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Laboratorni cviceni €. 1 — kvantitativni hodnoceni mikrobialni

kvality vnitiniho vzduchu, odbér a kultivace vzorkd

Nazev: Odbér a kultivace mikrobialnich vzorkd

Cviceni slouZi pro stanoveni mikrobialni kontaminace vzduchu a povrchd, podrobnéji bude
zkoumano znecisténi bakteriemi a plisnémi. Studenti se nejprve se seznami s metodami
odbéru mikrobiologickych vzorkd, nasledné si odeberou vzorky z ovzdusi a povrchii
zkoumaného prostoru a nakonec pripravi vzorky pro kultivaci. V nasledném cviceni budou
seznameni a vyzkousi si kvantitativni hodnoceni odebranych vzorkd.

Potrebné vybaveni:

e Aeroskop s impaktorem
e Stérové tycinky s fyziologickym roztokem
e Petriho misky s Zivnou pldou
o TSA agar (trypton sojovy agar pro zkoumani kontaminace vzduchu
bakteriemi)
o Sabouradova pdda (pro zkoumani kontaminace vzduchu plisnémi)
e Inkubatory
e Pocitadlo kolonii
e Autoklav
e Desinfekce — denaturovany lih v rozprasovaci a savo
e Ochranné pomdicky (laboratorni plast’ a jednorazové rukavice)

Teoretickd cast:

Metody odbérti mikrobiologickych vzorki

Metody odbérl mikrobiologickych vzork( Ize délit dle nékolika rdznych kritérii, tim zakladnim
je urceni, zda-li bude odbér vzork( tzv. kvalitativni, ¢i kvantitativni.

Kvalitativni hodnoceni znamena kvalitativni analyzu zabyvajici se prikazem pritomnosti
urcité cilové skupiny mikroorganismd.

Kvalitativnim hodnocenim vzorku rozumime stanoveni poctu zivotaschopnych
mikroorganismd v daném vzorku.

Dal$im moznym rozdélenim je zplsob odbéru vzorkd:



Pasivni monitoring, pasivni odbér vzork{, nebo-li metoda spadd, je odbér vzorkd
provadény pomoci sedimentacnich Petriho misek (obr. ¢. 1 a 2).

Tyto misky s zivnym médiem (nejcastéji TSA agar (Tryptic Soy Agar) nebo Sabouradova
pldou) jsou umistény ve sledovaném prostoru. Umisténi je provedeno tak, aby s nimi nebylo
manipulovano v ramci bézného provozu a aby nedoslo ke kontaminaci uzivateli prostoru. Po
urcitém casu (pro Ucely vyuky 10-30 min) vystaveni vzduchu jsou Petriho misky uzavreny a
dopraveny do laboratore. Metoda je vhodna pro kvantitativni mikrobiologické hodnoceni, je
tedy vhodna pro dlouhodoby monitoring specifickych provozl (Cisté prostory, potravinarské
zpracovatelské zavody apod., prostory s pobytem imunodeficientnich osob apod.)

Obr. ¢. 1 — Petriho misky s TSA agarem Obr. c. 2 — Petriho misky se
Sabouradovou pldou

Aktivni odbér vzorki je primy fyzicky zasah do zkoumaného prostoru — tedy odbér stérd z
povrchd, ¢i odbér vzduchu specializovanym nastrojem — aeroskopem.

e Odbér pomoci stérl ploch slouzi k zachyceni mikrobiomu nachazejiciho se pouze na
povrchu daného analyzovaného prvku. Pro prokazani mikroorganismi je vhodné
vyuzit co nejvétsi moznou plochu ke stéru, tedy (0,1 m? - 0,3 m?), pro Ucely cviceni
pro stanoveni poctu mikroorganismd postaci plocha 0,01 m? (tj. 10cm x 10cm).

o Stér se standardné provadi pomoci sterilnich nastrojl (sterilni stérovka,
stérové tampony, nebo houbickou, obr. ¢. 3). Timto nastrojem se stira
vyznaceny prostor stéry vedenymi pres celou plochu a vedenymi kolmo na
sebe a nanese se na Zivnou pddu.




Obr. ¢. 3 — Sterové tampony a houbicky

o DalSi mozZnosti je provadéni stéru pomoci stérové Petriho misky s
agarovym zivnym médiem.

Obr. ¢. 4 — Petriho miska pro otisk

Odbér biologickych vzorkl z proudiciho média je provadén s pomoci sterilnich
specializovanych nastrojd — aeroskop s impaktorem (obr. €. 5). Je tfeba odebrat
presné stanovené mnozstvi vzduchu. Impaktor je zafizeni na odbér mikrobiologickych
vzork( z proudiciho vzduchu, kdy je vzduch podtlakové vhanén do pfistroje pomoci
ventilatoru, kde jsou mikroorganismy usazovany na Petriho misce s agarem (obr. €.
6).



Obr. ¢. 5 — Aeroskop pro aktivni monitoring vzduchu

Obr. ¢. 6 — Petriho miska pro vioZeni do aeroskopu

Po provedeni odbérd vzork( je nutno pouzité nastroje s odebranymi vzorky umistit do
sterilniho prostredi, zamezit pfistupu kontaminantd, vody, pfimého slunecniho svétla a
vystaveni extrémnim teplotam. Takto pfipravené vzorky musi byt do 24 hodin byt vloZzeny do
inkubaboru (obr. €. 7), kde se mikroorganismy budou kultivovat. Vzorky mohou byt uloZeny i
do chladnicky (Petriho misky uzavfit parafiimem) po omezenou dobu a inkubaci provést
pozdéji.



Kvantitativni hodnoceni odebranych vzorki

Pro kvantitativni hodnoceni je potfeba mikroorganismy na odebranych médiich kultivovat.
Kultivace probiha v inkubatoru (nékdy téz zvaném termostatu) pfi nastavené teploté
potrebné pro kultivaci po presné stanovenou dobu podle toho, zda se hodnoti plisné Ci
bakterie. Pro kultivaci mame dvé moznosti dle volného mista v inkubatorech:

e Varianta A - volny jen jeden inkubator: Pro vyukové Ucely budou jako prvni
kultivovany misky s TSA agarem s bakteriemi. Misky se Sabouradovou pldou (dale
jen SP) budou po dobu kultivace bakterii umisténé v chladnic¢ce a uzaviené
parafilmem. Poté budou kultivovany.

e Varianta B - volné oba inkubatory: Misky s TSA agarem budou kultivovany v jenom
inkubatoru a misky se sabouradovou pldovou v druhém

Obr. ¢. 7 — Inkubator pro kultivaci plisni
Obr. ¢. 8 — Inkubator pro kultivaci bakterii
[ ]

Obr. ¢. 8 — Inkubator pro kultivaci bakterii



Experimentaini cast:

1. Rozdéleni studentli do tymu po 4.

2. Priprava Petriho misek a diikladné oznaceni (obr. ¢. 9) podle typu ptidy,
mista a zplisobu odbéru:
e Petriho misky pro spad (TSA, SP)
e Petriho misky pro nasavani impaktorem (TSA, SP)
e Petriho misky pro stér (TSA, SP)

Obr. ¢. 9 — Oznacené Petriho misky

3. Umisténi Petriho misek (obr. ¢. 10) pro spad po stanovenou dobu (10 -30
min)

/4
Obr. ¢. 10 — Umisténa Petriho miska



4. Odbér biologickych vzorki z proudiciho vzduchu pres impaktor
aeroskopem (obr. ¢. 11) viz. kapitola postup prace s aeroskopem

Obr. ¢. 11 — Nasavani vzduchu aeroskopem

5. Stér urcenych povrchii o zadané plose (bude zadano vyucujicim v priibéhu
cviceni)

6. Sterilizace impaktoru aeroskopu — umistit do sterilizacniho sacku a uzavrit,
vlozit do autoklavu (15 minut p¥i 121°C) (obr. ¢. 12 a 13)

Obr. ¢. 12 — Autokiav



&

Obr. ¢. 13 — Impaktor umistény ve sterilizacnim sacku pro sterilizaci v autoklavu

. Petriho misky s TSA agarem umistit do inkubatoru na 48 hodin s teplotou
36°C £1°C

Obr. 14 — Petriho misky v inkubatoru



8. A) Petriho misky s SP uzavrit parafilmem a umistit do chladnicky a
inkubovat po dokonceni inkubace misek s TSA agarem. SP inkubovat pfri
teploté 22°C +1°C po dobu 5 dni
B) Petriho misky s SP umistit do inkubatru a inkubovat pfi teploté 22°C
+1°C po dobu 5 dni

Obr. 15 — Oviadani inkubatoru

Postup prace s aeroskopem

Pomoci aeroskopu s impaktorem odebrat vzorky na dvé Petrihy misky s agarem — jedna pro
rlst bakterii a druha pro rdst plisni. Pritok a mnozstvi vzduchu nutno nastavit dle
predpokladaného znecisténi vnitiniho vzduchu (25 I/min, 50 I/min ¢ 100 I/min).

Stanoveni koncentrace bakterii a plisni v ovzdusi vnitiniho prostredi se provadi ve vnitfnim
prostfedi po 20 minutach dikladného vyvétrani a po dalsi jedné hodiné uzavieni oken. V
pfipadé prostor{ s klimatizaci bez moznosti vétrani jsou nutné odbéry v prostiedi bez
provozu, nejdfive za 20 minut od ukonceni ¢innosti.

Ve stfedu mistnosti v inhalacni zéné ve vysce 160 cm nad zemi se provedou dva odbéry
ovzdusi. Doba mezi jednotlivymi odbéry je minimalné 10. maximalné 30 minut. Pro odbéry je
mozno zvolit i jiné misto (umisténi pristroje, nadzemni vyska) podle Ucelu vysetreni. Tuto
skutecnost je nutné zaznamenat do protokolu o méreni.

Mezi jednotlivymi odbéry je odbérova horni ¢ast pristroje ocisténa ubrouskem napusténym
dezinfekénim pripravkem. Mezi odbéry vzduchu v odliSnych interiérech je odbérova hlava
pristroje sterilizovana autoklavovanim (15 minut pfi 121°C).



