MIKROSKOPICKE HOUBY - CVICENI I1.

1. I1zolace kvasinek — stanoveni poétu zivvch bunék v 1 g vzorku - kapkovou metodou

Material: pekatské drozdi (Cerstvé nebo susené)

Pomiicky: sterilni fyziologicky roztok, Spicky, automatické pipety, kultivaéni médium (GYPA — Glukose-
Pepton Yeast Extract)

Pracovni postup:

1. Pfipravime vychozi suspenzi pekatského drozdi ve fyziologického roztoku (desetinasobné
fedéni). Homogenizujeme na magnetickém michadle 3 minuty. Poté se nechame roztok 30
minut stat a opet promichame 2 minuty na michadle.

2. Pomoci pipety z vychozi suspenze (10") pfeneseme 1 ml do 9 ml fyziologického roztoku.

Dobie promichame! Tento postup opakujeme az k dosazeni fedéni 10 (obr. 1).

Z tedéni 107 az 10 vykapneme pomoci pipety 20 pl na povrch média (obr. 1).

Kultivujeme pfi teploté 30 °C po dobu 2 dnt.

Spocitani kolonii na Petriho misce.

ANl

Vypocet hodnoty CFU (Colony forming unit) v 1 g vzorku.

Celkovy pocet mikroorganismu N na g vzorku se vypoéte podle vztahu

3

V(ny+0,1n-)d

L€ soucet viech kolonii spoé&itanych na vvbranych plotnach,
4 objem inokula aplikovaného na misku v ml,
nq = g e - w o e w
pocet ploten pouzitych pro vypoéet z prvniho fedéni,
n2 pocet ploten pouzitych pro vypocet z druhého fedéni,
d faktor prvniho pro vypocet pouzitého redéni,
2. Izolace kvasinek — stanoveni po¢tu Zivych bunék v 1 g vzorku - metodou roztérem

Pracovni postup:

1. viz. kapkovéa metoda

2. viz. kapkovéa metoda

3. Zteddni 10°,107 a 10® vykapneme pomoci pipety 100 ul na povrch pevného média (obr. 2)
a L-klickou rozetfeme rovnomeérné po celém povrchu pevného média.

4. - 6. viz. kapkova metoda



2. Izolace kvasinek stérem z dutiny ustni

Material: stér z dutiny ustni

Pomiicky: sterilni vatovy tampon, tekuté médium (GPYA - Glucose Peptone Yeast Extract Agar), termostat
na 30 °C

Pracovni postup:

1. Sterilnim vatovym tamponem provedeme krouzivym pohybem stéry z dutiny Ustni.

2. Malikem pravé ruky otevieme zkumavku, vsuneme dovnitf vatovy tampon a vymyjeme v
tekutém médiu (v ptipad¢ Sikmého agaru tampon vymyjeme v kondenzované vod¢ na dné
zkumavky a tampdonem "kreslime" hddka odspodu nahoru na plochu média).

3. Kultivujeme ve tmé, pii teploté 30 °C po dobu 24 - 48 hodin.

4. V ptipadé¢ zakalu v tekutém médiu zhotovime preparat barveny podle Grama (uloha ¢.3).

3. Izolace mikroskopickvch hub stérem z prostredi

Material: stér z prostfedi (napi. okenni ram, zaluzie, odpadkovy kos, klavesnice pocitace, aj.)

Pomiicky: sterilni vatovy tampon, Petriho miska s MEA (agar s kvasni¢nim extraktem) + chloramfenikol,
termostat na 25 °C

Pracovni postup:
1. Sterilni vatovy tampon zvlh¢ime pretfenim povrchu agaru.
2. Sterilnim vatovym tamponem pretfeme odbérové misto.
3. Sterilnim vatovym tamponem pretieme celou plochu Petriho misky s MEA.
4. Kultivujeme 7 dnt pfi teploté 25 °C.

4. Priprava Cisté kultury

Material: Petriho misky z izolaci
Pomiicky: preparacni jehla, Petriho miska s MEA, termostat na 25 °C

Pracovni postup:
7. Preparacni jehlou pireneseme ¢ast mycelia do stifedu nové Petriho misky s MEA.
8. Kultivujeme 7 dnti pii teploté 25 °C.



Obr. 1

Stanoveni poctu Zivych bunék v 1 g vzorku - METODA KAPKOVA
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Obr. 2 Stanoveni poctu Zivych bunék v 1 g vzorku - METODA ROZTEREM
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