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Kvasinky

o heterotfrofni eukaryotni organismy - tzn. bunécnd sténa se Iisi
od bakterii

o taxonomicky spadaiji pod vlidknité houby - velikosti se fadi k
mikromycetdm = mikroskopické houby spolu s plisneémi

o bunécnd sténa obsahuje chitin, manan, glukany, proteiny

jednobunécné, vytvari pseudomycelium i mycelium

o vétsinou nizka teplotni odolnost (usmrceni pfi 2-5 minutovém

> zahfivani na 56°C), spory jsou nepatrné odoln&;si

o maqji schopnost zkvasovat mono-, di-, nebo frisacharidy na
ethanol a CO,

o Gramovo barveni - zdanlivé se barvi G+, nicméné odlisnd
stavba bunécné stény: silnd vrstva peptidoglykanu zameénéna
za polysacharidy (hlavné glukany a manany)

o podobné jako u bakterii se i zde slozky bunécné stény podileji
na virulenci a jsou vyznamnymi anfigeny - vyuziti v moderni
diagnostice kvasinek

o




Kvasinky

o béiny vyskyt: intestindini trakt, mukdzni membrdany, v pudé, na povrchu
ovoce, na povrchu téla clovéka, kize - pfi premnozeni zpUsobuiji
onemocnéni

Zastupci

o Saccharomyces, Candida, Zygosaccharomyces, Cryptococcus, Malassezia
a Trichosporon, Geotrichum, Rhodotula, Hansenula anomala

o >20 druhU kvasinek zpUsobuiji lidské onemocnénim hlavné Candida albicans

Onemocnéni
o infekce Ust, krku - bilé povlaky, zarudnuti, nechutenstvi, bolest pri polknuti

o onemocnéni pohlavnich orgdnu - zarudnuti, svédéni, bolestivost (mUze byt
vyvoldno i anfibiotickou IéCbou - mikrobidlni nerovnovaha - premnozeni

Candida albicans)

invazivni kandiddza - zdvazné onemocnéni, postinuje celé télo,
doprovdazené horeCkou/ zimnici

typick&d nemocnicniinfekce, obecné napr. v USA 45000 pripadd za rok
(Candida auris)




Zivotni cyklus kvasinek /\

V prubéhu normdilniho zZivotniho cyklu jsou kvasinky hap|0
haploidni, tedy maiji 1 kopii od kazdého chromozomu. /-\ beniicae

pucenl
Rozmnozovdani haploidnich bunék = asexualné = mitdza =2
- dcefind bunka vyrustd na pdlu w
- pfi dosazeni dospélosti - konec rUstu - vytvdari puteni -
prehrddku uprostred bunky d|p|0|d s
- prehradka déli mater. buriku do - \
2 ekvivalentnich bunék dcerinych pudeni
- délici cyklus trvd pri optimdlnich podminkdch 3 hodiny haploud —

’ / @
Pokud je bohatd etapa ndsledovana nutricnim deficitem \_/ @

- partnerské typy konjuguiji a fuzuji na koncich
ndsleduje fuze jader — vytvori se diploidni bunka = zygota

- zygoty - §t&pi se stredové jako haploidni ALE JSOU DELSI A SIRSI neZ haploidni —
- po vytvoreni zygot bézné ndsleduje okamzité meidza ndsledovana sporulaci A
- produkt sporulace je 4-sporovy zygoticky konglomerat N

- tento Utvar autolyzuje a uvolnuje haploidni spory - odolné vic&i delsimu obdobi stresu
Pfi zlep3eni zivotnich podminek = ndstup nutricné bohaté etapy
- spory zacnou znovu rust, tedy zapoc&ne novy cyklus haploidnich bunék




Laboratorni x wild type




Vyuziti

o potravindrstvi (pivo, vino, pekarske drozdi, krmnd biomasa)

o ethanol; rody: Pichia, Candida, Kluyveromyces, Issatchenkia, Rhodotula,
/ygosaccharomyces, Clavispora, Debaryomyces, Metschnikowia, Crypfococcus,
Monilia)

o GMO -rekombinantni proteiny

o HBsAg — vakcina; Pichia pastoris

o modelovy systém (S. pombe, S. cerevisiae, Y. lipolytica) — bunécny cyklus, biofilm,
nddory, metabolismus 1€kU, sekrecni drdhy; modelovy organismus pro studium
lidskych nemoci

o Patogenita
o Candida, Cryptococcus, Malassezia a Trichosporon
o ale i Geotrichum, Rhodofula, Saccharomyces, Hansenula anomala




Kvasinky

.Saccharomyces cerevisiae!

Genetically
Modified
Organisms

Yeast




Saccharomyces

Saccharomyces cerevesiae




Candida

Kvasinkovitd forma — nepatogenni

Tvorba mycelia — patogenni forma |




Hustopece. Pomnik kvasinky vinné - Piskovcovd plastika z r. 2007 predstavuje 70.000ndsobnou
zvétseninu vinné kvasinky. Je zapsand v knize ceskych rekordU jako nejvetsi zvétsenina zivého organismu




Stanoveni poctu bunék

o metody neprimé (kultivacni)
o metody primé - pocitdni bunék pomoci mikroskopu, bez kultivace
o pocitaci komurka (sklenénd desticka s pocitaci mrizkou)
o BUrkerova - zde jsou dvé pocitaci mrizky s policky umistény
uprostred sklicka — viz obrdzek
o Thomova
o pozn.: fixovany barveny prepardt (zivé a mrivé bunky nelze odlisit)
| Vitalni test
) o slouzi ke zjisténi okamzitého stavu populace = % zivych a mrtvych bunék
o princip propustnosti membrdan mrtvych vs. zivych bunék pro netoxickd barviva (methylenova
mModfr)
- mrtvé - cytoplazmatickd membrdana uz neni semipermeabilni - barvivo pronikne dovnitf bunky
- pozorujeme modré bunky
- Zivé - barvivo nepropusti — bunky zUstdvaji neobarvené

V praxi se vyuzivd pri kontrole zivotaschopnosti mikroorganismd béhem technologickych procesu.
Sleduje se jejich odpovéd' na pridavek &i Ubytek riznych Iatek ¢i na probihaijici fyzikalni proces.




Postup

o suspenze kvasinkovych bunék — do Erlenmeyerovy banky se sterilni destilovanou vodou ddét
kulturu kvasinek (pekarské drozdi nebo z PM naockovanou sbirkovou kulturu) a promichat

o pripravit a popsat 4 zkumavky (0, 7, 14, 21 minut) a do kazdé napipetovat 1 ml suspenze
o prvni zkumavka - kontrolni vzorek - pro zjisténi poctu zivych bunék v ¢ase 0 minut |

o ostatni zkumavky vlozit do Idzné na é1 °C na dobu na nich uvedenou (7, 14, 21 minut) -
poznacit si do pozndmek cas 0, od kterého se ndasledujici Casy pocitaiji

o do zkumavky 0 (kontrolni vzorek) kdpnout 2 kapky methylenové modfii (tento postup
opakovat s kazdou dalsi zkumavkou po daném cCase ve vodni [azni) a pripravit si Burkerovu
komuUrku

o kryci sklicko dat na Birkerovu komurku a do prohlubné Burkerovy komurky nanést kapku
suspenze

o po usazeni bunék (1 az 2 minuty) spocitat Zivé (neobarvené) a mrivé (modré) bunky (objektiv
40x = celkove zvetseni 400x)

o pro kazdy cas spocitat bunky v 10 Ctvercich (pouze v téch velkych); pokud se bunky nachdzi
na hrané velkého ctverce, spocitat bunky na vybranych dvou hrandch




Obarvené bunky pri vitalnim testu

v ¢ase 0 (A) a po pusobeni pri teploté 61°C ve vodni 1Gznipo 7 (B), 14 (C) a 21 minutdch (D)




Vypocet celkového poctu bunék

o Nv 1ml=(soucet bunék zivych a mrtvych / x 250 x 1000

T~

o N = celkovy pocet bunék Pocet policek

Plocha 1/25 mm? — objem je tedv 1/250 mm?!!

o

J— 1/100 mm’
—1/400 mm?

e




B U rke rovd |<O m LOJ I’|<CI (sklenénd desticka s pocitaci mrizkou)
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I i I . Il PocCitat jen 2 strany — levou + horni
nebo spodni + pravou
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Pozn.: Cervené jsou zndzornény bunky, které se
zapocitavaiji do celkového poctu bunék v policku




Podklady pro vyhotoveni protokolu

Prislusny protokol budete mit viozen v IS. Do négj si vyplnite Uvodni Cast pomoci prezentace a take
pomoci skript, kterd jiz v IS mate.

Na ndsledujicich obrdzcich budete mit ndkresy pohledd na Burkerovu komUrku - v mikroskopu —

s policky a bunkami. Ve vami vybranych 10 polickdch budete pocitat v danych casech (0, 7, 14
a 21 minut) zivé (nezbarvené) a mrivé (modre zbarvené) bunky. 0,05 mm
Pocitd se jen v tom velkém Ctverci (zndzornény modre). | |
Pokud se bunky nachdzi na hraneé, pocitqji se pouze ze dvou zvolenych stran

0,2mm

K vypoctu pouzijte vzorec z prezentace.

Na zdkladé téchto vypoctu vyplnite tabulku v protokolu a vytvorite graf.
V zdavéru tento Ukol vyhodnotite.
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