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Kvalitativni a kvantitativni metody kultivace bakterii

Ukol €. 1 Stanoveni poétu bakterii — metoda zaliti

- vzorek: bakterialni suspenze

- zevzorku predpfipravené bakteridlni suspenze se odebere 1 ml automatickou pipetou do
zkumavky s 9 ml Fediciho roztoku (Fedéni 10) a pFipravi se fedici fada az do fedéni 10
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Viady dakbdng promichat!

Stanoveni celkového poétu mikroorganismu (CPM)

CPM = mezofilni aerobni a fakultativné anaerobni mikroorganismy (bakterie, kvasinky, plisné)
rostouci na obohacenych médiich pfti teploté 30 °C po dobu 72 hodin.

Kultivace na agaru s glukosou, tryptonem a kvasni¢nym extraktem (GTK).

Pocitaji se vSechny narostlé kolonie bez ohledu na jejich tvar, velikost ¢i barvu.

- zFedéni 102 a 103 se odebere 1 ml automatickou pipetou a pfenese na pfedem popsanou
Petriho misku — na vicko (od kazdého fedéni 2 misky)

- vzorek v Petriho misce se zalije médiem GTK, promicha krouZivym pohybem, necha
zatuhnout

- po utuhnuti misek nasleduje kultivace v termostatu pfi 30 °C 72 hod. za aerobnich podminek
- misky se v termostatu kultivuji dnem vzh(ru

Stanoveni koliformnich bakterii

Koliformni bakterie = gramnegativni stfevni tyCinky patfici do ¢eledi Enterobacteriaceae, spolecnym
znakem je fermentace laktosy s tvorbou kyseliny a plynu (napt. Escherichia coli).

Pocitaji se kolonie purpuroveé cervené barvy (fermentace laktosy) o pridméru nejméné 0,5 mm,
mohou byt obklopeny nacervenalou zénou precipitované Zluce.

- zfedéni 102 a 103 se odebere 1 ml automatickou pipetou a pfenese na pfedem popsanou
Petriho misku — na vicko (od kazdého fedéni 2 misky)



- vzorek v Petriho misce se zalije médiem VCZL (agar s krystalovou violeti, neutralni ¢erveni a
Zlu¢ovymi solemi), promicha krouzivym pohybem, necha zatuhnout

- po utuhnuti misek ndsleduje kultivace v termostatu pfi 37 °C 24 hod. za aerobnich podminek

- misky se v termostatu kultivuji dnem vzh(ru

Ukol &. 2 Stanoveni poétu bakterii — metoda roztéru

Stanoveni poctu E. coli

E. coli gramnegativni pohybliva stfevni tyCinka z ¢eledi Enterobacteriaceae, nejvyznamnéjsi zastupce
koliformnich bakterii, indol pozitivni, fermentuje sorbitol, vétSina 8 -D-glukuronidasa pozitivni.
Pocitaji se kolonie modré nebo modrozelené barvy (aktivita B-D-glukuronidasy) o prdméru 0,5 — 2
mm.

- zfedéni 102 a 103 pfipraveného v Ukolu €. 1 se odebere 200 pl automatickou pipetou
a pfenese na povrch média TBX - agar s tryptonem, Zlucovymi solemi a glukuronidem - (od
kazdého fedéni 2 misky) — misky predem popsat na vicko

- bakterialni suspenze se rozetie po celém povrchu agaru sterilni hokejkou (ve trech
smérech), necha se zaschnout

- poté nasleduje kultivace v termostatu pfi 37 °C 24 hod. za aerobnich podminek

- misky se v termostatu kultivuji dnem vzhlru
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Ukol €. 3 Kvalitativni metoda — provedeni rozockovani

- ztedéni 10! pFipraveného v tkolu &. 1 se provede kFizovy roztér na povrch média CSBD
(Casein Soya Bean Digest Agar) — misku pfedem popsat na dno
o sterilni bakteriologicka kli¢cka se namoci do zkumavky s fedénim 10 a provedou se
prvni vodorovné ¢ary
o vezme se nova klicka (NEnamaci se opét do suspenze!) a provede se druhd sada
vodorovnych Car tak, Ze se vidy prekfizi ¢ary pavodni
o cely postup se opakuje jesté 2x, na kazdou sérii ¢ar se pouZije nova sterilni klicka

s v

o na zavér se novou sterilni klickou udéla hadovita ¢ara smérem ke stfedu misky

- nasleduje kultivace v termostatu pti 37 °C 24 hod. za aerobnich podminek
- misky se v termostatu kultivuji dnem vzharu



