POCITANIi V BURKEROVE KOMURCE

Mnohdy se setkame se stanovenim koncentrace bunék, které udava pocet bunék na danou
objemovou jednotku. V dnesni dobé Ize k pocitani bunék vyuzit drahé pfistroje zvané country (napf.
Coulter Counter) nebo pratokovy cytometr, které jsou pIné automatické. OvSem pofizovaci cena téchto
pFistroji je velmi vysoka, a tak je manualni pocitani bunék v pocitaci komdrce stale jesté docela
rozsifené.

1. Popis Biirkerovy komurky

Princip manualniho stanoveni po¢tu bunék spociva v mikroskopickém pozorovani specialni komurky,
na kterou byla nanesena bunécna suspenze. Komurka slouzi k ustaleni objemu, ve kterém bunky
pozorujeme. Nejvice rozSifena je tzv. Burkerova komurka, ktera predstavuje specialné upravené
podlozni sklo se dvéma pocitacimi ploSkami, oddélenych zafezem. V kazdé pocitaci plosce je
mikromfiZka o pfesné definovanych rozmérech:

Hloubka: 0,1 mm
Plocha malého &tverce: 1/400 mm? = 0,0025 mm?
Plocha velkého &tverce: 1/25 mm? = 0,04 mm?
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Obr. 1.2: Zobrazeni Birkerovy komurky s detailem pocitaci mfizky (okraje jsou tvofeny tfremi Earami,
aby byl zfetelny konec mfiZky).

2. Postup pocitani v Biirkerové komurce

1. Na Gistou a suchou Birkerovu komarku polozte kryci sklicko tak, aby tésné pfiléhalo k ploskam
po stranach (vyuZijte navlh&eni styénych ploch).

2. PfFipravenou suspenzi bunék dobfe protiepejte.

3. Naneste cca 10 pl bunééné suspenze ze strany na hranu kryciho skla (do obou poéitacich
mfizek. Snazte se vyvarovat tvorbé bublin.

4. Sledujte ve svételném mikroskopu. Pouziva se stfednim zvétSeni (100x) s pficlonénym
kondenzorem (pfiviena aperturni clona kondenzoru). Postupuijte vzdy &tverec po &tverci smérem
Zleva doprava a zhora dol(.

5. Po ukonceni pocitani obé ¢asti komulrky oddélte, opatrné oplachnéte vodou a vytfete dosucha.



3. Hodnoceni

n
Pocet bunék v 1 mm? (ul) suspenze Ize uréit vzorcem: b=———%*z

c*v*h
..pocet bunék v 1 mm®
..celkovy pocet napodcitanych bunék
..pocet Ctvercu ve kterych se pocitalo (nej¢astéji 25 nebo 50)
..plocha pouzitého ¢tverce (maly nebo velky)
..hloubka komurky

..pouzité fedéni suspenze (uvadi se kolikrat byla suspenze fedéna napf. 20x, tedy 20)
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Hodnoty v a h jsou konstanty dohromady udavajici objem Ctverce, ve kterém se pocitalo.

Pro kazdy vzorek spoditejte nejméné 25 étvercu v kazdé z pocitacich mrizek (celkem tedy 50
velkych étvercii).

Poznamky:

— aby se nepocitaly bunky lezici na rozhrani sousednich &tvercu dvakrat, pocitame jen ty, které lezi
nebo se dotykaji pouze 2 vybranych sousednich stran ¢tverce (napf. horni a levé, zevnitt i zvendi).

— pfili§ hustou suspenzi je tfeba dodatecné zfedit, tak aby v jednom ¢Etverci nebylo vice nez 10 bunék.

— leukocyty se poditaji ve velkych &tvercich.

— pfi po€itani leukocytl se pouziva Turkav roztok (70 ul krve + 190 pl Tiirkova roztoku)
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Obr. 1.3: Postup vybirani ¢tvercd. Obr. 1.4: Vybér bunék uvnitf jednoho étverce

(Cerné oznacené buriky se pocitaji, bilé ne).



