Cviceni ¢.4 ’
MIKROSKOPICKE PREPARATY

Cil prace:
Material a pouzité bakterialni kmeny:

- 24 hodin star¢ kultury sledovanych bakterii
- roztok krystalové violeti

- Lugoltv roztok

- alkohol

- safranin

- podlozni a kryci sklicko

- filtracni papir

- sterilni destilovana voda

- kapatko

- bakteriologicka klicka

Bakterialni kmeny:

1) Nativni preparat
se vyuZziva pri:
- zjiStovani tvaru a struktury bunék
- pfiur¢ovani morfologickych znakt
- pfi pozorovani ristu a mnozeni, pohybu bakterii
- v diagnostické praxi ma vyznam pii studiu bunécnych ttvari, které se obtizné barvi

Princip:

mikroskopicka technika nativniho preparatu vyuziva odliSné svétlolomnosti Castic v
pozorovaném objektu. Nativni preparat ukazuje skute¢ny tvar mikrobidlni buiiky neporusené
zésahem fixace a barveni. Kromé toho vidime v nativnim preparatu i pohyb bakterii. Pii
pozorovani v mikroskopu musime vsak rozliSovat tii druhy pohybu, a to:

[ vlastni pohyb mikrobi, ktery se projevuje jistou pravidelnosti, byva kyva, krouZzivy, pfimoéary, vifivy,
nepodléhd piipadnému proudu kapaliny tekutiny a ustdvd po pfidani smrticiho roztoku (napt. 1%
HgCl,)

Typy pohybu bakteridlnich bunék:
taxe — pozitivni a negativni; chemotaxe, fototaxe, aerotaxe, magnetotaxe

Duivody pohybu bakterii

nejcastéjsi — pohyb ke zdroji Zivin — po koncentracnim gradientu
reakce na repelent

shlukovani bunék za ¢elem vytvoreni plodnice — Myxobacteria
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Chemotaxe:

Pohyb bez atraktantu — stfidani pfimého a otacivého, vrtivého. Nahodny.

Pohyb s atraktantem — nizsi frekvence otaceni na misté

Bakterie disponuje paméti na okamzitou koncentraci atraktantu: porovnava prostiedi s predchozi
koncentraci — ve sméru zvysujici se koncentrace se sniZuje frekvence otac¢eni na misté a
prodluZuje se pohyb primy.




Chemoreceptory — v periplazmé nebo na cytoplazmatické membrané
Atraktanty:

> cukry (odpovéd uz na 10® M koncentraci), aminokyseliny;
» 20 chemoreceptorti

Repelenty

» bakt.odpadni produkty, inhibi¢ni agens, barviva, chemické latky
» 10 chemoreceptort

[1 Browniiv pohyb bunék je fyzikalni ukaz zpisobeny pohybovou energii molekul kapaliny. Tato energie
je narazy molekul pfenaSena na malé bunky bakterii, které pak jevi pohyb pasivni, nepravidelny,
koncentrovany na jedno misto a neustavajici po pfidani smrticiho prosttedku

[ pohyb mikroorganismii zptisobeny pohybem tekutiny, v niz jsou mikroorganismy suspendovany, jestlize
preparat a mikroskop nejsou v horizontalni poloze. Tekutina proudi jednim smérem a unasi i
mikroorganismy, které pak jevi pasivni jednosmérny pohyb.

Postup:

dobfe ocisténé podlozni sklicko vyjmeme z alkoholu a po uzavieni
nadoby s ethanolem protdhneme sklicko plamenem a polozime na tmavsi
podlozku

doprostted skli¢ka naneseme kapku sterilni destilované vody

ozehnutou a vychladlou ockovaci klickou vneseme do kapky nepatrné
mnozstvi kultury a peclivé rozmichame

kultury nesmime nanést do kapky mnoho, aby preparat nebyl husty

na kapku s rozmichanou kulturou pak opatrné pfilozime kryci sklicko
(drzime je za okraje palcem a ukazovaCkem nebo pinzetou) tak aby
nevznikaly vzduchové bubliny, které plsobi pii mikroskopovani
preparatu velmi rusiveé

prebyte¢nou kapalinu odsajeme bunicitou vatou nebo filtracnim papirem)
takto pfipraveny preparat pak miZeme mikroskopovat fazovym
kontrastem pii zvétSeni 20x nebo 40x (objektivové zvétSeni; okularové je
10x, celkem tedy 200 a 400x)

Hodnoceni: do laboratorniho protokolu zakreslime skutecny tvar, velikost a strukturu
pozorovanych bun¢k. Pod kresleny obrazek poznamename pfti jakém zvétSeni jsme
pozorovani provadéli.

2) Barvené preparaty

Vyznam:

barveny preparat se pouziva pro zjisténi tvaru a uspotradani buné€k, pfitomnosti spor a
pouzder a sledovani bunéénych struktur.

Princip:

- preparat pied barvenim fixujeme

podstatou fixace je vysrazeni bun&énych koloidi (zejména bilkovin). Ugelem
fixace je usmrceni bunék, nebot’ mrtvé buiiky 1épe piijimaji barvivo a kromé toho
buiiky 1épe pfilnou k podloznimu sklicku, aby nebyly barvicim roztokem a



oplachovanim odplavovany. Bakterie fixujeme nejcastéji plamenem, kvasinky a
plisné chemikéliemi, nebot’ plamenem se jiz znaén¢ méni jejich tvar
-k barveni mikroorganismil se pouzivaji zfedéné vodné roztoky organickych barviv
- pro barveni bakterii nebo jader eukaryotnich mikroorganismu se pouzivaji vétSinou bazické
barviva (krystalova nebo gencidnova violet, methylenova modf, safranin, zésadity fuchsin,
malachitova zeleii apod.). Kyseld barviva (kyselina pikrova, eosin) se pouzivaji pouze pro
vybarveni cytoplasmy eukaryotnich mikroorganismii a tim pro lepsi diferenciaci vnitini
struktury bunék.

Podle ticelu barveni rozliSujeme:

[1 Jednoduché barveni, které slouzi k rozliSeni tvara bunék.

' Diferencidlni barveni, které slouzi k rozliSeni jednotlivych morfologickych ttvart
(jadra, spory) nebo chemickych slozek bunék (volutin, zrna, Skrob, tuk).

1 Diagnostické barveni, které slouzi jako pomticka k identifikaci mikroorganismt (napf.
Gramovo barveni).

Gramovo barveni

Vyznam:

barveni dle Grama je jednou z nejdulezitéjSich diagnostickych metod pii identifikaci
bakterii. UmozZziuje rozliSeni mikrobli na skupinu grampozitivnich G+ (barvi se modie az
fialov€) a gramnegativnich G- (barvi se ¢erven¢) a udava nékteré fyziologické a chemické
vlastnosti buiiky. Podstata rozdilného chovani ptfi Gramové barveni nebyla dosud uspokojivé
objasnéna, s nejveétsi pravdépodobnosti se zde vSak uplatiuji rozdily ve sloZzeni bunééné stény
obou skupin bakterii

Princip:

- jde o barveni fixovaného preparatu krystalovou violeti a nésledujici moteni bunék
jodem v roztoku KI. Vznikd komplex barvivo-jod-bunééna slozky. Tento komplex se tvoti v
G+ 1 v G- bakteriich. Rozdil vznika pfi promyvani prepardtu organickym rozpoustédlem
(acetonem nebo alkoholem). Z G- bakterii se komplex vymyvé a odbarvuji se, G+ bakterie si
zbarveni ponechavaji. Pro zvyraznéni rozdilu se G- bakterie dobarvuji jinym kontrastnim
barvivem (napf. bazickym safraninem)

- Gramova reakce zavisi na fyziologickém stavu bunky (proto pouzivame kultury
urcitého stari) a na slozeni kultivaéniho media

- ztradta grampozitivity: mechanickym posSkozenim, UV zéafenim, kyseliny, zasady,
rozpoustédla

- existuji 1 mikroorganismy, které se nékdy barvi pozitivné, nékdy negativné. Tyto
mikroby oznacujeme jako gramlabilni G=.

U gramnegativnich bunék odbarvovaci ¢inidlo rozpusti vnéjsi lipopolysacharidovou
vrstvu a komplex krystalové violeti s jodem se vymyje ptes tenkou vrstvu peptidoglykanu.
Gramova reakce je nejspolehliveéjsi u mladé bakteridlni kultury (méné€ nez 24 h), zatimco
star$i kultury nemuseji zadrZovat primarni barvivo a vysledky nejsou ptesné.

Poznamka:



Gramovo barveni vyzaduje pfesnou praci, ¢asto se zdafi az po nékolikerém opakovani.
Nejcastéjsimi chybami jsou tyto: ptili§ husty preparat, suseni preparatu za tepla — t.j. uvatreni
bungk, piilis dlouhé odbarvovani alkoholem nebo acetonem.

Gram-positive

Gram-negative

Struktura bunécné stény
gramnegativnich a
grampozitivnich bakterii
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Postup:
suspenzi z kultury mikrobt rozetfeme na ¢isté podlozni sklicko, nechame

dobte zaschnout a fixujeme plamenem
ponofime do roztoku krystalové violeti a nechdme ptisobit 30 sekund
barvivo oplachneme vodou (2s)
preparat ponotfime do Lugolova roztoku na 30 sekund.
oplachneme vodou (2s)
ptekryjeme na stojanku ethanolem (nebo acetonem), maximdlné 15-20
sekund
oplachneme vodou a gramnegativni b. dobarvime safraninem 1 minutu
osusime mezi dvéma filtranimi papiry a mikroskopujeme imerznim
objektivem (zvétSeni 100x)
Hodnoceni:

G+ bakterie jsou modrofialové, G- bakterie jsou cervené
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Grampozitivni typ bunééné stény:
peptidoglykan 40nm, 90%, hydrofobni
struktura.Mezi polymerem je voda.

Do hydratované vrstvy se dostava
barvivo krystalové violeti, Lugolav
roztok fixuje piimo na strukturach.
Organické rozpoustédlo poté
dehydratuje vrstvu. Barvivo zastava
pevné vazano, sténa se nedobarvi dal
safraninem.

Gramnegativni typ bunééné stény:
peptidoglykan 10%, 2nm, por6zni vypli
mezi cytoplazmatickou membranou

a vnéj$i membranou. Barvivo se v pordzni
vrstvé nenavaze, odmyva se.
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Kromé tetrapeptidii spojujicich
cukernou slozku se vyskytuje jeste
interpeptidovy mustek. Slozeni:
vyznam pro taxonomii

Grampozitivni typ BS:
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