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Téma:

1) Uvod do mikroskopovani
2) Morfologie bunky
3) Makrofoto kolonii

Ve cviCeni jsem pracovala s kmeny:
Lactobacillus brevis CCM 3805
Serratia marcescens CCM 303
Haloarcula hispanica CCM 3601



1) Uvod do mikroskopovani

Preparaty: e nativni — vyuziti rizné svétlolomnosti ¢astic
(pozorovani ve fazovém nebo Nomarského kontrastu)
— skutecny tvar a velikost buriky, pohyb, rust,
mnozeni, obtizné barvitelné bunécné utvary

e barvené: typy barveni:

Bez fixace bunék:- negativni — svétlé bunky na tmavém pozadi
nefixujeme tzn. nedochazi k deformaci
tvaru a velikosti bunky

- jednoduché (vitalni test) — tvar bunky, vitalita
S fixaci bunék: - diferenciacni - rozlisSeni struktur
- diagnostické - identifikace
Pozorujeme:
* vjasném poli (barvené preparaty) — viz Morfologie bunky
» ve fazovém kontrastu (nativni preparaty)
* v Nomarského kontrastu (nativni preparaty)



Fazovy kontrast

Obraz je vytvaren interfernci paprskl fazové posunutych i neposunutych (zavisi na
indexu lomu — n prostredi, kterym paprsek prochazi). Rozdily ve fazi- zména kontrastu.
Na strukturach s vysSim n (hustsi ¢ast burky) se paprsky ohybaji vice (tyto struktury

zari). -» pozorovani nativniho preparatu

-> zarici spory
-> bunky nejsou deformovany

Nomarského kontrast

= diferencni interferenéni kontrast (DIC) dle Nomarského

Interferencni mikroskop: skldda dva obrazy ze dvou paprskl (prochazejicich objektem
a jdoucich mimo objekt)—> dva vzajemné kolmo polarizované obrazy.

e Nomarského desticka v kondenzoru: rozdéleni paprsku zdroje do dvou soubéznych.
e interference dvou paprskl po prichodu preparatem zviditelni prekryti rznych
fazovych posunl zménou jasu -» plasticky 3D obraz (podle n ¢asti bunky)
-> pozorovani bunécnych struktur napft. bicika



Nativni preparat

Princip:

odlisna svétlolomnost ¢astic v pozorovaném objektu — rGizné ¢asti buriky maji rdzné indexy
lomu svétla = vznikajici obraz je vysledkem slozZeni obrazll vin s pozunutou fazi a vin
odklonénych od preparatu.

Ukazuje skutecny tvar mikrobidlni bunky neporusené zasahem fixace a barveni, muzeme
pozorovat i pohyb .

Vyuziti:
- zjiStovani tvaru a struktury bunék, uréovani morfologickych znakf
- pozorovani rlstu a mnozZeni, pohybu bakterii,

- v diagnostické praxe: vyznam pfi studiu bunécénych utvaru, které se obtizné barvi.



Nativni preparat

Priprava:
Material a pomucky:

Podlozni a kryci sklicko, kahan, kapatko, sterilni destilovana voda, ockovaci klicka, filtracni papir, mikroskop s
fazovym a Nomarského kontrastem (zn. Olympus), software pro snimani a analyzu obrazu Lucia G.

Bakteridlni kmeny: Haloarcula hispanica CCM 3601

Postup prace: - asepticka prace pri nanaseni bunék na sklicko

e dobre ocistené podlozni sklicko vyjmeme z alkoholu, uzavireme nadobu s ethanolem protahneme sklicko
plamenem a poloZzime na tmavsi podlozku

e doprostred sklicka naneseme kapku sterilni destilované vody

e ozehnutou a vychladlou ockovaci klickou vneseme do kapky nepatrné mnozstvi kultury (asi % klicky),
peclivé rozmichame

e kultury nesmime nanést do kapky mnoho aby preparat nebyl husty

e kapka se neroztira, prekryva se krycim sklickem a to tak, aby v preparatu nebyly vzduchové bublinky
(neprikldddame svrchu na kapku, ale nejprve jednou hranou, nepfitlaCujeme).

e prebytecnou kapalinu odsajeme filtracnim papirem. Pokud pozorujeme bunky z tekutého media,
pozorujeme primo v mediu, bez redéni v kapce vody.
Ihned mikroskopujeme FAZOVYM KONTRASTEM
(objektiv 60x nebo 100x — celkové zvétseni tedy 600x nebo 1000x).

Zaver: Pozorovali jsme rozdily mezi fazovym a Nomarského kontrastem, které byly viditelné zejména u
sporulujicich druh( (spory jasné zarily). Ve fdzovém kontrastu bylo kolem bunék viditelné tzv. halo.
V mém preparatu s rodem Haloarcula (ma se jednat o pleomorfni tycky) byly pfitomny kokovité bunky.

To mohlo byt zplsobeno zaménou preparatu nebo kontaminaci vzorku. Proto uvadim fotografie jinych
druh.



Fazovy kontrast

B. thuringiensis CCM 19, retizky tyCek se zakulacenymi
konci, svétlé utvary uvnitr bunék zde nejsou spory.
Zv. 1000x.



Nomarského kontrast

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CCM 7190.
Retizky tyéek. Zv. 1000x.



Nomarského kontrast

X

Bunka zadni ¢tverice
balicku viditelna diky
Nomarského kontrastu

Sporosarcina ureae CCM 860,

Nepravidelné koky v bali¢cich (sarcinach).Zv. 1000x.



) S. cerevisiae, zv. 1000x.
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Sporosarcina ureae, zv. 1000x.



2) Morfologie bunky

Barvici techniky dovolujici pozorovat morfologii bunék (tj. vnéjsi znaky bunék — velikost,
tvar, popr. typ bunécné stény:

- Gramovo barveni — barvitelné burky zadrzuji barvivo krystalovou violet v BS diky silné
vrstvé peptidoglykanu, z BS gramnegativnich bunék je barvivo vymyto dobarveni

- negativni barveni - obarveni pozadi, na ném vidime svétlé burky; nezkresluje velikost
bunék, po dobarveni nitra buriky mizeme odhalit pripadnou pritomnost pouzdra

- jednoduché barveni bunécné stény (krystalova violet, bez fixace) - velikost bunky
- barveni bunécné stény Chanceovou metodou (krystalova violet + kongo Cerven) — dtto

Pozorujeme v jasném poli















Negativni barveni
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Bacillus cereus CCM 2010, kratké tycky s rovnymi nebo zakulacenymi konci;
jednotlivé, po dvou nebo v retizcich. Zv. 1000x.



Sorosarcina ureae CCM 860 ,
koky ve Ctvericich. Zv. 1000x.

Serratia Lb. casei ssp.
marcescens casei
CCM 303, CCM 7088,
drobné tycky;, | drobné tycky,
jednotlivé. jednotlivé.
Zv. 1000x. Zv. 1000x.




3) Makrofoto kolonii

U kolonii mtizeme pozorovat:

Velikost (prdmér; mm)

Tvar — kolonie pravidelna kulat3,
ovalna, nepravidelné lalo¢nat3,
vldknita, rhizoidni, plazici se

Profil — kolonie vyvysenad, plocha,

pupkovita,miskovita ...

Okraje — pravidelné, filiformni,

laloénaté, okrouhlé ...

Povrch — hladky, leskly (S — faze),

matny, drsny (R- faze),

Transparence — prihlednd, pruasvitn3,

neprUsvitna kolonie

Barva - kolonie bezbarva, ¢i pigmentovana:

nasedla, bélava, zluta ...

Dalsi znaky popisované na bakterialni kolonii:

V{né, zapach — po jasminu, Zluklém
masle, ovocny ...
Tvorba mycelia
Zmeény media — dvorec zbarveni,
hemolyzy, precipitatu
Konzistence — zjistuje se bakteridlni
klickou (viskdzni, mazlava,
drobiva, zartstd do agaru)



Makrofotografie kolonii

Porizené fotoaparatem fotoaparat Nikon Coolpix 4500

Serratia marcescens CCM 303
Tvar: kulaty

Profil : vypoukly

Okraje: hladké

Povrch: leskly

Transparence: neprusvitnd kolonie
Barva : bily pigment




Makrofotografie kolonii

Sporosarcina ureae CCM 860
Tvar: kulaty

Profil : plochy
Okraje: hladké
Povrch: leskly

Transparence: prisvitna kolonie
Barva : télova




