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Teoreticko-prakticka ¢ast — Prakticka uloha €. 1
Mikrobioldgia
Identifikacia r6znych druhov mikroorganizmov morfologickymi a biochemickymi testami

Spravne rozpoznanie ataxonomické roztriedenie roznych druhov mikroorganizmov je klucové
pre zakladny vyskum, ale napr. aj v medicine a biotechnolégidch. Suc¢asné metdédy molekuldrnej
taxondmie umoZniuju analyzovat DNA z velkého mnoiZstva vzoriek naraz a identifikovat tak pévod
takmer lubovolného mikroorganizmu, o ktorom mdme dostatok informacii. Napriek tomu su aj
v dnednej dobe vyuZivané niektoré jednoduché morfologické a biochemické testy, na zdklade ktorych
vieme jednoznacne odlisit Specifické typy baktérii a jednobunkovych eukaryotickych organizmov aj
bez pristupu k modernym technolégiam. V tejto Ulohe sa naudite tri jednoduché testy, ktoré vam
umoznia rozlisit a pomenovat zndme druhy mikroorganizmov.

Uloha 1: Monochromatické farbenie mikroorganizmu neznameho druhu (X)

Pomdcky: Petriho miska s bunkami nezndmeho druhu mikroorganizmu (X), mikroskop s imerznym
objektivom, 1x podlozné sklicko, bakteriologické ocko, skimavka s destilovanou vodou, pinzeta,
prazdna Petriho miska, metylénové modré farbivo, kadic¢ka s vodou, papierova utierka, imerzny olej

Bunky baktérii, ktoré st vyrazne mensie ako eukaryotické mikroorganizmy, su tazko pozorovatelné
vo svetelnom mikroskope. Monochromatické farbenie umozniuje jednoduchym sp6sobom za pouZitia
jedného druhu farbiva vizualizovat baktérie a identifikovat ich tvar a usporiadanie. Vasou prvou
Ulohou bude pripravit si fixovany preparat neznameho druhu baktérii (pouZite baktérie nachadzajuce
sa na miske oznacenej znackou ,X“), zafarbit bunky a pozorovat ich v mikroskope.

Priprava fixovaného prepardtu

Do stredu podloZzného sklicka umiestnite pomocou kvapkadla kvapku destilovanej vody.
Bakteriologickym ockom odoberte z Petriho misky malé mnoistvo buniek neznameho
mikroorganizmu a opatrne ich rozsuspendujte v destilovanej vode. Pomocou ocka rozotrite suspenziu
rovnomerne po povrchu celého sklicka a pockajte 10 minut, kym tekutina zaschne. Potom poZiadajte
veduceho ulohy aby vam zapol plynovy kahan, uchopte podloiné sklicko pinzetou a trikrat nim
prejdite ponad plamen kahanu. Ddvajte pozor, aby ste svoj preparat nespalili. Ak by ste mali silné
podozrenie, Ze vas preparat je spaleny, vypytajte si nové podlozné sklicko od vediceho ulohy
a vytvorte novy preparat.

Farbenie fixovaného prepardtu

Roztok metylénového modrého farbiva nalejte na fixovany preparat (umiestneny do prazdnej Petriho
misky) tak, aby bol cely prekryty a nechajte farbivo pdsobit 5 minat. Po 5 minutach oplachnite



zafarbeny preparat v kadicke s vodou. Preparat opatrne osuste priloZzenim papierovej utierky (utierku

iba priloZte, nesuchaijte rou po sklicku).

Pozorovanie zafarbenych baktérii v mikroskope

Do stredu podlozného skli¢ka s pripravenym fixovanym prepardtom vam veduci Ulohy na poZiadanie

kvapne kvapku imerzného oleja. Nasledne umiestnite prepardt na posuvny stolcek mikroskopu.

Nastavte si na mikroskope imerzny objektiv (obvykle je oznaceny ciernym prazkom) a zdvihnite

posuvny stoléek pomocou makroskrutky mikroskopu tak, aby sa objektiv dotkol imerzného oleja.

Obraz doostrite pomocou mikroskrutky, davajte vSak pozor aby ste nevydvihli stolcek prilis vysoko,

inak mozete poskodit objektiv aj svoj preparat. Pozorujte zafarbené baktérie a odpovedzte na

nasledujlce otazky:

1. Medzi zndme diagnostické postupy, dlhodobo vyuZivané na uréovanie druhov vysSetrovanych

mikroorganizmov patri tzv. Gramovo farbenie. Principom je inkubdcia buniek s farbivom

a nasledné pozorovanie, ¢i bunky farbivo zadrZiavaju alebo sa odfarbia. Ktorad vlastnost

buniek rozhoduje o tom, ¢i bunky ostanu zafarbené (grampozitivhe mikroorganizmy) alebo sa

odfarbia (gramnegativne mikroorganizmy)?

a.

Grampozitivne mikroorganizmy su schopné vstrebat farbivo arozkladat ho na
jednoduché organické latky, ktoré dalej metabolizuju a ziskavaju z nich energiu
potrebnu pre rast a delenie.

Cytoplazmatickd membrana gramnegativnych mikroorganizmov je nepriechodna pre
anorganické latky (Gramovo farbivo je takouto latkou) a tym padom sa farbivo do
tychto buniek nedostava.

Hruba bunkovd stena grampozitivnych mikroorganizmov obsahuje mnoZstvo
peptidoglykdnov (latok zloZenych z proteinov a sacharidov), ktoré zadrziavaju farbivo
na povrchu bunky.

Gramnegativne mikroorganizmy vytvaraju zhluky, ktoré brdnia farbivu aby sa dostalo
k bunkam ukrytym vo vnutri zhluku.

2. Vo vasej prvej ulohe ste pripravovali fixovany preparat, ale za urcitych okolnosti je mozné

pozorovat mikroskopom aj Zivé bunky (tzv. nativny preparat). Ktoré z nasledujucich tvrdeni

popisujucich vyhody a nevyhody oboch typov prepardtov je pravdivé?

Nevyhodou fixovaného preparatu je, ze v désledku procesu fixdcie moéze v bunkach
dojst k zmenam, ktoré je mozné pozorovat v mikroskope.

Vyhodou fixovaného preparatu je, Zze na nom mozieme pozorovat aktivitu
jednotlivych bunkovych organel.

Nevyhodou nativneho prepardtu je, Ze zivé bunky aktivne udrziavaju svoj tvar, ¢o
znemoznuje ich pozorovanie v mikroskope.

Vyhodou nativneho preparatu je, Ze Zivé bunky su prichytené na podloZznom sklicku
a nepohybuju sa, o ulahcuje zaostrenie mikroskopu.



Uloha 2: Katalazovy test baktérii neznameho druhu (Y)

Pomocky: Petriho miska s nezndmym druhom mikroorganizmu (Y), roztok 3% peroxidu vodika,
1x podlozné sklicko, kvapkadlo

Tymto testom je mozné uréit, ¢i sa v bakteridlnych bunkach nachadza kataldza, enzym schopny
katalyzovat rozklad peroxidu vodika atym chranit bunku pred poskodenim reaktivnymi formami
kyslika. Na zaklade tohto testu je mozné rozlisit niektoré morfologicky podobné druhy baktérii.

Stanovenie pritomnosti kataldzy v bakteridlnej suspenzii

Kvapkadlom naneste kvapku 3% roztoku peroxidu vodika na podloziné sklicko. Bakteriologickym
otkom odoberte malé mnoistvo buniek baktérii z petriho misky oznaéenej znackou ,Y*
a rozsuspendujte ich v peroxide vodika. Pozorujte, akym spésobom sa menia vlastnosti bunkove;j
suspenzie a odpovedzte na nasledujice otazky:

3. Kataldza zabezpecuje rozklad peroxidu vodika. Aké molekuly vznikaju pri rozklade peroxidu
vodika? ZapiSte rovnicu chemickej reakcie, v ktorej wvyznaclite reaktanty, produkty

a katalyzator.

4. Kataldza patri medzi enzymy brdniace bunku pred poskodenim reaktivnymi formami kyslika
(jednou takouto formou je aj peroxid vodika). Tieto reaktivne formy kyslika produkuju vo
velkej miere samotné bunky ako vedlajSie produkty metabolizmu. Ktoré z nasledujicich
tvrdeni, popisujucich vznik reaktivnych foriem kyslika, je pravdivé?

a. Reaktivne formy kyslika neposkodzuji chromozémy eukaryotickych buniek, pretoze
kyslik nie je schopny prechéadzat jadrovou membréanou.

b. V bakteridlnych bunkach produkuju reaktivne formy kyslika ribozomy ako vedlajsi
produkt pri spajani aminokyselin do peptidovych retazcov.

c. Reaktivne formy kyslika nie su nebezpecné pre baktérie, pretoze nie su schopné
prechadzat bakteridlnou bunkovou stenou.

d. Reaktivne formy kyslika produkuju v eukaryotickych bunkdch najma mitochondrie,
kedZe v nich prebieha bunkové dychanie.



Uloha 3: Test B-galaktozidazovej aktivity

Pomdcky: skimavka sbunkami neznameho mikroorganizmu (Z), skimavka s roztokom X-gal,
kvapkadlo

B-galaktoziddza je enzym, ktory v bunkach mikroorganizmov zabezpecuje rozklad disacharidov na
monosacharidy. V pripade, Ze je substrdtom tohto enzymu syntetickd chemikdlia X-gal, zlozend
z galaktézy a 5-brémo-4-chléro-3-hydroxyindolu, B-galaktoziddza rozStiepi X-gal na galaktézu a
5-brémo-4-chléro-3-hydroxyindol, ktory sa spontdnne oxiduje avytvara Specifické zafarbenie.
V pripade, Ze sa v bunkach B-galaktozidaza nenachdadza, farebny produkt sa nevytvori.

Stanovenie pritomnosti B-galaktoziddzy v bakteridlnej suspenzii

Pomocou kvapkadla preneste bunky zo skimavky oznacéenej ,Z“ do skimavky oznacenej ,X-gal”.
PremieSajte bunky sroztokom, pockajte 30-40 minut a pozorujte, akym spO6sobom sa zmeni
zafarbenie bunkovej suspenzie. Odpovedzte na nasledujice otazky:

5. Jednou z uloh B-galaktozidazy v bunkovom metabolizme je Stiepenie Specifického disacharidu
na jednoduché cukry - glukézu a galaktézu, ktoré bunky dokdzu bez problémov
metabolizovat. Enzym s podobnou funkciou sa nachadza aj v lfudskych bunkach ajeho
disfunkcia vedie k jednej z ¢asto sa vyskytujucich porich metabolizmu. Ako sa nazyva tato
porucha? Aké su jej prejavy?

6. Pre Uspech PB-galaktoziddzového testu je klucova pritomnost chemikélie nazyvanej SDS
v roztoku X-gal. Tato latka pdosobi ako detergent, ¢o znamend, Ze je schopnd rozruSovat
lipidové membrany buniek. Preco bez tejto latky nie je mozné uskutocnit B-galaktozidazovy
test?




Vysledky experimentov:

Do vyznacenych ramcekov tejto tabulky zaznacte vysledky jednotlivych testov, zodpovedajuce
neznamym druhom mikroorganizmov a pokuste sa urcit, ktoré druhy su reprezentované znackami
”X”I ”Y”I IIZ”'

Hodnotenie tvaru buniek: vyberte si niektord z moznosti, ktoré si uvedené v tabulke so zoznamom
mikroorganizmov, pripadne popis upravte podla vlastného pozorovania a vpiste vysledok pozorovani
do prislusného policka v tabulke. Ak sa vam popis nezmesti do poli¢ka v tabulke, vyuZite priestor
v spodnej Casti tohto harku a na druhej strane.

Hodnotenie kataldzového a B-galaktoziddzového testu: pouZite symboly ,v" resp. ,X“ v zavislosti od
toho, ¢i ste zaznamenali alebo nezaznamenali aktivitu prisluSného enzymu a pozorovanie kratko
popiste v spodnom riadku ozna¢enom slovom ,pozorovanie”.

V zavislosti od toho, ako dopadli vase experimenty vyberte zo zoznamu mikroorganizmov tie, ktoré
pravdepodobne prislichaju testovanym subjektom , X, ,Y“ a,Z".

B-galaktozidazovy

Vzorka Tvar buniek Kataldzovy test test Predpokladany druh
X - -
Y - -
y4 - -
Pozorovanie -
Zoznam mikrooganizmov:
Druh Tvar baktérii Katalazovy test = B-galaktozidazovy test
odlhovasty
Bacillus subtilis N PR - -
tvori retiazky, resp. zhluky
. e podlhovasty, iba
Clostridium dificille , - -
samostatné bunky
Micrococcus luteus gulaty, tvori retiazky + -
Enterococcus faecalis gulaty, tvori strapce - -

Kluyveromyces lactis gulaty, samostatné bunky - +



