v souladu s tim se po naoCkovani na Cerstvém Zivném agaru vyvine monokultura.

Nékdy se vSak muzZe stat, Ze se kolonie, ktera z makroskopického hlediska vypada jednotné, sklada ze dvou
druhl bakterii. Kvuli jistoté je tfeba jednoceni bunék bakterii provést i u jednotné vypadajicich kolonii.
Rozdéleni musi probéhnout tim spi$, pokud se maiji z heterogenniho materialu (napf. ze senného nalevu)
vypéstovat jednotlivé bakterialni kmeny.

Jednoduchou metodou, jak smési bakterii rozdélit, je zfedény roztér:
Ockovaci klickou naberte malé mnozstvi bakterialnino materialu a rozetrete ho v Uzké vinovce na desticku

s zivnym agarem. Cim del3i vinovka je, tim vice jednotlivych bakterii nakonec bude. Kolonie, které se z nich
vyvinou, je mozné déle kultivovat samostatné jako monokulturu.
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Dobrych vysledkd muzete
dosahnout i s roztérem podle
nasledujiciho vzoru:

Ockovaci klicka 1-4: pofadi, ve kterém jsou Cary
vedeny

Pro delSi uchovavani a pro kultury nenaro¢né na misto se obzvlasté hodi kultivacni zkumavky s Sikmym
agarem. Jedna se o reagencni zkumavky s Cepi¢kovym nebo vatovym uzavérem, které se plni zivhym
agarem zhruba do jedné d&tvrtiny. Je v8ak vyZzadovana nova sterilizace zivné pudy — bud v parnim hrnci,
nebo tlakovém hrnci (autoklav).

Parni _hrnec: Velkou kadinku (1 litr, vysoka) napliite asi 3-5 cm vody, vlozte zkumavku s agarem a vodu
pfivedte k varu. Pro dosazeni vysokého nasyceni parou pfikryjte kadinku latkovym ubrouskem. Vodni lazen
nechejte vafrit po dobu asi 20 minut.

Tento postup nasledujiciho dne jesté dvakrat zopakujte. Na zavér nechejte agar v Sikmé poloze ztuhnout a
poté vinovkové naocCkujte bakterie.

Latkovy ubrousek

Kadinka

Kultivaéni zkumavka s Sikmym agarem

Voda

PFi vyhodnoceni pokusu byste si méli uvédomit, ze samotna Cista pramenita voda obsahuje na rozdil od
dekontaminované vody vzdy urcity pocet takzvanych ,vodnich zarodk(“. Nizky pocet bakterii by tedy mohl
v zavislosti na podminkach pfedstavovat jakysi dikaz kvality.

Test na antibiotika

Ockovaci klickou pfeneste na povrch zivné pudy bakterialni vzorek. Jako testovaci bakterie se hodi napf.
bacil senny (Bacillus subtilis). Poté Drigalského klickou rozetfete bakterie rovhomérné po celé zivné plidé
(»vytvorte plat). Nyni polozte jeden nebo vice testovacich prouzkd s riznymi latkami doprostfed Zivné pldy.
Uz pfistiho dne uvidite kolem téchto prouzk(i zény bez bakterii. Velikost inhibiéni zény udava ucinnost
antibiotika, resp. citlivost testovaného zarodku. Jednotlivé vysledky se li§i podle druhu pouZité testované
bakterie.
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Testovaci antibiotické prouzky: Pouzivaji se v humanni a veterinarni mediciné pro posouzeni uc¢innosti
antibiotik na uréité pavodce nemoci. Na jednotlivych prouZcich jsou nanesena rGzna antibiotika. Mnozstvi
pouzitych antibiotik se vSak lisi. Odpovidaji hladiné v krvi a tkani in vivo dosazitelné pfi bézné lécbé.

Zivotnost: PFi uchovavani v suchu a chladu (lednice) zlistava plna ginnost zachovana po dobu 4 tydnu.
Poté sice uc€innost postupné klesa, pouziti ve Skolni vyuce je vSak mozné jesté po nékolik dalSich
mésicu.

Upozornéni: ProtoZze pfi tomto pokusu muZe dojit k obohaceni rezistentnich kmenu, je nutné pfi
odstranovani desti¢ky postupovat opatrné (k dezinfekci pfidejte formalinovy roztok)!

PFi vyu€ovani je mimofadny zajem i o testovani baktericidni UCinnosti jinych latek. Za tim ucelem napustte
malé kousky filtraéniho papiru (oznacené) rGznymi dezinfekénimi prostfedky nebo solemi tézkych kovu
(napf. soli médi nebo rtuti). Tyto kousky papir(, vihké nebo suché, poloZte na kulturu a vysledky
zaznamenejte do protokolu.

Bakterie na kuzi, efekt myti

Desti¢ku s zivhou pudou rozdélte na dvé poloviny (vyznacte ¢aru na dné misky). Na jedné poloviné otisknéte
neumyty palec. Pak si ruku ddkladné umyjte mydlem, oplachnéte ji pod tekouci vodou a stejny palec, jesté
vlhky (neosuseny!), otisknéte na durhou polovinu zZivné pldy. Bakterie se vyviji uz pfi pokojové teploté,
rychleji pfi 30 °C.

Po nékolika malo dnech ziskate pfekvapujici vysledek: V podstaté se da pfedpokladat, ze se vice bakterii
vyvine pod otiskem nemytého palce nez toho umytého. Opak je ale pravdou.

Vysvétleni: Mydlo Cisti az ,do hloubky pord“ a vymyva bakterie z papilarnich linii. Pokud nyni umytou k{zi
osusite, ulpi bakterie na ru¢niku (problém spole&nych ru¢nikd!).

Metoda otisku prstu se hodi také pro orientacni prokazani vyskytu bakterii na povrchu rdznych pfedmétd.
Zajimaveé jsou napfiklad pokus s ruéniky, bankovkami, mincemi, dvefnimi klikami atd.

Upozornéni: Z bezpecnostnich divodl by se bakterie z lidské kiize nemély dale kultivovat. Kultury po
pouziti spolehlivé znicte.

Uginek ultrafialového zareni. UV zafeni dokaZe bakterie usmrtit. Proto se pouZiva také ke sterilizaci. Jako
zdroj zafeni pro jednoduché experimenty slouzi laboratorni UV lampa, pfipadné UV ozafovaci pfistroj.

Provedeni: Na povrch Zivné pldy naneste vrstvu bakterialniho vzorku (pouzijte Drigalského klicku). Bakterie
by mély pochazet z kultury staré teprve cca 1-2 dny. | kultury bakterii tvoficich spory, napf. Bacillus subtilis,
se v této dobé jesté nachazi ve vegetativni fazi citlivé na UV svétlo.

Otevienou Petriho misku pfikryjte koleCkem z lepenky, do kterého jste vyfizli okynko (napf. ve tvaru kfize).
Takto zakrytou kulturu vystavte po dobu asi 20 minut zafeni, poté ji uzavfete vickem a nechejte 1 az 2 dny
inkubovat (pfi pokojové teploté).

Pro kontrolu prostupnosti UV svétla sklem zakryjte okynko v Sabloné sklenénou desti¢kou (podloznim
sklickem).

Vysledek: Bakterie netvofici spory stejné jako bakterie tvofici spory ve vegetativhim stavu relativné rychle
umiraji. (,Okynko* v lepenkovém kolecku). ProtoZe se pod sklenénym krytem vyviji nenaruSeny bakterialni
porost, mizeme vyvodit, Ze sklo absorbuje UV svétlo.
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Zkopirovani distribuéniho vzorku kolonii na jiné zivné pidy

Uvédomte si prosim, Ze pouzivané Petriho misky maji primér minimalné 80 mm.

Pomoci replikacéniho razitka (obj. €. 355.400) se bakterialni kultury se svymi distribu¢nimi vzory pfenesou na
jiné zivné pldy (duplikuji).

Timto zplsobem muzete provadét rlizné testy se stejnymi, avSak duplikovanymi bakterialnimi kmeny.
Napfiklad tak, ze na kmeny nechate pUsobit riizné uc¢inné latky nebo zménite pH hodnotu zZivné pldy. Pfi
pouziti zivného agaru, kterému chybi jednotlivé aminokyseliny, dochazi ke zméné rychlosti ristu, mohou se
objevit zmutované bakterie atd.

Pouziti: Pro duplikaci desticky s kolonii pfichytte na razitko pomoci pfidrzného krouzku sterilni ubrousek.
Razitko a pfidrzny krouzek nejprve sterilizujte ethanolem, stejné jako pinzetu, kterou ubrousky opatrné
vyjmete z hlinikové fdlie a mékkou stranou je polozite na replikacni blok. Pfidrznym krouzkem pfipevnéte
ubrousek na blok. Poté desti¢ku s kolonii zlehka pfitlacte horni stranou napjaty transferovy ubrousek. Tento
postup zopakuijte s dal§i Petriho miskou, ve které se nachazi vhodna Zivna puda. Ziskate tak obtisk (replikat)
puvodniho uspofadani kolonie na nové destiéce.

Zhotoveni preparati s roztéry

Podminkou pro to, aby se preparaty dobfe podafily, je, Zze pouZijete podlozni skliCka zbavena veskerého
tuku. Pro odmasténi je otfete napt. benzinem nebo alkoholem. Uplné také sta&i pouhé omyti vodou, ke které
pfidate malé mnozstvi myciho prostfedku. Podlozni skli¢ko postavte svisle a nechejte ho okapat a uschnout
na vzduchu — neutirejte ho do sucha! Vytvofi se vrstva myciho prostfedku, ktera usnadni roztér.

Nyni postupujte nasledovné:

Na podlozni sklicko naneste malou kapku vody.

Oc¢kovaci klickou naneste do kapky vody bakterie.

Nanesené bakterie rozetfete pomoci o&kovaci klicky, tu drzte horizontalné.
Roztéry poloZte vodorovné a nechejte uschnout na vzduchu.

Fixace:

Podlozni sklicko s roztérem obracenym smeérem doll protahnéte tfikrat, vzdy po dobu asi jedné sekundy,
necadivym plamenem (napf. Uspornym plamenem Bunsenova kahanu, plamenem lihového hofaku atd.).
Bakterie se tim usmrti, a navic ulpi na podloznim sklicku.

Barveni:
Roztér polozte horizontalné na savou podloZku (filtraCni papir, novinovy papir atd.) a nakapejte roztok
barviva.

Pfi pouziti roztoku methylenové modfi nechejte barvu pusobit po dobu asi 5 minut. Poté ji omyjte vodou
z vodovodu. Obarveny roztér nakonec nechejte uschnout na vzduchu. Zbytky myciho prostfedku muzete
také odsat opatrnym (!) pfilozenim filtracniho papiru. Neotirejte!

Nyni je preparat pfipraven k mikroskopickému pozorovani. Je zbyte¢né ho pfikryvat krycim sklickem. Pokud
budete preparat skladovat na misté chranéném pred svétlem, bude jeho zivotnost nékolik roka.

Trvaly preparat:
Na dobfe vysuSeny roztér nakapejte nékolik kapek uzaviraciho média a pfikryjte krycim sklickem — hotovo.
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