DYNAMIKA
BAKTERIALNIHO RUSTU

Uvod

Bakterie mohou prezivat za velice rozdilnych
podminek prostredi

Jednotlivé druhy vsak rostou za limitovanych
podminek prostiedi

Bakterialni kolonie

V prirodé existuji bakterie jako smésné populace
rdznych druht a rodd, které se adaptovaly na dané
prostredi

Cista kultura
Obsahuje bakterie pouze jednoho druhu
Kolonie

Populace bunék vytvorena z jednotlivé bakterialni
buriky imobilizovana na pevném povrchu

Kultivacni média

Agarova plotna

Sikmy agar, tekuté médium,
hluboky agar

Metody Cisté kultury

Metoda kfizového roztéru
Na agar v Petriho misce se postupné roztiraji bakterie pomoci
bakterialni klicky
Agar
Polysacharid mofské fasy
Stabilni pfi vysokych teplotach
Zkapalriuje nad 95°C, tuhne pfi 50°C
Vétsina bakterii ho nedegraduje

Metody Cisté kultury

Metoda rfedéni

Na agar v Petriho misce se pipetuje fedéna suspenze bakterii,
ktera se roztira pomoci hokejky

Metoda nalévani

Redéna suspenze bakterii se smichd s teplym agarem a nalije
se do sterilni Petriho misky nebo se suspenze bakterii nanese
na Petriho misku a zaleje se teplym agarem




Asepticky prenos

Asepticky prenos

Ucebnice Madigana kol., obr. 5.4, str. 113

Metoda kfizového roztéru

Microcoecus luten: Escherichia coli

Rast bakterii

Bakterie se mnoZzi podvojnym délenim

Ucebnice Madigana kol., obr. 6.1, str. 142

Méreni rastu bakterii

Rast bakterii se méfi jako nardst poc¢tu bunék

U mnohobunéénych organism se rist méfi jako
zvétsovani jednotlivého organismu

Generacni doba
Doba potiebnd k rozdéleni jedné buriky na dvé (u vétsiny
bakterii v rozmezi 0,5 az 6 h)
Bakterie se mnoZi exponencidlné
Pocet bunék se zpocatku zvysuje pomalu,
stéle se zrychluje

Metody méreni bakteridlniho rlstu

Rozptyl svétla (ODggg)
MEéFi Zivé i mrtvé bunky
106 bakterii nevytvafi zadny zékal
Nepfima metoda

Pocitani kolonii na agarové plotné
Pouze Zivé bunky
Velice citliva, ale pomald metoda
Postupné redéni

Pocitani bunék pod mikroskopem
Pocitaci komurka (desticka s ryhami a mfizkou)
Zivé i mrtvé buriky
Alespori 107 bunék




Ucebnice Madigana kol., obr. 6.15, str. 154, obr. 6.16, str. 155

Sawnple introduction point Caver glass

Courting
e 0.1 mm iampla
Cover glass
OUANDG SUppon

Faze bakterialniho ristu

Ucebnice Madigana kol., obr. 6.10, str. 150

Rastova kfivka

Popis fazi ristové krivky

Lag faze
Pocet bunék se témér nezvysuje, buriky se adaptuji na nové prostredi
Burky se prodluzuji, syntetizuji makromolekuly
Exponencialni faze
Pocet bunék se exponencialné zvysuje
Podminky pro rlst jsou optimalni
Stacionarni faze
Vycerpani Zivin
Akumulace odpadnich produktd a sekundérnich metabolitd
Rychlost ristu je stejnd jako rychlost odumirani bunék
Bakterialni populace se nezvétsuje
Faze odumirani
Exponencidlni pokles poctu Zivych bunék

Rust bakterialni kolonie

Zvétsovani kolonie na agaru je disledkem mnoZeni
bunék na okraji kolonie

V jedné kolonii se buriky nachézeji v rliznych
rastovych fazich

Faktory ovliviujici bakterialni rast

Ptirodni faktory
Nutri¢ni faktory




Prirodni faktory

Teplota
Mnozstvi kysliku
pH

Osmoticky tlak

Teplota

Psychrofilni organismy (-5 az +20°C)
Psychrotolerantni organismy (optimum pf¥i 20-40°C, schopen ristu p¥i 0°C)
Mesofilni organismy (20 az 50°C)
Termofilni organismy (50 az 80°C)
Hypertermofilni organismy (nad 80°C)

Termotolerance je dana strukturou protein(

Kovalentni disulfidové vazby a vodikové a jiné slabé vazby zabranuji
denaturaci protein(

Podil a-helixt a S-struktur
Rozdily ve struktufe membranovych lipidd
Podil nenasycenych a nasycenych mastnych kyselin

Kyslik

Obligatné (prisné) aerobni mikroorganismy
K mnoZeni potfebujikyslik
Pseudomonas, Bacillus
Obligatné (prisné) anaerobni mikroorganismy
Nemohou se mnofit v pfitomnosti kysliku
Clostridium
Fakultativné anaerobni mikroorganismy
Mohou se mnofit i za nepfitomnostikysliku
Rostou obvykle rychleji za pfitomnosti kysliku
Saccharomyces, Escherichia coli
Mikroaerofilni mikroorganismy
VyZaduji malé mnoiZstvi kysliku (2 — 10%)
Helicobacter pylori L .
Aerotolerantni mikroorganismy Ucebnice Madigana kol., obr. 6.27,
. . . str. 169
Indiferentni ke kysliku

Streptococcus pyogenes, Lactococcus Thioglykolatové médium

Enzymatické rozdily mezi aeroby a anaeroby

Aerobni mikroorganismy maji metabolické drahy, které
vyZaduji kyslik pro tvorbu energie
Aerobni bakterie maji prostiedky k detoxifikaci toxickych
forem kysliku (peroxidu, superoxidu)
Detoxifikacni enzymy

Katalasa (H,0, > H,0+ 0,)

Superoxid dismutasa (0, + 2H* - H,0, + 0, > H,0 + 0,)
U nékterych obligatnich anaerobi je superoxid odstranén
pomoci superoxid reduktasy

Tvorba peroxidu bez tvorby kysliku

pH

Neutrofilni organismy
Vétsina bakterii roste nejlépe pfi neutralnim pH
Vétsina pfirodnich prostfedipH 5-9

Acidofilni organismy

Nékteré bakterie mohou rlst v extrémné kyselém prostredi
Helicobacter pylori
Thiobacillus

Houby preferuji kyselejsi prostredi
Alkalifilni organismy
Nékolik druht roste pfi vysokém pH

pH uvnitf bunky vétsiny mikroorganismu je pfiblizné
neutrdlni

Osmoticky tlak

Tlak nutny k zabranéni volnému toku vody pres semipermeabilni
membranu (napf. cytoplasmatickou)
Je urcen koncentraci latek rozpusténych v rstovém médiu
Souvisi s dostupnosti tzv. volné vody
Za normalnich podminek je uvnitf buriky mirné vyssi osmoticky
tlak nez vné
Voda vtéka do buriky
Buriky jsou do urcité miry schopny kompenzovat vysoky externi
osmoticky tlak

Zvysovani vnitfni koncentrace rozpusténych latek
Permeasy
Syntéza aminokyselin, cukr, alkohold

VyuZziti inhibi¢niho Gcinku soli pfi uchovavani (konzervaci) potravin




Osmoticky tlak

Halofilni organismus
1-15% NaCl

Halotolerantni organismus
Optimalni rist bez rozpusténych latek
Toleruji urcité koncentrace
Staphylococcus aureus

Extrémné halofilni organismus
VyZzaduji 15-30% NacCl

Osmofilni organismus

Schopen rlstu pfi vysokych koncentracich cukr(
Xerofilni organismus

Schopen rlstu v podminkach nedostatku vody

Nutricni faktory

MnoZeni bunék vyZaduje zdroj energie a zakladni
material pro syntézu bunécnych soucdsti
Organismy se déli do skupin dle

Zdroje energie (foto-, chemo-, litho-)

Zdroje uhliku (heterotrofni, autotrofni)

Déleni organismi dle zdroje energie a uhliku

Fotoautotrofni organismy
Svételna energie, CO,
Fotoheterotrofni organismy
Svételna energie, organicka sloucenina
Chemoautotrofni organismy
Chemicka energie, CO,
Chemoheterotrofni organismy
Chemicka energie, organicka sloucenina
Zdroj chemické energie
Anorganicky
(Chemo)litotrofniorganismus
Organicky
(Chemo)organotrofniorganismus
Lithoheterotrofni (mixotrofni) organismy
Anorganicky zdroj energie, organickd sloucenina jako zdroj uhliku

Mineralni latky

Vsechny organismy potrebuji zdsobu mineralnich latek
Dusik
Sira
Fosfor
Horcik
Draslik
Zelezo
Stopové prvky (Co, Zn, Mo, Mn)
Soucdst nukleovych kyselin, aminokyselin, protein,
vitamin(

Rulstové faktory

Malé organické molekuly, odlisné od zdrojl energie,
které musi byt burice dodany k tomu, aby rostla
Mnohé bakterie jsou schopny syntetizovat ATP (zdroj
energie) a komplexni molekuly (napf. nukleové kyseliny
a proteiny)

Pokud postradaji enzymy nutné pro syntézu malych
molekul (aminokyseliny, vitaminy, puriny, pyrimidiny),
musi jim byt tyto latky dodany

Kultivace bakterii v laboratofi

Synteticka (chemicky definovand) média
Obsahuji pfesna mnozstvi ¢istych chemikalii
Komplexni (obohacend, nedefinovana) média

Obsahuji rozkladné produkty z masa, rostlin, kvasnic, tj. ne
presné definované Ziviny, které se vsak pfidavaji ve znamém
mnozZstvi

Tekutd média (bujény)
Pevna média (,agary”)




Problémy spojené s kultivaci bakterii
v laboratori

Neexistuje jedno médium, na kterém by rostly vSechny
bakterie
Duavody
Mohou byt pfitomny toxické latky
Jsou potreba neobvyklé ristové faktory
Nékteré bakterie rostou pouze ve smésné kulture (jedna
bakterie poskytuje to co potfebuje druha)
Anaerobni organismy vyZaduji specidlni kultivacni
metody

Kultivace anaerobt

Pouziti anaerobni ndadoby (anaerostat)
Obsahuje chemikalie produkujici vodik a katalyzator, na kterém
vodik reaguje s volnym kyslikem na vodu
Pridavek chemikalii, které reaguji s kyslikem, do
kultivaéniho média
Thioglykolat sodny, cystein, kyselina askorbova
S nékterymi prisné anaerobnimi mikroorganismy je
veskerd manipulace nutnd za anaerobnich podminek
Anaerobni komory

| kratkodoby kontakt s kyslikem vede k usmrceni
mikroorganismu

Kultivace anaerobi v anaerostatu

b

Anaerobnikomora

Kultivace minoritni slozky v mikrobialni
populaci

Obohacovaci kultura
SloZeni média (pfitomnost zdrojl energie, uhliku, dusiku) a
kultivacni podminky (napf. svételné) zvyhodriuiji rdst bakterie, o
kterou se zajimdme

Selektivni média
Médium obsahuje latku, kterd inhibuje rdst nechténého
mikroorganismu
Pro izolaci nutri¢né naro¢nych mikroorganismd z populace méné
néarocnych

Indikatorova (diferencia¢ni) média
Pro stanoveni pfitomnosti organismu bez jeho izolace

VyuZziti specifickych vlastnosti mikroorganismu na agarovém médiu

Rust bakterii v pfirodé

V laboratornich podminkach rostou bakterie obvykle v
uzavieném systému

Ziviny se neobnovuji
Odpadni produkty se neodstranuji
V pfirodnich podminkach je typicky otevieny systém
Otevreny systém mze byt simulovan pomoci chemostatu
Kontinualni pfisun Zivin a odsun bunék a odpadnich produktl
Lze ovliviiovat

Generacni ¢as (funkce rychlosti pfisunu Cerstvého média)
Hustotu bunék (funkce koncentrace limitujici Ziviny)




