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Mikroskopickeé pozorovani




Mikroskopicke pozorovani MO
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o
Preparat je vzdy na podloznim skli¢ku R ‘ =
o nativni preparét - nefixuje se ani se nebarvi, pozorujeme 7ivé buriky G‘rqmov'g barvenl
o f||z(|a<|:<e) Ucelem je usmrceni bunék (ty I€pe prijimaiji barvivo) a prilnuti bunék k podloznimu " '
sklicku

o diferencia¢ni barveni bunék nebo jejich slozek (vétsinou se fixuje) — cilené barveni
konkrétnich struktur (spory, pouzdra, bunécnad sténa, glykogen, skrob)

o &Ii_qgnosj’rické barveni — pro identifikaci bakterii (Gramovo, acidorezistentni, dle
iemsy

vitalni barveni - rozlisi Zivé a mrtvé bunky (obarvi se mrtvé bunky) Fluorescenéni mikroskd Sim

negativni barveni — nefixuje se, barvi se okoli bunék, ne burky

sklickové kultury — pro plisné a kvasinky, sklicko se kultivuje zapichnuté
v agaru pod Uhlem 45°, je porostlé kulturou




Nativni prepardt, fdzovy kontrast

o nativni preparat = nedeformované zivé bunky v nativnim stavu bez barveni, mozno
pozorovat pohyb, rust a mnozeni bakterii a mérit skuteCnou velikost bunék

o princip: fdzovy kontrast vyuzivd odlisné svétlolomnosti Cdstic, ruznych indexd lomu
svetla struktur l

o transparentni, svétld ¢dast bunky (cytoplasma) = nizky index lomu = nizka denzita —
tmava ¢dast prepardtu
o tmava, husta c¢ast bunky (membrdny) = vyssi index lomu = vyssi denzita — svétla
>\ Cast prepardtu; ,halo* efekt (projevuje se jasneé zaricim rozhranim mezi objektem a s
prostredim a tim se ztraci hranice objektu) >

o obraz je vy’rvoren interferenci fc:zove posunutych i neposunutych paprskU svétla
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Nativni prepardt, pohyb

o Pfi mikroskopickém pozorovdni nativnino prepardtu mizeme rozliSovat tfi druhy
pohybu organismu:

o a) vlastni pohyb - projevuje se jistou pravidelnosti, byvd kyvavy, krouzivy, primocary,
vifivy

o b) BrownUv pohyb - fyzikdini Ukaz zpUsobeny pohybovou energii molekul kapaliny. Buniky
jevi pohyb pasivni, nepravidelny, smérovany na jedno misto

o c) pohyb bunék zpUsobeny pohybem tekutiny, v niz jsou suspendovdany. Nastdvd pokud
neni prepardt, nebo mikroskop v horizontdlni poloze. Tekutina proudi jednim smérem a
undasi i bunky, které pak jevi pasivni jednosmérny pohyb




Nativni prepardt — postup pripravy

o podlozni sklicko vyjmeme z alkoholu a protdhneme jej plamenem
o doprostied sklicka naneseme kapku sterilni destilované vody

o ozehnutou a vychladlou oCkovaci klickou vneseme do kapky nepatrné mnozstvi
kultury a peclivé rozmichdme
o kultury nesmime nanést do kapky prilis mnoho, aby prepardt nebyl husty

o kapka se neroztird, prekryvad se krycim sklickem a to tak, aby v prepardtu nebyly
vzduchové bublinky (neprikldddme svrchu na kapku, ale nejprve jednou hranou,
pomalu pokladddme pod uhlem asi 45 °, nepritlacujeme)
o prebytecnou kapalinu odsajeme filtracnim papirem

o ihned mikroskopujeme (rychle vysychd) fazovym kontrastem

(objektiv 40x /100x — celkové zvétseni tedy 400x nebo 1000x)

-

o hitps://www.youtube.com/watch?v=N1780tJTk?0



https://www.youtube.com/watch?v=N1780tJTk90
https://www.youtube.com/watch?v=N1780tJTk90
https://www.youtube.com/watch?v=N1780tJTk90

’ , endospore 4
Barvené prepardty . T .

o barvenim zjistime tvar bunky (i kdyz mUze mirné bunku deformovat), typ bunécéné
stény, usporadani shlukvu (barveni bunécné stény), je-li bunka zZiva (vitdini test), jeji
struktury, pritomnost a ulozeni spor, inkluzi, pouzder (diferenciacni barveni) nebo
identifikujeme bunky (diagnostické barveni — Gramovo, acidorezistentni)

o fixace - UcCelem je usmrceni bunék (ty [épe prijimaji barvivo) a prinuti bunék k
podloznimu skliCku diky vysrdazeni vylitych bilkovin
o bakterie fixujeme plamenem, mikroskopické houby a kvasinky chemicky (etanol, aceton)

o vyvarujeme se uvareni a spdleni bunék, fixujeme az kdyz je ndatér kompletné suchy. Sklicko drzime
natérem nahoru

o barviva: krystalova violet, methylenovd modr, safranin,
bazicky fuchsin, malachitovad zelen
o pfiprava prepardatu
o hitps://www.youtube.com/watchev=c2BPE7wIK20



https://www.youtube.com/watch?v=c2BPE7wIK20
https://www.youtube.com/watch?v=c2BPE7wIK20
https://www.youtube.com/watch?v=c2BPE7wIK20
https://www.youtube.com/watch?v=c2BPE7wIK20
https://www.youtube.com/watch?v=c2BPE7wIK20
https://www.youtube.com/watch?v=c2BPE7wIK20
https://www.youtube.com/watch?v=c2BPE7wIK20
https://www.youtube.com/watch?v=c2BPE7wIK20
https://www.youtube.com/watch?v=c2BPE7wIK20
https://www.youtube.com/watch?v=c2BPE7wIK20
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Gramovo barveni

o jedna z nejdulezitéjSich diagnostickych metod pri identifikaci bakterii
o barvime bunécnou sténu

o rozlisuje G+ (modrofialové) a G- (CervenorUzoveé)

o princip: je fo barveni fixovaného prepardtu krystalovou violeti a ndsledné
moreni bunék jodem v roztoku Kl. Vznikd komplex barvivo-jod-bunécnd sténa,
ktery je u G+ i u G- bakterii. Rozdil vznika pfi promyvani prepardtu organickym
rozpoustédlem (aceton/etanol). U G- se komplex vymyva a odbarvuji se, u G+
ne. Po priddani kontrastninho barviva (safranin) se G- dobarvi.

o zavisi na fyziologickém stavu bunky a na slozeni media
o Gram-labilni bakterie (G ) — nékdy se barvi jaoko G+, jindy jako G-
o chyby

o moc silny natér, uvareni bunék, dlouhé odbarvovani é
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Gram -

lipopolysacharidy

cytoplazmaticka
membrana

cytoplazma




Bunécnad sténo

Gram negativni Gram pozitivni

o dvé membrdny, mezi kterymi se o membrdna s tlustou vrstvou
nachdzi tenkd vrstva peptidoglykanu
peptidoglykanu o peptidoglykanouvd vrstva

o pepftidoglykanova vrstva obsahuje obsahuje k. teichoovou,
K. muramovou (murein) a s vnéjsi lipoteichoovou a/nebo
membrdnou je spojenad lipoproteiny polysacharidy

o O-antfigen lipopolysacharidd — o hlavnim anftigenem jsou proteiny
hlavni antigenni struktura, na néz se asociované s bunécnou sténou
vazi specifické protilatky tvorené o tloustka stény je asi 20 nm

imunitnim systémem
o tloustka steny je asi 15 nm




Bakterie nebarvitelné Gramovym barvenim

o rody bez bunécné stény (mykoplazmata), spirdlovité bakterie, ddle i siiné
acidorezistentni rody (napr. mykobakteria)

Borrelia burgdorferi Mycobacterium tuberculosis
Borrelia recurrentis (Mycobacterium avium
Bartonella henselae Mycobacterium intracellulare
Chlamydia trachomatis Mycobacterium kansasii
Chlamydophila pneumoniae  Mycobacterium leprae
Chlamydophila psittaci Mycobacterium marinum

Coxiella burnetii Rickettsia rickettsii
Ehrlichia chaffeensis Orientia tsufsugamushi
Anaplasma phagocytophilum Treponema pallidum
Legionella sp. Mycobacterium bovis
Leptospira sp.




Pfiprava prepardtu — GRAMOVO BARVENI

o sklicko vytdhneme z etanolu a ozehneme nad plamenem
sklicko popiseme a kdpneme na néj kapku sterilni vody

o vyzihanou klickou odebereme kulturu jednim z nize uvedenych zpUsobU:
I o bunky z Petrinho misky — vyzihanou klicku ochladime o médium a nabereme z

o

jednotlivé kolonie (1/4 klicky, staci tuknout), nebo

o bunky ze Sikmého agaru — ozihdme hrdlo zkumavky, vyzihanou a ochlazenou
klickou nabereme kulturu, ozehneme zkumavku a zavieme

o bunky preneseme do kapky vody, smichdme a rozetreme po sklicku
o nechdme uschnout (nékolik minut pri pokojové teploté) a fixuieme:
sklicko drzime za okraje a 3x prejdeme plamenem, natérem nahoru

o fixace plamenem se provadi pred barvenim (kromé negativniho barveni a
vitalniho tesiv)

https://www.youtube.com/watch2ev=MiGp8buyzXg



https://www.youtube.com/watch?v=MiGp8buyzXg
https://www.youtube.com/watch?v=MiGp8buyzXg
https://www.youtube.com/watch?v=MiGp8buyzXg

Gramovo barveni

Po fixaci se pristoupi k samotnému barveni
o sklicko ponofime do roztoku krystalové violeti a nechdme puUsobit 60 sekund

o barvivo opldchneme slabym proudem vody (2 s)

o prepardat ponorfime do Lugolova roztoku na 30 sekund.

o opldchneme slabym proudem vody (2 s)

o prekryjeme etanolem maximalné 5 -10 sekund

Pomucka: l

K = kryst. violef

L = Lugoldv roztok
A = alkohol

S = safranin

o opldchneme slabym proudem vody

o bunky dobarvime safraninem viozenim sklicka do barviva na 60 s

o osusime mezi dvéma filtracnimi papiry a mikroskopujeme pod imerznim obje
100x — celkové zvetseni 1000x)

ktivem (objektiv




Krystalova violef

\\\\ 45-60 s Q/

LugolUv roztok .
30s

Ethanol 5-10 s =
N\s,

Oplachnout

Opldchnout
vodou

d

Opldchnout
vodou

d —y d

Safranin
60 s

d

Oplachnout
vodou

d

Gram-positive

Gram-negative




Gramovo barveni

o hitps://www.youtube.com/watchev=28|AsVpApPJ3l

o Pozndmky:

o nejkritictéjsim krokem je odbarvovani prepardtu alkoholem/acetonem (do
deseti sekund nebo nechat pomalu stékaf)

o inkubace s barvivy (krystalovd violet, LugolOv roztok, safranin) 30-60 s, presnd
délka inkubace neni pro Uspésny vysledek klicova

o je nezbytné zachovat spravné poradi jednotlivych roztokd

o roztoky mohou byt nandseny primo na vzorek (viz video) nebo je sklicko
ponoreno postupné do jednotlivych |azni (umoznuje recyklaci barviv; postup
ve cviceni)



https://www.youtube.com/watch?v=28jAsVpAp3I

Nativni prepardt

Naftivni prepardt — pohyb bunék

o RUst MO
hitps://www.youtube.com/watchev=4arQSLmWXQk

o hitps://www.youtube.com/watch2v=kwQ-yXXL3Pw od 0:30



https://www.youtube.com/watch?v=4grQSLmWXQk
https://www.youtube.com/watch?v=kwQ-yXXL3Pw
https://www.youtube.com/watch?v=kwQ-yXXL3Pw
https://www.youtube.com/watch?v=kwQ-yXXL3Pw
https://www.youtube.com/watch?v=kwQ-yXXL3Pw
https://www.youtube.com/watch?v=kwQ-yXXL3Pw

Podklady pro vyhotoveni protokolu

o Na ndsledujicich snimcich najdete obrdzky vsech 8 druhU, které barvime podle Grama ¢
také z nich vytvdarime ve cviceni nativni preparat

o obrdzky kultur na PM jsou pouszité z fotek kfizovych roztérd

o Do tabulky v protokolu si podle zobrazenych prepardtd oznacte u jednotlivych druhd
zda jsou G+ nebo G-

o Popiste dle obrdzkd tvar bunky (kok, tycinka,...)

o UrCete charakteristické uspordaddni, shluky bunék (dvojicky, tetrddy, hrozny, fetizky,...),
které jsou pro dany druh specifické (zapatrejte i v dalSich dostupnych zdrojich)

o V zadvéru mimo zhodnoceni Gramova barveni nezapomente zminit také poznatky o
nativnim preparatu, o kterych jste se v prezentaci dozvedéli — co na nativnim prepardtu
muzeme pozorovate




Nahledy

Bacillus cereus




Escherichia coli




Kocuria rosea




Saccharomyces cerevisiae




Nahledy




Micrococcus luteus




Nahledy

Serratia marcescens
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Ndahledy — nativni prepardt

Saccharomyces cerevisiae o o _
Fazovy kontrast u sporulujicich bakteri;

Bacillus megaterium (A), B. mycoides (B), B. pumilus (C)




