Bakterialni spory

Neéktere bakteridlni rody (Bacillus, Clostridium, Desulfotomaculum,
Sporosarcina, Sporolactobacillus, Oscillospira, Thermoactinomyces) mohou tvorit
klidové formy zvané spory (endospory; vznikajici uvnitt bunky). Povrch spor je
tvofen silnym, Spatné propustnym obalem. Proto jsou velice odolné vici
pusobeni vné¢jSich vlivil, toxind. Jsou rovnéz obtizné barvitelné. V preparatech
barvenych béznymi technikami se obarvi pouze jejich obal. Proto se barvi po
predchozim moreni nebo za horka pomoci silnych barviv — takto se tézko
odbarvuji kyselinami (acidorezistence) i jinymi slou¢eninami.

Metody pozorovani:
1) po barveni

- malachitovou zeleni - Schaefferova-Fultonova metoda

- Wirtzovo a Conklinovo barveni

- Mollerova metoda

- Ziehl-Neelsenovym roztokem - karbolfuchsin
2) fazovym kontrastem
3) Nomarského kontrastem

Mikroorganismy:
Mikroorganismy: Bacillus cerers CCM 2010 I,1+Mn
Bacillus subtilis CCM 1615 1 +Mn
Bacillus thuringiensis CCM 19 1 + Mn
Bacillus sphaericus CCM 1615 1.1+ Mn
Bacillus megaterium CCM 2007 I.1+Mn
Bacillus polymyxa CCM 1459 14
Sporosarcina ureae CCM 860 1 +U+ Mn
U = urea, pridavek mocoviny v médiu
Mn = MnSOs. H,O v médiu
Postupy:

Pozn: ve cvicenich délame pouze metodu A

A. Barveni malachitovou zeleni - Schaefferova-Fultonova metoda
1) Uschly natér bunék na sklicko fixujeme trojim protazenim v plameni
2) Ptrevrstvime malachitovou zeleni
3) Zahtivame 5 minut do vystupu par, dopliiujeme barvivo
4) Oplachneme vodou
5) Dobarvime kontrastnim barvivem - safraninem nebo kongo — Cerveni
(ptevrstvenim 5 min)



6) Oplachnout vodou, ususit, pozorujeme pod imerzi
Pozorovani: Spory jsou zelené, ostatni bunécny obsah Cerveny.
B. Wirtzovo — Conklinovo barveni

1) Fixovany preparat pievrstvime malachitovou zeleni
2) Zahtivame 2-3minuty do vystupu par

3) Slijeme barvivo, oplachneme

4) Body 1-3 opakujeme 3x

5) Dobarvime ziedénym karbolfuchsinem 3 minuty

6) Oplachneme vodou, usuSime, pozorujeme pod imerzi

C. Mollerova metoda
1) Fixovany preparat moiime (5 %) kyselinou chromovou 10 minut
2) Oplachneme vodou
3) Pievrstvime karbolfuchsinem, zahfivame nad mirnym plamenem
2 minuty do vystupu par, barvivo nesmi vyschnout
4) Po zchladnuti oplachnout vodou
5) Odbarvit 5% kyselinou sirovou 10 — 20s
6) Oplachnout vodou
7) Odbarvené vegetativni buiiky dobarvit methylenovou modii 4 — 6
minut
8) Oplachnout vodou
9) Ususit, pozorujeme pod imerzi
Pozorovani: Spory jsou Cervené, zbytek buiiky modry.

D. Ziehl — Neelsenovo barveni
1) 0,5 ml husté suspenze bunék smichame s 0,5 ml Ziehl-Neelsenova
karbolfuchsinu a 20 minut zahfivame na varici vodni lazni
2) 1 malou kapku smichat s 1 kapkou nigrosinu na podloznim sklicku
3) po uschnuti pozorujeme pod imerzi
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Fig. 2, Eleetron micrograph of a thin section of o spore of
Bacilius sphaericus. (Courtesy of Dr. 8. Holt)
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Clostridium botulinum
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Sporosarcina ureae — kulate spory
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Zdroje: Skripta Mikrobiologické praktikum
Obrazky: Miniatlas mikroorganismi a dale (v¢etné animaci):

http://student.ccbcmd.edu/courses/bio141/lecguide/unit]/prostruct/spore.html

endospory neni moiné snadno odbarvit. Mnohé bakterie vylutwi chemdkdlie, kieré
piilnou kjsjich posrchn a vytvaiejl viskiznd povlak. Je-li tate stuktura olorouhla nebo
ovalni, pak se nazyva ponzdro. Je-li nepravideiného tvaru a volng phpojend k bakteriaini
sténé, pak se jedna o slizoven vrstva. Schopnost vytraret pouzdro je dana gensticky, ale
velikost pouzdra je ovlivnéna médiem. na kterém bakterie roste Vétsina pouzder je
tvofena polyvsacharidy, které jsou rozpustng ve vodé & nenabité mevazi iontova barviva).
Vétiina barvicich technile vyuziva harvend bakterii a pozadi, pouzdre zfistiva bazharrs.
Biciky (flagely) jsou proteinove strukthmy slongicd k pohybu bakteril Biflky jsou velmd
kiehké a nejsou viditelne pod svételmim milroskopem Fittomnost a rozmisténi bicikd
jsou diiledité mmaly pro identifikact a asifikact balterii. Podle rozmisténd rozeznavams
bifiky peritrichaini (viude kolem bakterie) a polamd (na jedné nebo obou stranach burky).



D. Barvem endospor
a Matfete a fagte rime staré kultury B, subsliz (24 b, 43 hv bujonu, starow nltoru na
agaiu}.
b. Matér zalayjte malim kouskem filtratniho papim (menii ne podiodnd skio).
. Plevrstvéte malachitorron zeleni (pozor: velmi harvi wiechmo kolem!!!) 2 umistéte nad
pam po dobu 10 minut. Fiidavejts barvivo podle potieby. Udriujte vihke.
d. Finzeton odstrante opatmé papir, oplichnéte destilovanou vodo.
3 P'i&'kr}'] te ma 30 s vrstvou safranimm (Toztok 2)
£ Oplichnéte destilovanou vodou a osuste fltacinim papirem.
g Pozorujte pod milkroskopem imermmim objebtivemn. Spory jsou zharveny zelend,
ostatni bunéing obsah dervend.



