Makroskopické a mikroskopické
pozorovani bakterii

Cil — zjisténi morfologie bakterialnich kultur z
minulého cviceni
Gramovo barveni
Pozorovani preparatl (Gram, nativni preparaty)



Pri spravné provedeném krizovém
patrné jednotlivé kolonie, které
hodnotit.
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Obr. 2: Tvary bakteridinich kolonii (Rosypal, 1981)




e - £

Mepraridelny  Viaknity Rizeidni

Ernhenry

Okraje

4 4 4

Hladk= Vimine Vizknire Zkroucens  Lalocmate

Profil

Zvyzeny Wypoakly Plochy — Encfikovicy Eraterovity







organizmus

Escherichia coli
CCM 3954

Pseudomonas
putida

Serratia
marcescens
CCM 303

Kocuria rosea
CCM 839

Micrococcus
luteus
CCM 169

Bacillus cereus
CCM 2010

Staphylococcus
aureus
SA 812

Saccharomyces

cerevisiae

Saccharomyces
cerevisiae

Saccharomyces
pastorianus

kolonie na MPA

zbarveni

blanka

zakal

rast v MPB
vlocky

sediment

zbarveni



Nékteré morfologické znaky je ale treba posuzovat
v mikroskopickém preparatu (nativni preparat, vlhka
komurka, vitdlné barvené preparaty, negativné barvené
preparaty, atd.). 1.1 priprava nativnino preparatu

Postup :

*  Podlozni sklo vyjmeme z alkoholu, pfidrzime nad plamenem a poloZime na
tmavou podlozku

* Do stfedu sklitka naneseme kapku sterilni vody a vyZihanou kligkou do ni
pfeneseme malé mnozstvi kultury kultivovane na ztuzenem agarovem mediu

*  Po dikladném rozmichani pfekryjeme suspenzi krycim sklem tak, aby se
netvofily bublinky (K pfekryti pouZijeme preparaéni jehlu nebo skli¢ko drzime za
hrany a opatrné pokladame). Pokud kapalina pfesahuje okraje kryciho skla,
odsajeme ji filtranim papirem

*  Pro dlouhodob&j§i pozorovani chranime preparéat pied vyschnutim tak, Ze hrany
kryciho skla potfeme vazelinou, rozehiatym parafinem nebo bezbarvym lakem.

Poznamka:
Preparaty pfipravované z tekutych Zivnych medii obsahuji velké mnoZstvi krystalk(
a jinych disperzi, které ptsobi rusivé a mohou se podobat bakterialnim bufikam.
Proto se doporutuje bakteriélni kulturu pfed pfipravou preparatu centrifugovat a
Zivneé prostiedi nahradit sterilnim fyziologickym roztokem.

6.1.2. Priprava fixovaného preparatu

Postup :

*  Podlozni sklo vyjmeme z alkoholu, pfidrzime nad plamenem a polozime na
tmavou podloZKu blizko plamene

* Do stiedu sklitka naneseme kapku sterilni vody a vyZihanou klickou do ni
preneseme malé mnoZstvi kultury

*  Po dikladném rozmichani suspemze zhotovime pomoci sterilni klicky nebo
druhého podloZniho skla natér o ploge cca 2 cm’

* Preparat nechame volné na vzduchu uschnout a fixujeme



Fazovy kontrast
Nativni preparat — nedeformované zive bunky bez barveni, pohyb bunky

Puvodné tmave &asti buniky (husté) v preparatu zafi tzv. halo efekt,
dochazi ke zmené amplitudy vineni; transparentni Casti (svétle) se jevi
jako tmave

-) rozdily ve fazi svetla prevedeny na zmeny kontrastu

obraz je vytvafen interfernci paprsku fazové posunutych i neposunutych

Bacillus thuringiensis CCM 19

Bacillus cereus CCM 2010




®

uorescencni mikroskopi

@
o

= =200
3 a0
- 2150
E 60 |
g
E 20 :1‘.'13
% 20 g &0
5 g
4 0 < 9
6 105 15 195 24 288 331 375 42 oa 16 24 a2
Distance [pm) Distance [pmy]




Fixace i barveni mirné bunku deformuji! Charakteristicky tvar zlistava, ale
pro méreni presné velikosti bunék nutno vyuzit nefixovany preparat negativné
obarveny (barvi se jen okoli bunky, nikoli ona samotna

Barvivem zvyraznime tvar bunky (jednoduché barveni bunécné stény), Ci
zjistime, zda je ziva (vitalni test). Jeji struktury rozliSujeme diferenciacnim
barvenim a to jak morfologické utvary (spory, stény), tak chemické slozky
(barveni volutinu, glykogenu, skrobu..). Diagnostické barveni nam pak pomaha
identifikaci (Gramovo, acidorezistentni...).

Fixace:
Ugelem fixace je usmrceni bunék , nebot” mrtvé buriky Iépe pfijjimaji barvivo, a

zaroven prilnuti bunék k podloznimu sklu, aby nebyly béhem barvici procedury odplaveny.

Bakterie fixujeme zpravidla plamenem, mikroskopicke houby a kvasinky vétSinou chemicky

( etanol, aceton ). Fixace plisni a kvasinek se provadi pouze pfi specialnich typech barveni a

jeji postup byva soucasti barvici metodiky.

Fixace plamenem: SkliCko se zaschlym natérem ftrikrat protahneme nesvitivym plamenem
kahanu tak, aby bakterialni kultura byla umisténa na horni strané sklicka.

Po vychladnuti barvime.



6.3. Barveni podle Grama
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barvicich postupl alpikovanych pfi diagnostice bakterii. Mikroorganismy nejen rozdéluje na
zbarvené - grampozitivni a nezbarvené - gramnegativni, ale soucasné nam podava informaci
o dalSich fyziologickych a chemickych charakteristikach bakterialnich bunék. (citlivost na
antibiotika, rozdily v osmotickych hodnotach, citlivost na zasadita a kysela barviva ...)

Podstata grampozitivity neni dodnes uspokojivé vysvétiena. Pravdépodobne se zde
uplatiiuje odliSné chemicke slozeni bunécné stény G+ a G- bakterii a jeji intaktnost.

Jedna se o barveni fixovaneho preparatu a nasledné moreni bunek roztokem jodu.
Vznika komplex barvivo - jod - slozky bunééné stény, ktery Ize z bunék nékterych rodu nebo
druh( mikroorganismu vyplavit etanolem nebo acetonem. Pfislusné druhy jsou oznacovany
jako G-, jejich bunécné stény jsou pro mikroskopicka pozorovani dobarvovany
karbolfuchsinem. Pokud barevny komplex zlstava v bunéénych sténach zachycen,
oznaCujeme organismy jako G+.

Gramova reakce je u nekterych bakterii zavisla na fyziologickem stavu bunky a na
slozeni kultivacniho prostredi. Tyto organismy jsou oznacovany jako gramlabilni nebo take
gramvariabilni.

Nékteré vnéjsi chemicke a fyzikalni vlivy - mechanické poskozeni, UV zareni, nektera
antibiotika, kyseliny, zasady , organicka rozpoustédla, atd. mohou zpusobit ztratu
grampoazitivity.



Postup barveni:

 Pfipravime natér bakterialni kultury, vysusime a fixujeme plamenem.

* Preparat ponorime do krystalové violeti na 30 sec.
* Oplachnout vodou.

* Preparat ponofime do Lugolova roztoku na 30 sec. | Gram Positive Gram Negative
* Oplachnout vodou. &: o = @Q@
e Odbarvit etanolem ¢i acetonem 20-30 sec. |
s - Crystal violet ' -
* Oplachnout vodou. @ l L
* Preparat ponofime do safraninu na 30-60 sec. @ i reament VX
* Oplachnout vodou, osusit, pozorovat pod imerzi. . | b
- Decolorization @ Cj
) , . . - l —
G+ tmavé fialova/modra aZ modrocerna barva @ Counterser o &
G- Cervené &i rzové zbarveni ) sairanin -
Nejcastéjsi chyby: prilis husty natér, silny oplach vodou (splachnuti)

suseni preparatu za tepla —t.j. uvareni bunék
prilis dlouhé odbarvovani alkoholem nebo acetonem

Il Jaké bakterialni rody Gramovym barvenim neobarvime?

— rody bez bunécné stény (mykoplazmata), spiralovité bakterie, silné

acidorezistentni rody (napr. mykobakterie)
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Escherichia coli
CCM 3954

Pseudomonas putida

Serratia marcescens
CCM 303

Kocuria rosea
CCM 839

Micrococcus luteus
CCM 169

Bacillus cereus
CCM 2010

Staphylococcus aureus
SA 812

Saccharomyces cerevisiae

Mikroskopicky preparat

G+/-

tvar bunky

charakteristické
shluky/dvojice/tetrady



Gramlabilni kultura (Acinetobacter)
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kirammrn barveni — ukazky

Micrococcus luteus CCM 169

-Grampozitivni kok
Zv. 1000x

Preparat:

DVOJICE ...}
ETVERICE ..

: _ L « Sporosarcina ureaec CCM 860
— = G+ koky

Preparat:
Sarciny
(= balicky
po 8)
Dvojice
Shluky




Bacillus thuringiensis CCM 19 Bacillus cereus CCM 2010

-Grampozitivni tyCka
zv. 1000%
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Escherichia coli ( G- kratke tycky)
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Saccharomyces cerevisiae -

eukaryoticky typ b., barvi se grampoztivng!!
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Jednotlive bunky
Rizné diouhé fetizky



Postup
*Zhodnoceni ristu z minulého tydne

(roste x neroste x kontaminace)

Zhodnoceni morfologie kolonii (velikost, tvar, profil,okraje, povrch,
transparence, pigmentace, viiné, zmény média, ...)

*Tekuté pudy (sediment, blanka, zakal, vio¢ky, zbarveni)

*Gramovo barveni (Cista + smésna kultura) + pozorovat vSechny
kultury ve cviceni (zapocet!)

*Nativni preparat (fazovy kontrast)
*Pozorovani pod mikroskopem

*\V'yhodnoceni G+ x G-, tvar bunky (kok, ty¢ka, spirily, hvézdice, prostéky,
pupeny,..) + uspoFédém’ (diplokoky, streptokoky, tetrady, sarciny, hroznickys,..)



