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Kam za kulturou? 50 bod(

To je otazka, kterou si ve dnesni dobé
spolecné s otazkou , Kdy uz konecné za
kulturou?”“ poklada snad kazdy z nas.
Zatimco na druhou z téchto otdzek sice
neznaji odpovéd ani ti nejostfilenéjsi
epidemiologové, na tu prvni, kterd se
pfiznacné stala také titulem letosni
IBISi experimentalni ulohy, vdm muze
dat odpovéd kaidy biolog — prece do
mikrobiologické laboratore!
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Mikrobialni kultura, rozuméno jako : ;
jakykoliv soubor mikroorganisma ¢asto Sterilni Petriho misky s LB agarem

ve spolecném prostfedi a ponechdn

samovolnému vyvoji za urcitych podminek, je totiz zakladem mikrobiologie jako oboru —a také
mnohych dalSich oborl pracujicich s mikroorganismy, biotechnologii pocinaje a medicinou
konce; v kazdém z téchto obord hraje kultivace mikrobialnich kultur stéZejni roli. Zatimco
kultivace mikroorganism( pro vyrobu vsemoznych kvasenych, kysanych ¢i kynutych pochutin
je zndma odedavna, kultivace mikroorganismd na uhlednych agarovych plotnickach, jak ji
zname dnes, je metodou relativné novou. Po trosce badani jeji koreny vystopujeme do
laboratofe vyznamného némeckého mikrobiologa Roberta Kocha, jehoZz asistent Walther
Hesse na radu své Zeny Fanny roku 1882 zacal kultivovat mikroorganismy na agaru namisto na
Zelatiné. A v ndvaznosti na tento objev vynalezl pro ucel kultivace jiny Kochlv asistent, Julius
Richard Petri, dodnes nenahraditelné Petriho misky.

1. Jednim z prikladl piirozené vznikajici a historicky vyuzivané mikrobialni kultury
je tzv. ,octova matka“. Jak tento Utvar vypada? Ktery mikroorganismus je za jeho
tvorbu zodpovédny? A jak si ,octova matka“ vyslouZila své jméno? [1,5 b]

Takzvana ,octova matka“ je Zelatinu pripominajici, prisvitny utvar, ktery se za
pristupu kysliku samovolné tvori v kvasicich alkoholickych tekutinach. Barvu
nabyva podle tekutiny, ve které vznikla (napt. v cerveném viné bude Cervena).

Za vznik octové matky jsou odpovédné octové bakterie, typicky bakterie rodu
Acetobacter, které si kolem sebe vytvareji jakési mikroklima, které do Zelatinové
podoby zpeviiuji za pouziti celuldzy.

Octova matka si své jméno vyslouZila jeSté v dobach, kdy lidé viibec neméli ponéti,
Ze néjaké mikroorganismy existuji. Vznik octové matky v octovatéjicim alkoholu si
neuméli vysvétlit, vidéli vSak, Ze pokud z octa octovou matku vyndaji, je schopna
na ocet velmi rychle premeénit i jakykoliv jiny alkoholicky napoj, do které octovou
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matku nebo i jen jeji kousek daji. Ocet se v jejich oCich tedy umél mnozit a ta divna
Zelatinova véc, to byla jeho matka, z ni ocet vznikal.

7

Zamyslete se a zkuste vysvétlit, proc je pro mikrobiologii agar vhodnéjsi Zelirujici
latka nez Zelatina. Uved'te alespon tfi diivody. [1,5 b]

Agar ma nad Zelatinou jednu obrovskou vyhodu - tavi se pri daleko vyssich
teplotach. Mikrobialni kultury se tedy mohou kultivovat v teplejsich inkubatorech
(v zavislosti na konkrétnim kultivovaném druhu), v primyslu a ve vyzkumu c¢asto
pii 37 °C - tedy teploté, pti které by se Zelatina uz davno roztavila. Zelatina je také
na rozdil od agaru presnéji definovana latka - zatimco Zelatina je smés rtzné
hydrolyzovaného kolagenu a dalSich proteinti, zdklad agaru tvori definovany
polysacharid. Agar lze tedy principialné pripravit CistSi a s1épe definovanymi
vlastnostmi (jako hustota, bod tani, bod Zelirovani, difusni koeficient...) Tento
polysacharid také neni v prirodé uplné bézny, tvori jej jen nékteré vybrané druhy,
a proto jej drtiva vétSina mikrobidlnich druht neumi rozkladat a degradovat -
kolagen se naproti tomu vyskytuje ve velkém mnozZstvi organismi
a mikroorganismy tak maji daleko lepsi piredpoklady pro jeho rozklddani. Dalsi
vyhodou agaru je, Ze pri stejné koncentraci je daleko pevnéjsi a tuzsi nez Zelatina
- 1lépe se s nim pracuje. Agar lze také lépe vyrabét, miZzeme zkratka kultivovat rasu,
ve které se agar prirozené vyskytuje.

Vpraxi se pro Kkultivaci mikroorganismli nepouzivaji pouze média pevna
(agarova), ale i média tekuta (bez pridaného agaru, tedy netuhnou). Tyto dva typy
médif se vyznamné lisi svym laboratornim vyuZzitim. PopiSte, jaky zdsadni rozdil je
ve vyznamu kultivace na pevném a v tekutém médiu. (Napovéda: predstavte si, Ze
vysadite naprosto stejnou kulturu do pevného a tekutého média o stejném slozeni
(vyjma agaru samoziejmé) - jaky bude rozdil ve vysledku kultivace?) [1 b]

Tekutda média se vlaboratofi pouzivaji obecné tehdy, pokud potiebujeme
mikroorganismy vyznamné pomnozit: tekuté médium naockujeme mikrobialni
kulturou a mikroorganismy mohou riist - maji dobry pristup k zivindm, kysliku,
maji dostatek prostoru. Na druhou stranu je takové vyuziti omezené - sklidime, co
jsme zaseli. Pokud tekuté médium naockujeme mikrobidlni kulturou, ziskame
nazpét stejnou mikrobidlni kulturu, akorat koncentrovanéjsi; selekce je sice
mozna, nicméné separace je bud'to velmi zakladni, anebo naopak pracna a sloZita.

Pevna média se naproti tomu pouzivaji spiSe pro (semi)analytické ucely. Pokud na
pevné médium nasadime mikrobialni kulturu, pfi optimalnim naredéni inokula
nam narostou kolonie mikroorganismi jednotlivé - mizeme pozorovat jejich tvar,
velikost, strukturu, profil, také napf. pocet a tak dale. Dale od sebe miiZeme
jednotlivé mikroorganismy odliSit - bylo inokulum c¢isté ¢i smiSené? To, Ze nam
kolonie mikroorganismili rostou jednotlivé, mliZeme také vyuzit pro pripravu
Cistych kultur - smésnou kulturu nasadime na agar, nechdme narfst, z média
odebereme pouze jednu kolonii jediného mikrobiadlniho druhu. Dalsi vyhodou
spojenou s dobrou separaci a pozorovatelnosti je moznost pripravy selektivné-

diagnostickych agarti - chceme z kultury vyselektovat pouze G- bakterie a zaroven
3
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rozliSit, jestli umi ¢i neumi zpracovavat laktézu? Agar je pro takovéto komplexni
separace idedlni. Na rozdil od tekutych médii vSak agar neumoziuje tak rozsahly
riist kultury - mikroorganismy maji omezeny pristup k Zivindm, prostoru...

.....

zamérena na kultivaci mikroorganism( na pevném Zivném médiu nasi vlastni vyroby.

svs

Prace s mikroorganismy s sebou pfinasi urcita specificka uskali. Jesté predtim, nez zacnete
se samotnym experimentovanim, si proto prosim dopfedu pozorné proctéte celé zadani —
to proto, abyste védéli, pro¢ délate to, co délate, a tim se vyhnuli zbytecnym chybam.
Obzvlasté dilezité poznamky hodné vasi zvlastni pozornosti budou podobné jako tato
zvyraznény tucné.
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Zakladnim problémem, se kterym se
mikrobiologové pfi experimentovani
denné setkavaji, je zajisténi dokonalé
sterility pracovniho prostiedi -
nepotfebujeme, aby ndm na miskach
rostlo néco, co tam nepatfi.
V profesiondlni laboratofi je jakdkoliv
kontaminace cizorodymi organismy
nepripustna, protoze ovliviiuje a tim
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Aneb co se vam v laboratofi stane, kdyz nastane kontaminace.

znehodnocuje pracné ziskané

Vérte mi. Fakt. Oholi vas. A ten limec taky dostanete.

vysledky; pfi experimentovani je tedy nutné disledné dodrZovat postupy aseptické prace. Se
stejnym problémem se pfi feSeni této uUlohy budete muset poprat i vy, a proto se nyni
seznamime s nékolika zdkladnimi pravidly, kterd vdm pomohou k dosazeni co nejlepsich

Vyberte si pro svou praci vhodné a klidné misto. Vase pracovni misto by pokud
mozno mélo byt vzdaleno od béinych zdroji mikrobidlni kontaminace, zejména

Uvédomte si, Ze i vy jste potencialnim zdrojem kontaminace — pfi praci se snazite
nemluvit (nepiskat, nekaslat...) ve sméru vaseho pracovniho mista. Nad pracovni

Pracovni plochu pfed praci pfipravte. Povrchy vycistéte béZznym domacim cisticim
prostiredkem, ptipadné vydesinfikujte napf. alkoholovou dezinfekci nebo Savem

Pfed praci si budto dukladné umyjte ruce teplou vodou a mydlem, anebo pouizijte
jednorazové rukavice. Rukavice je nicméné také vhodné vydesinfikovat napriklad

vysledk.
[ ]
rostlin, zvifat, lidi, zdroju prachu a prtivanu.
[ J
plochu se také nenaklanéjte.
[ J
(pozor vsak na poskozeni nebo odbarveni povrchi!).
[ J
alkoholovou dezinfekci.
[ J

Pro praci pouzivejte pouze sterilni material. V pfipadé této ulohy budete potiebovat:

o Sterilni vodu. Tu pfipravite tak, Ze technickou destilovanou vodu budto
prevarite (alesponn 30 minut), anebo ji umistite ve vhodné nadobé do
mikrovinky, kde ji budete mikrovinit na nejvyssi vykon 3-5 minut (takto
sterilizujeme vidy pouze cca 250 ml vody jinak sterilizace nebude efektivni).
Po skonceni procesu nadobu s nyni sterilni vodou prikryjte alobalem, aby se
do ni neprasilo.

o Sterilni Petriho misky (resp. jejich domaci nahrazku). V pripadé vicek na
zavarovaci sklenice je minimalné 30 minut povaite ve vodé (kovové predméty
nelze mikrovlnit). V pfipadé jiné alternativy Petriho misek zaleZi na materialu
— kovové misky muizZete povafit, plastové ¢i sklenéné pres noc ponofit do 10%
roztoku Sava (po Savové koupeli je ale misky potieba oplachnout sterilni
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vodou). Je také moiné sehnat skutecné predsterilizované jednorazové
Petriho misky vyrobené z plastu, kupfikladu v prodejnach zdravotnickych
potieb (je ale potfeba mit davku stésti, zdaleka ne vSechny prodejny Petriho
misky vedou). Misky pfed pouzitim nechejte uschnout tak, aby se na né
neprasilo (vnitfni stranou dolli na savém materialu).

o Sterilni vatové tyéinky (alias uchostoury). Vatové ty€inky jsou velmi dobfe
sterilni jiz z vyroby, jsou pfece jenom urcené pro styk se sliznicemi. Pro praci
vSak pouzijte nové baleni vatovych tycinek, které oteviete pouze na jedné
jeho strané — kazda tycinka tak bude mit jeden konec, ktery bude blize mistu
otevieni baleni, tyto konce budeme povaZovat za nesterilni, za tento konec
vatovou tycinku uchopte a vytdhnéte z baleni, a sterilni praci provadéjte
pouze druhym koncem vatové tycinky.

e Jakmile skondite s praci, opét dikladné vycCistéte své pracovni misto a peclivé si
umyjte ruce teplou vodou a mydlem, a to i v pfipadé, Ze jste pfi praci pouzili rukavice.

Jak jste jiz mohli pochopit, v domacnosti se vam s velkou pravdépodobnosti nikdy nepodafi
dosahnout dokonale sterilniho prostfedi, nikoliv bez vynaloZeni zbytecného usili. My to zcela
chdpeme a s urcitou nesterilitou pocitdme — do Ulohy jsou pro posouzeni dosazené sterility jak
naseho média, tak dalSich pomUcek a materialu zarazeny také kontrolni experimenty a urcita
nesterilita pfi postupu rozhodné nebude mit za nasledek jakoukoliv penalizaci pfi bodovani.
Mirnd kontaminace tedy neni divodem pro zbyte¢né opakovani experimentl, pokud tedy
sami nechcete. Tolerance samozrejmé pouze do urcité miry — pokud vam kontrolni miska, na
kterou jste ani nic nenaockovali, naroste vice neZ zaockované misky, bylo by vhodné
experimenty zopakovat. Se€teno a podtrZeno, snazte se dodrZovat zasady sterilni prace co
nejdlslednéji, protoZze chceme, aby ziskané experimentalni vysledky mély urcitou vypovédni
hodnotu i pres nase provizorni provedeni.

4. Pro rutinni sterilizaci roztokii a nastroji se v laboratorich vyuZiva bud'to sucha,
anebo mokra sterilizace (také nazyvana jako sterilizace vlhkym teplem)
provadéna ve specidlnich sterilizatorech. Zatimco v pripadé suché sterilizace
musime sterilizovany material zahtivat na 160-180 °C po dobu aZ dvou hodin,
v pripadé mokré sterilizace vyuzivame vodni paru o teploté 121 °C, kterou staci
udrzovat pouze 21-23 minut. Jak je moZné, Ze v pripadé mokré sterilizace staci
nizsi teplota a zaroven kratsi Cas sterilizace? [1 b]

Pi suché a mokré sterilizaci se liS{ médium, které sterilizované predméty zahtiva
- zatimco v pripadé suché sterilizace se jedna o sucha vzduch, v pripadé mokré jde
o prehiatou vodni paru. Vodni pdara je daleko lepsi médium pro prenos tepla nez
vzduch a predméty se prohreji daleko rychleji nezZ pomoci vzduchu. Dalsi vyhodou
pary je, Ze lépe penetruje bunécné stény i membrany a zahriva tak efektivnéji
nejcitlivéjsi ¢asti mikroorganismi. DalSim faktorem je odlisSnost procest, které pri
sterilizaci probihaji. V obou ptipadech probiha spontanni denaturace teplem,
v pripadé suchého vzduchu se nicméné jedna pouze o oxidativni procesy, zatimco
pri sterilizaci parou dochazi jak k oxidativnim, tak i hydrolytickym reakcim.

6
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5. PrestoZe je mokra sterilizace v mnoha ohledech efektivnéjsi nez sterilizace suchj,
taky ma svoje limity. Zamyslete se a jmenujte tii priklady materialu, pro ktery je
vyuziti mokré sterilizace nevhodné ¢i nemozné, a stru¢né zdtivodnéte vasi volbu.
[1,5b]

Mokrou sterilizaci neni mozné obecné sterilizovat jakékoliv na vodu citlivé
materialy, kuprikladu praSkovité nebo ve vodé rozpustné latky (para by je
znehodnotila), kovové predméty obecné, obzvlasté pokud jsou ostré (mokra
sterilizace znacné urychluje jejich korozi, pripadné je tupi), dale materialy, které
do sebe jsou schopné vodni paru pohlcovat, charakteristicky silikon nebo vyrobky
z néj. Dale takto nemiZeme sterilizovat oleje a jiné s vodou nemisici se latky (para
je efektivné nepenetruje), prazdné sklo (ze stejnych dvodd, i pti suché sterilizaci
je potreba teplota aZ 250 °C) a v neposledni radé také elektronika (ktera je na
vlhkost citliva ze zirejmych davoda).

6. Sterilizdtory pro zminénou mokrou sterilizaci za zvySeného tlaku se oznacuji
specialnim jednoslovnym nazvem. Stejny nazev se pouziva obecné pro chemické
reaktory, ve kterych probihaji procesy za vysokého tlaku a teploty. Jak tento nazev
zni? [0,5 b]

Reaktoru zajiStujici priibéh procesti s vysokou teplotou a tlakem se obecné tika
autoklav.

Co budeme délat, to uz vime, nebo alespon tusime. Jak si pfitom mame pocinat, abychom
predesli kontaminaci, to uz vime také. Co nam tedy jesté zbyva? Nu, asi se do toho uz konecné
pustit. Zatnemez.

Pomticky a material potfebné k Uloze naleznete v seznamu na konci zadani.
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Priprava agarovych ploten

Agarové plotny, jak uzZ vite, slouzi k tomu,
abychom mohli pozorovat ¢&i stanovovat
organismy pouhym okem béiné
nepozorovatelné. V praxi se nej¢astéji jedna
o Petriho misky, do kterych nalévame
tenkou vrstvu Zivného média obsahujiciho
agar — zelirovaci agens slouzici k tomu, aby
médium ztuhlo a vytvofrilo ndm tzv. plotnu,
kterd bude slouZit jako substrat pro rust
mikroorganismu; jedinou buriku
mikroorganismu bez mikroskopu
nepostiehneme, jakmile ale utvofi kolonii
(soubor jedinch vzniklych z déleni jediné
pavodni bunky), stavd se pozorovatelnou.
Agarové plotny mohou obsahovat
nejriznéjsi kombinace latek a Zivin navrzené pro vSechny mozné ucely — my napfriklad
usilujeme o kultivaci Sirokého spektra béznych a nenaroc¢nych bakterii a podle toho si volime
recepturu agaru: jako Ziviny ndm v agaru poslouzi masovy bujon a sacharéza.

Krizovy roztér bakterialni kultury na agarové plotné.

7. VnaSem postupu budeme jako hlavni slozku Zivného média pouZivat masovy
bujon, ktery v pribéhu piipravy ochudime o tuk. V laboratorni praxi se pouzivaji
podobné receptury, nicméné namisto masovych bujont védci vyuzivaji pepton i
trypton. O jaké latky se z hlediska charakteru a sloZeni jedna? Jaky je mezi
peptonem a tryptonem rozdil? Jak se pepton lisi od naSeho masového bujonu
v kostce? (Dejte si pozor, ceskd Wikipedie je v tomto tématu ponékud zmatena -
napr. anglicky c¢lanek ,tryptone“ vas nespravné presmeéruje na cesky clanek
»pepton“, jakoby Slo o zaménitelné pojmy, coZ neni pravda.) [1,5 b]

Pepton i trypton jsou smési polypeptidii, které vznikly digesci proteinti néjakym
travicim enzymem nebo kyselou hydrolyzou. Pepton vznika obecnym Stépenim
bilkovin, trypton je specifickym druhem peptonu, ktery vznika pri Stépeni
nejcastéji kaseinu pomoci trypsinu. Pepton stejné jako nd$ masovy bujon obsahuje
proteiny, které byly riznym zplsobem hydrolyzovany - v pripadé peptonu
zminénou enzymatickou nebo kyselou digesci. Masovy bujon obsahuje proteiny
hydrolyzované daleko méné, pouze varem ve vodé, a tak jsou aminokyseliny a dalsi
Ziviny z néj pro mikroorganismy htife dostupné.

Nyni pfistupujeme k pripravé nasich agarovych ploten. Recept v postupu je navrien pro
pfipravu zhruba 0,55 | tekutého agarového média, coz pohodiné staci k naliti 20 agarovych
ploten (= pocet ploten potiebnych pro vSechny ukoly dohromady). V receptu je urcita
mnoistevni rezerva, z pfipravovaného média byste byli schopni vyrobit cca 25 ploten, néco
vam zbude, a proto ingredience neni nutné nadhodnocovat; naopak, pokud byste si nebyli
jisti, jestli napf. nékterou z misek pfi nalévani/zpracovavani neposkodite nebo omylem

8
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nekontaminujete, lze misek ze stejného mnoistvi pfipraveného agaru nalit vice. Vse je
testovano se stfedné velkymi vicky od zavafovacich sklenic! sterilizovanych
tricetiminutovym varem.

1.

Pro pripravu ploten budete potfebovat 20 sterilnich Petriho misek (pfipadné vice, viz
vyse). Misky si pripravte dopredu podle postupu uvedeného v pokynech k metodé
aseptické prace.

Do vhodného hrnce ¢&i jiné varné nddoby odmérte 600 ml nesterilni destilované vody.
Do vody vhodte 1 kostku hovéziho bujonu (12 g) a vodu zahfivejte napf. na spordku,
dokud se bujon dobfe nerozpusti.

Pfipraveny bujon nechte vychladnout (aby tuk v ném obsaZeny zase ztuhnul). Po
vychladnuti bujon prefiltrujte pfes jemné sitko anebo platynko do jiné Cisté nesterilni
nadoby, abychom z bujonu odstranili vétSinu tuku a také nerozpustné slozky bujonu
(koteni, bylinky...).

Ptipravte si varnou nadobu o kapacité optimalné 1 litr, ze které se vam budou dobfe
nalévat vase agarové misky, pfipadné kombinaci varnad nadoba/nalévaci nadoba kdy
nalévaci nadobu dopredu vysterilizujete (charakter nadob viz pfiloha; dle materialu
a charakteru nalévaci nddoby postupujte pfi sterilizaci podobné jako v ptipadé vasich
Petriho misek).

Do vasi varné nadoby prelijte prfecezeny bujon. Do bujonu pfidejte 5 g cukrua 6 g
agaru. Bujon dobre promichejte a nechejte par minut stat.

Bujon s cukrem a agarem pfivedte k varu a bez zakryti zvolna varte 20-30 minut (¢4st
vody se odpafi). Bujon pfitom ¢asto michejte, aby se agar nepfichycoval ke dnu nebo
netuhnul na hladiné. Nastroj, kterym budete agar michat, nikam neodkladejte — budto
jej nechavejte ponoteny pfimo v bujonu, anebo jej pokladejte na okraj varné nadoby,
ve které bujon vafite. Pfi tomto kroku totiz, kromé toho, Ze rozpoustime agar, nase
médium sterilizujeme a nechceme, abychom si do néj nasim michatkem zanesli
kontaminaci.

Po uplynuti stanoveného Casu prestaneme agar zahfivat a dle pokynl k provadéni
aseptické prace si pfipravime a dezinfikujeme pracovni plochu, na které budeme
nalévat nase misky. Pfipravime si také samotné sterilizované Petriho misky. Agar
pfitom nechame pozvolna chladnout. Agar nesmi ve varné nadobé vychladnout zcela,
jinak ztuhne!

1 Pfi testovani byla pouZita vicka o priméru 8 cm a hloubce 1 cm, agar byl nalévan maximalné do poloviny hloubky
vitka (0,5 cm). Teoreticky na jednu takovou misku vychdzi maximélné nix42x0,5=25,1 ml agaru, pro 20 misek tedy
asi 502 ml agaru. Prakticky to bude méné — nalévame méné agaru, nepocitame s tloustkou stén vicka... Pokud
mate své Petriho misky néjakych netypickych rozmér(, muzete si takto snadno ovéfrit, jestli vdm dané mnozZstvi
agaru bude pro pfipravu stacit, a pfipadné pfipravované mnozstvi pfizplsobit vasim miskam.
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8. Jakmile agar trochu zchladne, nalévame jej do nasich sterilnich Petriho misek budto
pfimo z rendliku, anebo ho z varné nadoby prelijeme do sterilni nalévaci nadoby a z ni
teprve do misek. Agar nalévame v tenké vrstvé (do vysky maximalné 0,5 cm) tak, aby
pokryl celé dno misky. Pfi nalévani postupujte tak, Ze do misky nalijete trochu agaru,
misku uchopite a jemné s ni zakrouzite, aby se agar rozlil po celém dné misky. Pokud
bude v misce agaru stdle mdlo, dolijete agar do poZadovaného mnoizstvi (takto
dosdahneme pokryti celého dna pri mensi tloustce agarové vrstvy — agaru se pfi nizsich
teplotdch muizZe prestdvat chtit dobre téct a pro pokryti celého dna misky byste
potiebovali nalit velmi tlustou vrstvu). Takto nalijeme celkem 20 misek (pfipadné vice
dle vaseho uvazeni).

9. Agar v miskach nechame vychladnout a utuhnout. Agarova média v koncentraci,
kterou pfipravujeme my, tuhnou velmi rychle (zpravidla do 10 minut), po tuto dobu
misky nemusime pfikryvat (misky pfikryjeme pouze tehdy, pokud by se agaru
z néjakého dlivodu nechtélo tuhnout a museli byste ho nechat tuhnout déle — u agaru
by se viak tohle nemélo stat). Agaru se nedotykejte.

10. Po vychladnuti agarové misky budto ihned vyuzijeme v dalSich ¢astech ulohy
(doporucovany postup), anebo misky pfikryjeme a umistime do chladu (napf. umistime
na pekac, prikryjeme druhym pekacem a Soupneme na balkon).

Pokud jste v experimentovani doputovali az sem, mUzu vam fict — dobra prace! Timto mate za
sebou tu nejobtiznéjsi a nejpracnéjsi ¢ast ulohy.

Misky po pripravé a vychladnuti vyuzijeme v dalSich ¢astech ulohy co nejdfive po pfipravé
(pFestoze misky skladujeme v chladu), nejlépe do dvou dnl od jejich pFipravy. Jak jsem jiz
zminoval, nase sterilni prostfedi nikdy nebude zcela sterilni, stejné tak to plati pro nasi
metodu skladovani. Néco ,extra“ ndm na miskach pravdépodobné stejné vyroste, nicméné
rychlou spotfebou nasich misek ddvame mikroorganismiim, které na misky naockujeme my,
naskok a pocetni prevahu.

Misky spolecné s kontrolnimi miskami inkubujte vSechny na jednom misté, agarem doli
(agarem dolti = zavitem dolt, tedy tak, jak by vicko bylo obycejné nasazené na sklenici;
¢inime tak proto, aby se z agaru neodparovala voda) za stejnych a pokud mozno stabilnich
podminek. Pro inkubaci doporuc¢ujeme pokojovou teplotu a misto, kam nesviti pfimé
slunecni svétlo. Neinkubujeme tedy pfimo pod radiatorem, kde se teplota skokové méni
z pokojové na velmi vysokou podle toho, zda se zrovna topi nebo ne, nebo na okennim
parapetu, kde nam mikroorganismy pozabiji UV zareni. Pod misky je vhodné umistit
vodéodolnou podlozku, napf. tacek nebo pekac, kdyby nahodou. Misky inkubujeme, dokud
zfetelné nepozorujeme narostlé kolonie, podle teploty zpravidla 3—-7 dn.
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Zakladni test sterility

Jakmile mate své misky nalité, utuhnuté
avychladlé, mlzeme zacit s mikrobiologii.
Abychom si ale byli jisti, Ze na miskach nam
skute¢né roste pouze to, co tam chceme,
musime provést jednoduchou kontrolu
sterility naSich misek a materidlu. V této ¢asti
ulohy si taky predstavime, jak nase misky

Rocnik 5
Experimentalni bonus

e

=)

your
sample

zapecetit a jak je inkubovat.

/Contamination

1. Pfichystejte si dvé sterilni agarové
plotny, sterilni destilovanou vodu
a vatové tycinky. Pfipravte si pracovni
misto dle pokynt  k provadéni Q0
aseptické prace. s —

2. Jednu z misek nechte zcela prazdnou T(::shert’i:fje
a nic s ni nedélejte — to bude nase
kontrola sterility pfipravovaného
média. Misku (na ,vrsek” vicka) | = S
popiste a zapecette potravinarskou
folii — stranu misky s agarem prekryjte
napnutou félii a folii z druhé strany (té ,vickové”) zakrutte a fdlii pfitom udrZujte stale
napnutou. Félie se pti zapeceténi nesmi dotykat agaru. Prebytecnou fdélii odstfrihnéte.
(Pro nadzornost se mlzete fidit obrazkovym postupem v pfiloze 2, napoprvé si mizete
postup vyzkouset na prazdné misce bez agaru). Stejnym zplsobem zapecetujeme
vSechny misky. Jakmile misku jednou zapecetime, snazime se ji jiz neotevirat —
rostouci mikroorganismy pozorujeme (a v ramci dokumentace fotografujeme) pres
folii.

3. Vytdhnéte vatovou tycinku a jeji sterilni stranu namocte do sterilni destilované vody.
Namocdenou vatovou tycinkou pak potfeme cely povrch agaru. Misku popiSeme
a zapecetime. Tato miska ndam poslouZi jako kontrola sterility nasi vody a také vatovych
tycCinek.

4. Obé misky nechame inkubovat pfi pokojové teploté agarem dolu spole¢né s ostatnimi

naockovanymi miskami.

Jakmile za¢nete plotny ockovat podle pokynl v nasledujicich tkolech, je dobré naockovat
misky pro vSechny ukoly zaraz — pouzit k tomu stejné sterilni pomucky, stejnou sterilni vodu,
stejné podminky, stejné vSechno. Takto muzete pro vSsechny misky sdilet jedinou kontrolu
sterility. Kdybyste nékterou cast ulohy chtéli nebo museli zopakovat, vidy je potieba
soucasné s danym ukolem znovu provést kontrolu sterility.
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8. Prilozte fotografie svych kontrolnich misek po inkubaci (jak kontrolu sterility
média, tak vody a vatovych tycinek) - celkem tedy 2 misky. Pokud jste nékteré casti
ulohy opakovali, priloZte fotografie vSech vytvorenych kontrolnich misek a dejte
najevo, které kontrolni misky patii ke které casti ulohy. [2 b]

Reseni individudlni.
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Kulturni akce 1: Tour de Barak aneb Mikrobiologicky screening
domacnosti

Zemé je planeta Zivota. A prestoZe
Zivot, ktery vidime kolem nas, je z velké
vétSiny budto chlupaty, opefeny,
Supinaty, bzucici anebo zeleny, drtivou

®e t

Dy

vétsinu veskerych Zivych organism( na
zemi tvori Zivot, ktery nevidime -
mikroorganismy ve formé bakterii,
kvasinek, plisni, mikroskopickych hub
ataky v mnoha dalSich podobach —
pfipravovali jste nékdy v hodinach
biologie tfeba senny nalev? Jak vam ale
musi byt jasné, ne vsSude je
mikroskopicky Zivot stejny — v puadé
nalezneme jiné bakterie nez ve vodé

ot
®

ave vodé zase jiné nez tfeba na
ZivociSich nebo rostlinach. My si nyni Svétoznamy otisk ruky na agaru.
vytvofime jakousi mikrobiologickou

,mapu” vasi domacnosti.

Jak jiz bylo naznaceno, mikroorganismy, které vdm na miskach vyrostou, jsou nedilnou
soucasti Zzivota kazdého z nas a pokud vam celd miska takfikajic rozkvete, neznamena to nic
Spatného (ostatné takovy vysledek ¢ekdme) a rozhodné se nemusite désit nebo stydét — pouze
to ukazuje, jak pestry je mikrobiom okolo nas.

AZ na vzacné vyjimky se na svych miskach setkate s vSednimi a nepatogennimi druhy
mikroorganismu, které tvofi béZnou soucast naseho zivota — v koncentraci, ve které vam ale
vyrostou na miskach, mohou predstavovat biologické riziko. Vyhnéte se tedy jakémukoliv
pfimému kontaktu s naockovanym agarem a také s ¢imkoliv, co vam na ném naroste — at uz
se vam to bude zdat jakkoliv heboucké a/nebo pfitulné, prosim, nemazlete se s tim.

1. Pripravte si pét sterilnich agarovych ploten, sterilni destilovanou vodu a vatové tycinky.
Ptipravte si pracovni misto dle pokyn( k provadéni aseptické prace.

2. Vytipujte si pét mist ve vasi domacnosti, jejichZ stér provedete. Pro inspiraci, zajimavé
a pékné vysledky mGzeme ziskat ze stéru napf. pocitacové mysi Ci klavesnice, kliky
u frekventovanych dveri, dalkového ovladace, zaprasené policky, listu pokojové
kvétiny, vypinace svétla, displeje mobilniho telefonu, vodovodni baterie... Cilené se
prosim vyhybejte stérim z mist, kde miZete pfimo ocekavat vyskyt patogennich
mikroorganismi, neprovadéjte tedy stéry napf. ztoaletni misy nebo odpadi
umyvadel.
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3. Vytdhnéte vatovou tycinku a jeji sterilni stranu namocdite do sterilni destilované vody.
Namocenou tycéinkou pak setfeme povrch jednoho nami vybraného mista
v domacnosti. Vlhkou tyCinkou se stérem pak potfeme cely povrch agaru. Misku
zapecetime a popiseme.

4. Stejny postup opakujeme pro zbyvajici Ctyfi vytipovanda mista v domacnosti vzdy
S novou agarovou miskou.

5. Misky nechame spole¢né inkubovat pfi pokojové teploté agarem dolu spolecné
s kontrolnimi miskami.

6. Po tom, co vam misky narostou, kazdou z nich vyfotte tak, aby byl vidét cely povrch
agaru. Na kazdé z misek urcete celkovy pocet narostlych kolonii a pocet pfitomnych
druh( mikroorganisma (viz nize).

Pfi vyvhodnocovani nasich narostlych agart budeme pracovat se dvéma zakladnimi veli¢inami.
Prvni z nich je pocet mikrobidlnich druhl, které na miskach narostly. Tuto veli¢inu bez
diagnostickych testl nikdy neurcite pfesné, nicméné ji mizete odhadnout podle toho, jak
budou vase narostlé kolonie vypadat z makroskopického hlediska — zde rozliSujeme zejména
jejich tvar, barvu, lesk, profil a podobné. Pokud vdm na misce narostlo tfeba tficet kolonii
béZovych a lesklych, dvacet Zlutych a lesklych, dvé svétlehnédé, matné a s nepravidelnym
okrajem, jedna vétsi nez vSechny ostatni a tvorena ¢ernymi vlakny a tfeba Ctyfi lesklé Cervené,
odhadem narostlo na vasi misce pét riznych druhl mikroorganismu. Tato veli¢ina udava
pestrost mikrobiomu v misté stéru. Druhou veli¢inou je samotny pocet kolonii, které vam na
misce narostou — v uvedeném prikladu jsme napocitali 57 kolonii. Tato veli¢ina zase indikuje,
kolik mikroorganisml na misté stéru bylo. Pfi pocitani kolonii pfi vyhodnocovani vam
doporuéuji nasledujici postup: narostlou misku vyfotte, aby byly dobfe patrné vsechny
narostlé kolonie. Fotografii si v pocitaci oteviete v néjakém grafickém editoru (i Malovani
vam bude stacit), pocitejte kolonie a ty, které jste jiz spocitali, si oznacte tfeba teckou. Pokud
bude miska narostla hodné (vice nez 200 kolonii), spocCitejte kolonie napf. jen na poloviné,
ctvrtiné apod. misky a vysledny pocet vynasobte prevracenou hodnotou tohoto zlomku
(spocitam kolonie na ctvrtiné misky, pocet tedy vynasobim ctyfmi, abych ziskal pfiblizny
pocet kolonii na celé misce).

9. Uvedte mista, ze kterych jste provadéli vase stéry. JeSté predtim, neZ vam misky
narostou, odhadnéte, na kterém ze stiranych mist nejspiSe naleznete
nejvice/nejméné druhli mikroorganismi a nejvyssi/nejnizsi celkovy pocet
mikroorganismu. Stru¢né zdivodnéte sviij nazor. [1 b]

ReSeni individualni.

10. PriloZte fotografie svych misek se stéry z péti mist ve vasi domdacnosti po inkubaci
— celkem tedy 5 misek. Kazdou misku popiSte mistem stéru a uved'te k ni pocet
narostlych druhi mikroorganismt a celkovy pocet narostlych kolonii (napf.
formou tabulky). Souhlasil va$ odhad z predchoziho ukolu s realitou? [7,5 b]
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ReSeni individualni.

KdyZ na miskach spocitame narostlé kolonie, ¢islo, které ziskame, ve skutecnosti
neodpovida celkovému poctu mikroorganismé plivodné piitomnych ve stéru.
Mikrobiologové proto tohle Ccislo vyjadruji pomoci jednotek oznacovanych
anglickou zkratkou CFU (Cesky KT]). Co tohle ¢islo vyjadiuje a jak se pocet CFU lisi
od celkového poctu mikroorganismii ve stéru? [1 b]

Zkratka CFU (anglicky ,colony forming unit“) resp. KT] (Cesky ,kolonie tvorici
jednotky“) oznacuje veliCinu, kterd vyjadruje pocet mikroorganismi ve vzorku,
které byly za danych podminek na agaru o daném sloZeni schopné vytvorit kolonii.
Cislo tedy nezahrnuje mikroorganismy neschopné déleni (at’ uz z divodu $patnych
podminek na agaru ¢i Spatného fyziologického stavu), které by tfeba za jinych
podminek kolonie byly schopné vytvaret. Cislo zahrnuje pouze za nagich podminek
Zivotaschopné a délivé mikroorganismy.

Dovedete od sebe na vasem agaru alespoini pribliZzné rozlisit bakterie, kvasinky
a plisné? Které makroskopické znaky kolonii ndm mohou napovédét, o ktery
z uvedenych druhi mikroorganismii se jedna? Pokuste se na svych miskach najit
a oznacit priklad bakterialni, kvasinkové a plisiiové kolonie. [2 b]

BéZné bakterie, které budete na miskach pozorovat, tvori vétSinou kolonie malé
velikosti (zde plati vyjimky) s jasné definovanymi okraji a jednotnou barvou, ¢asto
také vyraznym leskem. Na obrazku oznacené pismenem B. Kvasinky tvori vétsi
kolonie vétSinou bilé nebo béZové barvy, které nemaji jasné definované okraje
a byvaji matné. Na obrazku oznaceno pismenem K. A nakonec plisné tvori velké
,kolonie“ (nejedna se o kolonie v pravém slova smyslu) ¢asto bilé ¢i naopak tmavé
barvy charakteristické vlaknité struktury, ve které muzZou byt pozorovatelné
jednotlivé plisiové plodnicky. Na obrazku oznaceno pismenem P.

[T T Ty
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Kulturni akce 2: Turnaj v dezinfekcnosti

Kromé sterilizace se jak ve védecké praxi, tak i ve vSednim Zivoté pouzivaji pro dezinfekci
povrchl a material( velmi ¢asto rliznd dezinfekéni Cinidla — prostfedky chemické dezinfekce.
Tento fakt vdm za posledni rok ale nejspise neusel. S dezinfekci se mlzete setkat na kazdém
kroku, at uz pfi vstupech do obchodl nebo tfeba ve vozidlech MHD. Neni vsak dezinfekce jako
dezinfekce. Prostiedk( existuje mnoho druht a typu, pficemz kazdy obsahuje jiné aktivni latky
liSici se svym ucCinkem a principem likvidace mikroorganismu. V této c¢asti ulohy tedy
postavime rlizné typy dezinfekce proti sobé v majestatnim a slechetném turnaji o véhlasny
titul ,Desinficiens optimus".

Pro tuto ¢ast ulohy budete potfebovat Ctyfi rizné dezinfekéni pripravky, pokud mozno lisici se
ve svém mechanismu Uc¢inku nebo aktivni sloZzce. MozZnosti mate opravdu hodné — pro ptiklad
(a inspiraci) mazete do svého turnaje prihlasit mydlo (at uz tekuté ¢i pevné), alkoholovou
dezinfekci (at uz na bazi ethanolu, isopropanolu, nebo tfeba slivovice), dezinfekci na bazi
chloru (napfiklad zmifované Savo), dezinfekci na bazi peroxidu vodiku nebo pfimo jeho 3%
roztok, dezinfekci vyuZivajici vice mechanisml dezinfekce (napf. dnes vSudypfitomny Anti-
COVID) nebo tfeba domdci ,zarucené ucinné” recepty — ocet, citronku... Findlni vybér
soutéZzicich je ale jen a jen na vds — jedinou podminkou je, aby bylo u prostfedku opravnéné
ocekavat néjakou dezinfekéni schopnost. Nebrarite se kuriozitam — mate k dispozici jodovou
tinkturu? Ozonizér? UV lampu? Roztok formaldehydu, fenolu nebo chloraminu po dédeckovi
— vesnickém chirurgovi? Jen sméle do toho — dejte jen pozor na svoji bezpecnost, pracujte
opatrné a s rozmyslem. Pokud si jako dezinfekci zvolite Savo, pracujte v néjakém starSim
nebo pracovnim obleceni. Savo totiZ neni jen dezinfekce, ale také ucinné bélidlo. Pokud se
jim tedy pokapete Ci postiikate, poznate také jeho treti prokazatelny ucinek: magickou
schopnost preménit JAKEKOLIV obleéeni na pracovni. Svétlozluté flicky na novém éerném
tricku nebo sukni prosté nechcete.

13. Predstavte své vybrané Ctyri soutézici - typy dezinfekce. Ke kazdému uved'te, s ¢im
do turnaje prichazi - urcete jeho aktivni slozku/slozky a princip, na kterém
likviduje mikroorganismy. [2 b]

ReSeni individualni, zavisi na typu dezinfekce, ktery pouZijete.

Obecné - mydla ptisobi na buné¢nou membranu mikroorganismii. Membrana ma
jak polarni (na povrchu), tak nepolarni (uvnitt) charakter - z tohoto dlivodu mize
existovat. Mydlo ma ale charakter stejny. Kazda molekula mydla ma polarni
i nepolarni ¢ast. V prostredi se tedy najednou objevi vyznamny podil nepolarnosti
a buné¢na membrdana (zavisla na polarnim prostiedi) se mliZe narusit, bunka se
tedy rozpadne.

Alkoholové dezinfekce funguji na principu denaturace mikrobiadlnich proteint - at
uZ vmembrané, nebo uvnitf bunky. Disledkem je opét naruSeni integrity
mikroorganismu a jeho destrukce. Podobné ucinkuji také aldehydy, fenol
a podobna cinidla.
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Dezinfekce na bazi oxidac¢nich cinidel - peroxidu vodiku, chlornant (Savo) a dalsi
- plsobi presné tak, jak byste cekali. Agresivné oxiduji a nasledkem toho rozkladaji
anici vse, co jim prijde do cesty - membrany, proteiny, nukleové kyseliny, ale také
vSemozné zejména organické slouceniny (napt. barviva at uz v obleceni nebo ve
vlasech); proto se také vyuzivaji jako bélidla. Podobné ucinkuji také ozonizéry,
Cinidla s jodem, manganistan draselny, chloramin a dalsi latky.

Dezinfekce UV zarenim naruSuje strukturu zejména nukleovych kyselin uvnitr
bunék. Neni nukleova kyselina, neni mnoZeni. A je to. Na podobném principu
funguje také dezinfekce radiaci (tu vsak doufam nikdo, ale nikdo z vas nepouZzil).

Domaci dezinfekce na bazi kyseliny octové Ci citronové vétSinou nefunguje prilis
dobte. Mechanismus ucinku je zaloZen na denaturaci proteini bunék vyznamnym
sniZzenim pH; proteiny obecné takto denaturovat lze, nicméné proteiny strukturni
(tvorici bunécné stény ¢i strukturni sloZku membran) jsou vétSinou viic¢i nizkému
pH relativné robustni a pro jejich opravdu spolehlivé zniceni bychom museli
pouZzit velmi vysokou koncentraci téchto latek. No a takova koncentrace budto
béZné neni dostupna, anebo by mohla mit destruktivni ucinky také na samotny
dezinfikovany predmeét.

Pripravte si osm sterilnich agarovych misek, jednorazové rukavice (alespon Ctyfi kusy)
a kuchyniské papirové utérky. Pripravte si pracovni misto podle pokynl k provadéni
aseptické prace (vSak uz to znate ). Ptipravte si také svoje Ctyfi soutézici (nejlépe
nékam k umyvadIu).

Nasadte si Cistou jednorazovou rukavici. Rukou v rukavici dikladné ohmatejte, co vas
napadne — kliku, zemi, domaciho mazlicka... Jde nam ted o to, abychom rukavici
pofadné kontaminovali (misto, které ohmatate, si ale zapamatujte — budete to délat
vicekrat, tak at jsou vysledky porovnatelné).

Rukou v nyni kontaminované rukavici potapejte cely povrch jednoho agaru. Dejte jen
pozor a netapejte moc silné, at agar nepotrhate nebo do néj prsty nezaryjete. Misku
odlozte stranou, rukavici jeSté nesundavejte.

Vyberte si jednu z vasich dezinfekci a touto dezinfekci ted' (nejlépe nad umyvadlem)
dikladné vydezinfikujte svoji kontaminovanou rukavici (kterou mate stale nasazenou
na ruce), zvlasté tu Cast, kterou tapkate po agaru. Vydezinfikovanou rukavici pak
osuste Cistymi papirovymi utérkami.

Nyni vydezinfikovanou rukavici potapejte cely povrch druhé agarové misky. Rukavici
sundejte a vyhodte, stejné tak papirové utérky, kterymi jste rukavici susili.

Obé potapkané misky popiste a zapecette.
Stejny proces provedte se tfemi zbyvajicimi typy dezinfekce. Rukavici pouzijte vidy

novou a Cistou, stejné tak papirové utérky, kterymi budete rukavici po
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vydezinfikovani susit. Snazte se vidy rukavici kontaminovat na stejném misté a
v podobné mife, at jsou vysledky srovnatelné.

Vsechny misky nechejte spolec¢né inkubovat pfi pokojové teploté agarem dolu
spole¢né s kontrolnimi miskami.

Po tom, co vdm misky narostou, kazdou vyfotte, aby byl zfetelné vidét cely povrch
agaru. Pro kazdou z misek spocitejte celkovy pocet narostlych kolonii a pocet
pritomnych druh( mikroorganisma.

Prilozte fotografie svych narostlych misek potapanych kontaminovanou
a vydezinfikovanou rukavici - celkem tedy 8 misek. KaZdou misku popiSte typem
dezinfekce + jestli se jedna o misku pred pouzitim/po pouziti dezinfekce a uved’te
k ni pocet narostlych druhii mikroorganismu a celkovy pocet narostlych kolonii
(napft. formou tabulky). [10 b]

ReSeni individualni.

Turnaj se blizi ke konci a nyni musite vyhlasit vitéze a udélit prestizni titul
Desinficiens optimus. Vykony jednotlivych dezinfekénich soutéZicich mate
k dispozici na vasich narostlych miskach. Vyhodnotte, jak si ktera dezinfekce za
vaSich podminek vedla - zohlednéte urcité zménu v poctu narostlych kolonif a také
zménu v poctu narostlych druhi mikroorganismt pred a po pouziti dezinfekce.
Zohlednit mizete také doplitkova kritéria - cenu dezinfekce, jednoduchost
provedeni dezinfekéniho procesu, nezadouci ucinky dezinfekce (koukam se na
tebe, Savo!) a dalsi kritéria, které uznate za zvazeni hodna. Po zvaZeni vSech kritérii
jmenujte Sampiona turnaje. [2 b]

ReSeni individualni.

V pripadé béznych alkoholovych dezinfekci koncentrace alkoholu pohybuje okolo
70 %. Proc je tato koncentrace pro dezinfekcni ucCely nejvhodnéjsi, resp. co by se
stalo, pokud bychom pouzili alkohol o vyznamné nizsi/vy$si koncentraci? [1 b]

V pripadé alkoholovych dezinfekci musime nalézt jakési optimum mezi dobrou
denaturacni schopnosti alkoholu (¢im vétsi koncentrace alkoholu, tim lépe)
a schopnosti alkoholového prostifedku proniknout do vnitinich prostor bunék
(¢im mensi koncentrace alkoholu, tim lepsi). Pokud pouZijeme alkohol o prilis
vysoké koncentraci (obecné od 90 % vyse), Gicinnost se sniZuje zaprvé z diivodu,
ze roztok prudce zdenaturuje pouze povrch bunécné stény, ktera ale miize zlstat
neporuSend (a vnitiek tedy dal funguje a je schopen mnozeni) a zadruhé se
pripravek priliS rychle odparuje (a nema tedy Cas pro radnou denaturaci). Pri
pouZiti koncentrace naopak niZsi nez reknéme 60 % je denaturacni ti¢inek naopak
prili§ slaby - pripravek se sice do bunlky dostava dobre, avSak casto ne
v koncentraci, ktera by byla pro burku fatalni.
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Kulturni akce 3: Voda ziva...

Voda = Zivot. To je zdkladni rovnice, kterd je zakladem také veskerého znamého zZivota.
Neexistuje organismu, ktery by byl schopen fungovat bez vody. Voda je ale Ziva také v jiném
slova smyslu, nez jako ,ingredience” Zivota — poskytuje pro Zivot také prostor a podminky; je
zkratka plnd Zivota. To ale mlzZe byt i neZadouci faktor. Na rozdil od zndmé pisné Anety
Langerové, ze které jsme si vypQjcili ndzev pro tuto ¢ast ulohy, ,voda Zivd“ miZe byt sice na
prvni pohled skutecné ,Cistd a dlvériva“, nicméné brzo po jeji konzumaci mizeme zacit
Uspésné pochybovat o versich ,,ve mné navidy zlstava“, ,uvnitf odpociva“, a ,tiSe odplouva“,
jakmile se dostavi brutdlni prijmy a dalsi radosti konzumace mikrobidlné kontaminované
vody. Naopak se s pani Langerovou zcela jisté shodneme na sloce paté:

,KdyZ konci se den a usne mé zem,
nevnimam c¢as ...
Vraci se zpét mj niterni svét,
snad probudi nds ...
Zda se nezbylo nic,
jenze ¢im dal tim vic ...”

obzvlasté kdyZz po konzumaci zarucené Cisté kristalové studniéni vody z lokalniho pramene
dostaneme v noci béhavku a stoprocentné se dobre nevyspime.

T SEE THE PROGLEM. I THINK YOU MEAN NO. HERE, SWALLOW THIS,
YOUR GUT MACROBIOME MICFOBIOME.
15007 OF BALANCE. l DOVD&I Ng Snﬂ .
"-F‘“j”w GLASS OF LATER?
)

P

Z tohoto a mnoha dalSich davodU je kvalita vody jak v domacich rozvodech, tak ve vodnich
tocich a dilech, které zasobuji rezervoary pitné vody, peclivé monitorovéana a jakakoliv jeji
vyznamna kontaminace je opravdu praser?.

My sice v nasem pokuse nebudeme schopni stanovit miru kontaminace vody témi ,Spatnymi“
bakteriemi, pro tento ucel jsou zapotrebi specialni selektivné diagnostické agary jako
napriklad Enddv agar, mFC agar nebo agar dle Slanetz-Bartleyho, budeme vsak schopni
alespon pfriblizné stanovit celkovou miru znecisténi vody mikroorganismy obecné.

Pro tuto ulohu budete potiebovat tfi zdroje vody k testovani —vodu z domaciho rozvodu vody
(napf. z kohoutku v kuchyni ¢i koupelné), vodu z ptirodniho zdroje stojaté vody (napf.

2 Pun intended.
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z jezirka, rybniku nebo podobné nadrze, staci vam ale tfeba i kaluz) a vodu z pfirodniho zdroje
tekouci vody (napf. z potoku Ci feky). Pokud to nemate tak pohodIné jako autor ulohy, ktery
ma potlcek na jedné strané zahrady a rybni¢ek na druhé, budete potfebovat také tfi sterilni
vzorkovnice s vickem (napt. zavarovaci sklenice, které vysterilizujete dle pokyn uvedenych
drive), do kterych vodu naberete a donesete domu.

1.

17.

18.

Provedte odbér vzorku vody. To udélate tak, ze vzorkovnici naplnite vodou a bez
jakéhokoliv kontaktu s vodou uvnitf vzorkovnice ji uzaviete. Nasledujici kroky je pro
spravnost vysledku nutné ucinit co nejdfive po odbéru vody, idedlné do par hodin.
Pokud budete misky ockovat pfimo u zdroje vody, tento krok neni nutny.

Ptipravte si vatové tycinky a tfi sterilni agarové misky. Pokud pracujete doma, pfipravte
si také pracovni misto dle pokyn( k provadéni aseptické prace. (Pokud budete misky
ockovat pfimo v terénu, neni pfiprava mista samoziejmé mozna, udrzte ale sterilitu
vatovych tycinek.)

Opatrné oteviete vasi vzorkovnici a namocte v ni sterilni konec jedné sterilni vatové
tyCinky. V pfipadé prace vterénu tyCinku namocte pfimo do vodniho zdroje,
nedotykejte se ale dna nebo utvarl ve vodé, napf. rostlin.

Namocenou vatovou tyCinkou potrete cely povrch jednoho agaru. Misku popiste
a zapeclette.

Stejny postup provedte také se zbyvajicimi dvéma vzorky vody. Vidy pouzijte novou
sterilni vatovou tycinku.

VSechny tfi naockované misky inkubujte agarem doll za pokojové teploty spolecné
s kontrolnimi miskami.

Potom, co vam misky narostou, misky vyfotografujte tak, aby byl zfetelné viditelny cely
povrch agaru. Urcete u kazdé z nich celkovy pocet narostlych kolonii a celkovy pocet
pritomnych mikrobidlnich druh(.

PrilozZte fotografie vasich narostlych misek z rozboru vody - celkem 3 misky. Ke
kazdé doplite zdroj, odkud pochazi voda, kterou byla miska naockovana, celkovy
pocet narostlych kolonif a pocet narostlych druht mikroorganismi. [4,5 b]

ReSeni individualni.

Ktery vzorek vySel z testu nejlépe a ktery nejhtire? Dovedete vysledek odtivodnit?
Zkuste odtvodnit také rozdil mezi mirou mikrobidlni kontaminace zdroje stojaté
a tekouci vody. [1,5 b]

Nejlépe vam velmi pravdépodobné vyjde voda z domaciho rozvodu. Tato voda,
jelikoZ je klasifikovana jako pitna, musi spliiovat velmi prisné dodavatelské naroky
na kvalitu. Naopak prirodni zdroje vody vZidycky néjak kontaminované budou -
voda je obecné spoletné splidou jedno znejvyznamnéjsich mist vyskytu
mikroorganismd.
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Jako nejvice kontaminovana vam zase nejpravdépodobnéji vyjde voda ze zdroje
stojaté vody. Na rozdil od vody tekouci bakterie nejsou tolik odplavovany, dochazi
k vétSimu obohaceni vody o Ziviny rozkladem organickych zbytki apod.

V pripadé normovaného laboratorniho rozboru vody, at uZ pitné nebo koupaci, se
pro urceni celkové mikrobidlni kontaminace vyuziva tzv. TYEA agar (tryptone
yeast extract agar). Vzorkem vody se naockuji dvé misky s TYEA agarem; jedna
z nich se pak necha inkubovat pti 22 °C, druha zase pii 35 °C. Pro¢ se misky
nechavaji inkubovat paralelné pii dvou riznych teplotach? [1 b]

s

Bakterie Zijici ve vodnim prostredi maji rizné pozadavky pro sviij optimalni rist.
Dle téchto pozadavkil je miizeme rozdélit na dvé zakladni kategorie - bakterie
psychrofilni (chladnomilné) a mezofilni (preferujici béZné mirné teploty). Pri
obecném testu mikrobidlniho znecisténi se snazime zachytit obé tyto skupiny,
nicméné neni moZné dobie zvolit jednu teplotu, aniZ by ndm jedna z téchto skupin
yneprerostla“ druhou. Miska inkubovana pii 22 °C tedy bude idedlni pro rust
psychrofilnich bakterii, miska inkubovand pti 37 °C zase pro rist bakterii
mezofilnich.
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Kulturni akce 4: (Ne)prikazny test ucinnosti rousky aneb Co kdyz prijde
kontrola

Kromé dezinfekce jsme se za posledni rok Doctor: Protect the ones you love most
museli sblizit také sdalSim prostfedkem from Coronavirus

ochrany osobniho zdravi — ochrannymi  Me:

rouskami. Tento kus latky s provazky rozsifil
nas zakladni ,jdu z domu” checklist, pivodné
obsahujici mobil, klice a penézenku, a stal se
soucasti naseho  kazdodenniho  Zivota
k nepfizni obrylenych lidi, ktefi maji na poli
zamlZovani brylovych ¢ocek novou nemesis.
Tak se zhluboka nadechnéme... A jdeme na to.
V této casti ulohy si vyzkouSime otestovat
funkénost rousky ve filtraci vykasldavaného
vzduchu od mikrobl. Tento experiment ale
bude oproti ostatnim také o néco rychlejsi,
jednodussi a také v nécem jiny — ndm totiz

pljde o to udélat néco trochu Spatné.

Tato ¢ast experimentalniho bonusu vam tedy nejspiSe nevyjde tak, jak si myslite, Ze vyjde.
PrestoZe z vysledkii naseho experimentu se mize zdat, Ze mame pfimy diikaz toho, Ze
rousky viibec nejsou ucinnym prostiedkem pro filtraci vydechovaného vzduchu od
mikroorganismi, opak je pravdou: rousky opravdu funguji. Tento pokus je pouze
demonstraci, Ze nejen vysledek, ale i design experimentu je klicovy pfi jeho vyhodnocovani
a Spatnd interpretace vysledkii experimentu muiZe mit opravdu drasticky vliv. P¥i
interpretaci kazdého ,védeckého” experimentu tedy prosim myslete kriticky a pouzivejte
zdravy selsky rozum.

20.]Jednim z viralnich experimenti nesc¢etnékrat zopakovanym influencery po vsech
moznych socidlnich sitich je pokus o sfouknuti svicky s nasazenou rouskou.
Experimentatorovi se samoziejmé vzdy podaii svicku sfouknout, a to i vicekrat
vradé, experiment ma tedy dobrou opakovatelnost. Experiment zaroven se
stejnym vysledkem zopakovalo obrovské mnoZstvi lidi v riznych podminkach,
experiment je tedy i velmi dobie reprodukovatelny. Experimentatofi ale tento sviij
vysledek interpretuji tak, Ze protoZe pies rousku zvladnou sfouknout zapalenou
svicku, rousky jsou neefektivni pri ochrané pred sifenim SARS-CoV-2. Tento zavér
je samoziejmé nesmyslny. Uved, jaké chyby (pripadné jakych chyb) se tito
samozvani védci p¥i interpretaci vysledkl pokusu dopustili. Jak miizeme vysledek
experimentu interpretovat spravné (tedy jaké tvrzeni je timto pokusem mozZné
podpofit nebo napadnout)? [1 b]

Samozvani védci se dopustili chyby tim, Ze podle nich spolu koreluji dva zcela
nezavislé jevy - propustnost rousek pro vydechovany vzduch a propustnost
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rouSek pro virové castice. Alegoricky bychom takto mohli prokazat (ne)ucinnost
tenisovych raket v odpalovani tenisovych micki, protoze vzduch prokazatelné bez
nejmensiho problému vypletem rakety prochazi.

Vysledkem miiZzeme naopak napadnout tieba nazor odptrctl rousek, zZe ,rousky
snizuji prisun vzduchu do organismu”. Pokus totiZ naopak ukazuje, Ze ptes rousku
je sfouknuti svicky stejné snadné jako bez ni. Vysledek samoziejmé neni takto
cernobily - rousky sice prisun vzduchu do organismu nesniZuji (prokazano
testovanim na principu stanoveni obsahu kysliku v krvi), prisun vzduchu ale
o néco ztézuji (kladou pri dychani urcity odpor, musime proto vynakladat vétsi
usili pro nadechnuti stejného mnozZstvi vzduchu).

1. Pripravte si dvé sterilni agarové misky a ¢istou rousku libovolného typu. Pfipravte si
své pracovni misto dle pokyn( k provadéni aseptické prace (uzZ naposled, nebojte ).

2. Vezméte si jednu z misek, podrzte ji agarem k sobé cca 30 cm od svych Ust a ve sméru
misky poradné zakaslejte. Misku popiste a zapecette.

3. Nyni si nasadte rousku, vezméte si druhou misku a opakujte postup ve druhém kroku
experimentu. Zkuste kaslat (samoziejmé pres rousku) priblizné stejnou mérou jako pfi
kaslani bez rousky. Misku opét popiste a zapecette.

4. Obé misky inkubujte spolecné s kontrolnimi miskami agarem dolG pfi pokojové
teploté.

5. Po tom, co vam misky narostou, je vyfotografujte tak, aby byl zfetelné viditelny cely
povrch agaru. Urcete u kazdé z nich celkovy pocet narostlych kolonii a pocet rtiznych
mikrobialnich druhd.

21. PriloZte fotografie vasSich pokaslanych misek - celkem 2 misky. Ke obéma uved'te,
jestli jste na né kaslali bez rousky nebo pres rousku a také pocet narostlych kolonii
a pocet narostlych mikrobialnich druht. [3 b]

ReSeni individualni.

Na svych miskach nejspiSe pozorujete, Ze at uz pokaslané s rouskou nebo bez ni, narostly obé
misky viceméné stejné (pripadné miska pokaslana pres rousku o néco méné). Z tohoto faktu
samotného bychom mohli bez pfemysleni prohlasit, Ze rousky jsou ve filtraci mikrob( z kasle
neucinné.

22. My ale premyslet budeme. N4 experiment totiZ uz z principu nemtze poskytnout
vysledek, ze kterého by se dalo néco poradné usuzovat. Zamyslete se a uved'te, kde
v designu nasSeho experimentu nastala chyba, kterd ndm znemoznuje vyhodnotit
ucinnost rousSek. (Napovéda: nezdaji se vam vasSe misky obé aZ podezrele
prazdné?) Navrhnéte také zpilisob, jak bychom mohli pokus vylepsit, abychom
ucinnost rousek skutecné otestovali. [2 b]
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Pfi naSem experimentu chceme na médiu zachytit bakterie, které se bézné
vyskytuji v hornich cestach dychacich. NaS experiment ale selhava v tom ohledu,
Ze na nasem sloZeni média z téchto druhti bakterii nemtZe poradné riist prakticky
zadna. Bakterie, které na médiu marné ocekavame, jsou vétsinou citlivé a vyzaduji
specialni podminky pro Zivot, a tedy i kultivaci. Kdyby bakterie hornich cest
dychacich mohly Zit i na tak vSednim médiu, jako je nas cukr a hovézi bujon, byl by
pienos bakterialnich onemocnéni dychaci soustavy daleko jednodussi - to je
diivod, proc se vétSina podobnych nemoci $iti jen cerstvé vykaslanymi kapénkami.

Pro vylepSeni pokusu bychom mohli zménit sloZzeni média na néjaké, na kterém by
nam nase cilova skupina bakterii alespon teoreticky mohla nartist. Pokud budeme
0 néco technictéjSi a chtéli bychom pokus opravdu reprodukovatelny, mohli
bychom odstranit lidsky faktor. Lidské plice nahradime vhodné upravenym
kompresorem, do jeho vyvodu nakapeme predem definovanou suspenzi bakterii
a z definované vzdalenosti ji vzduchem zkompresoru ,strilime“ na médium
vhodné pro naSe bakterie silou lidského kasle bud'to ptres rousku, nebo jen tak.
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No a ted' jak to vSechno pozabijet

Nadpis fika vSe — po vSem nasem pokusovani, pokousavani, pokouseni a dalSich jednoslovnych
zmrveninach slova ,provadét pokus” mame spoustu Petriho misek plnych bakterii, kvasinek
a plisni a ted nevime co s tim.

Pouzité Petriho misky s agarem nejprve dezinfikujeme tak, Ze je opatrné odpecetime a pres
noc ponorime do 10% roztoku Sava (1 dil Sava, 9 dilG vody), ¢imz efektivné zlikvidujeme
vSechno Zivé, co se na nich nachdzi. Pokud misky jesté budeme chtit nékdy pouzit, nasadime
si pevné gumové rukavice, pomoci napt. pfiborového noze z misek odstranime agar, pfipadné
zbytkové necistoty odstranime starym zubnim kartackem. Napisy a popisky odstranime
technickym lihem nebo acetonem. Misky poté oplachneme pitnou vodou a ususime (ptipadné
mulzeme po oplachnuti dat misky jesté do mycky na nadobi). Agar, ktery jsme z misek
odstranili, nesplachujeme do vylevky (ne Ze by to bylo nebezpecné, ale vylevku tim
pravdépodobné ucpeme), ddme ho do sacku, zavdzeme a vyhodime do komundlniho odpadu
— po dezinfekci uz neni nebezpecny. Pokud misky uz pouzivat nechceme, dezinfikované misky
i s agarem vloZzime do sacku, opét zavazeme a vyhodime.

Pokud jste Uspésné zdolali celou experimentalni Ulohu, tak vdm upfimné gratuluji. Naucili jste
se, 0 co nam pfi kultivacich jde, jak pracovat tak, aby ndm pfi nich rostlo jen to, co chceme,
a taky jak dosazZenou sterilitu otestovat. Dale jsme si ukazali konkrétnéjsi dovednosti — jak si
pfipravit vlastni domaci agarové plotny a taky jak je o¢kovat a inkubovat. No a taky dovednosti
jeSté konkrétnéjsi, treba jak se rozhodovat, pokud vas nékdo nékdy povéfri udélovanim
renomovaného titulu Desinficiens optimus, anebo jak misinterpretovat texty populdrnich
songl treba od Anety Langerové. Potom z téch dllezitéjsSich, nikoliv striktné biologickych
dovednosti také to, Ze neni vSechno, jak se na prvni pohled zd3, a Ze na vSechno je potieba
nahlizet kriticky — nasledky jinak mohou byt znacné. A nakonec Ze pfestoze zatim nem(zeme
do kina, do divadla ani na koncert, kulturu mame vSude kolem sebe, byt jen tu
mikrobiologickou. Tvofi nedilnou souéast naseho Zivota a také velkou ¢ast nas samotnych. Jen
na to nesmime zapomenout.

»Support bacteria —they’re the only culture some people have.”

Steven Wright
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Priloha 1: Seznam potrebnych pomicek a materidlu

Agar
o Agar sezenete snadno v obchodech se zdravou vyzivou jako Zelirovaci latku,
nahrazku klasické Zelatiny. Agar je pro Ucely mikrobiologie daleko lepsi
Zelirovaci latka, s agarem se zaroven pracuje daleko |épe neZ s Zelatinou. Pozor
jen na cenu, mnozi vyrobci ji pfehanéji — férova cena se pohybuje kolem 50 K¢
za 20 g agaru.
Alobal
Cukr krystal
Destilovana voda technicka
o Sezenete v domacich potrebach, kutilskych obchodech, na benzinkach...
Dezinfekéni pripravky, 4 rdzné druhy, pokud mozno lisici se svym mechanismem ucinku
nebo aktivni sloZzkou
Fix nesmazatelny pro popis misek
Hovézi bujon v kostce
o Zde plati ¢im méné soli, tim lépe. PoZadavek na malo soli viak mlze byt
u bujonu slozity, pokud koupite béZzny bujon, nic Spatného se nestane.
Jemné sitko nebo platynko
Laboratorni termostat Q-Cell 45/40 Basic s teplotnim rozsahem +8—+40 °C
o Noanebo prosté misto ve vasi domacnosti, které ma pokojovou teplotu, nesviti
na néj prfimo slunecni svétlo a nedochazi na ném k prudkym zménam teplot.
Lih technicky (ptip. odlakovac, aceton...) pro smyti ndpist z misek
Nadoba varna nebo mikrovlnitelna na vodu
Nadoba varna o kapacité optimalné 1 litr, pfipadné kombinace varna nadoba/nalévaci
nadoba
o Nejlépe se vam bude pracovat napft. s rendlikem opatfenym vylevkou. Pokud
Zzadnou takovou nadobou neoplyvate nebo chcete, aby se vdm pracovalo jesté
lépe, pfipravte si kombinaci varna nadoba/nalévaci nadoba. Varna nadoba
bude vtomto pfipadé slouZit pouze k pfipravé agaru. Ztéto varné nadoby
budete agar po ¢astech prelévat do nalévaci nadoby, ze které budete teprve
nalévat agarové misky. Nalévaci nddobu tedy volte tak, aby se vdm s ni dobre
manipulovalo, a to i za horka (budete z ni nalévat horky agar), a tak, aby se dala
rozumné vysterilizovat (napf. ponofenim do 10% roztoku Sava a naslednym
oplachnutim sterilni vodou).
Potravinarska folie
Rukavice jednorazové, minimalné 4 ks
o Minimalné 4 kusy rukavic budete urcité potfebovat pro provedeni testu
dezinfekci, pouziti rukavic pro ostatni préci je na vasem uvazeni
Utérky papirové kuchyriské, jednorazové
Vatové tycinky do usi, pfezdivané ,uchostoury”
Vicka na zavarovaci sklenice (20-25x) anebo jind nahrazka Petriho misek dle vasich
moznosti
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o Pokud doma nemate zasobu, vicka na zavarovaci sklenice lze s Uspéchem levné
sehnat v obchodech s domacimi potfebami. Proddvaji se samotnd, bez sklenic,
balené tfeba po dvaceti, tficeti kusech.

e Voda vodovodni z domaciho rozvodu
e Voda ze zdroje stojaté vody
o MlzZe byt z jezirka, rybniku, ale stacii z kaluZe.
e Voda ze zdroje tekouci vody
o Treba z ficky, potoka...
e Vodéodolnd podlozka
e Vzorkovnice na vodu, 3 ks (napf. zavarovaci sklenice)
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Pfiloha 2: Fotonavod pro zap

1.

3.

Petriho misky (v tomto
pfipadé vicka od
zavarovacek) vysterilizujeme
dle ndvodu a nechame
uschnout zdvitem dolu, aby
se do nich neprasilo.

Do misek nalijeme
pfipravené agarové médium
a nechame zatuhnout. Po
zatuhnuti misky skladujeme
agarem nahoru, opét
chranéné proti prachu

a nesterilité a v chladu.

Misky podle navodu
naockujeme.

ecetovani agarovych misek

Rocnik 5
Experimentalni bonus
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4. Po naockovani misku
pretahneme potravinarskou
folii.

5. Félii udrzujeme napnutou
a na druhé strané misky ji
zakroutime. Pfebytecnou
folii odstfihneme.

VN

6. Takto by zapeceténé misky
mély vypadat z agarové
strany. Fdlie je napnuta
a nedotyka se samotného
agaru.
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Misky si nezapomeneme
popsat, nejlépe ze spodni
strany.

Misky inkubujeme
zapeceténé, spolecné,
agarem dolu pfi pokojové
teploté na misté, kde
nedochazi k prudkym
zméndam teploty, nejlépe na
nepromokavé podloZce.
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