Cviceni 2
23.10. (8:00 — 12:00h) a 30.10. (8:00 — 12:00h)

Téma: Struktury vnéjsi (pouzdro) a vnitini (barveni spor, volutinu, tukt, skrobu)
Strukturalni (diferenciac¢ni) barveni se pouziva k identifikaci bakterii (struktury jako
diagnostické znaky) a ke studiu struktur samotnych. Pt: barveni endospor, pouzder a bi¢iku

(flagely).

1) barveni spor

Pamatujte, Ze chcete-li hodnotit morfologii bunky tvofici spory a
morfologii spor samotnych, musite mit kulturu uréitého staii. Kupiikladu u
rodu Bacillus to jsou 2-3 dny staré kultury. V disledku mutaci dochazi 1
k neustalé obméné vybavy genll — sporotvorna bakterie mize v disledku mutace
v genu nutném pro sporulaci tuto schopnost ztratit — coz ztéZuje identifikaci
preparatu.

Neékteré suplementy v mediu sporulaci podporuji (u hife spirdlujicich
kmenti mizete piidat do media mangan).

K ¢emu je barveni endospor dobré? Diagnostické Gramovo barveni ur¢i G+ a G- typ
bunécné stény; soub&ézné barveni spor u suspektnich sporulujicich druh@t zvyrazni: tvar a
umisténi spory v bulice, coz je dal§sim charakteristickym znakem napomahajicim identifikaci.
Prikladem jsou vzdy ovalné spory Bacillus anthracis, B. cereus, Clostridium botulinum, kulaté
spory Clostridium tetanr &1 B. sphaericus, cylindrické €1 elipsoidni spory dalSich druht. U
velikosti spor hodnotime, zda a kde vyklenuje burku.

UloZeni v bufice: termindlni = na konci ty¢inky (C. tetanijakoby palicky),
B. stearotermophilus
centralni (C. histolyticurn, C. novyi, C. septicum, B. anthracis, B. cereus)
subtermindlni = paracentralné = mez sttedem a polem bunky, vétSinou.
(C. botulinum, C. sporogenes, B. brevis)

Endospory jsou vytvifeny malym poctem prevazné G+ bakterii rodi
Baci/lus (aerobni tyCky), Clostridum, Thermoactinomyces,
Desulfotomaculurmn  (anaerobni  tyCky), Sporosarcina (aerobni koky),
Sporolactobacillus, Oscillospira, Thermoactinomyces... Vyjimecn¢ vsak
endospory nachizime 1 u nékterymi G - bakterii! (Pf: Coxiella burnet,
puvodce Q-horecky).

Pozorovat neobarvené endospory miizeme fazovym (zifici spory) a
Nomarského kontrastem (plasticky povrch buiiky); jednoduchym barvenim
nevidime spory samotné (obarvime pouze bunécnou sténu), jen vyklenuti
bunky (zptsobené pfitomnosti spor). PFimo obarvit endosporu ve stadiu
vzniku kortexu je mozné pouze za horka (prospora je vsak pro barvivo jesté
propustndl).

Mozné umisténi endospory
a pripadné vyklenuti bunky
jako identifika¢ni znak




Kmeny:

Paenibacillus alvei CCM 2051T
Bacillus circulans CCM 2048T

A dale:

Mikroorganismy: Bacillus cereus CCM 2010 1,1 +Mn
Bacillus subtilis CCM 1615 1+Mn
Bacillus thuringiensis CCM 19 1+ Mn
Bacillus sphaericus CCM 1615 1,1+ Mn
Bacillus megateriuan CCM 2007 1,1 +Mn
Bacillus polymyxa CCM 1459 14
Sporosarcina ureae CCM 860 1+U+Mn

U = urea, ptidavek moc¢oviny v médiu
Mn = MnSOy. H;O v médiu

e Barveni malachitovou zeleni - Schaefferova-Fultonova metoda

1) Uschly natér bunék na sklicko fixujeme trojim protazenim v plameni
2) Ptevrstvime malachitovou zeleni
3) Zahtivame 5 minut do vystupu par, dopliiujeme barvivo
4) Opléchneme vodou
5) Dobarvime kontrastnim barvivem - safraninem nebo kongo — ¢erveni (pfevrstvenim 5
min)
6) Oplachnout vodou, ususit, pozorujeme pod imerzi
Pozorovani: Spory jsou zelené, ostatni bunéény obsah Cerveny.
e Fazovy kontrast — nativni nebarveny preparat — zarici spory!! (morfologie
i umisténi; rychly postup zviditelnéni spor)

Yves ’v’

Bac:lluimega er

Bacillus cereus CCM 2010

Centraln€ umisténé ovalné spory




2)pouzdra

Klebsiella pneumoniae CCM 4985
Azotobacter vinelandii CCM 289

barveni pouzder

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

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

e Lze tvorbu pouzdra podpofit? Vysoké mnozstvi sacharidi v mediu Ci prostiedi
zintenziviiuje tvorbu pouzdra (do media pfidavame cukry..).

e Miuze bunka ztratit schopnost pouzdro tvofit? Schopnost tvorby pouzdra je
mozné ztratit, opét mutaci — z ptiivodni mukézni M formy se stavd R forma
(reverzibilni, drsnd) az S forma, ktera jiz pouzdro neni schopna tvofit.

e Je mozné pouzdro jednoduse nabarvit? Stejné jako spory, 1 zde bychom museli
bunky spouzdry povafit vbarvivu. Chceme-li ale pouzdro zvyraznit,
nemusime jej barvit, sta¢i, kdyz v preparatu nabarvime vse ostatni krom n¢ho:
tedy buiiku a okoli buiiky. Pouzdro je pak v preparatu nezbarveno a je vyrazné
svétlé.

e Jak miizeme buiku pod pouzdrem v preparatu vidét? Jak jiz bylo feceno,
jednoduse nabarvime okoli buiiky (= negativni barveni) a buiiku samotnou.

Postup:

I — obycejné negativni barveni

- do vétsi kapky vody preneseme vyzihanou klickou malé mnozstvi bunc¢k ze slizovité
kolonie

- kapku smichame s kapkou barvivea Sedou suspenzi pfikryjeme 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 pouzder
1)

- rozmichame kapku tuse nebo nigrosinu s kapkou vody, do suspenze pfeneseme trochu
bunék a rozetfeme po plosce sklicka

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

- pozorujeme 100x

- modré buriky jsou obklopeny svétlymi pouzdry




2)
a Ma skdicko kapnéte Kongo cerven a suspendujte v nd kultoru A vinglandi.

b. Suspend rozetrets po povrchn sklicka a nechsjte dobfe zaschmout.

¢. Plevrstvéte na nékolik selund koyvselinon chlorovodikovou, potom kyselinm slejte,
zbytek osuste fillrafnim papirem a dosuste na vzduchn.

d. Pievrstrete na 3 minuty metylenovou modii, slejte a ususte volng na vzduchn.

& Pozonyte imerzmim objeltivem modré bufiky, svetla pouzdra a modre pozads

3) horkym karbolfuchsinem — ale je karcinogenni, nebudeme pouzivat

| 3) Inkluze

Zasobni latky nebo produkty metabolismu nebo uloZeni nepotiebné latky z vnéjSku a
prozatim bez funkce (kvasinky a stafylokoky hromadi vitaminy). Bez membrany nebo
s membranou - neni biologickd — neni to dvojvrstva fosfolipidd. Je jednovrstevnd, tvorend
bilkovinou + lipidem nebo bilkovinou + polysacharidem.

Mikroorganismy: Saccharomyces cerevisiae
B. cereus CCM 2010
B. megaterium CCM 2007

Volutin
- barveni polychromatickou methylenovou modii :

Polyfosfatova granula — volutin - komplex pfi nadbytku ATP. Az 500 molekul,
nerozpustny ve vod¢, vazba vyzaduje ATP. Nikdy neni zdrojem energie, jen fosforu.
Pocet: 1 — mnoho, podle metabolismu. Vysoky pocet je v dobé pted pirechodem do
klidového stadia (znamka sporulace), splecné s glykogenem se objevuje ve starSich
bunkach.

Postup:

- natér bunék se ususi na vzduch

- prevrstveni polychromatickou methylenovou modii (= Lofflerova vyzrala alespoi
12 mésict) na 1-3 min

- oplachneme a osuSime

Pozorovani pod imerzi: purpurova volutinova zrna a lehce namodrala cytoplazma

V roce 1904 inkluze volutinu poprvé pozoroval MEYER u druhu Spirillum volutans.

Tuk
— barveni Sudanem III. (0,1% roztok Sudanu III v ethanolu a glycerolu):



V buiice se vyskytuje budto rozptyleny ve vakuoldich nebo zabudovany
v membranach. Shromazd’uje se v pfitomnosti kysliku. V buiice bézné 2-3%. Tyto
intracelularni inkluze se vyskytuji zejména u kvasinek a mikromycet. Nejcastéji se k jejich
barveni pouziva sudan III. (0,1 g sudanu III. se rozpusti ve smési 50 ml glycerolu a 50 ml
100 % ethanolu, ktery musi byt bezvody), z n¢hoz se kapka smicha s kapkou suspenze s
mikroorganismy a pfikryje se krycim sklickem. Do 20 — 30 minut se tuk zbarvi do riZovo
¢ervena (barvivo se rozpusti v tuku).

Postup: smichani bun¢k s barvivem, ptisobeni 10-30 minut, prekryti krycim sklickem
Pozorovani: cihlové ¢ervené kapicky tuku
Glykogen:

- 160 — 300 nm, rozpustny polymer glukézy s a-1,4-vazbami a a-1,6 vétvenim na
kazdém 8-10tém monomeru. Mlze tvofit az 50% suSiny. Ve svételném mikroskopu neni
viditelny. Muze a nemusi mit membrdnu. Barveni lugolovym roztokem. Pocet: 1-10.
Bakteridlni glykogen je silné€ vétveny. Slouzi jako pohotova rezerva.

Postup:
Barveni nativniho preparatu

- vedle kryciho sklicka nativniho preparatu kapneme Lugolav rpztok
Pozorvani: pozorujeme bezprosttedné hnédé granula glykogenu

Lugoliv roztok - roztok KJ a jodu ve vod¢; pfidanim chloralhydratu dostaneme Melzerovo ¢inidlo.

Lugolovo ¢inidlo (téz Lugoliv jodovy roztok) je Cinidlo skladjici se z 1 % jodu a 2 % jodidu
draselného (KI) v destilované vodé. Jodid draselny je ptidavan pro zlepSeni rozpustnosti jodu ve vode.
Cinidlo bylo poprvé ptipraveno francouzskym fyzikem J. G. A. Lugolem v roce 1829.

Lugolovo ¢inidlo je pouzivano jako povrchové antiseptikum a dezinfekce. Lugolovo c¢inidlo se
pouziva taky jako indikator pfitomnosti organickych latek, zejména Skrobt - v jejich pfitomnosti méni
barvu do modrofialové az Cerné. Barvicich schopnosti ¢inidla je vyuzivano v Gramové barveni
(mofidlo fixujici v bunécné sténé krystalovou violet’) a v dalsich technikéach tipravy preparatu.

amyloidni reakce - modrani stén organti obsahujicich skrob v latkach obsahujicich jod


http://en.wikipedia.org/wiki/Lugol%27s_iodine_solution
http://cs.wikipedia.org/wiki/J%C3%B3d
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Jodid_draseln%C3%BD&action=edit
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Jodid_draseln%C3%BD&action=edit
http://cs.wikipedia.org/wiki/Destilovan%C3%A1_voda
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Jean_Guillaume_Auguste_Lugol&action=edit
http://cs.wikipedia.org/wiki/1829
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Antiseptikum&action=edit
http://cs.wikipedia.org/wiki/Dezinfekce
http://cs.wikipedia.org/wiki/Gramovo_barven%C3%AD
http://www.biolib.cz/cz/glossaryterm/dir204/id2607/

