Morfologické a cytologické znaky

o pomahaji IDENTIFIKACI (rod i druh, pr: plisné, mikrokoky - pigment)
o kontrola kontaminace kultury (posuzujeme dva ¢i vice odliSnych narustii)
« posouzeni fyziologického stavu kultury

- makroskopické morfologické znaky: popis kolonii

- mikroskopické cytologické znaky — jen mikroskopické (vnitini struktury, i preparace: fixace,
barveni..); nativni preparat (pozorovani fazovym kontrastem) barvené preparaty (zviditelni
morfologii buiiky a jejich struktur: Gramovo, Ziehl Nielsenovo, strukturdlni barveni)
Makroskopické a mikroskopické znaky se hodnoti pospolu!

I. Morfologie — makroskopické znaky
Bakterialni druh — vzhled kolonie ovlivnén - typem zivné pidy!! (pf:)
- stafim kultury
Sledovani znakli na mediich: MPB, MPA; kvasinky, plisn€ — sladina.
Sledovani vzdy doplnit mikroskopii.

a) charakter rlistu v tekuté piid€ — statickd kultivace
V riiznych typech riistu maji butiky jinou morfologii, jiné slozeni b. stény tedy jiné
imunologické vlastnosti

« difuzni zakal — po celém mediu, acrobni

o hrubé vlocky — aerobni; Staphylococcus, nékteré bacily (dano sténou b.)

« sedliny — fakultativné anaerobni — Lactobacillus, kvasinky

o blanka — znamena Spatnou smacivost bunék ¢i mycelia a dzeni vrstvicky silou povrchového
napéti (pfedpiidané povrchové aktivni latky tenzidy - by tedy zptsobily ponofeni blanky;
neionogenni tenzidy — neinhibujici mnozeni — zpisobi diftizni rist blankotvornych b.);
vyskytuje se u bun€k tvorticich vétSinou drsné vrascité kolonie, aerobnich; vzhled kozovity
(plisn¢), suchy vrascity kiis (oxidativni kvasinky); u starnouci kultury blanka seda.
Pozn.: ,,mazdra® = povrchovy utvar sedlinotvornych kvasinek, které kvaSenim vycerpaly
sacharidy a pocaly aerobné vyuzivat vlastni vyprodukovany ethanol.

b) charakter riistu na Sikmém agaru
Jak postupovat, abychom na Sikmy agar naockovali kulturu nejvhodnéji pro pozorovani:
Predsuseny agar (kondenzacni voda!!) (rozdil oproti uchovavani bunék na Sikmém agaru,
kdy je naopak voda Zadouci — vlhkost)

Ockovat nejlépe: jehlou (ne klicka — ptilis Sirokd) rovna ¢éra.
Kultivace: 24-48h (kvasinky 2-3 dny)
Takto mtizeme posoudit rychlost riistu, tvar natéru: rovny plny, bodovy, ostnity, rhizoidni;
profil natéru — plochy, vypoukly); povrch natéru — leskly, drsny, suchy; konzistenci;
pigmenty; exopigmenty - porovnejte rozdil

c) Popis kolonie bakteridlniho druhu

Kolonie je klon bun¢k narostly z jednotlivé buitkky ockovaného kmene

Zjistujeme: viz ptiloha ,,Morfologie kolonii®.

Nerovnosti riistu — stafim kolonie.

Mukoidni (M) charakter ristu — vlhké slizovité a velmi lesklé kolonie tvofené
opouzdienymi buiitkami (4zotobacter, Leuconostoc).

Hladké (S) kolonie — rovny okraj s nebo bez lesku u neopouzdienych b.

Drsné (R) kolonie — suché s nerovnymi okraji, li§i se vySkou vrasnéni, rostou tak bunky
tvotici fetizky, mycelia ¢i pseudomycelia (Bacillus; kvasinky Pichia, Hansenula, Candida;
Trichosporon).




Zmény M — S — R jsou dasledkem mutaci.

Pt: infekéni materal — vétSinou M-kmeny; po n€kolika pfeo¢kovanich zména v S-kmeny. Z
nich M-forma zpatky tézko ziskatelna!

Mohou mit R genotypy hladké kolonie??:

- Fenotyp S, M a R ovlivnén sloZzenim media. Pi: pfitomnost 1) 20% zkvasitelnych
sacharidli podporuje S a M typy, R typy jsou na ném hladsi. 2) Tenzidy zpiisobuji hladké az
leskl¢é fenotypy R typt.

d) Obrovské kolonie kvasinek a plisni

Kvasinky se ockuji na vyssi vrstvu sladiny kapkou suspenze mladSich bunék ve
fyziologickém roztoku preneseného ockovaci klickou.

Papily = vznik a pomnoZeni n¢kterych mutanti.

Sektory — geneticka nejednotnost, sporulace.

e) Rist ve vpichu Sikmého agaru MPA (u bakterii)

Urcuje naroky MO na kyslik: aerobni MO rostou v horni ¢asti vpichu, anaerobni u dna a
FANA po celé délce vpichu.

Jaké je stafi ockované kultury? Inokulum je 24h bujonové kultura.

I1. Morfologie a cytologie — mikroskopické znaky
« hodnoti se TVAR, VELIKOST a USPORADANTI bungk, pritomnost zvlastnich ,,orgdnti* na
burice, zplisob rozmnozovani viditelny v preparatu
Jakou podobu mize mit mikroskopicky preparat, ktery pod mikroskopem hodnotime??

- klasické podlozni skli¢ko, na kterém provadime diferencovné barveni buné¢k samotnych, ¢i jejich
slozek, ¢i rozliSujeme Zivé a mrtvé bunky u vitalniho testu (barveni netoxickymi barvivy obarvi
bunku mrtvou, ktera se jiZ nebrani piijeti barviva..); pro Uplnost miZeme dodat, Ze preparat na
podloznim sklicku je pti barveni bunék vétsinou fixovan (v plameni)

- u nativniho preparatu (pozorovani suspenze) na podlozni sklicko prikladame kryci sklicko

- pti pozorovani plisni, kvasinek ¢i aktinomycet pozorujeme skli€kové kultury (kryci sklicko je
vytazeno z agaru, ve kterém bylo béhem kultivace zapichnuto pod tthlem 45°a je tudiz kulturou
porostlé - hodnoti se pak na ném najednou substratové i vzdusné mycelium) nebo kultury narostlé
na celofanu (n€které kultury proristaji medium, jsou tézko pro pozorovani odejmutelné, na celofdnu
se s nimi snadno manipuluje).

Zdroje:
Silhankova, Demnerova (1993): Navody pro laboratofe z mikrobiologie, VSCHT, Praha

http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-006/index.html

http://biomikro.vscht.cz/sylaby/biochmikrorg.htm
Zkratky:

b. - bunka, bakterie

MO — mikroorganismus

MPA — masopeptonovy agar

MPB — masopeptonovy bujon

FANA - fakultativné anaerobni
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