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Cwiczenie 2

Temat: Metody badan mikroskopowych
Morfologia komoérki prokariota (bakterii)

Obserwacje mikroskopowe cech morfologicznych drobnoustrojow wymagaja przygotowania
preparatu mikrobiologicznego. Preparat mikroskopowy jest to szkietko podstawowe
(przedmiotowe) z umieszczonym na jego powierzchni materiatem biologicznym. Preparat
mozna wykona¢ z hodowli mikroorganizméw albo bezposrednio z badanego materiatu
ptynnego np. mleka lub statego np. migsa (tzw. preparaty odciskowe).

Przygotowanie szkielka podstawowego

Warunkiem uzyskania preparatu dobrej jako$ci jest oczyszczenie i1 odtluszczenie szkietka
podstawowego. Zanieczyszczenia fizyczne usuwa si¢ z powierzchni szkietka przez potarcie
sucha bawelniana szmatka. Szkietka odtluszczamy poprzez 2-3-krotne opalenie nad
ptomieniem palnika.

Wykonanie rozmazu

Rozmaz sporzadza si¢ na odtluszczonym, wystudzonym szkietku podstawowym przez
naniesienie i rozprowadzenie kropli zawiesiny mikroorganizmow przy uzyciu ezy.

Preparaty mozna mikroskopowa¢ bezposrednio po wykonaniu lub poddaé je barwieniu.
Barwienie jest to proces fizyko-chemiczny polegajacy na wniknigciu barwnika do wngtrza
komorki mikroorganizmu i utworzeniu barwnego kompleksu z cytoplazma lub wewnatrz-
komorkowymi strukturami komorki. Barwienie ma na celu ulatwienie obserwacji cech
morfologicznych 1 diagnostycznych komoérek mikroorganizméw np. ksztattu, wielkosci,
utozenia komorek, septowania strzgpek grzybni, zdolno$ci ruchu, wystgpowania
1 rozmieszczenia wici 1 rzgsek, obecnosci otoczek, a takze sposobu rozmnazania przez
podzial, paczkowanie (wytwarzanie 1 ulozenie paczkéw), zarodnikowanie (utoZenie
zarodnikow) oraz tworzenia i rozmieszczenia form przetrwanych w komoérce. Barwienie moze
by¢ rowniez zastosowane do liczenia komoérek zywych i martwych, czyli do badania
przezywalnosci mikroorganizméw. Ze wzgledu na sposéb wstgpnego przygotowania
preparatu wyrdézniamy barwienie przyzyciowe oraz barwienie preparatow utrwalonych.

Barwienie przyzyciowe — gdy na zywe komorki mikroorganizmow naniesione na szkietko
podstawowe dziatamy barwnikiem np. oznaczanie przezywalnosci drozdzy, ktore polega na
barwieniu przyzyciowym komodrek drozdzy barwnikiem w duzym rozcienczeniu (btekit
metylenowy w rozcienczeniu 1:10000). Zabarwieniu ulegaja jedynie komorki martwe lub
bgdace w stanie subletalnym o zdegenerowanej $cianie komorkowej (barwnik tatwiej
przenika przez $ciane). Zywe komorki drozdzy pozostaja bezbarwne.
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Barwienie preparatow utrwalonych — gdy barwieniu poddaje si¢ utrwalone (martwe)
komorki drobnoustrojow. Utrwalanie polega na termicznym lub chemicznym zabiciu
mikroorganizméw 1 przytwierdzeniu ich do powierzchni szkietka podstawowego. Celem
utrwalania jest ulatwienie stosowanym barwnikom penetracji przez $ciang komorkowa i ich
whniknigcie do wnetrza komoérki oraz odstonigeie w $cianach komoérkowych mikroorganizmow
zwiazkow, z ktorymi wiaza si¢ barwniki. Chemiczna metoda utrwalania polega na
naniesieniu  na wysuszony rozmaz mikroorganizméw odpowiedniego odczynnika
(np. formaliny, alkoholu, eteru). Po kilku minutach preparat wysycha i jest przygotowany do
barwienia. Termiczna metoda utrwalania polega na 2-3-krotnym przeciagnigciu szkietka
podstawowego z wysuszonym rozmazem mikroorganizméw w ptomieniu palnika. Szkietko
podczas utrwalania powinno by¢ zwrdcone rozmazem ku gorze.
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Rysunek 1 — Czynnosci zwiazane z przygotowywaniem preparatu mikrobiologicznego do
barwienia, A) odtluszczanie szkietka podstawowego; B) wykonywanie rozmazu
mikroorganizmow przy uzyciu ezy; C) termiczne utrwalenie rozmazu na szkietku
podstawowym

Ze wzgledu na ztozono$é technik barwienia preparatow dzieli si¢ je na proste i ztozone.
Barwienie proste, czyli monochromatyczne (jednobarwne) polega na zastosowaniu jednego
barwnika do wizualizacji komoérek mikroorganizmow (barwienie pozytywne) lub zabarwienia
tta preparatu (barwienie negatywne). Barwienie zlozone, czyli polichromatyczne
(wielobarwne) polega na zastosowaniu dwoch lub wigcej barwnikow w $cisle okreslonej
kolejnosci.
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Rysunek 2 — Podzial metod barwienia

Barwienie proste pozytywne - Polega na zabarwieniu komorek mikroorganizméow w formie
utrwalonej z zastosowaniem jednego barwnika. Tlo preparatu po barwieniu pozostaje
bezbarwne. W tym barwieniu zastosowanie znalazty gtoéwnie zasadowe barwniki anilinowe
(btekit metylenowy, zielen malachitowa, zielen brylantowa, fuksyna zasadowa, czerwieh
obojetna, fiolet krystaliczny, goryczkowy i metylowy). Zasadowe barwniki wykazuja silne
powinowactwo do kwasnej cytoplazmy wewnatrzkomorkowej mikroorganizmow tworzac z nia
trwate, barwne kompleksy.

Barwienie proste negatywne - Polega na zabarwieniu tla nieutrwalonego preparatu
z zastosowaniem jednego barwnika 1 powstaniu kontrastu pomigdzy wybarwionym tlem
i bezbarwna komoérka. Do barwienia negatywnego zastosowanie znalazly kwasne Iub
gruboziarniste barwniki (fuksyna kwasna, eozyna, erytrozyna, czerwien Kongo, nigrozyna,
Kolargol, tusz chinski). Nalezy pamigta¢, ze preparat barwiony metoda negatywna nie jest
utrwalany tylko suszony w powietrzu atmosferycznym.

Barwienie zloZzone pozytywne — Polega na zastosowaniu minimum dwoch barwnikow w celu
zabarwienia komorek na rézne kolory (barwienie Grama) lub zabarwienia struktur
wewnatrzkomorkowych np. przetrwalnikow i catych komorek (barwienie Wirtza/Schaeffer-
Fultona).

Barwienie metoda Grama — jest barwieniem roznicujacym, ktore pozwala wyodrgbni¢ dwie
zasadniczo odmienne grupy bakterii charakteryzujace si¢ inna budowa strukturalng $ciany
komorkowej. Wyrdézniamy bakterie Gram-ujemne i Gram-dodatnie. W wyniku barwienia
metoda Grama bakterie Gram-ujemne barwia si¢ na kolor r6zowy, a bakterie Gram-dodatnie
na kolor fioletowy. Jednak, zeby doktadnie zrozumie¢ mechanizm barwienia nalezy
w pierwszej kolejnosci zapoznacé si¢ z budowa $ciany komdrkowe;j tych grup bakterii.
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Struktura sciany komoérkowej bakterii
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Gram-ujemnych Gram-dodatnich

Biatka Poryny Kwasy lipotejchojowe  Kwasy tejchojowe

Ll L
‘A"

Zewnetrzna btona
komérkowa

Z oS X

¢

L]

Peptydoglikan

(mureina) .,‘:H §
Btona
cytoplazmatyczna

& Fosfolipidy
LPS - Lipopolisacharydy

O Lipoproteiny
EJ NAG — N-acetyloglukozamina
© NAM — Kwas N-acetylomureinowy

Rysunek 3 — Struktura $ciany komorkowej bakterii Gram-ujemnych i Gram-dodatnich.

Sciana komérkowa bakterii jest elastyczna struktura nadajaca komorce okreslony ksztatt.
Stanowi barier¢ ochronng przed czynnikami zewngtrznymi, jest przepuszczalna dla substancji
niskoczasteczkowych 1 soli mineralnych. Szkielet $ciany komodrkowej bakterii sktada sig
z polimeru — peptydoglikanu, zwanego mureing. Peptydoglikan sktada si¢ z tancuchow
polisacharydowych, usieciowanych przez mostki peptydowe. Kazdy tancuch polisacharydowy
zbudowany jest z N-acetyloglukozaminy i kwasu N-acetylomureinowego potaczonych
wigzaniem [-1,4-glikozydowym. Biatka umieszczone w zewngtrznej warstwie $ciany
komorkowej r6znig si¢ w zaleznosci od rodzaju 1 szczepu bakterii.

Sciana komérkowa bakterii Gram-dodatnich jest zbudowana z 40 warstw mureiny.
Chemicznie okoto 30-70% suchej masy Sciany stanowi peptydoglikan. W strukturze
peptydoglikanu wystgpuja kwasy tejchojowe 1 lipotejchojowe, ktore wystajac nad
powierzchnig warstwy mureiny tworza cienka powltoke polisacharydowa. Sciane komérkowa
bakterii Gram-dodatnich mozna usuna¢ za pomoca enzymu — lizozymu, naturalnie
wystepujacego w tzach i btonach §luzowych jamy nosowej. Komorke Gram-dodatnia po
usunigeiu $ciany komorkowej nazywamy protoplastem.

Sciana komérkowa bakterii Gram-ujemnych sklada sie zaledwie z 2-3 warstw mureiny,
co stanowi okoto 10-20%. Otoczona jest zewngtrzna blona zlozona z lipopolisacharydow,
fosfolipidow, lipoproteidow i biatek. Fosfolipidy wystepuja glownie w wewngtrznej warstwie
zewngtrznej blony, a lipoproteidy tacza zewngtrzna btong z peptydoglikanem. Warstwa
lipopolisacharydowa zawiera duze ilosci jondéw wapnia, co czyni ja odporna na dziatanie
lizozymu. Komorki bakterii Gram-ujemnych o usunig¢tej $cianie komodrkowej nazywamy
sferoplastami.
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Rysunek 4 — Barwienie metoda Grama.
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Fiolet krystaliczny jest zasadowym, stabo rozpuszczalnym barwnikiem, ktory
w roztworze tworzy kationy. Latwo penetruje przez $ciang komorkowa i blong
cytoplazmatyczna bakterii Gram-ujemnych i Gram-dodatnich wnikajac do wngtrza
komorki. Na tym etapie wszystkie komorki wybarwione sa na fioletowo.

Nastepnie na preparat nanosi si¢ plyn Lugola, ktéry stanowi roztwoér jodu w jodku
potasu. Jony jodu tatwo przenikaja do wngtrza komorki, podobnie jak czasteczki fioletu
krystalicznego. Kationy barwnika reaguja z jonami jodu tworzac wielkoczasteczkowe,
nierozpuszczalne w wodzie kompleksy. Wszystkie komorki nadal zabarwione sa na kolor
fioletowy.

Trzeci etap polega na naniesieniu odbarwiacza (roztworu alkoholu lub mieszaniny
acetonu z alkoholem). Odbarwiacz wnika w warstwy mureiny bakterii powodujac
dehydratacje. W wyniku usunigcia wody nastgpuje zageszczenie Sieci mureiny, a tym
samym zmniejszenie pustych przestrzeni w wielowarstwowych $cianach komoérkowych.
Ponadto w wyniku dziatania odbarwiacza u bakterii Gram-ujemnych zniszczeniu ulega
zewngetrzna blona lipopolisacharydowa eksponujac cienka warstwe mureiny. Kompleks
barwnika z jodem zostaje uwigziony pod zwarta i gruba warstwa mureiny w komoérkach
bakterii Gram-dodatnich, natomiast z komorek bakterii Gram-ujemnych jest on tatwo
wymywany odbarwiaczem. Na tym etapie nastgpuje wlasciwe zréznicowanie komorek.
Komorki Gram-dodatnie z uwigzionym kompleksem barwnika nadal maja zabarwienie
fioletowe, podczas gdy komodrki Gram-ujemne staja si¢ bezbarwne po wyptukaniu
kompleksu.

Ostatnim etapem jest dodatek barwnika kontrastowego — safraniny. Barwnik ten,
podobnie jak fiolet krystaliczny, wykazuje charakter zasadowy, stabo rozpuszcza sig
w wodzie, a w roztworze tworzy kationy, ktore tatwo penetruja poprzez warstwg mureiny
| tacza si¢ z ujemnie natadowanymi czasteczkami takimi jak kwasy tejchojowe, peptydy
czy glowki fosfolipidow. Poniewaz kolor safraniny jest mniej intensywny niz fioletu
krystalicznego komorki Gram-dodatnie pozostaja fioletowe. Bezbarwne komorki Gram-
ujemne zabarwione safraning przyjmuja kolor ré6zowy.
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Przyklady bakterii:
Gram-dodatnich Gram-ujemnych
Actinomyces Acetobacter
Bacillus * Acinetobacter
Bifidobacterium Campylobacter
Clostridium * Citrobacter
Corynebacterium * Enterobacter
Enterococcus Escherichia
Lactobacillus Flavobacterium
Lactococcus Helicobacter
Listeria Klebsiella
Micrococcus Legionella
Nocardia Moraxella
Propionibacterium * Neisseria
Sarcina Proteus
Staphylococcus Pseudomonas
Streptococcus Salmonella

Serratia
Shigella
Vibrio

Yersinia

Tabela 1 — Przyktady rodzajow bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych
*- gwiazdka zaznaczono rodzaje bakterii charakteryzujace si¢ Gram-zmiennoscia

Zdarza sig, ze komorki Gram-dodatnie barwia si¢ metoda Grama jak komorki Gram-ujemne.
Zjawisko to nazywamy Gram-zmiennos$cia. Dotyczy ono glownie bakterii z rodzajow
Bacillus, Clostridium, Corynebacterium i Propionibacterium. Gram-zmienno$¢ moze by¢
spowodowana wiekiem hodowli (p6zne fazy wzrostu), brakiem w podlozu skladnikéw
odzywczych niezbgdnych do syntezy $ciany komorkowej (sa to dla bakterii warunki stresowe)
oraz dotyczy¢ komorek bakterii bedacych w fazie podziatu. Czasami efekt gram-zmiennosci
moga wywotac¢ takie czynniki jak: zbyt dlugie utrwalanie preparatu w ptomieniu palnika lub
za dtugi etap odbarwiania.

Barwienie metoda Wirtza (Schaeffer-Fultona) — jest przyktadem barwienia pozytywnego
zlozonego. Pozwala na zabarwienie przetrwalnikow wewnatrz komorki bakterii. Polega na
naniesieniu na utrwalony preparat mikrobiologiczny wodnego roztworu zieleni malachitowej,
a nastgpnie Kilkukrotnym podgrzaniu szkietka podstawowego w plomieniu palnika do
zagotowania barwnika. Zielen malachitowa w podwyzszonej temperaturze penetruje przez
powtoki przetrwalnika zabarwiajac go podobnie jak komorke wegetatywna. Kolejnym etapem
jest przemywanie preparatu woda - dekoloryzacja. Barwnik silnie zaadsorbowany we wnetrzu
przetrwalnika nie zostaje z niego wyptukany w przeciwienstwie do komoérki bakterii, ktora sig
odbarwia. Bezbarwna komorke wegetatywna zabarwia si¢ zasadowym barwnikiem
kontrastowym — safraning. W wyniku barwienia przetrwalniki maja zabarwienie zielone,
a komorki wegetatywne — rozowe.
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Rysunek 5 — Obraz mikroskopowy po barwieniu: A) metoda Grama; B) metoda Wirtza
(Schaeffer-Fultona)

Barwienie zlozone, pozytywno-negatywne — jest potaczeniem barwienia pozytywnego
I negatywnego, polega na zastosowaniu co najmniej dwoch barwnikéw w celu zabarwienia
komorek wegetatywnych 1 tla preparatu np. w celu uwidocznienia otoczek bakteryjnych
(barwienie Burri-Ginsa) lub zabarwienia struktur wewnatrzkomoérkowych np. przetrwalnikow
1 tta preparatu (barwienie Dornera).

Rysunek 6 — Obraz mikroskopowy po barwieniu A) metoda Burri-Ginsa; B) metoda Dornera

Barwienie metoda Burri-Ginsa — barwienie to ma na celu uwidocznienie bezbarwnej
otoczki bakteryjnej pokrywajacej na zewnatrz zabarwiona komorke wegetatywna na tle
barwnego tta preparatu. Otoczka zbudowana jest z substancji §luzowych, zwykle polimerow
cukroéw 1 bialek. Moze by¢ tatwo usunigta z powierzchni komorki w wyniku podgrzewania.
Dlatego tez w barwieniu Burri-Ginsa nie stosuje si¢ termicznego utrwalania preparatu.
Zawiesing komorek miesza si¢ z gruboziarnistym barwnikiem np. nigrozyng i pozostawia do
wyschnigcia w powietrzu atmosferycznym. Na tym etapie zabarwione zostaje jedynie tlo
preparatu. Nastgpnie komorki bakteryjne zabarwia si¢ fuksyna fenmolowa. W wyniku
barwienia na ciemnym polu preparatu widoczne sa nie zabarwione otoczki okalajace
zabarwione na czerwono komorki.

Barwienie metoda Dornera — pozwala na obserwacj¢ zabarwionych przetrwalnikow
wewnatrz bezbarwnej komorki bakteryjnej na kontrastujacym ciemnym tle preparatu. Do
probowki zawierajacej zawiesing mikroorganizmow dodaje si¢ fuksyny karbolowej i catos¢
umieszcza w goracej tazni wodnej. W podwyzszonej temperaturze fuksyna penetruje przez
warstwy przetrwalnika barwiac go na czerwono. Nastgpnie kroplg zawiesiny umieszcza si¢ na
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szkietku podstawowym i miesza z barwnikiem negatywnym — nigrozyna, wykonujac rozmaz.
Preparat wysycha w powietrzu atmosferycznym.
Morfologia komorek bakterii

Bakterie naleza do Prokaryota (organizmy bezjadrowe). Pod wzgledem ksztattu komorki
bakterii mozna wyr6zni¢ dwie grupy: bakterie kuliste — ziarniaki oraz bakterie cylindryczne:
proste i skrgcone.

Bakterie rozmnazaja si¢ przez podziat prosty. Po podziale bakterie potomne oddzielaja si¢
i funkcjonuja jako niezalezne lub nie rozlaczaja si¢, tworzac skupiska.

Ksztalty komoérek bakterii
[ A

' Bakterie kuliste — ziarniaki (coccus) + Bakterie cylindryczne
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Rysunek 7 — Ksztalty i naturalne skupiska bakterii

Gdy w populacji bakterii wystepuja komorki o roznych ksztalttach mowimy o zjawisku zwanym
pleomorfizmem. Roznoksztattno$¢ najczesciej powoduja czynniki chemiczne lub fizyczne
dziatajace na populacje bakterii np. antybiotyki. Formy pleomorficzne (o atypowych ksztattach)
moga takze powstawa¢ po wyczerpaniu substancji odzywczych w srodowisku bytowania.
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Schemat budowy komorki prokariota przedstawiono na rysunku nr 8. Komorka sktada
si¢ z: otoczki, Sciany komodrkowej, blony cytoplazmatycznej, rzgski, fimbrii, cytoplazmy,
mezosomow, rybosomédw, nukleoidu.

sciana
komorkowa
rybosomy

cytoplazma

mezosom

btona
cytoplazmatyczna

nukleoid

plazmid
ciatko podstawowe
rzeski

<«+— rzeska
Rysunek 8 — Schemat komorki bakteryjnej.

Otoczka — zazwyczaj zbudowana z substancji o charakterze §luzowym. Chroni bakterie przed
wysychaniem, umozliwia adhezje oraz zwigksza jej chorobotworczo$é.

Sciana komorkowa — zostata szczegotowo omdéwiona w sekcji ,,Barwienie metoda Grama”

Blona cytoplazmatyczna — jest potozona pomigdzy Sciana komorkowa a cytoplazma.
Zbudowana jest z bialka i1 fosfolipidow. Blona pelni funkcj¢ transportowa przepuszczajac
substancje odzywcze do wngtrza komorki 1 wydalajac zbgdne metabolity. Transport ten moze
si¢ odbywa¢ na drodze pasywnej, zgodnie z gradientem stgzen lub aktywnej wbrew
gradientowi stgzen z wykorzystaniem energii oraz enzymow — permeaz.

A B C D E F

Rysunek 9 — Typy urzesienia bakterii, A) bezrzese, B) monotrichalne, C) amfitrichalne,
D,E) lofotrichalne, F) peritrichalne
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Rzeski — to zewnatrzkomoérkowe struktury odpowiadajace za ruch bakterii. Najczgsciej
spotykane sa wsrdd bakterii spiralnych i cylindrycznych. Zbudowane sa z biatka kurczliwego
— flagelliny i zakotwiczone sa w cytoplazmie, btonie i1 $cianie komodrkowej za pomoca
haczyka i ciatka podstawowego (bazalnego). Liczba i rozmieszczenie rzgsek ma znaczenie
taksonomiczne (Rys. 9).

Fimbrie (pile) — to zewnatrzkomorkowe wypustki cytoplazmatyczne, krotsze niz rzeski.
Zbudowane gléwnie z niekurczliwego biatka. Wyrdznia si¢ dwa typy fimbrii — pospolite,
umozliwiajace adhezje komorki i piciowe (pilusy) biorace udzial w procesie koniugacji.
Wystepuja gtdéwnie u bakterii Gram-ujemnych.

Cytoplazma -~ wypelnienie komorki, w  ktorym zawieszone sa  organelle
wewnatrzkomorkowe. Sktada si¢ w 80% z wody i substancji organicznych. Stanowi
srodowisko reakcji enzymatycznych.

Mezosomy — Uwypuklenia btony cytoplazmatycznej ktére stanowia miejsce zakotwiczenia
nukleoidu, biora udzial w syntezie $ciany komorkowej i zawieraja enzymy oddechowe —
cytochromy.

Rybosomy — organelle zawieszone w cytoplazmie, biorace udzial w syntezie biatek.
W  komorkach prokariotycznych wystgpuja rybosomy 70S skladajace si¢ z dwoch
podjednostek 30S i 50S. Zbudowane sa glownie z RNA. W cytoplazmie moga tworzy¢
skupiska zwane polisomami.

Nukleoid — to material genetyczny (genom) w postaci DNA, w ktorym znajduje sig
informacja genetyczna odno$nie podstawowych funkcji Zyciowych komorki bakterii.
Nukleoid jest zakotwiczony w blonie cytoplazmatycznej, jej uwypukleniu - mezosomie, lub
w $cianie komorkowe;.

Przetrwalniki — zdolno$¢ wytwarzania przetrwalnikow posiadaja laseczki czyli bakterie
Gram-dodatnie, cylindryczne z rodzajow Bacillus i Clostridium. Przetrwalniki sa to formy
przetrwalne bakterii, ktore tworza si¢ w niekorzystnych warunkach $§rodowiska w procesie
sporulacji wewnatrz komoérki bakteryjnej. Typ przetrwalnikowania (Rys. 10) jest cecha
diagnostyczng (u laseczek Bacillus sp. przetrwalnik nie deformuje komoérki, a deformuje
u laseczek Clostridium sp.). Przetrwalnik zbudowany jest z rdzenia stanowiacego cytoplazme
otoczong blona cytoplazmatyczna, Sciang komorkowa oraz korteksu (kory).

A B C
Rysunek 10 — Typy przetrwalnikowania bakterii:
A) bacillarny, B) plektridialny, C) klostridialny
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Morfologia kolonii

Kolonia nazywamy zbior komorek wyrastajacych na podtozu statym na ptytce Petriego.
Przy opisie kolonii najwazniejsze sa nastgpujace cechy:

v

v

Wielko$¢ kolonii — duze, $rednie, mate, drobne, $rednica kolonii podana
w milimetrach
Ksztatt kolonii:
okragty owalny nieregularny gwiazdkowaty promienisty
Brzeg kolonii:
réowny falisty zatokowaty postrzepiony nitkowaty
Powierzchnia kolonii: gladka, szorstka, pomarszczona, nitkowata, ziarnista, matowa,

btyszczaca;
Wiyniosto$¢ kolonii ponad powierzchnig podtoza:

I P £ 5 L=
ptaska lekko wypukta stozkowata kraterowata
wzniesiona

Kolor kolonii: barwa samej kolonii np. biata, kremowa, bezowa, zo6lta; zabarwienie
podtoza wokot kolonii, strefa przejasnienia wokot kolonii itp.

Przejrzysto$¢ kolonii: przejrzysta, mgtna, opalizujaca, nieprzejrzysta;

Konsystencje kolonii sprawdza si¢ za pomoca ezy i1 okresla jako: sucha, lepka,
sluzowata,

Zapach kolonii - mydlany, kwasny, piwa, miodu, kasztanow, gnilny;

Zawieszalno$¢ kolonii w plynie fizjologicznym- zdolnos¢ tworzenia jednolitej
zawiesiny w roztworze ptynu fizjologicznego (0,85% NaCl) - tatwa lub nie, zawiesina
grudkowata, niejednorodna.
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Czes¢ praktyczna:

1. Opis morfologii kolonii.
Opisa¢ morfologi¢ wybranych trzech réznych kolonii wyrostych na ptytkach z ¢wiczenia
nr 1 (odcisk opuszkow palcow). Kolonie nalezy nazwac jako A, B, C i opisa¢ wedlug cech
okreslonych w przewodniku w sekcji ,,Morfologia kolonii”.

—

J
A B C

Opisa¢ wybrane kolonie

Cechy kolonii: Kolonia A Kolonia B Kolonia C

Wielko$¢ [mm]
Ksztalt

Brzeg
Powierzchnia
Wyniostos¢

Kolor
Przejrzystos¢
Zapach
Barwienie Grama
Ksztalt komorki

2. Barwienie zlozone pozytywne - metoda Grama:

a. Barwienie wybranych kolonii bakterii

Przygotowacé szkietko podstawowe do barwienia (odtluszczanie). Szkietko podpisaé
od spodu np. rysujac strzatke (aby po barwieniu wiedzie¢, z ktérej strony nanies$lismy
materiat). Na powierzchni¢ szkietka podstawowego nanie$¢ jalowa ezg trzy krople ptynu
fizjologicznego zachowujac odstgp od krawedzi szkietka co najmniej 1,5 cm.. Nastgpnie
jatowa eza pobra¢ kolonie z powierzchni podloza i wykona¢ rozmaz na szkietku
podstawowym zawieszajac pobrana biomase bakterii w kropli ptynu fizjologicznego
(odpowiednio dla kolonii A, B i C).

Wysuszyé preparat w temperaturze pokojowej, a nastgpnie utrwali¢ termicznie
przeprowadzajac trzykrotnie przez ptomien palnika, rozmazem do gory. Po ostygnigciu
preparatu wykonany rozmaz uzy¢ do barwienia.

b. Barwienie zawiesiny mikroorganizméw
Jalowa eza pobra¢ zawiesing mikroorganizméw i wykona¢ rozmaz na przygotowanym
szkietku podstawowym zachowujac odstep od krawedzi szkietka co najmniej 1,5 cm.
Wysuszy¢ preparat w temperaturze pokojowej, a nastgpnie utrwali¢ termicznie
przeprowadzajac trzykrotnie przez ptomien palnika, rozmazem do gory. Po ostygnigciu
preparatu wykonany rozmaz uzy¢ do barwienia.
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A B C

Pobrac kolonie jatowg ezg

1,5cm 1,5¢cm
e e
Y/

A B C
Wykonac rozmazy

Procedura barwienia metoda Grama:
v’ preparat barwi¢ roztworem fioletu krystalicznego przez 1 minute
sptuka¢ doktadnie woda
zala¢ preparat ptynem Lugola na 1 minutg
sptuka¢ doktadnie woda
zala¢ na 30 sekund mieszaning alkohol — aceton (odbarwiacz)
sptuka¢ doktadnie woda
dobarwi¢ safraning przez 1 minutg
sptuka¢ doktadnie woda
v' osuszy¢ delikatnie bibula
Oglada¢ preparat w mikroskopie z uzyciem olejku immersyjnego (powigkszenie obiektywu
100 x)
v bakterie Gram-dodatnie sa zabarwione na fioletowo
v’ bakterie Gram-ujemne sa zabarwione na rézowo
v Obserwacje mikroskopowe bakterii tworzacych kolonie A, B, C zapisa¢ w tabeli
(efekt barwienia metoda Grama, ksztalt/ulozenie komodrek w  obrazie
mikroskopowym).
Zawiesing mikroorganizméw zabarwi¢ rOwniez metoda prosta z uzyciem fioletu
krystalicznego.

AN NI NI N N NI

3. Mikroskopowanie gotowego preparatu zabarwionego metoda Dornera (barwienie
zlozone pozytywno-negatywne). Mikroskopowa¢ pod olejkiem immersyjnym przy
powigkszeniu obiektywu 100x.. W preparacie nalezy zaobserwowac, opisac¢ i narysowaé
typy przetrwalnikowania bakterii.
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4. Barwienie proste negatywne z zastosowaniem nigrozyny. Na odttuszczone szkietko
podstawowe nanie$¢ niewielka krople barwnika — nigrozyny (w razie potrzeby nadmiar
barwnika odsaczy¢ bibula). Pobra¢ jatowa wykataczka nalot z ptytki nazebnej (biofilm
mikroorganizméw), a nast¢pnie wykona¢ rozmaz na powierzchni szkietka. Preparat
suszy¢ w powietrzu atmosferycznym. Mikroskopowa¢ pod olejkiem immersyjnym przy
powigkszeniu obiektywu 100x.
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