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Izolace Eisté kultury mikroorganismi/bakterii kfiZzovym roztérem

Cil, teorie:

a) sezndmit se s postupem krizového roztéru a izolaci Cisté kultury v mikrobiologii

Izolace Cisté kultury mikroorganism( je d(lezZita pro dalsi mikrobiologickou praci. I1zolace Cisté
kultury bakterii je historicky spojena se jménem vyznamného némeckého mikrobiologa,
zakladatele bakteriologie Roberta Kocha (1843-1910). Izolace Cisté kultury kfizovym roztérem
je jednou knejbéinéjsich mikrobiologickych izolacnich technik. Postup je takovy, Ze
postupnym vyredovanim vzorku, pomoci roztéru bakteriologickou klickou po agarové padé.
Po nékolika opakovanych roztérech (viz obr. 1) dostaneme po vyredéni jednotlivé bakterialni
kolonie, které rostou z jedné bakterialni buriky. V laboratornim cviéeni se seznamime s izolaci
bakterii na agarové plotné kfizovym roztérem, budeme pfitom postupovat podle instrukci
vedouciho laboratorniho cviceni.

Obr. 1: Agarova plotna s kfizovym roztérem a fedénim — ukdazka kolonii, jeden z
moznych postupl pfi provadéni roztéru. [Vymétalova]

Material, laboratorni sklo a plast, pouzité chemikalie, pristroje:

Petriho misky s pripravenymi agarovymi ptidami, kultura bakterii Micrococcus luteus, Bacillus
subtilis apod., jednordzové plastové sterilni bakteriologické klicky, lihovy kahan, popisovac,
laminarni box, kadinky, inkubator, nddoba na odpad

Vlastni pracovni postup

a) Naucime se postup, jakym budeme provadét roztér u bakteridlnich kultur. Pfipadné si
muzeme fixem rozdélit Petriho misku s agarem pro jednotlivé zony, ve kterych budeme
provadét redéni.
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b)

c)

d)

f)

g)

h)

V laminarnim boxu si pfipravime nalité Petriho misky s agarovou puadou, kultury
bakterii, se kterymi budeme pracovat, kahan, kadinku, bakteriologické klicky.

Na bakteriologickou klicku nabereme kulturu bakterii z pevného agaru.

Pomalu a podle instrukci vedouciho praktika nadzvedneme v laminarnim boxu vicko
Petriho misky. Vicko nepokladdme, ale snazime se drzet v jedné ruce, v druhé ruce
drzime sterilni bakteriologickou klicku a provadime roztér po povrchu agaru. Pozor
klicku nezapichujeme do agaru, jen bakteridlni kulturu roztirdme po povrchu!!l
Provedeme nejméné 3 vodorovné tahy vedle sebe. Pootocime misku a pres plvodni
¢ary udélame dalsi 3 vodorovné tahy, miZeme opakovat nebo také finalné opakujeme
jesté jednou jen s jednim tahem, napft. ve formé hadku.

Nakonec provedeme nékolik tah( na findlni vyfedéni.
Petriho misku uzavieme.

Petriho misku popiSeme datumem a pouzitou bakteridlni kulturou a ulozime do
inkubatoru.

Inkubaci provadime pfi teploté podle optima pro rist zvolené bakteridlni kultury (30°-
37°C pro mezofilni bakterie).

Ziskané vysledky a vvhodnoceni

Do protokolu popiSeme, jaké mnozstvi Petriho misek, s jakymi bakteridlnimi kulturami jsme
pfipravili. PopiSeme, pfi jaké teploté, po jakou dobu 24 h, 48 h, 72 h kultivujeme. Vyhodnotime
uspésnost nasi prace, tj. jestli se ndm po vyredéni, podafilo ziskat jednotlivé bakteridlni
kolonie.

Diskuse a zavér

Zjistime, jak probéhla izolace Cisté kultury u dalSich dvojic ve skupiné, provedeme diskusi.



