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ANOTACE

Predmétem predkladané diplomové prace je studium korelace mezi vysledky
stanoveni velikosti mikroorganismi. Me¢&fenymi mikroorganismy byly Saccharomyces
boulardii, Saccharomyces cerevisiae, Micrococcus luteus, Pseudomonas fluorescens,
Thiobacillus denitrificans, Desulfobacter hydrogenophilus, Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus intermedius a Escherichia coli. Na zakladé jednotlivych méfeni byly
vysledky vzdjemné porovnany. Dale se diplomova prace zabyva méfenim elektrokinetického

potencialu mikroorganismi.

KLICOVA SLOVA

velikost mikroorganismul, elektrokineticky potencial, metody méfeni, barveni

ANNOTATION

The subject of this submitted diploma thesis is a correlation study between the results
in assessment of microorganism sizes. The microorganisms subjected for measurements were
Saccharomyces boulardii, Saccharomyces cerevisiae, Micrococcus luteus, Pseudomonas
fluorescens, Thiobacillus denitrificans, Desulfobacter hydrogenophilus, Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus intermedius and Escherichia coli. Based on each individual
measurement, the results were compared to each other. Furthermore, the diploma thesis deals

with the measurements of electrokinetic potential in microorganisms.

KEYWORDS

size of microorganisms, electrokinetic potential, methods of measurement, coloring
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UvVoD

Mikroorganismy maji v piirod€ i v zivoté ¢loveka velky vyznam, protoze jsou jednim
z hlavnich ¢initeld ovliviiujicich tvorbu a zachovani Zivotniho prostfedi. Mezi
mikroorganismy se fadi bakterie, plisné, kvasinky nékteré tasy a prvoci. Diky Siroké
rozmanitosti metabolickych drah, rychlosti rozmnozovéni a schopnosti dlouho pfezivat
V nepfiznivych podminkdch se mikroorganismy vyskytuji téméef vSude, napf. Vv pide,
ve vodnim prostiedi, vV ovzdusi, vV potravinach nebo na povrchu i uvniti lidského téla.

Znalost zjistovanych parametri jako jsou velikost a tvar mikroorganismu je velmi
dualezita, protoze ovliviiuji napiiklad u bilkovin jejich rozpustnost, distribuci v téle a nepfimo
také technologii jejich vyroby. S velikosti migrujicich ¢astic tizce souvisi i jejich tendence se
shlukovat a vytvareni vétsich agregatd. Tento proces zavisi na velikosti povrchového naboje
¢astic v daném prostiedi. Informovanost o velikosti mikroorganismi ma Siroké uplatnéni
V potravinarském, farmaceutickém a kosmetickém pramyslu nebo ve zdravotnictvi.

Pro porovnani velikosti bunék byly vybrany tyto mikroorganismy: Saccharomyces
boulardii, Saccharomyces cerevisiae, Micrococcus luteus, Pseudomonas fluorescens,
Thiobacillus denitrificans, Desulfobacter hydrogenophilus, Staphylococcous epidermidis,
Staphylococcus intermedius a Escherichia coli.

Existuje fada metod a pfistroji, které umoziuji méfeni velikosti mikroorganismu.
Bézné pouzivané metody pro méfeni velikosti bakteridlnich bun€k jsou mikroskopické
metody, disperzni analyzitory nebo pritokové cytometry. Pro meéfeni velikosti bunék
vybranych  bakteridlnich kmenti a  kvasinek bylo vyuZito mikroskopickych

technik, dynamického rozptylu svétla a elektroakustického spektrometru.
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TEORETICKA CAST
1 MIKROORGANISMY A JEJICH VLASTNOSTI

Pro identifikaci mikroorganismi a charakterizaci jejich vlastnosti je dulezité ziskat
gistou kulturu. Cistd kultura se ziska kultivaci neboli pomnozenim bunék jednoho druhu
na kultiva¢nich ptadach. K identifikaci bakterii Ize vyuzit fenotypovych a genotypovych
metod (Votava, 2003; Bednar, 1999).

Fenotypové metody jsou zalozeny na vyhodnoceni morfologie kolonii (velikost bungk,
okraj, barveni dle Grama — Gram-pozitivni/Gram-negativni, zdpach), enzymatické aktivité,
patogenit¢, vztahu ke  kysliku (aerobni/anaerobni),  citlivosti Kk antibiotikiim
atd. (Bednar, 1999; Espy, 2006; Reischl, 2001).

Genotypové (molekularné-biologické) metody vyuzivaji specifické sekvence DNA
Kuréeni rodu, druhu az kmene. Jedna se o metody zalozené na amplifikaci (PCR,
tzn. polymerazova fetézova reakce) nebo na hybridizaci. Dale tyto metody slouzi k odhaleni

genovych mutaci napf. rezistence na antibiotika (Espy, 2006).

1.1  Vybrané mikroorganismy
1.1.1 Rod Saccharomyces

Nazev Saccharomyces (S.) byl odvozen z latinského nazvu Saccharo (cukr) a myces
(houba). Jedna se o jednobunécny, eukaryotni organismus, ktery se pii dostateCném piisunu
potravy dokaze rychle rozmnozovat (Anaissie, 2003). Kvasinky tohoto rodu dosahuji velikosti
3 — 15 um a tadi se mezi fakultativné anaerobni organismy. Vyraznou vlastnosti zastupct
Saccharomyces je jejich schopnost pfeménit cukr na oxid uhli¢ity a alkohol pomoci enzymi
(Barnett, 2003). Kvasinky vyrGstaji na Sabouraudové glukdézovém agaru pii teploté
28 —30°C. Zivnou pudou pro kvasinky rodu Saccharomyces je predevsim dostate¢né
mnozstvi cukrli, aproto se nejCastéji vyskytuji na ovoci (rybiz, broskve, Svestky atd.)
(Mortimer, 2000). Patfi mezi oportunni patogeny c¢lovéka, jejich nebezpecnost zavisi
na celkovém stavu c¢lovéka a nafunkcnosti jeho imunitniho systému (Votava, 2003).

Nejznamé;jsi kvasinkou tohoto rodu je Saccharomyces cerevisiae (Anaissie, 2003).

Saccharomyces cerevisiae

Kvasinka Saccharomyces cerevisiae slouzi jako modelovy organismus pro studium
exprese DNA 1 bilkovin, pfenos signald, posttranslaénich modifikaci genového produktu, dale

pro studium bunééného genomu, metabolismu a apoptézy u eukaryotnich bunck
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(Karathia, 2011). Jedna se o jednu znejpouzivanéjSich kvasinek, diky ekonomicky
vyhodnému péstovani na levnych kultivaénich médiich a kratkému generatnimu casu
(Sherman, 2002). Kvasinka S. cerevisiae (obrazek 1) vytvaii koloidni a elipsoidni bunky
o velikosti 3,7 —9,7 x 2,6 — 6,4 um. Nékteré kmeny rostou ve tvaru cylindrické az protahlé
bunky. Vzhled a konzistence kolonii S. cerevisiae je krémovita, svétle hnéda, hladka a leskla.
V kapalném médiu S. cerevisiae tvoii sediment (Savicka, 2018). Tato kvasinka neni
u zdravych jedincii povazovana za patogen. Jako slaby patogen je povazovana u jedinct
S oslabenym imunitnim systém, napf. nadorové bujeni nebo popaleniny (Anaissie, 2003).
Mezi vzacné onemocnéni zpusobené touto kvasinkou patii infekce kloubli a kosti
(Seng, 2016). S. cerevisiae ma Siroké vyuziti ve vinafstvi, pekafstvi a pivovarnictvi

(Gallone, 2016).

Obrazek 1 Saccharomyces cerevisiae
Upraveno a pievzato z: ScienceNews, 2017

Saccharomyces boulardii

Saccharomyces boulardii je tropicky druh kvasnic, ktery byl poprvé izolovan
z tropického ovoce li¢i a mangostanu Vv roce 1923 francouzskym védcem Henri Boulardem.
Jedna se nepatogenni bioterapeutickou latku, na rozdil od S. cerevisiae (McFarland, 1993).
Anaerobni bunky S. boulardii (obrazek 2) jsou ovalné o délce pfiblizné 10 um
(Lesage, 2006). Kolonie kvasinky S. boulardii jsou ploché, leskl¢, hladké, krémove zbarvené,
schopné rust pii nizkém pH a teploté 37 °C (McFarland, 1993). Tato kvasinka se pouziva jako
ucinné probiotikum, které bojuje proti Sirokému spektru gastrointestinadlnich onemocnéni
(napt. prijmové onemocnéni vyvolané Clostridium difficile, prijmové onemocnéni spojené
s HIV/AIDS nebo spojené s podanim antibiotik). S. boulardii interaguje s fadou mikrobt

Vv gastrointestinalnim traktu lidského téla a vykazuje inhibi¢ni ucinky na agens zpisobujici
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zanéty (McFarland, 1993; Munoz, 2005). Dale podporuje sekreci imunoglobulinu A, ktery
tvoii dulezitou soucast na$i imunitni obrany proti pfichozim patogenim a toxinim

(Qamar, 2001).

Obrazek 2 Saccharomyces boulardii
Upraveno a ptevzato z: OptiBac, 2018

1.1.2 Rod Microccocus

Na zaklad¢ morfologickych a rastovych vlastnosti byly mikrokoky zarazeny do stejné
kategorie jako stafylokoky. Analyza genomu prokazala, ze se jedna o odlisné a vyvojoveé
vzdalené rody. Nejvyznamngjsi fenotypovy rozdil od stafylokokt je jejich striktné respiracni
metabolismus. Stafylokoky se fadi mezi fakultativné anaerobni, zatimco mikrokoky jsou
striktn¢ aerobni, coz znamend, Ze prospivaji V prostiedi bohatém na kyslik. Pfirozenym
mistem vyskytu pro mikrokoky je kuize savcu, ale mohou se vyskytovat i v mase, pudé,
prachu, vodé a v mléénych vyrobcich. Mikrokoky jsou povazovany za nepatogenni bakterie,
ale u osob sesnizenou imunitou mohou vyvolat zavazné infekce (Bednatf, 1999;
Greenblatt, 2004). Mikrokoky mohou byt zapleteny do jinych infekci, vetné opakované
bakteriémie, septického Soku, septické artritidy, endokarditidy nebo meningitidy

(Greenblatt, 2004).

Micrococcus luteus

Micrococcus (M.) luteus patii mezi aerobni, nesporulujici, nepohyblivé gram-pozitivni
koky uspotadané do shluki tvorici tetrady. Aktivita katalazy, oxidazy a uredzy je pozitivni
(Votava, 2003). M. luteus je koagulaza-negativni a vysoce citlivy na antibiotikum bacitracin
(Greenblatt, 2004). Po 24 hodinové inkubaci pti 37 °C M. luteus vytvati 0,5 — 3,5 um velké
jasné zluté kolonie s rovnymi okraji (Machacek, 2010). Ovalny az kulaty tvar buiiky M. luteus
(obrazek 3) dosahuje velikosti 0,9 — 1,8 um (Savicka, 2018). M. luteus se bézné vyskytuje
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v lidskych ustech, sliznici, hltanu a v hornich cestach dychacich. Pro imunokompromitované
pacienty s AIDS nebo pro pacienty na chemoterapii ptredstavuje tato bakterie urcité riziko,
nicméné obvykle je M. luteus povazovan za nepatogenni (Greenblatt, 2004), ale i piesto je

oznacovan za hlavniho ptivodce infek¢ni protézové endokarditidy (Uso, 2003; Seifert, 1995).

Acc V  Spot Magn Det WD Exp
30.0kV 3.0 21930x SE 107 0

Obrazek 3 Micrococcus luteus
Upraveno a ptevzato z: Pixnio, 2016

1.1.3 Rod Pseudomonas

Dle své morfologie je rod Pseudomonas reprezentovan gram-negativnimi rovnymi
az lehce zakiivenymi ty¢inkami uspofadanymi jednotlivé, ve dvojicich nebo v kratkych
fetizcich. Jedna se o striktné aerobni pohyblivé bakterie nenaro¢né na kultivaéni média, které
nevytvari spory. Pseudomonady produkuji kataldzu a vyrazn€ i oxidazu. Jejich pfirozenymi
misty vyskytu jsou fi¢ni a moifské vody, povrch rostlin, stfevni trakt zvifat i ¢loveka,
potraviny a pada (Bednaf, 1999). Vétsina druht rodu Pseudomonas jsou piirozené rezistentni
va¢i penicilinu a vEétSin¢ beta-laktamovym  antibiotikim, naopak citlivé jsou
napft. na aminoglykosidy, mezi které patti gentamicin nebo amikacin (Ryan, 2004). N¢které
druhy rodu Pseudomonas (napi. Pseudomonas aeruginosa nebo Pseudomonas fluorescens)

produkuji Zlutozeleny nebo modrozeleny pigment (Bednar, 1999).

Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas (P.) fluorescens (obrazek 4) jsou gram-negativni pohyblivé aerobni
ty¢inky o velikosti 0,5 — 1,0 x 1,5 — 5,0 um, které jsou schopné rust pii pH 4 — 8. Jsou
oxidaza, kataldza-pozitivni. Po aerobni 24 az 48 hodinové inkubaci pfi teploté 27 — 32 °C
vyrastaji na zivném agaru bilé, pravidelné, okrouhlé a hladké kolonie. P. fluorescens
produkuje fluorescencni Zzlutozeleny pigment pyoverdin (Savicka, 2018; Moore, 2006;
Trapet, 2016). Tato bakterie se bézn¢ vyskytuje ve zkazené potraveé (vajicka, ryby) nebo ji lze

izolovat z klinickych vzorku (Savicka, 2018). P. fluorescens se obecné nepovazuje za
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bakterialni patogen, nicméné¢ muiize zpusobit bakteriémii u lidi, pfiCemz vétSina hlasenych
pfipadi byla bud =z transfize kontaminovanych krevnich piipravki, nebo pouzitim

kontaminovaného zafizeni spojeného s intraven6znimi infizemi (Scales, 2014).

Obriazek 4 Buriky Pseudomonas fluorescens s fagy phiBB-PF7A
Upraveno a pievzato z: Sillankorva, 2008

1.1.4 Rod Thiobacillus

Thiobacillus je rod gram-negativnich betaproteobakterii. Je reprezentovan,
nesporulujicimi bakteriemi ve tvaru ty¢inek, které ziskavaji energii z anorganickych slouc¢enin
siry (Kuenen, 1981; Vishniac, 1974). Zdrojem uhliku je pro né oxid uhli¢ity, jedna se tedy
0 autotrofni organismy. Bakterie rodu Thiobacillus jsou schopné rist v Sirokém rozmezi pH
i teploty. Nejcastéji se vyskytuji v prostiedi, kde je pfitomen kyslik a sira napt. pfechod mezi
okyslicenou vodou a anaerobnimi sedimenty. Dale je najdeme v zamokienych pidach,
Vv kyselych sulfatovych ptdach, v fi¢nich usazenindch, Vv kyselych a hydrotermalnich
pramenech nebo v odpadnich vodach. Bakterie rodu Thiobacillus jsou casto v pudé
zodpovédné za rozpusténi sirnych slouéenin (napft. pyrit a dalsi kovové sulfidy), coz déla siru

dostupnou pro asimilaci jinymi organismy a rostlinami (Donovan, 2000).

Thiobacillus denitrificans

Thiobacillus (T.) denitrificans jsou nesporulujici gram-negativni kratké tycCinky
(obrazek 5) o velikosti 0,5 x 1,0 — 3,0 um. Pohyb jim je umoznén jednim polarné umisténym
bi¢ikem. Chemolitotrofni bakterie T. denitrificans jsou fakultativné anaerobni, coz je vyjimka
u sirnych bakterii. T. denitrificans je nejlépe znamy svou schopnosti spojit oxidaci
anorganickych sloucenin siry (sirovodik a thiosiran) za soufasné redukce dusicnanil
(Straub, 1996; Donovan, 2000; Beller, 2006). Pti kultivaci za anaerobnich podminek
a teploté 30 °C vytvati kolonie po 7 — 10 dnech. Zpocatku bezbarvé kolonie vlivem siry

zbélaji. Pti aerobni kultivaci na pevnych médiich mize dojit k popraskani agaru zptasobené
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uvoliovani dusiku, Vtekutych médiich vidime uvoliovani dusiku v podobé bublinek.
Optimalni podminky pro rast T. denitrificans jsou vlhéi prostfedi, neutralni pH 6,8 — 7,4
ateplota okolo 30 °C (Donovan, 2000). T.denitrificans je schopen ovliviiovat nejen
biogeochemické cykly dusiku, siry, ale i zeleza a uranu. Z hlediska Zivotniho prostfedi ma
tato bakterie vyznamny vliv pii bioremediaci in situ. Podili se na odstranovani dusi¢nant,
hlavnich kontaminantd znecisténych vod. T. denitrificans nepatii mezi patogenni

mikroorganismy (Straub, 1996; Pauwels, 1998; Beller, 2004).

Obriazek 5 Thiobacillus denitrificans
Upraveno a pievzato z: Beller, 2006

1.1.5 Rod Desulfobacter

Bakterie rodu Desulfobacter jsou nesporulujici, gram-negativni ovalné az tycinkovité
nebo mirné€ zakiivené anaerobni buiniky ve tvaru vibrio o velikosti 0,5 — 2,5 X 1,5 — 8 pm.
Bunky jsou uspofadany jednotlivé nebo ve dvojicich. Zastupci rodu Desulfobacter mohou byt
pohyblivy, ovSem jejich pohyblivost se muze ménit v disledku kultivace. Optimalni
podminky pro jejich rist je teplota v rozmezi 28 — 34 °C a pH v rozmezi 6,5 — 7,4. Bakterie
rodu Desulfobacter maji schopnost oxidovat acetat na oxid uhli¢ity a mohou vyuzivat sirany,
sificitany nebo thiosulfaty k redukci na sulfan. Nejcastéji se vyskytuji v moiskych
sedimentech, bezkyslikatych sladkovodnich sedimentech nebo Vv aktivovaném kalu
(Kuever, 2015).

Desulfobacter hydrogenophilus

Desulfobacter (D.) hydrogenophilus jsou gram-negativni anaerobni protahlé ovalné
buriky (obrazek 6) o velikosti 1 — 1,3 x 2 — 3 um. Bakterie je nepohybliva a nesporulujici.
D. hyfrogenophilus roste pii teplot¢ 29 — 32°C a pH 55 - 7,6 (Widdel, 1987).

vvvvvv
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je redukce siranu na sulfid, hraje velkou roli v cyklu siry v jezerech, zatokach a vodnich
sedimentech. Vyskytuje se v Siroké s$kale prostfedi, byl objeven jak Vv moiském
tak ve sladkovodnim  prostiedi (Londry, 2003; Garrity, 2005; Kuever, 2015).
D. hydrogenophilus se vyuziva v procesech ¢isténi odpadnich vod, je schopen degradovat
uhlik do jednodussich forem, a také poskytuje rizné formy siry dal$im mikroorganismim

pfitomnym v kalu. (Widdel, 1987).

PRV PV S
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Obrazek 6 Desulfobacter hydrogenophilus ve fazovém kontrastu
Meétitko 10 pm. Upraveno a pievzato z: Kuever, 2005

1.1.6  Rod Staphylococcus

Stafylokoky jsou gram-pozitivni koky uspofadané jednotlivé, v parech nebo
Vv tetradach, ve velmi kratkych fetizcich predevsim v nepravidelnych shlucich tvaru hroznt.
Az na vyjimky jsou fakultativné anaerobni, katalaza-pozitivni, nesporulujici, nepohyblivé
a vétsinou neopouzdiené koky o priméru 1 pm. Rod Staphylococcus lze rozdélit na dvé
skupiny podle jejich schopnosti koagulovat plazmu, na stafylokoky koaguldza-pozitivni
(napt. Staphylococcus  intermedius) a  koaguldza-negativni  (napf.  Staphylococcus
chromogenes). Rostou v pfitomnosti 10% NaCl, jsou rezistentni k bacitracinu a citlivé
k furazolidinu (Votava, 2003). Po 24 hodinové inkubaci pii teplot¢ 37 °C vyristaji
v okrouhlych, hladkych, lesklych a lehce mazlavych koloniich o praiméru 1 —3 mm. V bujonu
vytvafi zakal a sediment (Bednaf, 1999). Stafylokoky se vyskytuji v klinickych vzorcich,

U zvifat a v potravinach (Votava, 2003).

Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus epidermidis (obrazek 7) jsou fakultativné anaerobni, nepohyblivé
gram-pozitivni koky uspofadané po dvou nebo po ctyfech o velikosti 0,5 — 1,5 um. Jsou
koagulaza-negativni, kataldza pozitivni a oxiddza negativni. Po 24 hodinové inkubaci

pfi teploté¢ 37 °C vytvari porcelanové bilé kolonie o priméru 1 — 2 mm (Savicka, 2018;
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Votava, 2003). Staphylococcus epidermidis se vyskytuje na kiazi, ale ma tendenci obsazovat
i vihka mista téla jako je nos nebo podpazi (Gillen, 2009). Casto byva oznadovan jako
oportunni patogen v souvislosti s cizimi pfedméty pouzivanymi v mediciné k vySetfovani ¢i
1écbé. Proto je infekce timto mikroorganismem c¢asto nozokominalni S multirezistenci
na antibiotika. Mezi onemocnéni vyvolané bakterii Staphylococcus epidermidis fadime
septikémie, endokarditidy, infekce operacnich ran, mocového traktu, oka, kloubnich protéz
a dalsi (Fey, 2010; Savicka, 2018). Antibiotika jsou z velké ¢asti neucinna pii odstranovani
biofilma, proto je nejvhodnéjsi 1écbou téchto infekei odstranéni nebo nahrazeni infikovaného
implantatu. Nejacinngj$i volbou mezi antibiotiky je vankomycin, rifampicin nebo
aminoglykosidy (Otto, 2009).

SACCVEF Spot Magn  Det. WD
8OIkV 1.0 50000x SE 8.3m

Obrazek 7 Staphylococcus epidermidis
Upraveno a pievzato z: Gillen, 2009

Staphylococcus intermedius

Bakterie Staphylococcus intermedius jsou gram-pozitivni, fakultativné anaerobni koky
o velikosti 0,5— 1,5 um, které se fadi mezi koagulaza-pozitivni stafylokoky (VetBact, 2015;
Bednat, 1999). Nejcastéji se Staphylococcus intermedius vykytuje u pst, lisek, norkd nebo
u fady druhti volné Zijicich ptakd. Jsou oznacovany jako potencionalni patogen pro zvifata.
Staphylococcus intermedius zpusobuje pyodermie a otitidy u pst. Vzacné je mozny pienos
na ¢loveéka, ktery prichdzi do ¢astého kontaktu s infikovanymi zvifaty nebo z hnisajicich ran

po kousnuti kolonizovanym hostitelem (Bednat, 1999; Biberstein, 1984; Boerlin, 2001).

1.1.7 Rod Escherichia
Bakterie tohoto rodu jsou gram-negativni, nesporulujici, fakultativné anaerobni,
vétSinou pohyblivé a biochemicky zna¢né aktivni ty¢inky. Optimalni teplota rastu je 37 °C

s kratkou genera¢ni dobou. Mnoho bakterii rodu Escherichia jsou neskodnymi komenzaly, ale
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ur¢ité kmeny jsou pro cloveéka patogenni. Jsou znamy jako nejéastéjSimi ptvodci infekci

mocovych cest, infekei travicitho traktu a dalSich patologickych stavli. NejzndméjSim

vvvvvv

Escherichia coli

Bakterie ziskala nazev podle Theodora von Escherichia, rakouského Iékare
a bakteriologa, ktery ji izoloval roku 1885 (Bednaft, 1999). Enterobakterie Escherichia coli
(obrazek 8) patifi mezi fakultativné anaerobni, gram-negativni rovné tycky, které jsou
uspotadany jednotlivé nebo po dvou. Velikost bunky je 2 — 6 x 1,1 — 1,5 um. Escherichia coli
(E.) je pohybliva, katalaza pozitivni a oxidaza negativni (Savicka, 2018; Greenwood, 1999).
Bakterie E. coli vyristaji v bezbarvych hladkych koloniich o praméru 2 — 3 mm. Bakterie
E. coli slouzi jako modelovy organismus, na kterém byla prokazana bakterialni konjugace
areplikace DNA. Do jejiho genomu byly vkladany cizi geny pro tvorbu riznych latek,
napf. inzulin, interferon nebo geny kodujici antigeny jinych mikrobt, ¢ehoz bylo vyuzito
K tvorbé rekombinantnich vakcin. E. coli je bézny komenzal tlustého stieva u teplokrevnych
zivo¢ichu a ¢loveéka. Jedna se o podminéné patogenniho mikroba vyvolavajici i chorobné
stavy. E. coli podle mista plisobeni zplsobuje extraintestinalni onemocnéni (onemocnéni
mocovych cest, septickd onemocnéni, infekce ran nebo hnisavé procesy) a intestindlni
onemocnéni (infekce provazené priijmy). Mikrob se pfenasi fekalné ordln€, pienos je mozny
i kontaktem. K 1é¢bé extraintestinalnich onemocnéni se pouzivaji cefalosporiny, fluorované
chinoliny, nitrofurantoiny a u intestinalnich forem je dulezita rehydratace (Bednat, 1999;

Greenwood, 1999; Votava, 2003).

Obrazek 8 Escherichia coli v elektronovém mikroskopu
Upraveno a pievzato z: Poole, 2009
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2 ELEKTROKINETICKE JEVY

Koloidni soustavy jsou ovlivilovany vnéj$im elektrickym polem, kde dochézi
k pohybu koloidnich ¢astic. Tyto jevy se oznacuji jako elektrokinetické jevy (obrazek 9),
které souvisi s existenci povrchového naboje na casticich. Tento naboj je méfen jako
elektrokineticky potencidl (, ktery pfedstavuje potencialni stabilitu koloidniho systému
(Bartovska, 2005). Mezi oblibené materidly pro studium jejich elektrokinetickych vlastnosti
fadime jemn¢ porézni pevné latky, koloidni ¢astice, kapilary apod. (Grahame, 1947).

Rozezndvame Ctyfi zékladni typy elektrokinetickych jevli — elektroforéza,
elektroosmoza, sedimentacni potencial a proudovy potencial. Tyto jevy lze vyuzit pro urceni
elektrokinetického (zeta) potencidlu (Oakes, 1955; Hiemenz, 1997). Nejvétsi praktické vyuziti
ma elektroforéza, mén¢ Casto elektroosmoza a proudovy potencidl. Sedimentacni potencial se

méii velmi ziidka (Bartovska, 2005; Duncan, 2003).

pohyb éastie pohyb kapalné faze

v disperznim prosifedi v kapilarach

mechanicky pohyh . :
v ditsledkn potencidlnihs rozdin ELEKTROFOREZA ELEETROOSMOZA

Flekirokinetické jevy

potencialni rozdil

v diisledku mechanickeého pohybu SEDIMENTACNI POTENCIAL PROUDOVY POTENCIAL

Obrazek 9 Elektrokinetické jevy
Upraveno a pievzato z: Bartovska, 2009

¢ FElektroforéza

Elektroforéza je fazena mezi separacni metody. Pod vlivem vnéjsiho elektrického pole
se Castice disperzni faze majici nenulovy povrchovy naboj pohybuji v zavislosti na znaménku
naboje ke kladné nebo zaporné elektrodé (Righetti, 1983).

Z hlediska praktického vyuziti je elektroforéza nejvyznamnéjSim elektrokinetickym
jevem. Velmi Casto se pouziva elektroforéza na polyakrylamidovém gelu (PAGE). Jedna se
0 material, ktery je mechanicky pevny, inertni a nabizi moZnost piipravy nosice riznych
pfedem urcenych vlastnosti (napt. hustota zesitovani). NejCastéji se elektroforéza vyuziva pro
separaci biologicky vyznamnych molekul (bilkoviny, DNA) apro charakterizaci povrchi
organismi (viry, bakterie), (Grossman, 1992; Heimenz, 1997; Bird, 2001; Landers, 2008;
Duncan, 2003).

24



e Elekroosmoéza

Stacionarni fazi je kapilara nebo porézni zatka a mobilni fazi je elektricky vodivy
roztok, vétsinou pufr, pohybujici se pisobenim elektrického pole. Na vnitini sténé kapilary
dochazi ke styku kapalného roztoku s pevnou sténou kapilary a vznika elektricka dvojvrstva.
Vrstvicka opacného ndboje v kapaling blizko stény kapilary podléhd plisobeni hnaciho pole,
dochazi k pohybu smérem k pfisluSnému poélu a strhnuti celého prifezu kapaliny v kapilare
(Bartovska, 2009; Heimenz, 1997).

Elektroosmoéza se vyuzivd pii studiu elektrickych vlastnosti fazového rozhrani,
odvodiiovani poréznich a praSkovitych materidl (jily, hliny) a vysuSovani poréznich
materiald (vlhkého zdiva). Dédle ma elektroosméza velké uplatnéni v analytické chemii

pro kvalitativni a kvantitativni stanoveni chemickych latek (Bartovska, 2005).

e Sedimentaéni potencial

Inverznim jevem k elektroforetickému pohybu je tzv. sedimenta¢ni potencial. Tento
potencial vznika pii jednosmérném pohybu nabitych disperznich ¢astic s elektrickou
dvojvrstvou v disperznim prostiedi zptisobené mechanickou silou (gravitace, odsttedivé pole).

Velikost sedimenta¢niho potencidlu zavisi na vySkovém rozdilu, viskozité prosttedi,
rozmé&ru a koncentraci ¢astic, rozdilu hustot Castic a disperzniho prostfedi. Praktické vyuziti

tohoto potencidlu je vSak témét nulové (Bartovska, 2009; Hunter, 1988).

e Proudovy potencial

Kapalina se pohybuje kapildrou nebo porézni ptepazkou, kterd je umisténa mezi
elektrodami. Pozorujeme vznik elektrického proudu a rozdilu potenciali na koncich porézni
prepazky (Hunter, 1988). Proudovy potencial je jev inverzni k elektroosmoze
(Bartovska, 2009).

Proudovy potencial vznika pfi protékéani pfirodnich vod zemskou kiirou nebo u vétSich
vodopadt. Dale se proudovy potencial vyskytuje v medicin€ pii proudéni krve v kapilarach

organismu (Bartovska, 2005).

2.1  FElektricka dvojvrstva

Na povrchu koloidnich ¢astic dochazi ke vzniku elektrického naboje bud’ disociaci,
rozpousténim (ionizace funkénich skupin povrchovych molekul) nebo adsorpci iontl
pfitomnych v disperznim prostfedi. Vznikly nabity povrch pfi styku s roztokem pftitahuje

ionty opa¢ného znaménka (protiionty), jejichZz naboj neutralizuje naboj povrchu a vznika tak
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utvar slozeny ze dvou vrstev opac¢né nabitych iontl, tzv. elektrickd dvojvrstva
(Bartovska, 2005; Duncan, 2003). Pro popis tohoto usporadani elektrické dvojvrstvy byl
vytvoien Helmholtzliv, Goliytiv-Chapmantv a Sterniiv model (Bartovska, 2005).

Prvni model elektrické dvojvrstvy vypracoval Helmholz, ktery vychazel z predstavy,
ze dvojvrstva je tvofena dvéma vrstvy ndboji opacného znaménka rovnomérné rozdélenych
po povrchu, kde dochazi k vykompenzovani naboje opacné nabitych Castic vyskytujicich se
ve druhé vrstvé (Bartovska, 2005).

Model elektrické dvojvrstvy pozdéji rozvinuli Goily a Chapman. Jejich teorie se
zabyva poklesem potencialu ve vng&jsi difizni vrstvé, kde postupné dochazelo k poklesu
koncentrace iontd s rostouci vzdalenosti od pevného nabitého povrchu (Bartovska, 2005).
Nedostatkem Goiiyovy-Chapmanovy teorie bylo, Zze ionty povazovala za bodové naboje
a nepocitala tedy s jejich skute¢nymi rozméry (Kvitek, 2007).

Stern vypracoval novou teorii elektrické dvojvrstvy (obrazek 10), ktera zahrnuje
rozméry iontl a jejich specifické neelektrické interakce. Dle Sternovy teorie jsou K vnitini
vrstv€ iontll pfitahovany elektrostatickymi a adsorpénimi silami ionty opaéného znaménka.
Tésné k povrchu pfiléhd tzv. Sternova vrstva (vrstva protiiontll), kterd je tvofena ionty
vazanymi pievazné adsorpénimi silami. Spole¢né s ionty vazanymi na povrchu ¢astice vytvari
kompaktni vnitini vrstvu. Soucéasti diftizni vrstvy jsou dalSi protiionty, které se pohybuji
ve vétsi vzdalenosti od Castice a jsou pfitahovany elektrostatickymi silami (Bartovska, 2005;
Pouchly, 2008). Uvnitt diftzni vrstvy existuje teoretickd hranice, kde ionty a Castice tvori
stabilni jednotku. Tato hranice je oznaCovéana jako povrch hydrodynamického smyku nebo
rovina skluzu. Potencidl na této hranici je oznafovan jako -elektrokineticky potencial

(CSCA, 2008).
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Obrazek 10 Schéma elektrické dvojvrstvy
Upraveno a ptevzato z: CSCA, 2008
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2.2  Elektrokineticky potencial

Jedna se o potencidl tzv. pohybového rozhrani mezi ptiléhajici tenkou nepohyblivou
vrstvou protiionti (ionty opacného znaménka) a kapalinou, tedy na rozhrani mezi pevnou
a difuzni casti elektrické dvojvrstvy. Elektrokineticky potencial oznacovany jako { (zeta)
potencial je funkci usporadani fazového rozhrani, na rozdil od elektrochemického potencidlu,
ktery je dan termodynamickymi vlastnostmi objemovych fazi (Bartovska, 2005). O velikosti
{potencialu rozhoduji adsorbované ionty ale i iontova sila roztoku. Se zvySujici se
koncentraci roztoku elektrolytu piechdzeji opacné nabité ionty z difuzni ¢asti elektrické
dvojvrstvy blize k vnitini ¢asti elektrické dvojvrstvy. Dochazi ke zmensSeni difuzni vrstvy, coz
vede ke sniZzeni { potencialu a tim ke ztraté stability koloidnich ¢astic (Kvitek, 2007). Pokud
je absolutni hodnota ( potencidlu vys§i nez 30 mV, jednd se o stabilni systém
(Bartovska, 2005; CSCA, 2008). V né¢kterych pripadech napt. Cisténi odpadnich vod je
pozadovan nizky { potencial, ktery vyvola vlockovani ¢astic a napomaha tak procesu ¢isténi
(Bumiller, 2012). Hodnota elektrokinetického potencialu nebyva vyssi nez 0,1 V.

Elektrokineticky potencidl je ovliviiovan fadou faktorti, napi. koncentraci iontl, pH
nebo teplotou, proto ma kazdé rozhrani sviij { potencial. Se zvySujici teplotou dochazi
ke zvySeni hodnoty elektrokinetického potencialu, protoze roste intenzita pohybu iontt

a zvysuje se tloustka elektrické dvojvrstvy (Bartovska, 2005).

2.2.1 Meéreni elektrokinetického potencialu
Meteni elektrokinetického potencidlu ma dulezité uplatnéni v celé fadé primyslovych
odvétvi vcetn€ zpracovani keramiky, ve farmaceutickém primyslu, zpracovani nerostnych

surovin, elektroniky, upravy vod a studiu nabitych povrchii (Honary, 2013; Malvern, 2017).
o Technika méieni M3-PALS

Jednd se o kombinaci metody laserové Dopplerovy velocimetrie a fazové analyzy
rozptylu svétla (Malvern, 2004). Pomoci této metody M3-PALS lze analyzovat vzorky
s velmi nizkou pohyblivosti a vypocitat distribuci jejich pohyblivosti (CSCA, 2008).

Technika M3 je sloZena z méfeni ,,Pomalého obraceni pole” (SFR; z angl. Slow Field
Reserval) a ,,Rychlého obraceni pole” (FFR; z angl. Fast Field Reserval). Z tohoto divodu
nazev Méfeni ve smiSeném rezimu. Klasické elektroforetické meéteni se provadi méfenim
Castic ve stacionarni fazi, pfesnd poloha blizko stén cely. Méfeni pomoci metody M3 se

provadi uprostted cely, misto ve stacionarni vrstvé. Existuje mnoho diivodi pro¢ meéieni
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provadét uprostied cely, napt. mefici zona je dale od stény cely, a tak se snizi moznost zareni

z blizkého povrchu. Méteni M3 se provadi v nésledujicich krocich:

— Meéfeni rychlého obraceni pole ve stiedu cely umoznuje piesné stanoveni primeru.

— M¢éfeni pomalého obraceni pole. Zisk lepsiho rozliSeni, ale hodnoty pohyblivosti jsou
posunuté uc¢inkem elektroosmozy.

— Primémé ¢ potencidly vypocitané z méfeni FFR a SRF jsou odecteny k urceni
osmotického toku. Pouziti této hodnoty pro normalizovani distribuce pomalého
obraceni pole.

— Hodnota pro elektroosmézu se pouziva pro vypocet { potencidlu stény cely.

Pomoci M3 je zjednoduseno méteni ¢ potencialu. Obsluha nemusi volit jakékoliv
parametry systému pro méfeni, protoze piisluSna nastaveni se vypocitaji jako soucast
posloupnosti M3. Snizenim po¢tu proménnych méfeni dochazi k zlepSeni opakovatelnosti

a presnosti méfeni metody.

Fazova analyza rozptylu svétla (PALS) zlepSuje méfeni nizkych pohyblivosti ¢astic
a umoznuje méfeni vzorku s vysokou vodivosti. Tato metoda pouziva pro méfeni rychlosti
¢astic fazovy posun. Faze se zachova ve svétle rozptyleném pohybujicimi se ¢asticemi, ale je
posunuta ve fazi v poméru k jejich rychlosti. Tento fazovy posun se méfi srovnanim faze
svétla rozptyleného casticemi s fazi referencniho paprsku. Pro oddéleni referencniho paprsku
z ptivodniho laserového paprsku se vyuziva déE€lic paprskd. Diky implementaci M3 je
elektroosmoza nevyznamnd, proto rozdil mezi dvéma fazemi bude konstantni. Pokud dojde
k n¢jakému pohybu Castic tak se tento vztah fazi zméni. Detekce zmény faze je citliveéjsi
na zmény pohyblivosti, nez tradicni detekce posunu frekvence. Elektroforetickd pohyblivost
anasledné { potencial je stanoven seftenim fazovych posunii zméfenych b&hem cEasti FFR

méfeni (Malvern, 2004).
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3 ~ METODY MERENI VELIKOSTI MIKROORGANISMU

Existuje fada metod a pfistroji, které umoznuji méfeni velikosti mikroorganismu.
Bézné metody pouzivané pro meteni velikosti bakteridlnich bunék jsou mikroskopické
metody, disperzni analyzatory nebo prutokové cytometry. Vysledky velikosti ¢astic se mohou
lisit podle pouzité metody méteni (Fuhrman, 1981).

Hlavnim rysem bakterii je tvar bakterialnich bunék (obrazek 11) a jejich kolonii. Dle
tvaru se rozliSuji nasledujici typy: tyCinkovity (tycky, ty€inky), vétveny (napt. mykobakterie),
zakiiveny (vibrioidni, spiralovité ¢i helikalni) nebo kulovity (koky, diplokoky, tetrakoky).
Jen vyjimecné je bakterie nesymetrického tvaru. Velikost bakterii se obvykle pohybuje
v rozmezi desetin az desitek mikrometri (Bednaf, 1999). Tvar bunék kvasinek je urcen
rodovou pfislusnosti, ale ¢aste¢né souvisi i se zptisobem vegetativniho rozmnozovani (puceni)
a do jisté miry je ovlivnén i vnéjSimi podminkami (slozeni zivného prostfedi nebo povrchové
napéti). Za zakladni tvar kvasinek se povazuje rotacni elipsoid, ktery ma kulaty, podlouhly az
vlaknity tvar (Sasek, 1969).
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Obrazek 11 Zakladni tvary bakterii
Upraveno a pievzato z: Mikrobiologie, 2014

Na velikost mikroorganismi ma vliv fada faktorti — fixace, barveni, staii bunky a dalsi.

Velikost buiiky se proto udava v rozmezi, kde je uvedena minimdalni a maximalni hodnota.
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Pro ptesnéjsi urCeni rozméri buniky a jejich struktur je tfeba ziskat vétsi pocet hodnot
(Vyttasova, 2014).

Znalost zjiStovanych parametrii je dilezitd, protoze vlastnosti ¢astic jako jsou velikost
a tvar ovliviluji napiiklad u bilkovin jejich rozpustnost, distribuci v téle a nepiimo také
technologii jejich vyroby. Tyto informace Ize vyuzit napfiklad v potravindiském,
farmaceutickém a kosmetickém primyslu, pro ochranu zivotniho prosttedi nebo

ve zdravotnictvi (Arzensek, 2010).

3.1 Dynamicky rozptyl svétla

Metoda dynamického rozptylu svétla (DLS z anglického Dynamic Light Scattering),
nazyvana rovnéz jako fotonova korelacni spektroskopie (PCS zanglického Photon
Correlation Spectroscopy) je fyzikalni analytickd metoda, ktera se vyuzivad pro meéfeni
velikosti ¢astic. Tato metoda je zaloZena na principu méfeni intenzity svétla rozptyleného
molekulami ve vzorku roztoku v pribéhu ¢asu. Méti se Brownuv pohyb ve vzorku, ktery je
na zaklad¢ vyhodnoceni fluktuaci rozptyleného svétla na pohybujicich se Casticich spojovan
s velikosti ¢astic. Podle pohybu ¢astic viuci detektoru se frekvence rozptyleného svétla bud’
zvySuje, nebo snizuje a vznikd fazovy rozdil mezi rozptylenymi vinami, které mezi sebou
interferuji. Rychlost zmény intenzity rozptyleného zéfeni pfimo zévisi na pohybu molekuly
(Malvern, 2004).

Faktory ovliviwyjici rychlost pohybu molekuly jsou teplota, viskozita rozpoustédla
a velikost molekuly. Browntv pohyb je zavisly na velikosti ¢astic, vétsi ¢astice se V kapaling
pohybuji pomalu, naopak ¢im mensi Castice, tim je pohyb rychlejsi. Pfi nizsi viskozité
rozpoustédla a vySsi teploté se molekuly pohybuji rychleji, naopak pomaleji se molekuly
pohybuji pii nizsi teploté a vyss§i viskozité rozpoustédla (Pecora, 1993; Malvern, 2004).
Pii konstantni teploté a rozpousStédlu je zména intenzity rozptyleného svétla piimo umérna
velikosti molekuly. Tato veliina je oznaCovana jako hydrodynamicky polomér. Aby
mnozstvi rozptyleného svétla bylo konstantni, musi se molekuly v roztoku chovat stacionarné
(Pecora, 1993). Rozsah metody je od 0,3 nm do 10 pm, coz je obtizné dosdhnout jinymi
technikami (Arzensek, 2010).

Metoda DLS je vhodné pro presné stanoveni velikosti nejlépe kulovitych ¢astic. Tato
metoda se stala dulezitou technikou pro studium vlastnosti suspenzi a koloidnich roztok,
biologickych roztokii makromolekul a polymeri. Zajimavé je také jeji uplatnéni
ve farmaceutickém primyslu a v mikrobiologické oblasti pracujici s bakteriemi, proteiny, viry

a DNA. Jedna se o neinvazivni a nedestruktivni techniku (Arzensek, 2010).
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3.1.1 Méreni dynamického rozptylu svétla

Velikost bakterii 1ze méfit pomoci pfistroje Zetasizer Nano ZS, ktery pracuje
na principu dynamického rozptylu svétla. Jako zdroj svétla pro ozareni vzorku uvniti cely se
pouziva laser. V¢tSina paprsku svétla projde vzorkem nezménéna, pouze malad Cast je
rozptylena &asticemi uvnité vzorku. Castice rozptyluji svétlo ve viech smérech, proto je
teoreticky mozné umistit detektor do jakékoli polohy a stidle bude méfena intenzita
rozptyleného svétla. V pristroji Zetasizer Nano (obrazek 12) je detektor umistén bud’ v uhlu
173° nebo 90°. Aby detektor mohl intenzitu rozptylené¢ho svétla zmétit, musi byt v uréitém
rozsahu hodnot. Pfili§ mnoho svétla, miize zplsobit, pretizeni detektoru. Zeslabovac slouzi
K snizeni intenzity laserového paprsku, a tim dochazi i ke snizeni intenzity rozptyleného
svétla. Toho se vyuziva u velmi koncentrovanych vzorkli nebo pii méteni velkych Eastic.
Zeslabova¢ muize fungovat i opacné, tedy Ze propusti vice laserového svétla, pokud je
to nutné. Naptiklad vice laserového svétla je potteba pii méfeni velmi malych velikosti ¢astic
nebo vzorkil o nizké koncentraci, tedy u vzorkd, které rozptyluji malo svétla. Uvnitf pfistroje
se nachazi digitalni korelator, ktery méfi stupent podobnosti dvou signald v urc¢ité dobe.
V pocitaci se analyzuji data korelatoru, ze kterych se odvodi informace o velikosti métenych

castic (Malvern, 2004).

Laszar Zetasizer Optical arrangement
MNano 8 173° o
Nano £5 173° (]
MNano 530 ao® @
Nano £590 ag* o
Allanualar D 'ﬁ
o ‘ Detector
Detector
'd & Digital Signal Procassss
= a0 @
riky Comalator 4—6
Cell

Obrazek 12 Schéma pfistroje Zetasizer Nano ZS
1 - laser, 2 — cela, 3 — detektor, 4 — zeslabovag¢, 5 — korelator, 6 — pocita¢

Upraveno a ptevzato z: Malvern, 2004

31



3.1.2 Detekéni optika 173° - detekce zpétného rozptylu
Detekéni optika piistroje je umisténa pod tthlem 173°, tzv. detekce zpétného rozptylu
svétla. Detekce zpétného rozptylu (obrazek 13) pomoci piistroje Zetasizer Nano ZS méfi

informace o0 rozptylu zafeni v blizkosti 180° (Malvern, 2004).

Detector
173°
— =)
| I |
Laser Sample

Obrazek 13 Méfeni zpétného rozptylu
Upraveno a pfevzato z: Malvern, 2004

Pii méfeni zpétného rozptylu nemusi svételny paprsek prochdzet celym vzorkem,
prochazi tedy krat$i optickou drahou, a proto je mozné méfit vzorky o vyssi koncentraci.
Pti téchto métenich se eliminuje vyskyt mnohonasobného rozptylu svétla, coz znamena, ze
rozptylené svétlo na jedné Castici je rozptylovano i na dalSich ¢asticich. SniZzenim vyskytu
mnohonasobného rozptylu svétla miizeme méfit koncentrovanéjsi vzorky. Méfenim zpétného
rozptylu je mozné snizit efekt prachu neboli kontaminujicich latek v disperznim prostiedi.
Castecky prachu jsou oproti &asticim ve vzorku mnohem vétsi a velké &astice rozptyluji svétlo
ve sméru primdrniho paprsku. PouZitim pohyblivé Cocky lze dosdhnout vétSiho rozsahu
koncentraci vzorku. Pro vzorky o nizké koncentraci nebo pro vzorky, které obsahuji malé
Castice je vyhodnéjsi vétsi mnozstvi rozptylu ve vzorku, métici bod je vice u sttedu. Pro vice

koncentrované vzorky nebo pro velké Céstice je naopak vyhodnéj$i mit méfici bod blize

ke sténé cely, protoze tim se snizi efekt mnohonasobného rozptylu (Malvern, 2004).

Vysledky jsou obvykle v pfimé&fené shodé¢ s vysledky ziskanymi pomoci mikroskopu.
LiSici se vysledky mohou byt zplisobeny rozdily mezi hydrodynamickym polomé&rem
a skuteCnym polomérem nebo zménami ve velikosti ¢astice vznikajici pii ptipravé vzorku

(Kvitek, 2006).

3.2  Mikroskopicka analyza

Pro urceni velikosti ¢astic 1ze pouzit mikroskop Nikon Eclipse 80i s digitalni kamerou
(obrazek 14), ktery disponuje Sirokou fadou moznosti nastaveni a zobrazeni preparatd. Jedna
se 0 opticky pfistroj umoziujici rozeznat struktury, které nejsou viditelné pouhym okem.

Mikroskop je slozen zobjektivu a sadou vyménnych objektivii pro veétsi zvétSeni
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a binokularu, kterym obraz pozorujeme. Dalsi ¢asti mikroskopu je zdroj svétla, polarizator
s analyzatorem a kamera, kterd ptenasi obraz do programu NIS Elements, pomoci kterého 1ze
ur¢it velikost castic (Beyer, 1988; Pawley, 1990). Vyhodnocovat je mozné jak zivy
tak archivovany obraz. Pomoci svételné mikroskopie lze urcit tvar a velikost bun¢k, zda se
jedna o ty¢inky nebo koky a uréit jejich délku a zaktiveni bez zdlouhavého vyvoje metody
(Newman, 2002).

Obrazek 14 Mikroskop Nikon Eclipse 80i
Upraveno a pievzato z: Nikon, 2004

3.2.1 Barveni preparati

Barveni preparati slouzi ke zjisténi typu bunécné stény, tvaru buncék a usporadani
jejich shlukt, ptitomnost pouzder a zivotaschopnosti bunék. Pro ur¢eni morfologie bunék
a charakteristickych shlukt pouzivame jednoduché barveni bunécéné stény, napt. krystalovou
violeti. Vitalni barveni se pouziva pro ur€eni Zivych/mrtvych bunék, protoze mrtvé bunky
piijimaji barvivo nebo ho efluxnimi systémy nevyluéuji. Diagnostické barveni slouzi jako
jedna zmetod pii klasifikaci bakterii. Nejpouzivanéjsi je Gramovo barveni, dale pak
acidorezistentni nebo barveni dle Giemsy. Pro pfesné ureni tvaru a velikosti bun¢k se
pouziva negativni barveni (Kopecka, 2017; Silhankova, 1993; Frébortova, 2015).

Pied barvenim se preparat vzdy fixuje (kromé negativniho a vitalniho barveni).
Ucelem fixace je usmrceni bunék a jejich lepsi ptilnuti k podkladu, aby nebyly pii barveni ¢
oplachovani odplaveny. Bakterie se fixuji vétSinou plamenem, kvasinky a plisné nejcastéji
chemikaliemi (Frébortova, 2015).

K barveni preparatli se pouZzivaji zfedéné vodné roztoky organickych barviv, obvykle
soli. Bazicka barviva, kde je barevnou slozkou kationt napt. krystalova violet’, safranin,

methylenova modf, malachitova zelenn nebo bazicky fuchsin. U kyselych barviv je barevnou
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slozkou aniont, napt. eosin. Barveni lze zvyraznit motfenim bunék (fenol, anilin nebo Lugoliv
roztok), kde motidlo ma vyssi afinitu k bunce a zaroven k barvivu nez je afinita buiky

k samotnému barvivu (Kopecka, 2017; Silhankova, 1993).
e Barveni podle Grama

Gramova metoda, je metoda, ktera se pouziva k rozliSeni a klasifikaci bakterialnich
druh@ na dvé velké skupiny. Gram-pozitivni (G*) bakterie, které se barvi modie az fialové
(obrazek 15) a gram-negativni (G") bakterie, které se barvi Cervené. Existuji i bakterie, které
se nckdy barvi pozitivné a nékdy negativné. Tyto mikroorganismy oznacujeme jako gram-
labilni (G*) (Jandova, 1996).

Gram-pozitivni bakterie zadrzuji primarni barvivo (Krystalova violet’), zatimco
gram-negativni bakterie se snadno odbarvuji a odbarvené bakterie jsou barveny sekundarnim
barvivem (safraninem nebo karbofuchsinem). Rozdilné barveni je dano rozdily v chemickém
sloZzeni bunééné stény. Princip spoc¢iva v tom, ze krystalova violet’ se nejprve vaze na bunku
ajod reaguje skrystalovou violeti za tvorby komplexu. U gram-negativnich bunék
odbarvovaci ¢inidlo rozpusti vnéjsi lipopolysacharidovou vrstvu a komplex krystalové violeti
s jodem se pomoci organického rozpoustédla (etanol nebo aceton) vymyje ptes tenkou vrstvu
peptidoglykanu. Gramova reakce je nejspolehlivéjsi u mladé kultury (méné nez 24 hodin),

zatimco star$i kultury nemuseji zadrzovat primarni barvivo a vysledky jsou neptesné

(Frébortova, 2015).

Obrazek 15 Micrococcus luteus - Gramovo barveni
Upraveno a pievzato z: autor

e Negativni barveni

Metoda negativniho barveni spoc¢iva v obarveni pozadi, buiiky zlistavaji nezbarvené,

jejich obrysy jsou ohrani¢eny barvivem (Jandova, 1996). Pti béznych metodach barveni
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jednotlivé kroky postupu mohou velikost bunék vyrazné ménit napt. fixace ohném nebo
barvenim. Pro obarveni pozadi se pouziva barvivo Nigrosin nebo Kongo ¢erven. Bunky poté

pozorujeme jako svétlé utvary na barevné odlisSném pozadi (Frébortova, 2015; Jandova,

1996).

3.3  Akusticka spektrometrie

Pristroj DT-1200 Acoustic Spectrometer spole¢nosti Dispersion Technology umoziuje
analyzu vysoce koncentrovanych ¢asticovych suspenzi bez nutnosti fedéni a méfit velikost
¢astic o velikosti 5 nm az 1000 um (Quantachrome, 2017). Umoziuje piimé méfeni velikosti
castic a elektrokinetického potencidlu. Akusticky analyzator ma dva samostatné senzory
pro nezavislé méteni akustickych a elektroakustickych signala (Dukhin, 2000). Akusticky
senzor charakterizuje distribuci velikosti ¢astic méfenim utlumu ultrazvuku o frekvenci
od1do 100 MHz arychlosti zvuku. Potfebny objem vzorku pro méfeni je 120 ml
(Dispersion, 2012). Nejcastéji méfenymi materidly jsou pigmenty, emulze, keramika,
farmaceutika a dalsi (Quantachrome, 2017). Data snimana z elektroakustického senzoru

udavaji koloidni vibra¢ni proud, ktery poskytuje informaci o { potencialu (Dukhin, 2000).
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CiL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo zpracovat literarni reSersi zaméfenou na moznosti stanoveni
velikosti, s dirazem na stanoveni velikosti mikroorganismti. Cilem experimentalni ¢asti bylo
provést na vytipovanych mikroorganismech stanoveni jejich velikosti a ziskané vysledky

experimentll vyhodnotit a kriticky zhodnotit.
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EXPERIMENTALNI CAST
4 MATERIAL

4.1  Pouzité mikroorganismy

Pro méfeni velikosti bakterii byl pouzit referenéni kmen Saccharomyces cerevisiae
(komer¢né dodavané susené kvasinky vinné Boletus), Saccharomyces boulardii CNCM 1-745
siccatus (preparat ENTEROL), Pseudomonas fluorescens CCM 2115, Micrococcus luteus
CCM 735, Thiobacillus denitrificans DSM 12475, Desulfobacter hydrogenophilus DSM
3380, Escherichia coli CCM 3954, Staphylococcus epidermidis CCM 4418 z Ceské sbirky

mikroorganismu, Brno a sbirkovy kmen Univerzity Pardubice Staphylococcus intermedius.

4.2  Pomiicky

Odmérné kadinky riznych objemu, odmérné valce riznych objemt, Erlenmayerovy
banky, stficky, sklenéné zkumavky (15 ml) a gumové $punty, mikropipety (1000 ul), $picky,
kyvety, jednorazové ockovaci klicky (1 pl a 10 pl), podlozni sklicka, Petriho misky, bunicita

vata.

4.3  Chemikalie a reagencie

V tabulce 1 je uveden seznam vSech pouzitych chemikalii a reagencii.

Tabulka 1 Seznam pouZitych chemikalii

Nazev Vzorec Vyrobce
Destilovana voda H,O UPa
Etanol denaturovany C,HsOH Penta
Chlorid draselny, p.a. KCI Lach-Ner
Chlorid sodny, p.a. NaCl Lach-Ner
Kongo Cerven C3oH2NgOSoNay Penta
Krystalova violet CasH30NsCl Merck
Kyselina chlorovodikova HCI Lach-Ner
Lugolav roztok Kl Merck
Masopeptonovy agar HiMedia
Sabouraud Dextrose Agar HiMedia
Safranin C1gH12Ny Merck
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4.4  Pristroje

V tabulce 2 je uveden seznam vSech pouzitych piistrojti a jejich vyrobct.

Tabulka 2 Seznam pouzitych piistroji

Nazev Vyrobce

Akusticky spektrometr DT-1200 Acoustic Spectrometer
Analytické vahy Kern ABJ

Autoklav Systém VX-40

Denzitometr DEN-1B BioSan

Digestof Merci

Horkovzdus$ny sterilizator Memmert

Lednice Electrolux

Magnetické michacka s ohfevem IKA RH Digital

Mikroskop

Nikon Eclipse 80i s dig. kamerou DSFI-1

Predvazky Kern 440-49N
Termostat Memmert
ZetaPALS Brookhaven

Zetasizer Nano ZS

Malvern Instruments
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5 PRACOVNI POSTUPY

5.1 Priprava kultiva¢niho média
5.1.1 Masopeptonovy agar

Dle pokyni vyrobce (tabulka 3) bylo navazeno 40 g piipravku do 1 litru destilované
vody. Smés byla sterilizovana v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut a nasledn¢ byla nalita
do sterilnich plastovych Petriho misek o tloustce pohybujici se mezi 3 — 4 mm. Takto

pripravené pudy byly uchovavany v chladnicce pii teploté 5 °C.

Tabulka 3 Slozeni Masopeptonového agaru

SloZeni Gram/litr
Masovy pepton 10,0
Hovézi extrakt 5,0

Chlorid sodny 5,0
Agar 20,0

Kone¢né pH (pti 25 °C 7,2+ 0,2)

5.1.2 Sabouraud Dextrose Agar

Dle pokynu vyrobce (tabulka 4) bylo navaZzeno 65 g ptipravku do 1 litru destilované
vody. Smés byla zahtivana do Uplného rozpusténi. Poté smés byla sterilizovana v autoklavu
pti 121 °C po dobu 15 minut a byla nalita do sterilnich plastovych Petriho misek. Takto

ptipravené pudy byly uchovavany v chladnicce pii teploté 5 °C.

Tabulka 4 Slozeni Sabouraud Dextrose Agaru

SloZeni Gram/litr
Mykologicky pepton 10,0
Dextrosa 40,0
Agar 15,0

Koneéné pH (pfi 25 °C 5,6 + 0,2)

5.2  Priprava bakterialni kultury
Bakterialni kultura byla pfipravena oZivenim dlouhodobé skladované kultury

Vv kryozkumavkach a byla inkubovédna 24 hodin pii 30 °C, poté byla pfeoCkovana na nové
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médium a opét inkubovana 24 hodin pti 30 °C. Po inkubaci byly kultury ulozeny
do chladnicky pfi teploté 5 °C pro pozd¢jsi manipulaci.

5.3  Priprava vzorku

Kolonie mikroorganismii z Petriho misky byly pfeneseny sterilni klickou do tekutého
kultivaéniho média, tak aby bylo dosazeno zakalu 0,1 McFarland. Takto pfipraveny vzorek
byl inkubovan 24 hodin pii teploté¢ 30 °C. Poté bylo odebrano 500 ul ze vzorku do 12 ml
destilované vody, roztoku KCI a do fyziologického roztoku. Takto pfipravenymi vzorky byly

naplnény kyvety, které byly nasledné vlozeny do pfistroje k prométeni.

5.4  Priprava fyziologického roztoku

Bylo pfipraveno 0,5 litru fyziologického roztoku pro fedéni mikrobidlni kultury.
Do 0,5 1 destilované vody bylo pfidano 4,5 g NaCl. Roztok byl sterilizovan pii 121 °C po
dobu 15 minut.

5.5 Priprava roztoku KCl
Byl ptipraven 1 litr roztoku KCI pro fedéni mikrobialni kultury. Do 1 litru destilované

vody bylo ptidano 0,075 g KCI.

5.6  Priprava zasobni kultury kvasinek Saccharomyces cerevisiae

Obsah sacku 0,6 g (komeréné dodavané susené kvasinky vinné Boletus) byl vysypan
do 2 I odmérné Erlenmayerovy banky. Poté bylo do Erlenmayerovy baiky ptidano 1,6 g Zivné
soli pro kvasinky (komerén& doddvana Vinka Zivna sil pro kvasinky). Dale byly pfidany 2 1
prevatené vychladlé vody. Nasledné bylo pfidano 28 + 0,5 g cukru krystal. Vickem zakryta
Erlenmayerova banka (zamezeni pfed kontaminaci) se zasobni kulturou byla vlozena
na magnetické michadlo, aby bylo docileno Uplné homogenizace. Zasobni kultura byla

zahiivana na 30 °C a inkubovéna 48 hodin pfi laboratorni teploté 27 +2 °C.

5.7 Barveni dle Grama

Na podloznim sklicku byla v kapce fyziologického roztoku rozetfena bakterialni
kultura. Po zaschnuti byla provedena fixace ohném. Bylo provedeno barveni krystalovou
violeti po dobu 60 s. Barvivo bylo slito a preparat byl prekryt Lugolovym roztokem po dobu
20 s a oplachnut destilovanou vodou po dobu 5 s. Poté byl pouzit dekolorizujici roztok 20 s.

Preparat byl dobarven safraninem po dobu 1 minuty a oplachnut destilovanou vodou po dobu
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5 s. Takto pfipraveny preparat byl pozorovan pomoci mikroskopu Nikon Eclipse 80i v rezimu

fazového kontrastu pii celkovém zvétSeni 1000x s imerzi.

5.8  Negativni barveni bakterii

Bunky byly asepticky pfeneseny do kapky Kongo cervené na podloznim sklicku,
ve kterém byla bakteridlni kultura dostate¢né¢ rozmichana. Kapka byla rozetfena jemnym
tahem druhého sklicka (obrazek 16) pfilozeného pod thlem 45° po celé plose podlozniho
sklicka. Vzorek byl nechan zaschnout na vzduchu a poté byl odbarven z ¢ervené na modrou
barvu parami koncentrované kyseliny chlorovodikové. Takto pfipraveny preparat byl
pozorovan pomoci mikroskopu Nikon Eclipse 80i ve svétlém poli pii celkovém zvétSeni
1000x s imerzi. V kazdém vzorku bylo zméfeno 20 hodnot, ze kterych byla vypocitana

pramérnd hodnota velikosti buiiky.

Obrazek 16 Roztirani barviva pfi negativnim barveni
Upraveno a pievzato z: UPa, 2014

5.9  Meéfeni pomoci pristroje ZetaPALS

Nejprve byla méfena velikost ¢astic. Kyveta byla naplnéna po rysku pfipravenym
vzorkem bakterii, uzaviena vickem, vlozena do piistroje a bylo provedeno méfeni. Kazdé
meéfeni velikosti bakterii prob&hlo v deseti cyklech a bylo provedeno 2x. Z naméfenych
hodnot byly vypocitany primérné hodnoty a smérodatné odchylky.

Pfed métenim ¢ potencidlu byla pfipravenym vzorkem bakterii oplachnuta elektroda.
Kyveta byla naplnéna do poloviny svého objemu a poté byla elektroda vsunuta do kyvety, tak
aby na ni nebyly bublinky vzduchu. Kyveta byla vlozena do pfistroje a byla zapojena métici
elektroda. V programu pfistroje byly zadany identifikacni veli¢iny a bylo spusténo meéteni.
Kazdé meéteni { potencialu probéhlo v deseti cyklech a bylo provedeno 2x. Ze ziskanych

hodnot byly vypocitany primérmé hodnoty a smérodatné odchylky.
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5.10 Méieni pomoci pristroje Zetasizer Nano ZS

Pomoci piistroje Zetasizer Nano ZS spole¢nosti Malvern Instruments byla nejprve
méfena velikost mikroorganismii. Kyveta byla naplnéna méfenym vzorkem po rysku,
uzaviena vickem, vlozena do pfistroje a bylo provedeno méieni. Pristroj Zetasizer Nano ZS
provedl pfed samotnym méfenim temperaci vzorku po dobu 60 vtetin na teplotu 25 °C. Kazdé
méfeni velikosti probéhlo v deseti cyklech a bylo provedeno 2x. Ze ziskanych hodnot byly
vypocitany praimérné hodnoty a smérodatné odchylky.

Pted méfenim ¢ potencialu byla elektroda oplachnuta piipravenym vzorkem. Kyveta
byla naplnéna méfenym roztokem do poloviny svého objemu a poté byla elektroda vsunuta
do kyvety, tak aby na ni nebyly bublinky vzduchu. Kyveta spole¢né s elektrodou byla vlozena
do pftistroje. V programu piistroje byly zadany identifikacni veli¢iny a bylo spusténo méfenti.
Kazdé méfeni { potencialu probéhlo v deseti cyklech a bylo provedeno 2x. Ze ziskanych

hodnot byly vypocitany primérné hodnoty a smérodatné odchylky.

5.11 Méreni pomoci pristroje DT-1200

Me¢Fici cela byla naplnéna pfipravenym vzorkem bakterii 0 objemu 120 ml.
V programu piistroje byly nastaveny potiebné identifikacni veli¢iny. Bylo uvedeno michadlo
do chodu a bylo zahajeno méfeni velikosti bakterii a nasledné méfeni { potencialu. Méfeni
kazdého vzorku bylo provedeno 2x ze kterych byly vypocitdny primérné hodnoty
a smérodatné odchylky.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

V této kapitole je pozornost vénovana vysledkim méteni velikosti mikroorganismii
a vysledkiim meéteni elektrokinetického potencidlu riznymi typy pfistroji a jejich vzajemné

porovnani.

6.1  Meéreni velikosti Pseudomonas fluorescens

Pro méfeni velikosti bakterie Pseudomonas fluorescens (tabulka 5) byly pouzity dva
pfistroje pracujici na principu dynamického rozptylu svétla (Zetasizer Nano ZS a ZetaPALS),
jeden elektroakusticky piistroj (elektroakusticky spektrometr DT-1200) a mikroskop (Nikon
Eclipse 80i s digitalni kamerou). Postupy a principy méfeni byly popsany v kapitolach 3. 1. 1,
3.3,5.8,5.9,5. 10 a 5. 11. Dle literatury je bakterie Pseudomonas fluorescens ty¢inka a jeji
velikost je 0,5—1,0 x 1,5 5,0 um (Savicka, 2018).

Tabulka 5 Méieni velikosti Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas fluorescens

Mérené Destilovana voda KCI Fyziologicky roztok
prostiedi
Velikost Zetasizer 16+0/4 1,9+0,5 1,8+0,3
Nano ZS [um]
Velikost 0,9+ 0,01 1,0+ 0,05 1,0+ 0,06
ZetaPALS [um]
Velikost 1,2+0,04 1,1 +0,08 1,1 +£0,06
DT-1200 [um]

Z vysledkt méfeni velikosti Pseudomonas fluorescens vyplyva, ze naméfené hodnoty
pomoci piistroji Zetasizer Nano ZS, ZetaPALS a DT — 1200 jsou Vv rozsahu velikosti, které
byly u vSech tii pouZzitych médii naméfeny na ptistroji ZetaPALS, naopak nejvyssi na ptistroji
Zetasizer Nano ZS. Piestoze oba tyto pfistroje méfi velikost Castic na principu DLS, jsou si
daleko blizsi vysledky nameéfené na pfistrojich ZetaPALS a DT — 1200, neZ pravé na
pfistrojich ZetaPALS a Zetasizer Nano ZS. Vyhodou méfeni zalozeného na principu DLS je,
Ze neni potieba znat udaje o méfenych casticich, resp. mikroorganismech. Oproti tomu
u elektroakustického spektrometru DT — 1200 je potieba parametry tykajici se méfenych
Castic zadat, coz uneznamych vzorkd a vzorkli mikroorganismii nese znacné komplikace.
VétSinou jsou pak zadané parametry (napi. hustota aj.) pouhym odhadem, coz néasledné vnasi
do meéfeni znaéné nepiesnosti. Nevyhodou je také fakt, ze pfistroj je primarné uren pro

stanovovani velikosti ¢astic a { potencialu koncentrovanych disperzi (cca 5 — 60 hm %) a pro
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vzorky s nizkou koncentraci mikroorganismu (Castic) neni piili§ vhodny. Tento aspekt se
projevil u dale zminovanych mikroorganismi. Vy vysledkové Casti prace je tato technika
uvedena pouze u dvou métenych mikroorganismt (Pseudomonas fluorescens a Desulfobacter
hydrogenophilus). U dalsich bylo dosazeno tak nerealnych vysledkd, Ze bylo od pouziti
elektroakustického spektrometru DT — 1200 upusténo.

Obrazek 17 Negativni barveni Pseudomonas fluorescens

Méfeni velikosti Pseudomonas fluorescens (obrazek 17) bylo provedeno pomoci
mikroskopu Nikon Eclipse 80i s digitalni kamerou. Z vysledki méfeni vyplyva, ze vysledna
velikost bakterie Pseudomonas fluorescens pomoci mikroskopu je 0,4 = 0,3 x 1,9 = 0,5 um,
coz se shoduje s hodnotami ziskanymi z literatury (Savicka, 2018). Dale ma v porovnani
s optickymi a elektroakustickymi metodami tu vyhodu, ze jsme schopni ur¢it také tvar daného
mikroorganismu, coZ piedchozi techniky neumoZiuji a pro vypocet velikosti pfedpokladaji

kulovy tvar métenych objekti.

6.2  Meéieni ¢ potencialu Pseudomonas fluorescens

Pro méteni { potencialu bakterie Pseudomonas fluorescens (tabulka 6) byly pouzity
dva pfistroje pracujici na principu Dopplerova posunu frekvence laserového paprsku
(Zetasizer Nano ZS a ZetaPALS). Elektroakusticky spektrometr DT — 1200, ktery také
umoziuje métfeni zeta potencialu se pro méfeni mikroorganismii ukazal jako zcela nevhodny
a nebylo dosazeno zadnych relevantnich vysledkti. Proto bylo nasledné od pouziti tohoto
pfistroje zcela upusténo. Principy a postupy méfeni byly popsany v kapitolach 2.2.1, 5. 9
a 5. 10.
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Tabulka 6 Méfeni { potencialu Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas fluorescens

Mérené Destilovana voda KCI Fyziologicky roztok
prostiedi
¢ potencial Zetasizer -142+1,6 -148+2,2 -76+29
Nano ZS [mV]
¢ potencial -19,9+2.8 -17,3+3,6 -7,0+2,5
ZetaPALS [mV]

Naméfeny ( potencial bakterie Pseudomonas fluorescens dosahuje zapornych hodnot,
z ¢ehoz vyplyva, zZe je jeji povrch zaporné nabity. Obecné se za hranici stability koloidniho
systému povazuji hodnoty { potencidlu, které nabyvaji absolutni hodnoty vyssi nez 30 mV.
Jako bod nejvyssi nestability je povaZovana nulova hodnota { potencialu, tedy izoelektricky
bod. Z vysledkii méteni vyplyva, ze koloidni roztok bakterie Pseudomonas fluorescens je
nejméné stabilni ve fyziologickém roztoku, nicméné na zaklad¢ obecného pravidla stability

lze konstatovat, Ze stabilni nebyl ani jeden z méfenych vzorkd.

6.3  Meéreni velikosti Desulfobacter hydrogenophilus

Pro méfeni velikosti bakterie Desulfobacter hydrogenophilus (tabulka 7) byly pouzity
dva pfistroje pracujici na principu dynamického rozptylu svétla (Zetasizer Nano ZS
a ZetaPALS) a jeden elektroakusticky pfistroj (elektroakusticky spektrometr DT-1200).
Postupy a principy méfeni byly popsany Vv kapitolach 3. 1. 1, 3.3, 5. 9, 5. 10 a 5. 11. Dle
literatury je bakterie Desulfobacter hydrogenophilus ty¢inka ajeji velikost je
1-1,3x2-3 pm (Widdel, 1987).

Tabulka 7 Mégfeni velikosti Desulfobacter hydrogenophilus

Desulfobacter hydrogenophilus

Mérené Destilovana voda KCI Fyziologicky roztok
prostredi
Velikost Zetasizer 3,4+04 3,4+0,5 2,3+0,8
Nano ZS [um]
Velikost 2,8+0,4 3,1+£0.,8 24+04
ZetaPALS [um]
Velikost 2,3+£0,2 1,7 +£0,06 1,8+0,1
DT-1200 [um]

Z vysledkti méteni velikosti Desulfobacter hydrogenophilus vyplyva, ze naméiené
hodnoty pomoci ptistroje Zetasizer Nano ZS jsou opét vyssi nez u zbylych dvou pfistrojl a ze
jsou dokonce i mimo rozsah velikosti, kterou udava pro tuto bakterii literatura. Namétené

hodnoty pomoci pfistroje ZetaPALS a DT — 1200 se shoduji s hodnotami ziskanymi
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z literatury (Widdel, 1987). Mikroskopicka analyza bakterie nebyla provedena, jelikoz
Desulfobacter hydrogenophilus na MPA neprokazoval zadny viditelny vysledek rustu
a nebylo tedy mozné vyhotovit jeho mikroskopicky preparat. Desulfobacter hydrogenophilus

roste v modifikovaném Van Houten médiu, ze kterého se nepodaftilo vyhotovit snimek.

6.4  Méieni ¢ potencialu Desulfobacter hydrogenophilus

Pro méfeni { potencialu bakterie Desulfobacter hydrogenophilus (tabulka 8) byly
pouzity dva pfistroje pracujici na principu Dopplerova posunu frekvence laserového paprsku
(Zetasizer Nano ZS a ZetaPALS). Principy a postupy méfeni byly popsany v kapitolach
2.2.1,5.9a5.10.

Tabulka 8 Méfeni { potencialu Desulfobacter hydrogenophilus

Desulfobacter hydrogenophilus

Mérené Destilovana voda KCI Fyziologicky roztok
prostiedi
¢ potencial Zetasizer -29,1+2.2 -28,7+2.4 274+25
Nano ZS [mV]
¢ potencial -35,3+2,2 -34,0+2,8 -24,3+3,7
ZetaPALS [mV]

Naméteny { potencial bakterie Desulfobacter hydrogenophilus dosahuje zapornych
hodnot, z ¢ehoz vyplyva, ze je jeji povrch zaporné nabity. Z vysledkd méfeni vyplyva, ze
koloidni roztok bakterie Desulfobacter hydrogenophilus je stabilni téméf ve vSech
testovanych prostfedich. Vysledky dale opét ukazuji na rozdil v hodnotach stanovenych
na piistroji Zetasizer Nano ZS a ZetaPALS s tim, Ze pfistroj ZetaPALS vykazuje ve vSech

pfipadech vyssi absolutni hodnotu zeta potencialu.

6.5  Meéreni velikosti Micrococcus luteus

Pro méteni velikosti bakterie Micrococcus luteus (tabulka 9) byly pouzity dva piistroje
pracujici na principu dynamického rozptylu svétla (Zetasizer Nano ZS a ZetaPALS)
a mikroskop (Nikon Eclipse 80i s digitalni kamerou). Postupy a principy méfeni byly popsany
v kapitolach 3. 1. 1, 5. 8, 5. 9, a 5. 10. Dle literatury jsou bakterie Micrococcus luteus koky
a jejich velikost je 0,9 — 1,8 um (Savicka, 2018).
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Tabulka 9 Méieni velikosti Micrococcus luteus

Micrococcus luteus

Mérené Destilovana voda KCI Fyziologicky roztok
prostiredi
Velikost Zetasizer 2,9+0,1 3,8+1,0 2,8+04
Nano ZS [um]
Velikost 1,2+0,09 1,3+0,2 1,2+0,2
ZetaPALS [pm]

Z vysledkti méfeni velikosti Micrococcus luteus vyplyva, ze namétené hodnoty
pomoci piistroje Zetasizer Nano ZS se 1isi v porovnani s hodnotami ziskanymi z literatury.
Vysledky naméfené pomoci piistroje ZetaPALS se s hodnotami nalezenymi v literatuie

shoduji (Savicka, 2018).

Obrazek 18 Negativni barveni Micrococcus luteus

Mg¢teni velikosti Micrococcus luteus (obrazek 18) bylo provedeno pomoci mikroskopu
Nikon Eclipse 80i s digitalni kamerou. Na mikroskopickém snimku jsou zobrazeny svétlé
koky bakterie Micrococcus luteus a cervené skvrny (zbytky barviva Kongo cerveng).
Z vysledki méteni vyplyva, Ze vysledna velikost bakterie Micrococcus luteus pomoci
mikroskopu je 1,8 £ 0,2 um, coz se shoduje s hodnotami ziskanymi z literatury (Savicka,
2018). Na mikroskopickém snimku jsou také patrné shluky bakterii. Porovname-li toto
zjisténi s hodnotami a smérodatnymi odchylkami vysledki obou optickych pftistrojii, pak lze
vyslovit uvahu, Ze zatimco pfistroj ZetaPALS méfil pravdépodobné velikost samotnych
bakterii, u pfistroje Zetasizer Nano ZS byly detekovany i shluky bakterii, coz vedlo jak
k navySeni velikosti, tak smérodatné odchylky. Tento rozdil ve vysledcich miZe byt zpisoben
rozdilnym zplsobem detekce rozptyleného svétla. Zatimco u pfistroje Zetasizer Nano ZS je

detektor umistén pod uhlem 173°, u pfistroje ZetaPALS je detektor umistén pod tthlem 90°.
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6.6  Meéieni ¢ potencialu Micrococcus luteus

Pro méfeni { potencialu bakterie Micrococcus luteus (tabulka 10) byly pouzity dva
pfistroje pracujici na principu Dopplerova posunu frekvence laserového paprsku (Zetasizer
Nano ZS a ZetaPALS). Principy a postupy méteni byly popsany v kapitolach 2.2.1, 5. 9
a5.10.

Tabulka 10 Méfeni { potencialu Micrococcus luteus

Micrococcus luteus

Méiené Destilovana voda KCI Fyziologicky roztok
prostiedi
¢ potencial Zetasizer 27,2+ 1,3 -26,9+ 1,0 -12,3+0,6
Nano ZS [mV]
¢ potencial -34,7+1,8 -29,3+0,9 -8,7+£1,6
ZetaPALS [mV]

Naméteny { potencial bakterie Micrococcus luteus dosahuje opét zapornych hodnot,
z ¢cehoz vyplyva, zZe je jeji povrch zaporné nabity. Z vysledkii méfeni vyplyva, Ze koloidni
roztok bakterie Micrococcus luteus je stabilni v destilované vodé a v roztoku KCIl. Nejméné

stabilni je ve fyziologickém roztoku.

6.7  M¢éfeni velikosti Thiobacillus denitrificans

Pro méfeni velikosti bakterie Thiobacillus denitrificans (tabulka 11) byly pouzity dva
pfistroje pracujici na principu dynamického rozptylu svétla (Zetasizer Nano ZS a ZetaPALS).
Postupy a principy méfeni byly popsany v kapitolach 3. 1. 1, 5. 9, a 5. 10. Dle literatury je
bakterie Thiobacillus denitrificans ty¢inka a jeji velikost je 0,5 x 1,0 — 3,0 um (Beller, 2006).

Tabulka 11 Méfeni velikosti Thiobacillus denitrificans

Thiobacillus denitrificans

Mérené Destilovana voda KCI Fyziologicky roztok
prostredi
Velikost Zetasizer 33+1,5 41+26 36+23
Nano ZS [um]
Velikost 2,3+0,1 32+0,5 3,3+0,2
ZetaPALS [um]

Z vysledkt méfteni velikosti Thiobacillus denitrificans vyplyva, Ze naméfené hodnoty
pomoci pristroje Zetasizer Nano ZS a ZetaPALS se mirné 1i§i v porovnani s hodnotami
ziskanymi z literatury (Beller, 2006). Thiobacillus denitrificans na MPA neprokazoval zadny
viditelny vysledek riistu. Tato bakterie roste v médiu S8, ze které¢ho se nepodatilo vyhotovit

mikroskopicky snimek.
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6.8 Méieni ¢ potencialu Thiobacillus denitrificans

Pro méfeni { potencialu bakterie Thiobacillus denitrificans (tabulka 12) byly pouzity
dva pristroje pracujici na principu Dopplerova posunu frekvence laserového paprsku
(Zetasizer Nano ZS a ZetaPALS). Principy a postupy meéteni byly popsany v kapitolach
2.2.1,5.9ab5. 10.

Tabulka 12 Méfeni { potencialu Thiobacillus denitrificans

Thiobacillus denitrificans

Méiené Destilovana voda KCI Fyziologicky roztok
prostiedi
¢ potencial Zetasizer -32,7+43 -352+7,4 -32,8+4,5
Nano ZS [mV]
¢ potencial -26,8 £2,9 -28,7+3,0 -17,4+3,4
ZetaPALS [mV]

Nameéteny ¢ potencial bakterie Thiobacillus denitrificans dosahuje zapornych hodnot,
z ¢cehoz vyplyva, zZe je jeji povrch zaporné nabity. Z vysledkii méfeni vyplyva, Ze koloidni
roztok bakterie Thiobacillus denitrificans je velmi stabilni v destilované vodé a v roztoku
hodnoty { potencialu namétené na piistroji Zetasizer Nano ZS vyssi, nez hodnoty z piistroje

ZetaPALS.

6.9  Meéreni velikosti Staphylococcus epidermidis

Pro méfeni velikosti bakterie Staphylococcus epidermidis (tabulka 13) byly pouzity
dva pfistroje pracujici na principu dynamického rozptylu svétla (Zetasizer Nano ZS
a ZetaPALS) a mikroskop (Nikon Eclipse 80i s digitalni kamerou). Postupy a principy méfeni
byly popsany v kapitolach 3. 1. 1, 5. 8, 5.9, a 5. 10. Dle literatury je bakterie Staphylococcus
epidermidis kok a jeho velikost je 0,5 — 1,5 um (Savicka, 2018).

Tabulka 13 Méfeni velikosti Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus epidermidis

Méfené Destilovana voda KCI Fyziologicky roztok
prostredi
Velikost Zetasizer 2,1+03 1,8+£0,3 1,3+0,03
Nano ZS [um]
Velikost 0,9+ 0,07 1,0+0,3 1,0+0,2
ZetaPALS [um]

Z vysledki méteni velikosti Staphylococcus epidermidis vyplyva, ze naméfené

hodnoty pomoci pfistroje Zetasizer Nano ZS se opét 1i8i v porovnani s hodnotami ziskanymi
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Z literatury. Namétené hodnoty pomoci piistroje ZetaPALS se shoduji s hodnotami ziskanymi
z literatury (Savicka, 2018).

Obrazek 19 Negativni barveni Staphylococcus epidermidis

Méfeni velikosti Staphylococcus epidermidis (obrazek 19) bylo provedeno pomoci
mikroskopu Nikon Eclipse 80i s digitalni kamerou. Z vysledkti méfeni vyplyva, ze vysledna
velikost bakterie Staphylococcus epidermidis pomoci mikroskopu je 1,3 + 0,2 um, coz se

shoduje s hodnotami ziskanymi z literatury (Savicka, 2018).

6.10 Meéreni ¢ potencialu Staphylococcus epidermidis

Pro méfeni { potencialu bakterie Staphylococcus epidermidis (tabulka 14) byly pouzity
dva pristroje pracujici na principu Dopplerova posunu frekvence laserového paprsku
(Zetasizer Nano ZS a ZetaPALS). Principy a postupy méfeni byly popsany v kapitolach
2.2.1,5.9a5. 10.

Tabulka 14 Méfeni { potencialu Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus epidermidis

Mérené Destilovana voda KCI Fyziologicky roztok
prostiedi
¢ potencial Zetasizer -38,8 £0.,9 37,8+0,2 -22,0+£0,3
Nano ZS [mV]
¢ potencial -423+1,5 -39,6 £2,9 -13,2+2,0
ZetaPALS [mV]

Naméteny ¢ potencial bakterie Staphylococcus epidermidis dosahuje zapornych
hodnot, z ¢ehoz vyplyva, Ze je jeji povrch zaporné nabity. Z vysledkti méfeni vyplyva, Ze
koloidni roztok bakterie Staphylococcus epidermidis je velmi stabilni v destilované vodé

a v roztoku KCI. Méné stabilni je ve fyziologickém roztoku.

50




6.11 Meéieni velikosti Staphylococcus intermedius

Pro méfeni velikosti bakterie Staphylococcus intermedius (tabulka 15) byly pouzity
dva pristroje pracujici na principu dynamického rozptylu svétla (Zetasizer Nano ZS
a ZetaPALS) a mikroskop (Nikon Eclipse 80i s digitalni kamerou). Postupy a principy méfeni
byly popsany v kapitolach 3. 1. 1, 5. 8, 5. 9, a 5. 10. Dle literatury je bakterie Staphylococcus
intermedius kok a jeho velikost je 0,5 — 1,5 um (VetBact, 2015).

Tabulka 15 Méfeni velikosti Staphylococcus intermedius

Staphylococcus intermedius

Mérené Destilovana voda KCI Fyziologicky roztok
prostiedi
Velikost Zetasizer 15+0,2 1,7+0,2 1,4+0,07
Nano ZS [pm]
Velikost 0,9+0,08 09+0,1 1,0+£0,03
ZetaPALS [um]

Z vysledki méfeni velikosti Staphylococcus intermedius vyplyva, ze namétené
hodnoty pomoci pfistroje Zetasizer Nano ZS jsou mirné vyssi v roztoku KCI v porovnani
S hodnotami ziskanymi z literatury. Naméfené hodnoty pomoci piistroje ZetaPALS se

s hodnotami ziskanymi z literatury shoduji (VetBact, 2015).

Obrazek 20 Negativni barveni Staphylococcus intermedius

M¢teni velikosti Staphylococcus intermedius (obrazek 20) bylo provedeno pomoci
mikroskopu Nikon Eclipse 80i s digitalni kamerou. Na mikroskopickém snimku jsou
zobrazeny koky Staphylococcus intermedius a zbytky barviva (zluté skvrny). Z vysledka
méfeni vyplyva, Ze vysledna velikost bakterie Staphylococcus intermedius pomoci
mikroskopu je 1,1 + 0,2 pum, coz se shoduje shodnotami ziskanymi z literatury

(VetBact, 2015). Na snimku jsou opét patrny shluky jednotlivych bakterii, které patrné maji
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za nasledek vyss$i hodnotu smérodatné odchylky u vysledkii velikosti Castic z pfistroje

Zetasizer Nano ZS.

6.12 Meéieni ¢ potencialu Staphylococcus intermedius
Pro méfeni { potencialu bakterie Staphylococcus intermedius (tabulka 16) byly pouzity
dva pristroje pracujici na principu Dopplerova posunu frekvence laserového paprsku

(Zetasizer Nano ZS a ZetaPALS). Principy a postupy meéfeni byly popsany v kapitolach
2.2.1,5.9a5. 10.

Tabulka 16 Méfeni { potencialu Staphylococcus intermedius

Staphylococcus intermedius

Mérené Destilovana voda KCI Fyziologicky roztok
prostiedi
¢ potencial Zetasizer -35,0+0,8 -32,7+0,8 -19,8+0,7
Nano ZS [mV]
¢ potencial -40,6 £ 3,4 -38,8 £6,0 -12,1+1,3
ZetaPALS [mV]

Naméfeny { potencial bakterie Staphylococcus intermedius dosahuje zapornych
hodnot, z ¢ehoz vyplyva, ze je jeji povrch zaporné nabity. Z vysledkti méfeni vyplyva, zZe
koloidni roztok bakterie Staphylococcus intermedius je velmi stabilni v destilované vodé
avroztoku KCI. Jako nejméné stabilni je tento mikroorganismus opét ve fyziologickém

roztoku.

6.13 Méreni velikosti Escherichia coli

Pro mé&feni velikosti bakterie Escherichia coli (tabulka 17) byly pouzity dva pfistroje
pracujici na principu dynamického rozptylu svétla (Zetasizer Nano ZS a ZetaPALS)
a mikroskop (Nikon Eclipse 80i s digitalni kamerou). Postupy a principy méfeni byly popsany
Vv kapitolach 3. 1. 1, 5. 8, 5. 9, a 5. 10. Dle literatury je bakterie Escherichia coli tycka a jeji
velikost je 1,1 — 1,5 x 2 - 6 um (Savicka, 2018).

Tabulka 17 Méfeni velikosti Escherichia coli

Escherichia coli

Méfené Destilovana voda KCI Fyziologicky roztok
prostredi
Velikost Zetasizer 15+0,8 1,6 +£0,2 1,9+0,3
Nano ZS [um]
Velikost 1,0 £ 0,06 1,0 £0,08 0,9+0,04
ZetaPALS [um]
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Z vysledkt méfeni velikosti Escherichia coli vyplyva, ze namétené hodnoty pomoci
pristroje Zetasizer Nano ZS a pfistroje ZetaPALS odpovidaji rozsahu velikosti, ktery je
uvadeén v literatufe. Byt v tomto ptipad€ také hodnoty naméfené na pfistroji Zetasizer Nano
ZS odpovidaji hodnotam v literatufe, opét vV porovnani s druhym pftistrojem vidime vyznamné

vy$si smérodatné odchylky méteni (Savicka, 2018).

Obriazek 21 Negativni barveni Escherichia coli

Mg¢teni velikosti Escherichia coli (obrazek 21) bylo provedeno pomoci mikroskopu
Nikon Eclipse 80i s digitalni kamerou. Z vysledki méfeni vyplyva, ze vysledna velikost
bakterie Escherichia coli pomoci mikroskopu je 2,2 £ 0,5 x 1,7 £ 0,2 pm, coz se shoduje

s hodnotami ziskanymi z literatury (Savicka, 2018).

6.14 Méieni ¢ potencialu Escherichia coli

Pro méfeni { potencialu bakterie Escherichia coli (tabulka 18) byly pouzity dva
pfistroje pracujici na principu Dopplerova posunu frekvence laserového paprsku (Zetasizer
Nano ZS a ZetaPALS). Principy a postupy méteni byly popsany v kapitolach 2.2.1, 5. 9
a 5. 10.

Tabulka 18 Méfeni { potencialu Escherichia coli

Escherichia coli

Méiené Destilovana voda KCI Fyziologicky roztok
prostiedi
¢ potencial Zetasizer -42,4+22 -42,1+2,7 -13,4+0,5
Nano ZS [mV]
¢ potencial -48,2+2,0 -42,6+3,8 -11,6+2,7
ZetaPALS [mV]

Naméteny { potencial bakterie Escherichia coli dosahuje zapornych hodnot, z ¢ehoz
vyplyva, Ze je jeji povrch zaporné nabity. Z vysledki méteni vyplyva, ze koloidni roztok
bakterie Escherichia coli je nejstabilngjsi v destilované vodé a nejméné stabilni
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ve fyziologickém roztoku. Hodnoty zobou pfistroji jsou srovnatelné, muizeme také

pozorovat, ze hodnoty v KCI jsou velmi blizké hodnotdm zeta potenciala v destilované vodé.

6.15 Meéieni velikosti Saccharomyces cerevisiae

Pro méfeni velikosti kvasinky Saccharomyces cerevisiae (tabulka 19) byly pouzity dva
pfistroje pracujici na principu dynamického rozptylu svétla (Zetasizer Nano ZS a ZetaPALS)
a mikroskop (Nikon Eclipse 80i s digitalni kamerou). Postupy a principy méfeni byly popsany
v kapitolach 3. 1. 1, 5. 8, 5. 9, a 5. 10. Dle literatury je kvasinka Saccharomyces cerevisiae
elipsoidni burika o velikosti 3,7 — 9,7 X 2,6 — 6,4 um (Savicka, 2018).

Tabulka 19 Mé&feni velikosti Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae

Mérené Destilovana voda KCI Fyziologicky roztok
prostiedi
Velikost Zetasizer 21,7+6,2 21,5+94 23,7+ 8.8
Nano ZS [pm]
Velikost 3,3+0,9 29+0,8 28+0,3
ZetaPALS [um]

Z vysledkt méfeni velikosti Saccharomyces cerevisiae vyplyva, ze namétené hodnoty
pomoci pfistroje Zetasizer Nano ZS se vyrazné lisSi v porovnani s hodnotami ziskanymi
Z literatury, lze tedy konstatovat, ze tento pfistroj neni nevhodny pro méteni velikosti
kvasinek. Namétené hodnoty pomoci piistroje ZetaPALS se shoduji s hodnotami ziskanymi

z literatury, lze tedy povazovat pfistroj za pouzitelny pro tato méteni (Savicka, 2018).

Obrazek 22 Negativni barveni Saccharomyces cerevisiae

M¢teni velikosti Saccharomyces cerevisiae (obrazek 22) bylo provedeno pomoci
mikroskopu Nikon Eclipse 80i s digitalni kamerou. Na mikroskopickém snimku pozorujeme

kvasinky Saccharomyces cerevisiae na tmavé obarveném pozadi se zbytky barviva (Cervené
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skvrny). Z vysledkd méteni vyplyva, ze vysledna velikost kvasinky Saccharomyces cerevisiae
pomoci mikroskopu je 2,7 + 0,4 x 3,5 £ 1,5 um, coz se shoduje s hodnotami ziskanymi
z literatury (Savicka, 2018).

6.16 Méreni ¢ potencialu Saccharomyces cerevisiae

Pro méfeni ¢ potencialu kvasinky Saccharomyces cerevisiae (tabulka 20) byly pouzity
dva pristroje pracujici na principu Dopplerova posunu frekvence laserového paprsku
(Zetasizer Nano ZS a ZetaPALS). Principy a postupy méfeni byly popsany v kapitolach
2.2.1,5.9a5. 10.

Tabulka 20 Mé&feni { potencialu Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae

Mérené Destilovana voda KCI Fyziologicky roztok
prostiedi
¢ potencial Zetasizer -14,7+0,7 -129+0,4 -82+1,9
Nano ZS [mV]
¢ potencial -15,7+ 1,6 -15,2+0,9 -53+1,0
ZetaPALS [mV]

Namétfeny (¢ potencial kvasinky Saccharomyces cerevisiae dosahuje zapornych
hodnot, z ¢ehoz vyplyva, ze je jeji povrch zaporné nabity. Z vysledkd méfeni vyplyva, ze
koloidni roztok kvasinky Saccharomyces cerevisiae je nejméné stabilni ve fyziologickém
roztoku. Dale méteni prokazala obecnou nizkou stabilitu kvasinky Saccharomyces cerevisiae
ve vSech tfech testovanych prostiedich. Toto odpovida praktickym zkusenostem s kulturami

kvasinek, kdy prakticky vzdy miizeme sledovat jejich sediment na dn¢ nadoby.

6.17 Meéieni velikosti Saccharomyces boulardii

Pro méfeni velikosti kvasinky Saccharomyces boulardii (tabulka 21) byly pouzity dva
pfistroje pracujici na principu dynamického rozptylu svétla (Zetasizer Nano ZS a ZetaPALS)
a mikroskop (Nikon Eclipse 80i s digitalni kamerou). Postupy a principy méfeni byly popsany
v kapitolach 3. 1. 1, 5. 8, 5. 9, a 5. 10. Dle literatury je kvasinka Saccharomyces boulardii
ovalné bunky o velikosti 10 um (Lesage, 2006).
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Tabulka 21 Mé&feni velikosti Saccharomyces boulardii

Saccharomyces boulardii

Mérené Destilovana voda KCI Fyziologicky roztok
prostiredi
Velikost Zetasizer 38,4+ 13,5 32,5+ 16,1 452+ 17,5
Nano ZS [um]
Velikost 3,1+£0,5 3,0+£0,3 35+0,4
ZetaPALS [um]

Z vysledkt méteni velikosti Saccharomyces boulardii vyplyva, Ze namétené hodnoty
pomoci piistroje Zetasizer Nano ZS se opét vyrazné lisi v porovnani s hodnotami ziskanymi
z literatury, lze tedy tento piistroj oznadit za nevhodny pro méfeni velikosti kvasinek.
Namétené hodnoty pomoci piistroje ZetaPALS se shoduji s hodnotami ziskanymi z literatury
(Lesage, 2006).

Obrazek 23 Negativni barveni Saccharomyces boulardii

M¢teni velikosti Saccharomyces boulardii (obrazek 23) bylo provedeno pomoci
mikroskopu Nikon Eclipse 80i s digitalni kamerou. Na mikroskopickém snimku pozorujeme
kvasinky Saccharomyces boulardii na tmavém pozadi a zbytky barviva (Cervené skvrny).
Z vysledkt méteni vyplyva, ze vysledna velikost kvasinky Saccharomyces boulardii pomoci
mikroskopu je 5,1 £ 1,4 x 2,7 £ 0,5 um, coz se shoduje s hodnotami ziskanymi z literatury
(Lesage, 2006).

6.18 Meéreni ¢ potencialu Saccharomyces boulardii

Pro méfeni { potencialu kvasinky Saccharomyces boulardii (tabulka 22) byly pouzity
dva pfistroje pracujici na principu Dopplerova posunu frekvence laserového paprsku
(Zetasizer Nano ZS a ZetaPALS). Principy a postupy méfeni byly popsany v kapitolach
2.2.1,5.9a5. 10.
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Tabulka 22 Méfeni { potencialu Saccharomyces boulardii

Saccharomyces boulardii

Mérené Destilovana voda KCI Fyziologicky roztok
prostiedi
¢ potencial Zetasizer -156+1,4 -122+1,5 -30+1,1
Nano ZS [mV]
¢ potencial -17,2+ 5.9 -13,3+4,8 47+14
ZetaPALS [mV]

Naméteny { potencial kvasinky Saccharomyces boulardii dosahuje zapornych hodnot,
z ¢ehoz vyplyva, ze je jeji povrch zaporn€ nabity. Z vysledkii méfeni vyplyva, ze koloidni
roztok kvasinky Saccharomyces boulardii je nejméné stabilni ve fyziologickém roztoku.

Stejné jako u pfedeslého druhu kvasinek 1 zde pozorujeme jejich obecné niZsi stabilitu

ve vSech tfech testovanych systémech.

6.19 Porovnani méreni pristroju

Ptistroje Zetasizer Nano ZS a ZetaPALS byly mezi sebou vzajemné porovnany
pomoci programu Statistica. Porovnani vysledki bylo provedeno pomoci vysecového grafu.

Vysledky méteni byly porovnavany vV mérném prostiedi destilované vody, roztoku KCI

a ve fyziologickém roztoku.

Ikonovy vysecovy graf (destilovana

Zetasizer Nano ZS

v

V grafu ¢. 1 je zndzornéné porovnani piistroje Zetasizer Nano ZS a pristroje

ZetaPALS méticich velikost bun€k v destilované vodé. Z grafu €. 1 jsou patrné vybocujici

voda)

ZetaPALS

Pravotogive
Il Thiobacillus denitrificans
Bl Dasulf

Il Microc us luteus
Pseudomonas flucrescens
Bl Staphylococcus epidermidis

staphyiococcus intermedius
charomyces boulardsi
2CCharomyces Cerevisi ae
Escherichia coli

Graf 1 Vysecovy graf - destilovana voda

acter hydrogenophi ius



meéfeni velikosti kvasinek Saccharomyces boulardii a Saccharomyces cerevisiae, které byly

v grafu 2 vynechany pro piesnéjsi vyhodnoceni.

Ikonovy vyseCovy graf (destilovana
voda)

Pravotocivé:

I Thiobacillus denitrificans

[ Desulfobacter hydrogenophilus

Il vicrococcus luteus
Pseudomonas fluorescens

B Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus intermedius

Il Escherichia coli

Zetasizer Nano ZS ZetaPALS

Graf 2 VyseGovy graf - destilovana voda

V grafu ¢. 2 je zndzornéné porovnani priistroje Zetasizer Nano ZS a pfistroje
ZetaPALS méficich velikost bun¢k v destilované vodé pomoci vysecového grafu. Pro lepsi
porovnani byly odstranény hodnoty méfenych kvasinek Saccharomyces boulardii
a Saccharomyces cerevisiae (odlehlé¢ body). Jednotlivé vyseCe jsou si vzajemné velmi
podobné. Urcity rozdil je pozorovan u méfeni velikosti Thiobacillus denitrificans, kde se
vysledky naméfené pristrojem Zetasizer Nano ZS Vv porovnani s literaturou lisi (Beller, 2006).
Dale je rozdil pozorovan u Desulfobacter hydrogenophilus u piistroje Zetasizer Nano ZS, kde
se v porovnani s literaturou vysledky lisi (Widdel, 1987). I ptes rozdilné vysledky mezi
piistroji u bakterie Micrococcus luteus jsou vysledky méteni velikosti souhlasné s literaturou
(Savicka, 2018).
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Ikonovy vysecCovy graf (KCI)

Pravotocivé:

I Thiobacillus denitrificans

Desulfobacter hydrogenophilus

Il vicrococcus luteus
Pseudomonas fluorescens

B Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus intermedius

Il Saccharomyces boulardii

Il Saccharomyces cerevisiae

B Escherichia coli

Zetasizer Nano ZS ZetaPALS

Graf 3 Vysecovy graf - roztok KCI

V grafu ¢. 3 je znazornéné porovnani priistroje Zetasizer Nano ZS a pfistroje
ZetaPALS meéficich velikost bun€k v roztoku KCI. Z grafu ¢. 3 jsou patrné vybocujici
hodnoty meéteni velikosti kvasinek Saccharomyces boulardii a Saccharomyces cerevisiae,

které byly v grafu ¢. 4 vynechany pro piesnéjsi vyhodnoceni.
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Ikonovy vysecCovy graf (KCI)

Pravotocivé:

B Thiobacillus denitrificans

I Desulfobacter hydrogenophilus

Il vicrococcus Iuteus

Pseudomonas fluorescens

B Staphylococcus epidermidis
Zetasizer Nano ZS ZetaPALS Staphylococcus intermedius

Il Escherichia coli

Graf 4 Vysecovy graf - roztok KCI

V grafu ¢. 4 je znazornéné porovnani pfistroje Zetasizer Nano ZS a pfistroje
ZetaPALS méficich velikost bunék v roztoku KCI pomoci vyseCového grafu. Pro lepsi
porovnani byly odstranény hodnoty méfenych kvasinek Saccharomyces boulardii
a Saccharomyces cerevisiae (odlehlé body). Jednotlivé vyseCe jsou si vzajemné velmi
podobné. Urcity rozdil je pozorovan u méfeni velikosti Thiobacillus denitrificans, kde se
vysledky Vv porovnani s literaturou 1isi u obou piistroju (Beller, 2006). Dale je rozdil méteni
mezi pristroji pozorovan u Desulfobacter hydrogenophilus, kde se vysledky z obou pfistroju
Vv porovnani s literaturou odlisuji (Widdel, 1987). I pies rozdilné vysledky mezi pfistroji
u bakterie Micrococcus luteus jsou vysledky méfeni velikosti souhlasné s literaturou (Savicka,
2018).
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Ikonovy vysecovy graf (fyziologicky
roztok)

PravotoCivé:

I Thiobacillus denitrificans

[ Desulfobacter hydrogenophilus

Il Vicrococcus luteus
Pseudomonas fluorescens

B Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus intermedius

Bl Saccharomyces boulardii

Zetasizer Nano ZS ZetaPALS Il Saccharomyces cerevisiae

B Escherichia coli

Graf 5 Vysecovy graf - fyziologicky roztok
V grafu ¢. 5 je zndzornéné porovnani piistroje Zetasizer Nano ZS a pfistroje
ZetaPALS meéficich velikost bunék ve fyziologickém roztoku. Z grafu €. 5 jsou patrné
vybocujici hodnoty méteni velikosti kvasinek Saccharomyces boulardii a Saccharomyces

cerevisiae, které byly v grafu ¢. 6 vynechany pro ptesnéjsi vyhodnoceni.
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lkonovy vysecCovy graf
(Fyziologicky roztok)

Pravotocivé:

I Thiobacillus denitrificans

[ Desulfobacter hydrogenophilus

Il Micrococcus Iuteus
Pseudomonas fluorescens

B Staphylococcus epidermidis

Zetasizer Nano ZS ZetaPALS Staphyl}oogocus. intermedius
Il Escherichia coli

Graf 6 Vysetovy graf - fyziologicky roztok

V grafu ¢. 6 je zndzornéné porovnani priistroje Zetasizer Nano ZS a pfistroje
ZetaPALS méficich velikost bunék ve fyziologickém roztoku pomoci vysecového grafu. Pro
lepsi porovnani byly odstranény hodnoty meéfenych kvasinek Saccharomyces boulardii
a Saccharomyces cerevisiae (odlehlé body). Jednotlivé vyseCe jsou si vzajemné velmi
podobné. Urcity rozdil je pozorovan u méfeni velikosti Thiobacillus denitrificans, kde se
vysledky Vv porovnani s literaturou 1isi u obou pfistroji (Beller, 2006). Dale je rozdil méteni
mezi piistroji pozorovan u Desulfobacter hydrogenophilus, a Micrococcus luteus, i pies

rozdilné vysledky mezi pfistroji jsou vysledky souhlasné s literaturou (Widdel, 1987;
Savicka, 2018).
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7 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo studium korelace mezi vysledky stanoveni velikosti
mikroorganismit riiznymi postupy. Pro toto studium byly vybrany nésledujici
mikroorganismy: Saccharomyces boulardii, Saccharomyces cerevisiae, Micrococcus luteus,
Pseudomonas fluorescens, Thiobacillus denitrificans, Desulfobacter hydrogenophilus,
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus intermedius a Escherichia coli.

Velikost mikroorganismi byla meéfena pomoci piistroje Zetasizer Nano ZS,
ZetaPALS, elektroakustického spektrometru DT - 1200 a mikroskopu Nikon Eclipse 80i
s digitalni kamerou. Vysledky méfeni velikosti mikroorganisma byly néasledné porovnéany
s literaturou. Na zaklad¢ ziskanych vysledkt 1ze konstatovat, Ze elektroakusticky spektrometr
DT - 1200 je nevhodny pro méteni velikosti mikroorganismi a jejich elektrokinetického
potencialu. Pro vétSinu mikroorganismil nebylo mozné stanovit ani velikost ¢astic, ani zeta
potencidl. U tohoto pfistroje je navic moznost stanoveni hodnoty zeta potencidlu podminéno
znalosti velikosti ¢astice, coz u dalSich testovanych pfistroji potteba neni.

Ptistroj Zetasizer Nano ZS byl vyhodnocen jako jednozna¢n& nevhodny pro méfeni
velikosti kvasinek. Také u ostatnich mikroorganismti vykazoval vétsi odlisnost od hodnot
velikosti ziskanych v literatufe, vyssi byly také smérodatné odchylky jednotlivych méteni.
Tato skute¢nost miize byt zpiisobena tim, Ze velka €ast bakterii se v prostfedi nevyskytuje
samostatng, ale tvoii kolonie, shluky apod. a tento pfistroj je na tuto skutecnost daleko
citlivéjsi, nez druhy testovany pfistroj ZetaPALS.

Ptistroj ZetaPALS se pro méfeni velikosti mikroorganisml zda byt jako vhodnou
alternativou k mikroskopickym metodam. Ma samoziejmé své limity, které jsou dany hlavné
faktem, Ze neni schopen rozlisit tvar jednotlivych objekti a vZdy pocita s kulovou ¢astici, ale
pro nékteré aplikace, kdy neni dileZzity tvar je jist€ vhodnou a rychlou alternativou. Uplatnéni
by mohl nalézt napiiklad pro stanoveni velikosti bakterii, jejichz mikroskopické preparaty
jsou obtizn¢ ziskatelné (viz napf. Thiobacillus denitrificans a Desulfobacter
hydrogenophilus).

Jako nejvhodné€jsi metodu lze tedy pro meéteni velikosti mikroorganismii oznacit
mikroskopickou metodu. Jeji nevyhodou je pracné€jsi piiprava mikroskopického preparatu
a potfeba proméieni vice vzorkl pro ziskani reprezentativnich dat, to je ale vyvazeno nejen
ziskanim informace o velikosti jednotlivych mikroorganismt, ale také o jejich tvaru, tvorbé

kolonii, shlukt atd.
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Diplomova prace se dale zabyva méfenim elektrokinetického potencialu
mikroorganismi. Namétfeny elektrokineticky potencial vSech testovanych suspenzi bakterii
a kvasinek dosahuje zapornych hodnot, z ¢ehoz vyplyva, ze jejich povrch je zaporné nabity.
Obecné se jako prostiedi s nejmensi stabilitou da oznacit fyziologicky roztok, nejvyssich

absolutnich hodnot bylo dosahovéno v destilované vode.
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