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METODY STANOVENI POCTU BUNEK

Primé — mikroskopické
PocCitame bunky ze vzorku v preparatu,

Neprimé — kultivacni

Kultivujeme Cast vzorku a zjistime pocet

bez kultivace zivotaschopnych bunék

Je to rychle, ziskame pocCet a pomeér
zivych a mrtvych bunék
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POCTY BUNEK

ZjiStovani pocCtu bunek slouzi v experimentech jako standart pri
porovnavani vysledku

Stanovime pocty narostlych kolonii — predpoklada se ze 1 bunka vytvori
1 kolonii

Jednotka = CFU/ml

Colony forming units

Pocet zivotaschopnych bunék v 1 ml média = pocet bunék v 1ml schopnych vytvorit kolonii
UrcCuje zivé, kultivovatelné bakterie, neni to celkovy pocet

Stanoveni poCtu bunék se provadi v daném objemu a prepocitava se na 1
ml puvodniho vzorku
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POCITANI BUNEK - VYUZITI

Srovnavani, opakovani experimentu

Sledovani prirustku bunék

porovnanim poctu bunék v ruznych intervalech ziskame obraz o fyziologickeém stavu kultury, jejim
prospivani ¢i odumirani

Hodnoceni podilu jednotlivych skupin bakterii
kulture |

Lze porovnavat makroskopické znaky jednotlivych zastupcu

Lze pracovat na selektivnich nebo diagnostickych médiich — tedy
ziskame jen vybrané skupiny mikroorganismu.

Napf. rozbor vody — sledujeme a pocitame koliformni bakterie




RUSTOVA KRIVKA

V pravidelnych casovych intervalech (po cca 20 — 40
mlnutach) se z kultlvovaneho media s kulturou odebiraji
V: ' nisky. Grafickym vynesenim logaritmu

ol § ———¢  zavislosti na case vznika rustova
Kr | (1) Lag féze
T 3/ (2) Faze zrychleného rustu — faze fyziologického miadi
(3) Log faze - logaritmickd — exponencidini
(4) Fdze zpomaleného rustu
(5) Faze stacionarni
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PLOTNOVA METODA

Cil — vytvoreni redici rady a vyseti danych redeni na misky
Zl'skéme tak nezkreslené informace o poctu

1ml 1ml 1ml 1ml 1ml

Original 9 ml broth ‘
inoculum in each tube
Dilutions 1:10 1:100 1:1000 1:10,000 1:100,000
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11 ml 11 ml 11 ml 1 ml 1 ml
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1:100 1:1000 1: 10000 1:100,000




POCITANI KOLONII

Pocita¢ kolonii
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POSTUP V CVICENI

Popsat sterilni zkumavky, od 10" po 106

Do kazde napipetovat 900 pl destilovane vody

Dobre promichat kulturu, odebrat 100 pl a prenést do prvni zkumavky (10-1)

Promichat Gistou Spickou a prenést 100 pl do druhé zkumavky (10-2)

\1/5%3)/ Cistou Spickou promichat suspenzi a prenést 100 upl do dalSi zkumavky (103, 104, 10-,

Popsat misky na viCko

Ze zkumavky s fedénim 104 nanést 100 pl na dvé/tfi misky a rozhokejkovat (dlouho)
Ze zkumavky s fedénim 10-° nanést 100 ul na dvé/tfi misky a rozhokejkovat (dlouho)
Ze zkumavky s fedénim 10-¢ nanést 100 ul na dvé/tfi misky a rozhokejkovat (dlouho)
Z destilované vody odebrat 100 pl a rozhokejkovat po misce — kontrola sterility

Kultivujeme 2-3 dny pfi 30°C
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HODNOCENI

Vybrat misky nejvhodnejsiho redéeni (kde vyrostlo 20 — 200 kolonii) a
spocitat na kazdée misce pocet kolonii.

Vypocitat prumér
Vynasobit ho kladnou hodnotou fedéni (fedéni 10-*= prameér x 10%)

Vynasobit hodnotou 10 (chceme hodnotu pro cely mililitr, ale pipetovali
jsme jen 0,1 ml, proto x 10)

Ziskame CFU/ml

Primérny poc€et bunék x hodnota redéni (kladny exponent) x
10 = CFU/ml

Vysledek uvést jak: CFU = ¢islo . 10 (CFU =7,5. 107)



