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Dnesni prace

Makroskopické pozorovani:

» Odecitani morfologie bakteridlnich kultur
z minulého cviceni

Mikroskopické pozorovani:

» Gramovo barveni

» Pozorovdni prepardtd

Staphylococcus

/ aureus
Gram-positive




Makroskopické pozorovani



Odecitani morfologie bakterialmeh kultur

» Pri povedeném krizovém roztéru jsou na misce viditelné jednotlivé kolonie

» Hodnotime jejich:
» Tvar (kruhovy, nepravidelny, vidknity)
» Okraje (hladké, zvinéné)
» Profil (plochy, vypoukly, krGterovity -
» Povrch (leskly, matny) 4 S

» Zbarveni
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Qbr. 2: Tvary bakterialnich kolonii (Rosypal, 1981)
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Tekuté pudy

» Nelze prokdzat Cistotu dané kultury

» Hodnoceni pfitomnosti mikroorganismu :
» Blanka
» Zakal
» ViocCky
» Sediment

» Zbarveni




Mikroskopicke pozorovani



Podlozni sklicko

Mativni preparat

¥
D
|
£

Gramovo barveni
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Nativni preparat — nefixuje se

Diferenciacni barveni bunék nebo jejich slozek (vétsinou se fixuje) — vidime spory,
pouzdra, bunécnou stenu, glykogen, skrob

et

Diagnostické barveni - pro identifikaci bakterii (Gramovo, acidorezistentni, dle .

Giemsy)

Vitdini barveni - rozliSi Zivé a mrtvé bunky (obarvi se mrtvé bunky) Negativni barveni
Negativni barveni — nefixuje se, barvi se okoli bunék, ne bunky ? h

y

Sklickové kultury — pro plisné a kvasmky sklicko se kultivuje v agaru pod 45 °, LYy
je porostlé kulturou - SN,
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Fluorescencni mikroskopie
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Nativni preparat, Fdzovy kontrast

Nativni prepardat = nedeformované zivé bunky v nativnim stavu bez barveni, mozno pozorovat
pohyb, rust a mnozeni bakterii.

Princip: Fazovy kontrast vyuzivd odlisné svétlolomnosti Cdstic, riznych index0 lomu svétla struktur
Transparentni, svétld ¢dst bunky = nizky index lomu = nizka denzita — tmava cdst prepardtu
Tmavaq, husta ¢ast bunky = vyssi index lomu = vyssi denzita — svétla ¢ast prepardtu, ,,halo” efekt

Obraz je vytvaren interferenci paprskt fazoveé posunutych i neposunutych
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Nativni preparat

Dobre ocisténé podlozni sklicko vyjmeme z alkoholu a protdhneme jej plamenem
Doprostred sklicka naneseme kapku sterilni destilované vody

Ozehnutou a vychladlou ockovaci klickou vneseme do kapky nepatrné mnozstvi kultury a
peclivé rozmichdme

Kultury nesmime nanést do kapky mnoho, aby prepardt nebyl husty

Kapka se neroztird, prekryva se krycim sklickem a to tak, aby v prepardtu nebyly vzduchové
bublinky (neprikldddme svrchu na kapku, ale nejprve jednou hranou, nepritlacujeme).

Prebytecnou kapalinu odsajeme filfracnim papirem.
Ihned mikroskopujeme (rychle vysychd) FAZOVYM KONTRASTEM
(objektiv 60x / 100x — celkové zvetseni fedy 600x nebo 1000x)




Barvené preparaty

Mirné deformuiji bunku

Barvenim zjistime tvar bunky, typ bunééné stény, usporadani shluko (barveni bunééné stény), Ci
je ziva (vitdini test), jeji struktury, pritomnost a ulozeni spor, inkluzi, pouzder (diferenciacni
barveni) nebo identifikujeme bunky (diagnostické barveni — Gramovo, acidorezistentni)

Fixace — UCelem je usmrceni bunék (ty I€pe prijimaiji barvivo) a prilnuti bunék k podloznimu sklu

Bakterie fixujeme plamenem, mikroskopické houby a kvasinky chemicky (etanol, aceton)

» Vyvarujeme se uvareni a spdleni bunék, fixujeme az kdyz je natér suchy. Sklicko drzime

nAatérem nahoru.

o

Barviva: krystalova violef, methylenova modr, safranin,
bazicky fuchsin, malachitovd zelen
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Gramovo barveni

& CD Fixation
o
o ver s : o e s et e s & B l
Jedna z nejdulezitejsich diagnostickych metod pri identifikaci bakterii L\ Sarsaleit
Barvime bunécnou sténu o™ J. |
Rozlisuje G+ (modrofialové) a G - (Cervenorizové) @

Princip: je to barveni fixovaného prepardtu krystalovou violeti a ndsledné - '

moreni bunék jodem v roztoku Kl. Vznikd komplex barvivo-jod-bunécna sténa, & oo

ktery je u G+ iU G — bakterii. Rozdil vznikd pfi promyvani prepardtu organickym @

rozpoustedlem (aceton/etanol). U G — se komplex vymyva a odbarvuji se, u G

+ ne. Po priddni kontrastnino barviva (safranin) se G — dobarvi. o™ Saﬂ‘:m
=

Zavisi na fyziologickém stavu bunky a na slozeni média
Gram-labilni bakterie G =, nékdy G+, nékdy G - é N\ 7 N

- J
Chyby: moc silny natér, uvareni bunék, dlouhé odbarvovani m Q"
Gram Negative ———»% !
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Bakterie nebarvitelneé Gramovym Barvenim

» rody bez bunécéné stény (mykoplazmata), spirdlovité bakterie, ddle o silné acidorezistentni rody

(hapr. mykobakteria)

Borrelia burgdorferi

Borrelia recurrentis
Barfonella henselae
Chlamydia trachomatis
Chlamydophila pneumoniae
Chlamydophila psittaci
Coxiella burnetii

Ehrlichia chaffeensis
Anaplasma phagocytophilum
Legionella sp.

Leptospira sp.

Mycobacterium tuberculosis
(Mycobacterium avium
Mycobacterium intracellulare
Mycobacterium kansasii
Mycobacterium leprae
Mycobacterium marinum
Rickettsia rickettsii

Orientia tsufsugamushi
Treponema pallidum
Mycobacterium bovis
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Fixace plamenem

Provadi se pred barvenim (kromé negativnino barveni a vitalniho testu)
Sklicko vytdhneme z etanolu a ozehneme nad plamenem
Sklicko popiseme a kdpneme na néj kapku sterilni vody

Bunky z Petriho misky — vyzihanou klicku ochladime o médium a nabereme z
jednotlivé kolonie (1/4 klicky, staci tuknout)

Bunky z Sikmého agaru — ozihdme hrdlo zkumavky, vyzihanou a ochlazenou
klickou nabereme kulturu, ozehneme zkumavku a zavieme

Bunky preneseme do kapky vody, smichdme a rozetreme po celém sklicku

Nechdme vodu uschnout a fixujeme: 3x prejdeme plamenem, natérem
nahoru
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Gramovo barveni

(Suspenzi z kultury mikrobU rozetfeme na éisté podlozni sklicko, nechdme dobre zaschnout a
fixujeme plamenem)

Ponofime do roztoku krystalové violeti a nechdme pusobit 30 sekund
Barvivo opldchneme slabym proudem vody (2s)

Prepardat ponorime do Lugolova roztoku na 30 sekund.

Opldchneme slabym proudem vody (2s)

Prekryjeme etanolem maximdalné 15-20 sekund (18 s)

Opldchneme slabym proudem vody

Bunky dobarvime safraninem 1 minutu

Osusime mezi dvéma filtracnimi papiry a mikroskopujeme pod imerznim objektivem (zvétseni
1000x)




Krystalova Oplachnout
violef 30s -~ -‘f

Lugolov Opldchnout
roztok 30 s — vodou

Oplachnout
Etanol 18 s — : vodou

—

Yelifelalla OpldChnOUT - Gram-positive
1 min vodou amms—_—\-Gram-negative
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Hodnoceni

» Jsou bakterie G+ hebo G - ¢
» Tvar bunky (kok, tycka, spirdlky...)

» Usporaddni, shluky bunék

(dvojicky, tetrady, hroznicky, retizky ...)

» G+ jsou modrofialové, G - jsou r0zovo-Cervené
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Nativni preparat — pohyb bunék

» hitps:// www.youtube.com/waichev=4grQSLmWXQk

» hitps://www.voutube.com/watch2v=kwQ-yXXL3Pw od 0:30
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