Vytvoreno s podporou projektu Inovace biologickych a mikrobiologickych predmétl

Primé stanoveni poctu bunék v pocitaci komurce v mikroskopu

Cil, teorie:
a) stanovit pocet mikroorganism( ve vzorku pomoci mikroskopu a pocitaci komurky

Pokud v laboratofi potfebujeme stanovit pocet bunék ve vzorku mizeme pouZit ke stanoveni
bud pfimé nebo nepfimé metody. Pfimé stanoveni se provadi pomoci ruc¢nich pocitacich
komUrek v mikroskopu. Pfimé stanoveni nevyzZaduje kultivaci. Nepfimé stanoveni u
mikroorganismU se provadi plotnovou metodou neboli stanovenim CFU/1 ml (colony forming
unit), tj. vypoctem Zivotaschopnych bunék v 1 ml média.

Pocitaci komurka je specialné upravené silné podlozni sklicko se specialnim tlustSim krycim
sklickem pro rucni pocitani bunék. Zname celou rfadu typ(, nejznamé;jsi je Blirkerova komarka.
Pocitaci kom(rka se pouziva k pocitani bunék ve fyziologickém roztoku ¢i pufru, napt. krvinek,
bunék ¢i valcl pfi vySetfeni mocového sedimentu, bunék v bunécnych kulturach. Pocitani se
provadi v poli¢kach, kterd jsou patrnd pod mikroskopem a maji definovanou velikost. Mezi
dalsi typy pocitacich komlrek s rlznym uspofddanim policek patfi Neubauerova,
Malasseizova, Thomova-Zeissova
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Obr. 1: Mikrofotografie pole s kvasinkovou kulturou v pocitacich komurkach v Birkerové pocitaci
komUrce a v poéitaci komirce Cyrus. [Vymétalova]
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Obr. 2: Pocitani bunék, pokud buriky leZi na ohraniceni ¢tverce, pocitejte jen ty, které lezi jen na levé
strané a horni strané ctverce.
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Obr. 2: Schéma poditaci Biirkerovy komUrky

V Burkerové pocitaci komlrce je vytvofena pocitaci sit viz obr. 2. Je tvorena deviti velkymi
¢tverci se stranou 1 mm. Kazdy tento velky ¢tverec je rozdélen dvojitymi ¢arami na Sestnact
malych ¢tverch s plochou 0,04 mm?. V rozich téchto &tvercl jsou malé ¢Etverce s plochou
0,0025 mm?2.

Material a pristrojové vybaveni:

Materidl: kultura kvasinek rodu Saccharomyces cerevisiae.

Laboratorni vybaveni: mikroskopickd pocitaci komUrka, mikroskop, Pasteurovy pipety,
pipetman, bunicita vata, pinzeta, destilované voda.

Vlastni pracovni postup

1) Pripravte si fredénou kvasinkovou kulturu dle pokyn( vedouciho praktika.

2) Pocitaci komurku prekryjte silnosténnym krycim sklickem, do stfedni ¢asti napipetujte
pomoci pipetmana sterilni Spi¢kou kvasinkovou kulturu.

3) Velmi opatrné vlozZte pocitaci komurku do mikroskopu a pokuste se zaostfit ¢tverecky.

4) Pti mikroskopovani pouzijte 40x zvétSujici objektiv.

5) Spocitejte pocet bunék/objektl ve ¢tverci a to tak, Ze pokud buriky leZi na ohraniceni
Ctverce, pocitejte jen ty, které lezi jen na levé strané a horni strané. Nebo muzZete
pouzit pravou stranu a spodni stranu. Nikdy ne vSechny strany!

6) Uvedenym zpUsobem spocitejte alespor 10 ¢tvercti/10 poli.

Polet bunék v 1 mm?3 spoditejte nasledné:
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X = (celkovy pocet bunék/pocet pocitanych poli) x (1/(plocha ¢tverce x 0,1)) x fedéni kultury
kvasinek (10%)

Ziskané vysledky a vvhodnoceni

Do protokolu popiste podle pokynl vedouciho praktika vypocet. Spocitejte pro jednotlivé
skupiny ¢i celou paralelu pocet bunék v 1 ml kvasinkové kultury.

Zavér a diskuse

Porovnejte vysledky ziskané pfimou a nepfimou metodou a provedte diskusi.



