Mikroskopicky preparat

e Jakou podobu mize mit mikroskopicky preparat, ktery pod mikroskopem hodnotime??
- klasické podlozni skli¢ko, na kterém provadime diferencovné barveni bunék samotnych, ¢i jejich
slozek, ¢i rozliSujeme zivé a mrtvé buiky u vitalniho testu (barveni netoxickymi barvivy obarvi
buitku mrtvou, ktera se jiz nebrani pfijeti barviva..); pro uplnost mizeme dodat, Ze preparat na
podloznim skli¢ku je pii barveni bunék vétSinou fixovan (v plameni)
- u nativniho preparatu (pozorovani suspenze) na podlozni skli¢ko ptikladame kryci skli¢ko
- pfi pozorovani plisni, kvasinek ¢i aktinomycet pozorujeme sklickové kultury (kryci sklicko je
vytazeno z agaru, ve kterém bylo béhem kultivace zapichnuto pod uhlem 45°a je tudiz kulturou
porostlé - hodnoti se pak na ném najednou substratové i vzdusné mycelium) nebo kultury narostlé
na celofanu (n€které kultury proristaji medium, jsou tézko pro pozorovani odejmutelné, na celofdnu
se s nimi snadno manipuluje).

* K ¢emu slouzi rizné typy barveni bunék?

Barvivem zvyraznime tvar buiiky (jednoduché barveni), ¢i zjistime, zda je ziva (vitalni
test). Jeji struktury rozliSujeme diferenciaénim barvenim a to jak morfologické Utvary (spory,
stény), tak chemické slozky (barveni volutinu, glykogenu, Skrobu..). Diagnostické barveni ndm pak
pomaha identifikaci (Gramovo, acidorezistentni...).

* Co je sledovano fixaci preparatu?

Nesnazime se buiiky uSetfit neblahého pocitu z barviva, ale jejich usmrcenim dosdhneme
toho, ze 1épe pfilnou ke sklicku (nesplachnou se tak aplikaci barviva ¢i rozpoustédla) a rovnéz 1épe
pfijmou barvivo.

e Cecho se vyvarovat pii fixaci preparatu?

Abychom buniky neuvafili, fixujeme az ve chvili, kdy je natér bunc¢k suchy. Kdyz sklicko
drzime za okraje a tfikrat jej protdhneme nesvitivou Casti plamene, musime si pamatovat, na které
stran¢ jsou buiiky a sklicko drzime natérem nahoru (proto je doporuceno pracovni plochu sklicka po
vytazeni z ethanolu oznacit Stitkem ¢i popsat). Barvime chladné sklicko.

e Co kdyZ jsme buiiky kultivovali v tekutém cukerném prostredi?

Pokud nechceme v plameni ziskat karamel, musime buiikky od media zcentrifugovat a nasledn¢
promyt vodou ¢i pufrem.

e Pokud vime, ze bakterie fixujeme nejcastéji plamenem, fixujeme tak i kvasinky a plisné?

Tyto buniky jsou vétsi nez buiky bakterii, z ¢ehoz logicky vypliva, Ze tepelnd fixace jiz piilis
meéni jejich tvar. Proto se vétSinou fixuji chemikaliemi.

Nékolik struénych informaci o chemické povaze barviv

Jsou to ziedéné vodné roztoky organickych barviv a to obvykle soli. Bazicka barviva maji
barevny kationt, kysela aniont. Pfi barveni bakterii se vétSinou pouzivaji prve zminéna; ptikladem
je krystalova violet, methylenovd modf, safranin, bazicky fuchsin, malachitova zelen. Jak mizeme
vysledek barveni jest¢ zvyraznit? Moteni (napf.fenolem, taninem) ma ucinek zesileni barveni,
nebot’ mofidlo mé roli prostfednika s vyssi afinitou k bufice a barvivu, nez je afinita bunky k
barvivu.

Fixace i1 barveni mirné buiikku deformuji! Charakteristicky tvar zistdva, ale pro meéfeni piesné
velikosti bun€k nutno vyuzit nefixovany preparat negativné obarveny (barvi se jen okoli buiky,
nikoli ona samotna (viz d).

Zakladni typy preparatii a postupy pripravy preparati:

a) aseptickd prace pii nanaseni bunck na sklicko

- odmasténé sklicko vytdhneme z ethanolu, po zavieni nadoby sklicko ozehneme a polozime na
filtra¢ni papir

- nabirame-li buniky ze zkumavky s pevnym mediem, zkumavku drzime v levé ruce, klicku v pravé;
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malickem pravé ruky vyjmeme zatku, ozihneme hrdlo zkumavky, vyzihanou klicku ochladime 2s
dotykem o medium bez bunck a nasledné odebereme z nariistu bunék malé mnozstvi kultury; opét
ozihneme hrdlo zkumavky i zatku a zkumavku zavieme; pifeneseme bunky vedle kapky sterilni
vody, smichame a rozetfeme do plosky sklicka; kli¢ku ozihneme

- nabirame-li buiiky z Petriho misky, kli¢ku opét drzime v pravé ruce, ochlazujeme ji o medium
vedle nartistu bunék; vétSinou nabirdme z jednotlivé kolonie

- dtlezité je odebrat skute¢né malé mnozstvi kultury (cca 1/4 klicky), aby preparat nebyl moc husty
- ptipravujeme-li fixovany preparat, sklicko po zaschnuti Zihdme 3x v nesvitivé ¢asti plamene
natérem bunék nahoru

b) nativni preparat

- suspenze bun€k se pfipravuje stejnym zplUsobem, ale kapka se neroztird, ptekryva se krycim
sklickem a to tak, aby v preparatu nebyly vzduchové bublinky (neptikladame svrchu na kapku, ale
nejprve jednou hranou, nepftitlacujeme). Piebytecnou kapalinu odsajeme filtracnim papirem. Pokud
pozorujeme bunky z tekutého media, pozorujeme piimo v mediu, bez fedéni v kapce vody. Thned

mikroskopujeme FAZOVYM KONTRASTEM (objektiv 60x)

aktivni pohyb bun&k (maji tedy biciky) & pasivni pohyb unaSenim; aktivni pohyb
sledujeme u mladych kultur (pf: Bacillus subtilis 18h) z kapalné plidy - pozor na praci se sklenénou
tyCinkou - lame biciky. Po ptikapnuti desinfekce (pt: 0,5% ajatin) ze strany sklicka pohyb bunck
ustava.

¢) jednoduché baveni

- zaschnuty natér bun€k na sklicku fixujeme

- po vychladnuti natér pokryjeme roztokem krystalové violeti na 15-20s nebo karbolfuchsinem 30s
- oplachneme slabym proudem vody a to tak, zZe sklicko je témét ve svislé poloze a praminek vody
dopada nad barvenou plosku

- po osuSeni preparatu mezi filtraénimi papiry pozorujeme pod imerznim olejem a imerznim
objektivem (100x, celkem Z 1000x)

Vsimame si: tvar bun¢k, vyklenuti (zptisobeno sporami?? vyklenuji centralné¢ ¢i termindlné?)
poméru §itky a délky bunck

\Co ovliviiuje vzhled bun¢k v preparétul: stafi kultury?? zivna pada?? zvétSeni??

d) negativni barveni - NEFIXOVANY PREPARAT

Vyuziva se pro métfeni presné velikosti bakteridlni buniky. Nabarvi se totiz jen pozadi (sklicko),
nikoli bunika samotna. Tim neni deformovana fixaci ani barvivem.

Barvivo: roztok nigrosinu nebo kongo ¢erven

Dilezité: vytvoftit jen tenky film barviva s dostate¢né ziedénymi bunkami.

Postup:

I) nigrosin

- asepticky preneseme 2-3 kli¢ky bakteridlni suspenze z tekutého media na podlozni sklo

- pridame kapku nigrosinu, rozmichdme klickou a rozetieme jemnym tahem druhého sklicka
(ptilozeného pod tthlem 45° po celé ploce podlozniho skla), druhé skli¢ko ozihneme

- nefixujeme, pozorujeme pod imerzi (Z 1000x)

- spravny preparat by m¢l byt tmave Sedy

- mizeme stejnou kulturu porovnat s postupem c)
ICo ovliviiuje vysledek] tloustka vrstvy barviva (silny ndnos miZe po zaschnuti praskat),
koncentrace barviva

I1) kongo Cerven

- 2-3 kapky bujonu s buitkami se rozmichaji s kapkou kongo Cervené, rozetieme do tenkého natéru
(druhym sklickem) a nechdme zaschnout, bez fixace

- oplachneme 1% HCI, ihned slijeme setfesenim ze sklicka, NEOPLACHUJEME

- pozorujeme pod imerzi (objektiv 100x) a opét mliizeme stejnou kulturu porovnat s postupem c)




e) barveni spor

Pamatujte, Ze chcete-li hodnotit morfologii buiiky tvofici spory a morfologii spor
samotnych, musite mit kulturu ur€itého staii. Kuptikladu u rodu Bacillus to jsou 2-3 dny staré
kultury. V dasledku mutaci dochazi i k neustalé obméné vybavy genl — sporotvorna bakterie mize
v disledku mutace v genu nutném pro sporulaci tuto schopnost ztratit — coz ztézuje identifikaci
preparatu.

Nekteré suplementy v mediu sporulaci podporuji (u hiife spirdlujicich kmend mtzete ptidat
do media mangan).

f) barveni pouzder

Polysacharidové ¢i bilkovinné pouzdro je pro bakterii v kazdém ptipadé vyhra. V prostiedi ji
chrani proti vysychani a jedim, v ZivociSném téle bakterii dokonale maskuje pfed imunitni
odpovédi. Bakteridlni rody tvofici pouzdra na prvni pohled na misce poznate diky
charakteristického mohutné slizovitého vzhledu, velké kolonie se témét rozplyvaji po mediu a za
klickou se tahnou.

e Jak v preparatu rozpoznat sliz od pouzdra? Pouzdro je jasné oddélené od prostiedi,
sliz je naopak vice rozptylen kolem buriky.

* Lze tvorbu pouzdra podpofit? Vysoké mnozstvi sacharidii v mediu ¢i prostredi
zintenziviuje tvorbu pouzdra (do media ptfidavame cukry..).

e Muze buiika ztratit schopnost pouzdro tvofit? Schopnost tvorby pouzdra je mozné
ztratit, opét mutaci — z pivodni mukézni M formy se stdva R forma (reverzibilni,
drsnd) az S forma, kterd jiz pouzdro neni schopna tvofit.

* Je mozné pouzdro jednoduse nabarvit? Stejné jako spory, 1 zde bychom museli buiiky
s pouzdry povafit v barvivu. Chceme-li ale pouzdro zvyraznit, nemusime jej barvit,
staCi, kdyZ v preparatu nabarvime vse ostatni krom n¢ho: tedy buniku a okoli buriky.
Pouzdro je pak v preparatu nezbarveno a je vyrazné svétlé.

e Jak mizeme bunku pod pouzdrem v preparatu vidét? Jak jiz bylo fe¢eno, jednoduse
nabarvime okoli buiiky (= negativni barveni) a buiiku samotnou.

Postup:

I — obyc¢ejné negativni barveni

- do vétsi kapky vody preneseme vyzihanou klickou malé mnozstvi bun€k ze slizovité kolonie

- kapku smichame s kapkou barvivea Sedou suspenzi ptikryjeme krycim sklickem

- zbytek tekutiny odsajeme a pozorujeme pod objektivem 60x nebo 100x bez imerze se silnym
zaclonénim irisové clonky

- Sedavé buiiky jsou obklopeny bilymi pouzdry a pozadi je tmavé

II — negativni barveni a barveni bunék

- rozmichame kapku tuSe s kapkou vody, do suspenze pteneseme trochu bunék a rozetfeme po
plosce sklicka

- zaschly natér pokryjeme na 3 min roztokem methylenové modie (R 6 ), oplachneme a osusime

- pozorujeme 100x

- modré¢ buiiky jsou obklopeny svétlymi pouzdry

g) Gramovo barveni
- pozor na uvareni bun¢k na skli¢ku, na husty preparat a na dlouh¢ odbarvovani ethanolem!

h) trvaly preparat

- po odstranéni imerzniho oleje oplachnutim xylenem a po osuSeni zakapneme natér kanadskym
balzdmem a piikryjeme Cistym krycim sklickem. Jemné¢ tla¢ime na sklicko 2-3minuty. Nechdme
zaschnout 2 tydny.




