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Pouzite kultury:

pro barveni bunecnych inkluzi

o Saccharomyces cerevisiae
o Bacillus cereus CCM 2010
o Bacillus megaterium CCM 2007

pro acidorezistentni barveni
o Mycobacterium phlei CCM 5639



Saccharomyces cerevisiae

bilé, drsné kolonie



Bacillus cereus CCM 2010

bezbarveé az lehce

nazloutlé drsné kolonie




' Bacillus megaterium CCM 2007

= bilé, drsné kolonie




Mycobacterium phlei CCM 5639

zluté drsné az hrbolkaté
kolonie




Barveni bunécnych inkluzi

Volutin
o polyfosfatova granula, pri nadbytku ATP
o barveni polychromatickou methylenovou modri

0 postup:
natér bunék se necha uschnout na vzduchu

prevrstveni polychromatickou methylenovou modri
(Lofferova vyzrala alespon 12 mésicu) po dobu 3 minut

oplach destilovanou vodou
osuseni

pozorovani pod imerzi (volutinova zrna purpurove
zbarvena, cytoplazma lehce namodrala)




Sz ccharomyces cerevisiae

= volutinova zrna purpurove zbarvena, cytoplazma lehce
namodrala

= |vice zrn v bunce
I jasné
pole




‘ Bacillus cereus CCM 2010

= jasné pole

= volutinova zrna purpurove zbarvena, cytoplazma
lehce namodrala




Bacillus megaterium CCM 2007

jasné pole

volutinova zrna purpurove zbarvena,
cytoplazma lehce namodrala

fotografie chybi, byla zrejme ulozena do jiné
slozky a jiz nebyla nalezena



Barveni bunécnych inkluzi
Tuk

o v bunce ve formé kapének nebo jako soucast
membran

o barveni Sudanem lll. (0,1% roztok Sudanu Il v
ethanolu a glycerolu)
0 postup:
smichani bunék s barvivem
prekryti krycim sklickem
pusobeni barviva 20-30 minut
pozorovani cihlové ¢ervenych kapicek tuku v bunce




Saccharomyces cerevisiae

= jasné pole
= lehce ruzové
zbarveny tuk




‘ Bacillus cereus CCM 2010

= jasné pole
= ruzoveé zbarvena kapénka tuku v burice a kapky barviva




Bacillus megaterium CCM 2007

jasné pole

mely byt videt ruzove zbarvené kapky tuku v
bunce ci tuk v jejich membranach, ale
protoze nebyly zpozorovany na zadném z
preparatu teto kultury, nebyla porizena ani
fotografie



Fluorescencni alternativa

acidorezistentniho barveni

barveni nespecifickymi fluorochromy auraminem a
rhodaminem, které se vazi na mykolove kyseliny,
rezistentni k odbarveni kyselym alkoholem

postup:

roztérovy preparat, ususeni

fixace pfi 65°C nejméné 2h v susarné
barveni roztokem auraminu-rnodaminu 15min
promyti vodou

odbarveni 2-3min 0,5% HCI v 70% etanolu

po promyti kontrastni barveni 0,5% manganistanem
draselnym po dobu 2-4 minut

o promyti, usuSeni
o pozorovani ve fluorescencnim mikroskopu s filtrem B

o 0 0 0 0O O



Mycobacterium phlei CCM 5639

pozorovani pod UV
svétlem, B filtr

bunky fluoreskujici

Zluto-zelené -




PouZzita pfistrojova technika

badatelsky mikroskop
0 Olympus BX 50 RGB

videokamera Hitaschi

system analyzy obrazu
o LUCIA G 4.61
o LUCIAF

binokularni lupy
digitalni fotoaparat



