Protokol €. 7
Pozorovani zivych a mrtvych bunék kvasinek
Vitalni test

Cil cviéeni:

Bude se jednat o pfimé nebo nepfimé stanoveni poctu bunc¢k? Stanovujeme pocet
zivych nebo mrtvych bunck? Jak odliSime zivé a mrtvé builkky? Vztahujeme ke znamému
objemu? Utinek které fyzikalni veli¢iny bude sledovan? Jakym zptisobem? K ¢emu slouzi
casové intervaly?

Teoreticka ¢ast:

Seznamili jsme se jiz snepfimym stanovenim poctu bunék plotnovou metodou.
Zdlouhava, ale presna plotnovd metoda umoznuje spocitat pouze pocet Zivych bunék —
CFU/ml (colony forming units); domluvou bylo stanoveno, ze kazda z bunck vytvafi jednu
kolonii.

V tomto cviceni se sezndmime s metodou ptimého pocitani bunék vitalnim testem =
barvenim nativniho preparatu, kterda nam umozni rozlisit a spocitat zivé a mrtvé buiiky a tim
zjistit okamzity stav _populace sledovanych bun¢k. Test je zaloZzen na propustnosti
membrany mrtvych bunék: cytoplazmatickd membriana u mrtvych bunék neni
semipermeabilni, barvivo se dostava dovniti. Zivé buiiky se priniku barviva ,,brani* svymi
kandlky v membran¢; nepropusti jej tedy nebo jej odbouraji. K barveni se vyuZiva
netoxickych barviv. Roztok methylenové modfi je ziedény a pufrovany fosfatem, pH = 4,6.

Takto muzeme sledovat napiiklad pisobeni zvySené teploty na piezivani bunck a
vitalnim testem (nabarvenim mrtvych bun€k) sledovat ubytek zivych bunck v urcitych
casovych intervalech.Vyhodou je rychlost, nizké spotifeba materialu oproti metod¢ plotnové a
moznost rozliSeni poméru zivych a mrtvych bunék. Nevyhodou je, ze bunky jiz dal nelze
kultivovat.

Pro¢ urcovat % pftezivajicich bun¢k? Vitalni test ma v praxi znacny vyznam pii
kontrole Zivotaschopnosti mikroorganismii béhem technologického procesu. Sledujeme jejich
odpovéd (zménu poctu) na pridavek ¢i ubytek riznych latek ¢i na fyzikalni proces.
Z vysledkil testu vitality lze okamzité rozhodovat o zasazeni do technologického procesu
béhem kultivace bunék.

Pocet bun€k stanovujeme napi. v Biirkerové nebo Thomoveé komirce, coz je sklenéna
desticka podlozniho skla s pocitaci miizkou. Prostor mezi podloznim a krycim sklickem ma u
ruznych komirek riznou hloubku (napt. 0,1mm) a je na komirce vzdy vyznacen. Pracujeme
tedy s uréitym objemem vzorku. Plocha &tverecku je 0,0025 mm”. Pfi hloubce komirky
0,Imm je objem nad kazdym &tveretkem 0,00025 mm’, ¢ili 1:4000 mm®. Zname objem
vzorku, dopocitavame vétsinou do hodnoty 1 ml.

Bunky pouzité ve cviceni patii mezi eukaryontni kvasinkové organismy.

284 Saccharomyces cerevisiae



Botanicky je fadime mezi houby — vzhledem kjejich velikosti mezi
mikromycety (mikroskopické houby) spolu s plisnémi. Své ceské jméno dostaly podle
schopnosti zkvasovat mono-, di-, nebo trisacharidy na ethanol a CO,. Kvasinky jsou vétSinou
jednobunééné organismy rozmnozujici se pu¢enim nebo délenim. Na pevnych médiich tvofi
kolonie a askospory. O kvasinkovitych mikroorganismech hovofime v ptipadé, pokud se
kromé jednotlivych pucicich bun¢k vytvaii 1 vldkna (pravé a nepravé hyfy), které zpravidla
netvoii viecka. VétSina ma nizkou teplotni odolnost; usmrcuje je 2-5 minutové zahfivani na
56°C, spory jsou nepatrné odolnéjsi.

Kvasinky:

na agaru tvori vétsi kolonie nez
jsou kolonie bakteridlni,
Gramovym barvenim se barvi
také, a to G+.

Material:

- Kvasinkova kultura

- Erlenmeyerova barka, zkumavky
- Pipety, kapatko

- Sterilni destilovand voda

- Vodni lazen, teplomér

- Mikroskop

- Biirkerova komitirka

- Methylenovéa modf

- Filtracni papir

Postup:

» Pripravime si suspenzi kvasinkovych bun¢k z pekaiského drozdi: 0.5 ml zasobni
kultury kvasinek napipetujeme do 5 ml sterilni destilované vody v Erlenmeyerove
barice

» Z ni pipetujeme po 1 ml suspenze do kazdé ze 4 zkumavek

» Prvni zkumavka se bude zpracovavat
jako startovni vzorek pro zjisténi poctu
zivych bungk pfi pokojové teploté pii
zacatku pokusu

» Ostatni zkumavky umistime do horké
vodni lazné¢ (60°C)

» Druhd zkumavka je vytazena po 5
minutach

» Zchladime studenou vodou
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Tteti po 10ti a posledni po 15ti minutach
Stanovime pocet Zivych a mrtvych bunék v jednotlivych zkumavkach a to tak, ze do
prohlubné Biirkerovy komtrky naneseme kapku suspenze a zakryjeme krycim sklem.
K okraji kryciho sklicka ptikapneme methylenovou modf, na opacné strané ji

odsajeme filtraénim papirem, az je cely preparat zbarven modre.

kazdou zkumavku

Po 2 az 5ti minutach se buiiky usadi a mrtvé

jsou obarveny modie
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Pozorujeme pod mikroskopem pii vhodném

zveétSeni max 40x10

Pocitame zivé nezbarvené buniky a mrtvé
namodralé bunky v deseti ¢tvereccich
Bunky lezici na levé a spodni stran¢ do poctu

zahrnujeme, na pravé a horni stran¢ ne
Postup opakujeme pro suspenze kvasinek v jednotlivyvh ¢asovych intervalech pro

Zjistime tak narustajici poc¢et mrtvych nabarvenych bunék
Pocet bun&k musime stanovit pro 1 mm’ a z toho nasledné pro 1 ml!!

Stanovime koncentraci bun¢k v Erlenmeyerové baiice a sestrojime graf zavislost
prezivajicich kvasinkovych bun¢k na délce doby vystaveni zvySené teplote

Nakres:

¢tverecek Biirkerovy komirky, rozdéleny na dalsi, s jednotlivymi idaji dopoc¢tu do 1mm:

Vyhodnoceni:

1)

Tabulka

Plocha 1/25 mm?” — objem je tedy 1/250 mm’!!

J— 1/100 mm’
. —1/400 mm’

Cas (min)

Pocet Zivych b.
V 10ti ¢tvercich

Pocet mrtvych b.
V 10ti ¢tvercich

Soucet Zivych a
mrtvych bunék
v 10ti ¢tvercich

Procento preZivajicich
bunék

2) Vypocet celkového poétu bunék v 1 ml vzorku v ¢ase 0 minut

- vychazime z 1 mm’ , daj pak vynasobime 1000 pro hodnotu v 1 ml




-k 1 mm’

se dopracujeme ze souctu vSech bun€k (zivych i mrtvych) z 10-ti

pocitanych ctvereckli (pro dostatecny priimér) a vydéleno timto poctem 10ti ctverecki.
Toto ¢islo néasledné nasobime 250ti (abychom se dostali k objemu nad c¢tvereckem a

prevedli tak mm” na mm?®) a nasledng nasobime 1000 (tak ziskdme 1ml).

N v deseti ¢tveredeich = soudet bundk Zivych a mrtvych ve viech &tvercich|
Pocita se deset ctvereckil, aby byla dostate¢nd hodnota pro primérny pocet bunck ve
¢tverecku jednom.

Z toho N v I mm’ = sou¢et bungk Zivych a mrtvych / 10/ x 250)
(celkovy pocet z deseti ctverecku délime deseti a ndsobime objemem; to plati, pokud

pocitame z velké plosky; z nejmensi by se nasobilo 4000; v ndsobeni je tedy jiz zahrnuta
hloubka 0,1 mm)

N v 1 ml: soudet bun&k Zivych a mrtvych / 10/ x 250/ x [1000

My jsme do zkumavky pipetovali 1ml, nenasobime tedy Zaidnym dal$im Fedénim.

Ptiklad:
lab.t /0 min. 60T/5 min. 60T/10 min. 60T/15 min.
Zivé mrtvé Zivé mrivé Zivé mrivé ZIvé mrtvé

1 20 1 32 2 43 10 a7 12

2 32 5 47 6 25 5 52 30

3 20 3 48 4 35 9 43 34

4 23 4 45 3 31 16 37 16

5 14 4 34 2 32 11 37 20

1] 26 5 39 8 38 8 38 25

7 9 2 74 13 38 11 32 23

8 12 3 56 10 44 17 41 29

9 16 2 29 4 40 12 44 25

10 17 5 44 7 39 12 42 25

Celkem 189 34 448 29 365 111 413 239

% 84,75 1525|  88.36 1164 7668 2332| 6334] 3667

Cas (min) | Pocet Zivych b. | Po&et mrtvych b. Soucet Zivych a Procento mrtvych
V 10ti ¢tvercich | V 10ti ¢tvercich mrtvych bunék bunék

v 10ti ¢tvercich

0 189 34 223 15,25
5 448 59 507 11,64
10 365 11 476 23,32
15 413 239 652 63,34

Vypocet celkového poctu bunék v ¢ase 0 minut

a) Nv1mlyv case 0:

223/10.250.1000 =

..... bunék v 1 ml




3)

Graf zavislosti poc¢tu mrtvych kvasinkovych bunék na dobé¢ jejich vystaveni zvySené

Vitalni test

teplote

- osa y: ¢as (minuty)

- osa x: % mrtvych bun¢k (nebo Zivych bunck)
- v kazdém case je potieba secist pocCty zivych a mrtvych bunék a vypocitat, kolik %

tvoti mrtvé buniky z celkového poctu

- vypocitame tak pro vSechny ¢asové intervaly.

Pr: Graf zavislosti (Vytvotite v excelu) poctu mrtvych (nebo zivych) kvasinkovych bun¢k
na dobé jejich vystaveni zvySené teploté (60°C, intervaly 0, 5, 10 a 15 minut):

% mrtvych bunék

Zavér:

l s 10 15

Dochazelo k plynulému ubytku bunék? Byly dobie rozeznatelné mrtvé a zivé buiky?
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