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Pouzité kultury, se kterymi jsem pracovala:

® Bacillus mycoides CCM 145

® Lactobacillus brevis CCM 3805T

® Micrococcus luteus CCM 169

® Mycobacterium phlei CCM 5639

@ Corynebacterium glutamicum CCM 2428




MIKROSKOPIE

® Ve cviceni jsme pracovali se svetelnym
mikroskopem, pri svetelné mikroskopii je
mozno dosahnou maximalni zvetseni 1500x a
max. rozliseni 200 nm




METODY MIKROSKOPOVANI:
FAZOVY KONTRAST

® umoznuje pozorovani zivych objektu v nativnim stavu bez barveni

© vzhledem k malému kontrastu nejsou rozeznany detaily objektd mezi
strukturami s podobnou propustnosti svétla

@ hustou absorbujici cast preparatu vidime jako svétlou

® cilena zmena faze vlnového pole, neovlivnéného vysetfovanym
predmétem, vzhledem k fazi pole ovlivnéného timto predmetem

® pomoci této metody dosahneme kontrastniho obrazu fazového predmeétu
tj. predmetu, ktery prakticky neovlivauje amplitudu vinového pole, které
jim prochazi, ale ovliviuje pouze jeho fazi (napr. bakterie, bunky apod.)

® vyhodou této metody je, ze nepo3kozuje Zivé biologické objekty a
umoznuje jejich pozorovani v Case.

Postup:
@ Do kapky vody naneseme na klicce bunky, prekryjeme krycim sklickem
@ Pozorujeme pod fazovym kontrastem objektivem 100x, pod imerzi




METODY MIKROSKOPOVANI:
NORMANSKEHO KONTRAST

® skladani 2 obrazu ze 2 paprsku

a) prochazejicich objektem
b) jdoucich mimo objekt
-> 2 obrazy vzajemné kolmo polarizované

® Normanskeho desticka v kondenzoru
rozdeluje paprsek do dvou soubéznych.

® Plasticky 3D obraz podle indexu lomu
ruznych casti bunky.




LUCIA G

je softwarovy systém pro analyzu barevneho
obrazu. Systém umoznuje komunikaci mezi
snimacim zarizenim (kamerou), snimaci
(grabbovaci) kartou a pocitacem
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BARVENI BUNEK:

o

GRAMOVO BARVENI

Barveni bakterii jako identifikacni metoda.
Postup:

® suspenzi z kultury mikrobu rozetfeme na Cisté podlozni_
sklicko, nechame dobre zaschnout a fixujeme 3x projetim
plamenem

ponorime do roztoku krystalové violeti a nechame pusobit
30 sekund

barvivo oplachneme slabym proudem vody (2s)
preparat ponorime do Lugolova roztoku na 30 sekund.
oplachneme slabym proudem vody (2s)

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

oplachneme slabym proudem vody a gramnegativni b.
dobarvime safraninem 1 minutu

® osusime mezi dvéma filtracnimi papiry a mikroskopujeme
pod imerznim objektivem (celkove zvetseni 1000x)

© ©® © ©® ®

®
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BARVENI BUNEK:
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NEGATIVNI BARVEINI

®©

Negativnim barvenim obarvime okoli bunék, nikoli bunky
samotné. Vyuziva se pro méreni presné velikosti bakterialni
burniky. Nabarvi se totiz jen pozadi (sklicko), nikoli bunka
samotna. Tim neni velikost bunky deformovana fixaci ani
barvivem.

Postup:

asepticky preneseme 1 klicku bakterialnich bunek do malé kapky
destilovane vody, vedle se prida mala kapka nigrosinu

kapky se rozetrou jemnym tahem druhého sklicka (prilozeného
pglcrl1 uhlem 45 po cele ploce podlozniho skla), druhe sklicko
ozihneme

bez oplachovani se necha zaschnout na vzduchu

dulezité: vytvorit jen tenky film barviva s dostatecné zfredénymi
bunkami

pozorujeme pod imerzi (Z 1000x)

Pozoravani: neobarvené bunky na sedém pozadi




TYPY BUNECNE STENY

® Gramnegativni typ bunécné stény: peptidoglykan
10%, 2nm, porozni vypln mezi cytoplazmatickou
membranou a vnéjsi membranou, 2 periplazmatické
prostory. Modré barvivo se v porozni vrstvé nenavaze,
vymyva se etanolem -> nasledné se bunky obarvi
safraninem

@ Grampozitivni typ bunécné stény: peptidoglykan
40nm, 90%, hydrofobni struktura. Mezi polymerem je
voda. Do hydratované vrstvy se dostava barvivo
krystaloveé violeti, Lugoliv roztok fixuje primo na
strukturach. Organické rozpoustédlo poté
dehydratuje vrstvu. Barvivo zustava pevné vazano,
nedobarvi se dal safraninem.




MAKROFOTO KOLONII

® Bacillus mycoides CCM
145 (G+ tycka)

Makroskopicky vzhled:
Tvar: vlaknity

Barva: krémova

Okraje: vlaknité

Profil: plochy
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Zvétseni: lupa 10x

Vlaknity rast kolonii



® Lactobacillus brevis Zvétseni: lupa 10x
CCM 3805T

Makroskopicky vzhled:
Tvar: kruhovy

Barva: bila

Okraje: hladké

Profil: zvyseny




® Micrococcus luteus CCM
169

Makroskopicky vzhled:
Tvar: kruhovy

Barva: zluta

Okraje: hladké

Profil: zvyseny




@ Mycobacterium phlei
CCM 5639

Makroskopicky vzhled:
Tvar: nepravidelny

Barva: zluta

Okraje: vlaknité

Profil: knoflikovy




@ Corynebacterium
glutamicum CCM 2428

Makroskopicky vzhled:
Tvar: kruhovy

Barva: krémova

Okraje: hladké

Profil: zvyseny

Zvétseni:

lupa 10x




GRAMEM NEBARVITELNE BAKTERIE - SMISENY PREPARAT
MICROCOCCUS LUTEUS + MYCOBACTERIUM PHLEI,
CORYNEBACTERIUM GLUTAMICUM - PAL inii

Micrococcus luteus CCM 169 + Mycobacterium phlei CCM 5639
Celkové zvétseni 1000x

Neobarvené Mycobacterium

G+ Micrococcus
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GRAMEM NEBARVITELNE BAKTERIE - SMISENY PREPARAT
MICROCOCCUS LUTEUS + MYCOBACTERIUM PHLE,
CORYNEBACTERIUM GLUTAMICUM - PALISADY

Tvorba palisad

@ Corynebacterium glutamicum

® Celkove zvetseni 1000x




SROVNANI VZHLEDU BUNEK
BACILU - GRAMOVO BARVENI

- Charakteristika bakterii rodu Bacillus

® tycky ruzné délky, ve dvojicich, v retizcich
® grampozitivni

© endospory ovalné, kulate - ulozeny centralne,
paracentralné, subtermmalne terminalné, lateralné

peritrichalni biciky
optimalni rustova teplota 15 - 55 °C
fakultativné anaerobni

siroka diverzita fyziologickych schopnosti (pH, teplota,
salinita), chemoorganotrofni

® patogenni, potravinové otravy, entomopatogenni

® tvar endospory i materské bunky - znaky vyuzitelné v
taxonomii (tri morfologické skupiny)

@@@@
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SROVNANI VZHLEDU BUNEK
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BACILU - GRAMOVO BARVENI

Celkové zvétseni 1000x

Bacillus cereus CCM 2012

Bacillus thuringiensis CCM 19

Bacillus mycoides CCM 145




SROVNANI VZHLEDU BUNEK
BACILU - GRAMOVO BARVENI

Celkove zvetseni 1000x

Bacillus megaterium CCM 2007

Bacillus sphaericus CCM 1615




SROVNANI BUNEK LAKTOBACILU -
NEGATIVNI BARVENL

- Charakteristika bakterii rodu Lactobacillus

®

grampozitivni, fakultativné anaerobni nebo mikroaerofilni
tycky nebo kokotycky

usporadani v palisadach nebo kratkych retizcich
striktné fermentativni typ metabolizmu

netvori spory

vétsinou jsou nepohyblivé a neprodukuji pigmenty
komplexni nutricni pozadavky

optimalni teplota 30 - 40 °C

optimalni pH 5,5 - 6,2

v potravinach zivocisného i rostlinného puvodu, napoje,
znecisténa voda, kysané zeli, mikroflora teplokrevnych

katalaza negativni

© © ® ® ® ® ® @

®




SROVNANI BUNEK LAKTOBACILU
NEGATIVIT BARVEN] e e

Celkove zvétseni 1000x

tvorba kratkych retizku

Lactobacillus brevis CCM 3805T

- Tvorba retizkli méné casta




SROVNANI BUNEK LAKTOBACILU -

N E@ATHVNH E ARWED M Celkovée zvétseni 1000x

Lactobacillus rhamnosus CCM 1825T

Lactobacillus delbrueckii gubsp. bulgaricus CCM 7190T

delsi tycky

dlouhy retizek
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SROVNANI G+ A G- KULTURY

Celkové zvétseni 1000x

Escherichia coli CCM 3954
G- tycinka

Lactobacillus curvatus CCM 7558T
G+ tycinka




MIKROSKOPICKE TECHNIK

® Jasné pole:

Micrococcus luteus CCM 169 + Escherichia coli CCM 3954

*s

Bacillus sphaericus CCM 1615




MIKROSKOPICKE TECHNIKY

® Fazovy kontrast

Bacillus sphaericus CCM 1615

Micrococcus luteus CCM 169
+ Mycobacterium phlei CCM 56



