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Neprimé stanoveni poctu zivotaschopnych bunék, plotnova metoda

Cil, teorie:
a) seznamit se metodou nepfimého stanoveni poctu Zivotaschopnych bunék
b) porovnat metodu pfimého a nepfimého stanoveni

Nepfimé stanoveni mizeme provadét bud metodou roztirdni na agarové plotné hokejkou
nebo metodou nalévani ploten. V laboratornim cvi¢eni budeme provadét prvni metodu a
k pocitani bunék si zvolime Petriho misky s narlstem do 300 kolonii na misku. Pred
zaockovanim je nutné narostlou bakteridlni kulturu v exponencidlni fazi rlistu vyredit, viz
vlastni pracovni postup.

Vypocet CFU = pocet kolonii/fedéni vzorku (107X) x (1/objem vzorku ml)

Obr. 1: Ukdzka narudstu bakterialnich kolonii na agarové plotné po roztéru bakteridlni kultury
hokejkou. [Vymétalova]

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

Bakterialni kultura v exponencialni fazi rlstu v tekutém médiu (student dostane vzorek),
sterilni roztok kultivaéniho média, sterilni roztok destilované vody, sterilni fyziologicky roztok
nebo sterilni roztok pufru na fedéni, sterilni zkumavky nebo sterilni plast, sterilni nové Petriho
misky s agarovou pldou, plastové sterilni bakteriologické hokejky, pipetman 1 ml, pipetman
200 ul, sterilni Spicky na pipetmany, kahan, vortex, popisovac, laminarni box, inkubator

Vlastni pracovni postup

a) Vlaminarnim boxu si pfipravime redici fadu sterilnich zkumavek (6 nebo 7) nebo
sterilniho plastu dle pokynl vedouciho praktika. V laminarnim boxu si pripravime
stranou nové Cisté agarové plotny.

b) Do vSech sterilnich zkumavek si predem sterilné napipetujeme nastavenym
pipetmanem o objemu 1 ml (pouzivat jen sterilni Spicky!) 0,9 ml sterilniho fediciho
roztoku.
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c)

d)

f)

g)

h)

j)

k)

Do sterilni zkumavky oznacené Cislem 1 napipetujeme nastavenym pipetmanem o
objemu 1 ml (pouZivat jen sterilni $picky!) 0,9 ml sterilniho Fediciho roztoku.

Do zkumavky €. 1 pfipipetujeme 100 pl narostlé bakteridlni kultury, sterilné uzavieme.
Obsah zkumavky opatrné protfepeme.

Do zkumavky oznacené jako €. 2 asepticky pfeneseme ze zkumavky €. 1 s fedicim
roztokem 100 pl. Obsah opét protfepeme.

Stejny postup opakujeme, az se dostaneme k posledni zkumavce, ve které mame
kulturu fedénou 10°® nebo 107 podle poétu zvolenych zkumavek.

Z posledni zkumavky odebereme v laminarnim boxu opét 100 ul a napipetujeme na
sterilni novou agarovou plotnu v Petriho misce pfimo doprostied nalitého agaru.

Pomoci sterilni hokejky provedeme roztér po celé plose agarové plotny.
Z poslednich 3 fedéni vytvofime 3 Petriho misky s fedénou kulturou.

Misky pfeneseme z laminarniho boxu do inkubdatoru a nechame kultivovat nejméné 24
hod, vétSinou 48 hod az 72 hod (doba kultivace zavisi na pouZité bakterialni kulture)
pfiteploté 30 —37°C.

Po kultivaci kontrolujeme narust jednotlivych bakterialnich kolonii na Petriho miskach.

Narostlé kolonie pocitame ru¢né nebo pomoci pocitaciho zafizeni.

Ziskané vysledky a vvhodnoceni

Do protokolu popiseme vysledky, vytvofime tabulku s po¢tem narostlych kolonii jednotlivé
nebo pro celou skupinu podle pokynl vedouciho cviceni. Z nejméné 3 misek stejného redéni
provedeme vypocet CFU v 1 ml.



