Makroskopickeé pozorovani
mikroorganizmu, Gramovo barveni




Ockovani kultur, sterilita prace

Sterilita vs kontaminace?

Misky — jednotlivé kolonie?

Misky — mix - jednotlivé kolonie?

Sikmy agar (uchovavani)

Bujon — zakal, blanka povrchvé Utvary (mazdra)?




Tvary kolonii

P¥i sprdvné provedeném kfizovém roztéru * Velikost (primeér; mm)
mdZeme pozorovat na plotné jednotlivé *Tvar ~ kolonie pravidelna kulats, ovalna, =~
nepravidelné lalo¢natd, vlaknita, rhizoidni, plazici
kolonie. Hodnotime jejich barvu, tvar, profil a se
okraje... «Profil — kolonie vyvy$ena, plocha,
pupkovitd, miskovita ...
eOkraje — pravidelné, filiformni, lalo¢naté,
PROFIL OKRAJE okrouhlé ...
— 1 ePovrch — hladky, leskly (S — faze), matny, drsny
plochy @ (R' féze):
. eTransparence — prahledna, prusvitna,
vroubkované myceliginl neprﬁsvitné kolonie
i 3T eBarva - kolonie bezbarva, Ci pigmentovana:
B nased|d, bélava, Zluta ...
drsné, prafovité
{mechme) Dali znaky popisované na bakterialni kolonii:
' Vané, zdpach — po jasminu, Zluklém masle,
: _ ovocny ...
A mbeniAcho aknits Tvorba mycelia
N, Zmény media — dvorec zbarveni, hemolyzy,
wooig _ precipitatu
knoflikovity h:‘Ff*'? Lt o Konzistence — zjistuje se bakteridlni klickou
Wb N , o o (viskézni, mazlava, drobiva, zardsta do agaru)
sektoravy swrastile rhizaidnl

bradavlity



Mikroskopické preparaty

Nativni preparat
Nefixovany, nebarveny

» zjistovani skutecného tvaru a struktury bunék neporusenych fixaci a barvenim
e pfi pozorovani ristu a mnozeni, pohybu bakterii
» v diagnostické praxi ma vyznam pfi studiu bunéénych utvard, které se obtizné barvi




Barvené preparaty

Barvivem zvyraznime tvar bunky
Ci zjistime, zda je ziva (vitalni test)

struktury rozlisujeme diferenciacnim barvenim a to jak morfologické
utvary (spory, membrany, bunécéna sténa), tak chemické slozky (barveni
volutinu, glykogenu, skrobu.)

diagnostické barveni pak pomaha identifikaci (Gramovo, acidorezistentni)



Fixovani preparatu
Podstatou fixace je vysrazeni bunécénych koloidd (zejména bilkovin)

Fixaci natéru bunék dosahneme toho, ze |épe pfilnou ke sklicku (nesplachnou se
tak aplikaci barviva Ci rozpoustédla) a rovnéz |épe pfijmou barvivo

Fixujeme az ve chvili, kdy je natér bunék suchy - sklicko drzime za okraje a trikrat
jej protdhneme nesvitivou ¢asti plamene

Sklicko drzime natérem nahoru (proto je doporuceno pracovni plochu sklicka po
vytazeni z ethanolu oznacit Stitkem ¢i popsat)

Barvime chladné sklicko

Kvasinky a plisné jsou vétsi nez bunky bakterii a tepelna fixace jiz pfilis méni jejich
(vétsSinou se fixuji chemikaliemi)



Gramovo barveni

je jednou z nejdllezitéjSich diagnostickych metod pfi identifikaci bakterii
rozlisuje skupinu grampozitivnich G+ (barvi se modrofialové)

gramnegativnich G- bunék (barvi se ¢ervenorlzové) a udava nékteré fyziologické a
chemické vlastnosti bunky

5= = modro-fizlovd barva (crystal violet) G- = Zervena barva (safranin)

| SR

FIGURE 213 Typical grams positive ibuct 2

Diffferentiation of bacteria based on retention or loss of a crystal viclet-iodine complex
and counterstaining with safranin



Princip:

jde o barveni fixovaného preparatu krystalovou violeti a nasledné moreni bunék jddem v roztoku
K

Vznika komplex barvivo-jod-bunécna sténa

Tento komplex se tvori v G+ i v G- bakteriich

Rozdil vznika pri promyvani preparatu organickym rozpoustédlem (acetonem nebo alkoholem)
Z G- bakterii se komplex vymyva a odbarvuiji se

G+ bakterie si zbarveni ponechavaji

Pro zvyraznéni rozdilu se G- bakterie dobarvuiji jinym kontrastnim barvivem (napf. bazickym
safraninem)

U gramnegativnich bunék odbarvovaci Cinidlo rozpusti vnéjsi lipopolysacharidovou vrstvu a
komplex krystalové violeti s jddem se vymyje pres tenkou vrstvu peptidoglykanu



Nejcastéjsi chyby:

e  prilis silny natér bunék na sklicku

* suSeni plamenem nedostatecné suchého preparatu - tj. uvareni bunék

e prilis dlouhé odbarvovani alkoholem nebo acetonem
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Postup:

suspenzi z kultury mikrob( rozetfreme na Cisté podlozni sklicko (oznacime stranu sklicka)
nechame dobre zaschnout a fixujeme plamenem

ponofime do roztoku krystalové violeti a nechame puUsobit 30 sekund

barvivo oplachneme slabym proudem vody (25s)

preparat ponofime do Lugolova roztoku na 30 sekund.

oplachneme slabym proudem vody (25s)

prekryjeme ethanolem (nebo acetonem), maximalné 15-20 sekund

oplachneme slabym proudem vody

buniky dobarvime safraninem 1 minutu (takto se dobarvi pouze buriky gramnegativni, u
kterych doslo k vyplaveni krystalové violeti

osusime mezi dvéma filtracnimi papiry a mikroskopujeme pod imerznim objektivem (zvétseni
1000x)
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