Stanoveni poctu bunék a jejich viability
Trypanova modr 0,4 % v izotonickém fosfatovém pufru pH 7,4 /A Trypanova modr je jed!
Princip

Trypanova modfr je z Zivych bunék aktivné transportovdna pres bunéénou membranu. Po smiseni bunéc¢né
suspenze s roztokem tohoto barviva proto zivé burky zlstavaji svétlé, zatimco mrtvé se obarvi na modro.

Postup

1. K 0,5 ml dobfe promichané bunééné suspenze se prida 0,5 ml roztoku trypanové modfi.

2. Po 5 az 15 minutach se suspenze dobre promichd a pomoci 50 ul automatické pipety se ji napini obé
poloviny Blrkerovy kom(rky. Je tfeba aplikovat takové mnozstvi vzorku, aby se komUrka pravé naplnila,
roztok nesmi pretékat do okolnich zlabka.

3. Pod svételnym mikroskopem se pfi nejmensim zvétseni pocitaji zvlast zivé (bezbarvé) a mrtvé (modré)
bunky. Pocditad se nejprve 5 ¢tvercd (4 rohové a stfedovy) 1 x 1 mm v jedné poloviné komrky. Je-li celkovy
pocet bunék mensi nez 100, poditaji se buriky i v dalSich 5 ¢tvercich ve druhé poloviné kom0@rky. Za hranici
¢tverce se povazuje prostredni linka z trojité ¢ary. Z bunék, které lezi na okraji ¢tverce, se pocditaji ty, které se i
jen dotykaji levého nebo horniho okraje, a naopak se nepocitaji buriky, které se i jen dotykaji pravého nebo

dolniho okraje.
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4. Pocet bunék se vypocitd podle vzorce P = , kde:

P je pocet bunék na 1 ml suspenze
N je celkovy pocet bunék
D = 2 (fedéni suspenze)
H = 0,1 (hloubka kom@rky v mm)
S je pocet ¢tvercd
ypocitd se podil zivych bunék v procentech.
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