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TEORETICKY UVOD

Pocitani bunék

Jednou z nezbytnych dovednosti pfi praci s biologickym materidlemk je stanoveni
poctu bunék ve vzorku. V soucasné dobé se v praxi k pocitani bunék vyuzivaji pfedevsim
specidlni pristroje zajistujici rychlé a automatizované pocitani bunék ve vzorku, ale v ramci
vyzkumu se mlZeme jesté stdle setkat i svyuZitim pocitacich komurek ve spojeni se
svételnym mikroskopem. Pocitaci komUrky jsou tvoreny silnym podloZznim sklem se dvéma
vyrytymi pocitacimi sitémi s presné danou plochou a hloubkou, kdy nej¢astéji vyuzivanou
pocitaci komUrkou je Burkerova komurka. Pocitaci sit této komurky je tvorena 9 velkymi
¢tverci (kazdy o plode 1 mm? ), které jsou dale rozdéleny do 16 mensich &tverch (jejich

plocha je 0,04 mm?) (Obrazek 1).

Aby se v rdmci pocitani bunék pomoci pocitacich komurek zabranilo dvojimu pocitani
bunék, zapoditavaji se pouze ty bunky, které se nachdazeji uvnitr étverce a bunky, které se z
vnitini nebo vnéjsi strany dotykaji dvou stanovenych stran (napf. horni a levd) (Obrazek 1).

Pro stanoveni mnozZstvi bunék v 1 ml suspenze se pouziva vypocet:

_a 1000
T nV

.. koncentrace bunék v 1 ml suspenze

.. stanoveny pocet bunék

.. pocet opakovani (pocet spocitanych ¢tvercl — alespon deset)
.. objem pocitaného utvaru
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Obrazek 1. Pocitaci sit Burkerovy komurky a pravidlo pro pocitani ¢astic v pocitaci komrce.
Do celkového poctu castic se zapocitavaji pouze ty, které lezi nebo se dotykaji dvou
zvolenych stran, v tomto ptipadé horni a leva (oznaceny cerné).

Stanoveni Zivotaschopnosti bunék

Jednim se zakladnich parametrd pfi praci s burikami je stanoveni jejich Zivotaschopnosti
(viability) vyjadirené pomérem zivych a mrtvych bunék v populaci. Test Zivotaschopnosti ma v
praxi zna¢ny vyznam pfti kontrole Zivotaschopnosti mikroorganism( béhem kultivace, kdy
sledujeme jejich odpovéd (zménu poctu) na pridavek ¢i ubytek raznych latek ¢i na fyzikalni
proces. Jedna skupina metod pro analyzu viability je zaloZena na neporusenosti a selektivni
propustnosti plazmatické membrany Zivé buriky a vyuziva barviv s nizkou molekulovou
hmotnosti nesoucich kladny nebo zaporny naboj. Zivé bufiky se priiniku barviva ,brani“
svymi kandlky v membrdné; nepropusti jej tedy nebo jej odbouraji. K barveni se vyuZiva

netoxickych barviv. Tyto slouceniny mohou prochdzet pouze pfes porusenou membranu

Laboratorni technika 2
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mrtvych bunék, zatimco Zivé burky je nepropusti a zUstavaji nezbarvené. Pfikladem barviva
vyuzivaného pro kolorimetrické stanoveni bunécné viability mize byt naptiklad trypanova
modf (Obrazek 2A) a zastupcem barviva vyuZivaného pro fluorescencni stanoveni

Zivotaschopnosti propidium jodid (Obrazek 2B).
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Obrazek 2. Chemicka struktura trypanové modfi (A) a propidium jodidu (B).

Pichia pastoris

Vramci cviteni pouZijeme kvasinku Pichia pastoris patfici mezi eukaryontni
kvasinkové organismy hojné vyuzivané pri heterologni expresi proteinl v bioreaktorech a
slouZici spole¢né se Saccharomyces cerevisiae jako modelovy eukaryontni organismus.
Botanicky je radime mezi houby — vzhledem k jejich velikosti mezi mikromycety spolu s
plisnémi. Kvasinky jsou vétSinou jednobunécné organismy rozmnoZujici se pucenim nebo
délenim tvofici na pevnych médiich kolonie a askospory. VétSina kvasinek ma nizkou teplotni

odolnost.
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Barveni bakterii ve vzorku jogurtu dle grama

Mlécné kvaseni je proces anaerobniho kvaseni probihajici za pfitomnosti bakterii
mlééného kvaseni. V rdmci procesu mlécného kvaseni bakterie vyrabéji z jednoduchych

sacharid(i (hlavné mono-, di- a oligosacharid(l) kyselinu mléénou. Diky bakteriim mlécného

kvaseni neupravované mléko béhem P ~™\ Y
;—;’ SN
24 hodin (pfi teplotd 15 - 35°C) 2\./ L‘ P '_'\_\
samovolné kysne. V potravinaiském * / “\(—‘;' T >
7 e A e a
primyslu  jsou napf. bakterie ,’P‘\ X \ %ﬁh }5 p =P

s v s v , vs s ~ .—/‘\ ":\;5“ \\-.
mlééného kvadeni wvyuZivany k % ~ I) \
l = . vl

ptipravé tady mlécnych vyrobku "'
(jogurty, podmisli, zkysy, acidofilni | &

'-.!\‘l L —-—

Obrazek 1. Ukazka bakterii Streptococcus lactis
mléného  kvaSeni v mlélnych  (vlevo a Lactobacillus acidopihlus)

mléko, kefir, apod.). Zastupci bakterii

vyrobcich jsou napf. streptokoky
(Streptococcus lactis; S. termophillus), diplokoky (Diplococcus cremoris) a tycinkovité

laktobacily (Lactobacillus bulgaricus; L. jogurti; L. acidopihlus).

Metoda barveni dle Grama je zaloZzena na rozdilném sloZeni bunécné stény gram-
pozitivnich a gram-negativnich bakterii, jejimz vysledkem je rozdilna reakce nékterych latek v
bunécné sténé bakterii. Jedna skupina bakterii obsahuje kyselinu teichovou, kterd po
obarveni krystalovou violeti a Lugolovym roztokem vytvofi pevny barevny komplex, ktery se
nevymyva etanolem nebo smési etanolu a acetonu. V prepardtu maji tyto bakterie barvu
krystalové violeti - fialovou az modrofialovou a jsou nazyvany jako grampozitivni (G+). Druha
skupina bakterii neobsahuje kyselinu teichovou v bunécné sténé, takZe nedochazi k tvorbé
komplexu a krzstalovd violet se etanolem nebo smési etanolu a acetonu vymyva. Po
nasledném dobarveni prepardtu barvivem karbolfuchsinem nebo O-safraninem se tyto

bakterie obarvi na rlZovo a jsou nazyvany jako gramnegativni (G-).

Laboratorni technika 4
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PRAKTICKA CAST

A. Stanoveni koncentrace bunék v suspenzi

Postup prdce:

1. Dobfe zhomogenizujte bunécnou suspenzi pomoci vortexu.

2. Napipetujte 15 pul bunécné suspenze na hranu kryciho skla Biirkerovy komurky tak,
aby suspenze rovhomérné pokryvala celou pocitaci plochu komurky.

3. Birkerovu komurku vlozte do zorného pole mikroskopu a pfi zvétSeni objektivu (4x)
najdéte pocitaci sit. Pfi vétSim zvétseni objektivu (40x) potom spoditejte buriky v 10
pocitacich ¢tvrecich.

5. Vypocitejte primérny pocet bunék v 10 ¢tvercich.

6. Stanovte koncentraci bunék v 1 ml suspenze.

7. Poté bunécnou suspenzi 10 x zfedte pridanim PBS pufru a stejnym zplsobem
napipetujte 15 pl bunécné suspenze i do prostoru druhé pocitaci sité.

8. Spoditejte bunky v 10 ¢tvercich, stanovte koncentraci bunék v 1 ml suspenze.

Vysledky:

Pocet bunék P. pastoris

Ctverec

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Pramér

1 x fedéné

10 x fedéné
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Zhodnotte vysledky obou pocitani bunék P. pastoris.

B. Hodnoceni viability bunék trypanovou modri

Postup prdce:

Na vortexu zhomogenizujte suspenzi kvasinek a pripravte si dvé 1.5 ml zkumavky
Do kazdé napipetujte 200 ul kvasinkové suspenze.

Zkumavku dejte na 10 minut do termobloku predehraté na 90 °C.

P w N

Po uplynuti doby inkubace smichdme 100 pul vzorku kvasinek (po inkubaci pti 90°C) se
100 pl 0.4% roztoku trypanové modfi.

5. Kdpneme 50 pl obarvené suspenze na sklicko s mfizkou.

6. Prikryjeme krycim sklickem a hodnotime pod mikroskopem.

7. Zhodnotime pomér Zivych bunék (neobarvené, silné svétlolomné) a mrtvych bunék

(modré) z celkového poctu 10 pocitacich ¢tvercd na vzorek.

Laboratorni technika 6
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Vysledky:

Stanoveni viability suspenze P. pastoris

Ctverec 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Primér

Zivé bunky

Mrtvé buriky

Viabilita (%)

Stanoveni viability suspenze P. pastoris po inkubaci pfi 90°C

Ctverec 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Prmér

Zivé bunky

Mrtvé buriky

Viabilita (%)

Zhodnotte vliv teploty na viabilitu kvasinky P. pastoris.
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C. Priprava preparatu bakterii z jogurtu

Postup prdce:

1. Do kapky destilované vody na podloznim sklicku pridejte sterilnim bakteriologickym
ockem jogurt o velikosti Spendlikové hlavicky.

2. Pomoci bakterilogoické ocCka preparat rozetrete po sklicku a nasledné fixujte
plamenem tak, Ze sklicko protahneme plamenem.

3. Nasledné na preparat nakapejte barvivo methylenovou modf a barvéte po dobu 5
minut.

4. Poté barvivo oplachnéte destilovanou vodou a podlozni sklicko s prepardtem nechte
oschnout.

5. Mikroskopujeme bez vody a kryciho sklicka pfi zvétSeni objektivem 60x.

D. Barveni bakterii podle Grama

Postup prdce:

1. Pripravte si preparat dle bod( 1 a 2 z pfedchozi ulohy.

2. Na takto pfipraveny preparat kdpnéte kapku krystalové violeti a nechte puUsobit 20
sekund.

3. Nasledné oplachnéte krystalovou violet pomoci Lugolova roztoku a nechte pUsobit 20
sekund.

4. Poté preparat odbarvujeme aceton-ethanolovou smeési tak, Zze odbarvovaci smés
lijeme opatrné na zeSikmené sklicko nad natér a nasledné dobfe oplachnéte
destilovanou vodou.

5. Preparat dobarvéte zifedénym O-safraninem po dobu 1 minuty a nakonec ho

oplachnéte vodou a nechte oschnout.

Laboratorni technika 8
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Okomentujte a zakreslete pozorované tvary bakterii a uvedte, jaky typ bakterii dle
Gramova barveni se v jogurtu vyskytoval.
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