Cviceni ¢.4 ’
MIKROSKOPICKE PREPARATY

* Cil prace: Co je cilem diagnostického Gramova barveni? Jaké jsou hlavni rozdily
v ptipravé preparatu barvené¢ho podle Grama a v pfipravé nativniho preparatu?

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:

Teoreticka ¢ast:

‘ 1) Nativni preparat

se vyuZiva pri:
- zjiStovani tvaru a struktury bunék
- pfi urovani morfologickych znaki
- pfipozorovani ristu a mnoZzeni, pohybu bakterii
- v diagnostické praxi ma vyznam pfi studiu bunécnych utvart, které se obtizné barvi

Princip:
mikroskopickd technika nativniho preparatu vyuzivad odliSné svétlolomnosti ¢astic v
pozorovaném objektu — rizné casti bunky maji rizné indexy lomu svétla a vznikajici
obraz je vysledkem slozeni obrazl vin s pozunutou fazi a vin odklonénych od preparatu.
Nativni preparat ukazuje skuteény tvar mikrobialni buiiky neporuSené zdsahem fixace a
barveni. Kromé toho vidime v nativnim preparatu i pohyb bakterii.

Postup: - aseptickd prace pii nanaSeni bunck na sklicko

- dobfe ocistené podlozni sklicko vyjmeme z alkoholu a po uzavieni
nadoby s ethanolem protdhneme sklicko plamenem a poloZime na tmavsi
podlozku

- doprostifed sklicka 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



- kapka se neroztira, ptekryva se krycim sklickem a to tak, aby v preparatu
nebyly vzduchové bublinky (neptfikladdme svrchu na kapku, ale nejprve
jednou hranou, nepfitlacujeme).

- prebytecnou kapalinu odsajeme filtracnim papirem. Pokud pozorujeme
bunky z tekutého media, pozorujeme pfimo v mediu, bez fedéni v kapce
vody. Thned mikroskopujeme FAZOVYM KONTRASTEM (objektiv
60x nebo 100x — celkové zvétsSeni tedy 600x nebo 1000x)

Hodnoceni: do laboratorniho protokolu zakreslime skutecny tvar, velikost a strukturu
pozorovanych bunék. Pod kresleny obrazek poznamendme pii jakém zvétSeni jsme
pozorovani provadéli. Mizeme pouzit i mikrofotografii preparatu pofizenou ve cviceni.

Poznamka: nativni preparat se bude provadét jako jeden demonstracni pokus, obrazek bude tedy spole¢ny pro
vSechny a bude k nalezeni ve studijnich materidlech. (Do protokolu jej nemusi vkladat ti, kteti odevzdavaji
protokoly ru¢né psané).

| 2) Barvené preparaty

se vyuZivaji pri:

zjiStovani tvaru a uspotfadani bunck, pfitomnosti spor a pouzder a sledovani bunécnych
struktur, typu bunécné stény. Barvivem zvyraznime tvar bunky (jednoduché barveni), ¢i
zjistime, zda je ziva (vitalni test). Jeji struktury rozliSujeme diferenciaénim barvenim a to
jak morfologické utvary (spory, stény), tak chemické slozky (barveni volutinu, glykogenu,
Skrobu..). Diagnostické barveni nam pak pomaha identifikaci (Gramovo, acidorezistentni...).

Princip:

- preparat pied barvenim fixujeme
= podstatou fixace je vysrazeni bunéénych koloid (zejména bilkovin). Uéelem
fixace je usmrceni bunék, nebot’ mrtvé buiiky 1épe piijimaji barvivo a kromé toho
bunky Iépe pfilnou k podloznimu sklicku, aby nebyly barvicim roztokem a
oplachovanim odplavovany. Bakterie fixujeme nejcastéji plamenem, kvasinky a
plisn¢ chemikaliemi, nebot’ plamenem se jizZ zna¢n€ meéni jejich tvar
-k barveni mikroorganismil se pouZzivaji zfedéné vodné roztoky organickych barviv

Fixace i barveni mirn¢ buniku deformuji! Charakteristicky tvar ziistava, ale pro méfeni presné
velikosti bun¢k nutno vyuzit nefixovany preparat negativné obarveny (barvi se jen okoli
buiiky, nikoli ona samotna (viz d).

e Cecho se vyvarovat pii fixaci preparatu?

Abychom buiiky neuvafili, fixujeme az ve chvili, kdy je natér bun€k suchy. Kdyz sklicko
drzime za okraje a tiikrat jej protdhneme nesvitivou ¢asti plamene, musime si pamatovat, na
které strané jsou bunky a sklicko drzime natérem nahoru (proto je doporuceno pracovni
plochu sklicka po vytazeni z ethanolu oznacit Stitkem ¢i popsat). Barvime chladné sklicko.

e Co kdyZ jsme buiiky kultivovali v tekutém cukerném prostredi?

Pokud nechceme v plameni ziskat karamel, musime buniky od media zcentrifugovat a
nasledné promyt vodou ¢i pufrem.

e Pokud vime, ze bakterie fixujeme nejcastéji plamenem, fixujeme tak i kvasinky a

plisng?



Tyto bunky jsou vétsi nez bunky bakterii, z ¢ehoz logicky vypliva, Ze tepelna fixace jiz
ptilis méni jejich tvar. Proto se vétSinou fixuji chemikaliemi.

Gramovo barveni

Vyznam:

bakterii. Umoznuje rozliSeni mikrobd 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 pti Gramové barveni nebyla dosud uspokojivé
objasnéna, s nejveétsi pravdépodobnosti se zde vSak uplatiiuji rozdily ve sloZzeni bunééné stény
obou skupin bakterii.

Grampozitivni typ BS:
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Princip:

- jde o barveni fixovaného preparatu krystalovou violeti a nasledujici moteni bun¢k
jodem v roztoku KI. Vznika komplex barvivo-jod-bunécéna slozky. Tento komplex se tvoii v
G+ 1 v G- bakteriich. Rozdil vznika pfi promyvani prepardtu organickym rozpoustédlem
(acetonem nebo alkoholem). Z G- bakterii se komplex vymyva a odbarvuji se, G+ bakterie si
zbarveni ponechéavaji. Pro zvyraznéni rozdilu se G- bakterie dobarvuji jinym kontrastnim
barvivem (napft. bazickym safraninem)

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

- ztrata 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 nejspolehlivéjsi u mladé bakterialni kultury (méné nez 24 h), zatimco
star$i kultury nemuseji zadrZovat primarni barvivo a vysledky nejsou pfesné.

Poznamka:

Gramovo barveni vyzaduje pfesnou praci, ¢asto se zdafi az po nékolikerém opakovani.
NejcastéjSimi chybami jsou tyto: pfili§ husty preparat, suSeni preparatu za tepla — t.j. uvateni

bunék, pfili§ dlouhé odbarvovani alkoholem nebo acetonem.

e Jaké bakterialni rody Gramovym barvenim neobarvime? Jedna se o rody bez bunécné
stény (mykoplazmata), dale o acidorezistentni (mykobakteria).

Postup:

- suspenzi z kultury mikrobt rozetfeme na Cisté podlozni sklicko, nechdme
dobfte zaschnout a fixujeme plamenem
- ponotime do roztoku krystalové violeti a nechame ptisobit 30 sekund

- barvivo oplachneme vodou (2s)

- preparat ponofime do Lugolova roztoku na 30 sekund.

- oplachneme vodou (2s)

- ptekryjeme na stojanku ethanolem (nebo acetonem), maximalné 15-20
sekund

- oplachneme vodou a gramnegativni b. dobarvime safraninem 1 minutu

- osuSime mezi dvéma filtraénimi papiry a mikroskopujeme imerznim
objektivem (zvétseni 100x)
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Hodnoceni:

- kazdy dle svého vysledku.
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, Lugoliv roztok fixuje ptimo
na strukturach. Organické rozpoustédlo poté dehydratuje
vrstvu. Barvivo zlstava pevné vazano, sténa se
nedobarvi dal safraninem.

Gramnegativni typ bunééné stény:

peptidoglykan 10%, 2nm, pordzni vyplii mezi
cytoplazmatickou membranou a vnéj$i membranou.
Barvivo se v nordzni vrstvé nenavaze. odmyva se.




Zavér:

K ¢emu slouzi rizné typy barveni bun€k? Jaké typy preparati rozliSujeme? Co je
sledovano fixaci preparatu? Jaky vyznam ma Gramovo barveni a z jakych diivodl se nemusi
povest?



