Laboratorijas darbs 16.

Nosaukums: Bak€rijas ap mums Il

Merkis: Sniegt priekStatu par bakiju formu, spoim, kapsudm, bak€riju prepaftu gatavosSanu
mikrosko@Sanu.

Terétiskais pamatojums

Baktriju daudzveigba.

Darba uzdevumi

e Parbaudt sporu veidoSand3acillus subtilis, Bacillus mycoides ( gatavie prefrati)
e Apskait bakerijas Azotobacter chroococcum kapsulas, kas neg@atkontrasttas ar tusu( gatavs

prerats)

e KrasoSana §c Grama metodes izmanibka kontroli labi zinamus grampozitivus un

gramnegativus mikroorganismus un izOI€tu firkultaru.

e Pagatavot zobu afissjuma prepaatu ar negato krasoSanas metodi un apsikatazdas

formas bakldrijas, sevi§u \eribu veltot izliektagm formam.
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Teorétiskais pamatojums

1. Mikroorganismu forma

Mikrobu pasaule ir frsteidzoSi daudzveida. Baké&rijas, €nes, raugi ir atdrigi peéc formas un
izmeriem. Bakerijas pec formas var sad#l4 pamat grupasodveida bakdrijas (kokus), njinveida
(no tam ¢lies bakeriju nosaukums no grigl val. — rijina), vilnoti vibrioni, spirillas, spirobtas un
diegveidgas bakerijas. NoKistot nelabgligos apsiklos, nijinveidas baldrijas var izveidot
sporas. Koki biegk ir lodveida un var izvietoties pa vienam (monoikpga divam &inam
(diplokoki), pacetram (tetrakoki) kediSu veidi (streptokoki), pa@u veich vairakas rindas
(sar@nas) un inogukekara veida sakopojumos (stafilokokijjMveida bakdrijam ir cilindru veids
ar noapdtiem, K noskaldtiem vai ki noasiatiem galiem. Komatveida kdotas bak€rijas sauc par
vibrioniem, spirilam kermenis sagriezts pa vienu apgriezienu ap asptgpam — vaiéki
apgriezieni. Diegveida baktjas pec formas atgdina diegus. Im pieder 8ra bak€rijas un dzelzs
bakerijas. Tas nit adenos un nav patampas.

Neskatoties uz mikroskopiskajiem izrem, t.i. tos nevar saskbtar neapbryotu aci, to iznari
sawa starg tomer ir Joti atkirigi. Raugu 8nas ir ieérojami lielakas nek bakerijas un to gagkais
diametrs ir idz 10 nu. Bakgrijas atkatba no to sugas un kultéganas apskliem ir 0,1-10 m
garas.

2. Mikroorganismu kustibas.Daudzas baktijas sgj kustties. Bakériju aktiva kustba notiek ar
vicinu palidzibu. Vicinu esartba, skaits, iz@ri un novietojums ir sugai pasftigs. Vicinas pieder
argjam paimem, bet to kitbatne atkarga no mikroorganisma vecuma un vides @gsm. Veam
formam vicinas var arnelit.

Vicinu novietojums baktijam ir dazds.

Atkariba no vicinu skaita un novietojuma ba&kijas iedalamonotrihas — ar vienu vicuamfitrih as
— ar divam pokri novietoam vicinam, lofotrih as— ar vichu pui viena Sinas gal, peritrih as— ar
vicinam pa visu 8nas virsmu.

Vicipu diametrs sirstis no 100 kdz 300 A garums no 3 -12 mkm. Vigis sagiv no

olbaltumvielas flagellina.

Bakeriju parvietoSaias notiek pateicoties akti vicinu roacijas kustbai.

Kustigas bakérijas akivi parvietojas noteikt virzierd. Sadu parvieto$anos noteiktvirziera sauc
partaksiam. To nosakaadi faktori ka vielu vai skibela koncenticija vide, apgaismojums un citi.
Atkariba no faktora izBir hemotaksijas, aerotaksijas, fototaksijas.

Baktrijam ir liels prvietoSaas atrums. Pierdram bakgrija var veikt atilumu, kas 20 -50 reizes



parsniedz s garumu.

3. Endosporas

Bakterijas sporas ir pielagojums baktériju izdzivosanai nelabvéligos vides apstaklos. Ja visas
baktérijas iet boja pie 80°C (pasterizacijas temperatura), dazas pat jau 10 minasu laika, termorezistentas
endosporas iztur karsésanu, un dazas pat vatisanu vairaku stundu garuma. Sarezgita frakcionéta

sterilizacijas tehnika ir domata tiesi endosporu iznicinasanai.

Sporu termorezistence lauj atdalit sporu veidojosas kultaras, t.i. vispirms 10 min laika sakarsé
augsni vai kadu citu materialu lidz 80°C vai 100°C, vegetativas $unas iet boja, bet termorezistentas

sporas izdzivo, un tas var uzsét uz piemérotas barotnes un izanalizét sporu veidotaju bakterialo kultaru.

Sporu veidosana nav obligata baktériju attistibas stadija. Sporu veidosanos ierosina dazadi

apstakli. Tie var but batibas vielu deficits vidé, skabuma vai temperaturas izmainas. Katra vegetativaja

suna veidojas tikai viena endospora.
Sporas atskiras formas ziga. lespéjama sporu forma ir: apala, ovala, trisstarveida.

Bacilu tipa sporu gadfjuma baktériju Sinu forma neizmainas. Endospora novietojas sinas centra

val terminali, kas atkarigs no baktérijas sugas.

Klostridiju gints baktérijam ir pazistami divi sporu veidosanas tipi. Dalai baktériju, veidojoties
sporal, $unas centrs ieplesas un suna izskatas varpstveida. Spora novietota sunas uzbiezinataja dala.
Citam baktérijam, veidojoties sporai, Sina pagarinas vai viena gala noapalojas, klastot lidziga bungu

valitei, un spora lokalizéjas Sanas paplasinataja gala.

Mikroskopa sporas redzamas pateicoties to augstam gaismas lausanas koeficientam, kas ir tads
pats ka atudenotai olbaltumvielai. Tas liecina, ka spora sakoncentréts maza tilpuma olbaltumvielu

koncentrats. Spora ir gandriz visa mates Stunas sausne (sausa viela), bet 10 x mazaka tilpuma.

Endosporas virsmu klaj daudzkartains, grati caurlaidigs apvalks, tapéc, krasojot, pieméram, ar
gencianvioleto sporas nenokrasojas. Stuna tas redzamas ka bezkrasaini iesléegumu, brivas sporas (sporas

arpus $unas) ir gredzenveida.

Sunu krasosanai izmanto diferencialo sporu un citoplazmas krasosanas metodi — Peskova
metodi. Sporas un citoplazmu kraso, karséjot. Preparatu izmazgajot ar deni, citoplazma atkrasojas,

turpretim sporas saglaba noturigu krasojumu. Péc tam kraso citoplazmu.
4. Kapsulas

Kapsula - glotains slanis, kas daziem mikroorganismiem atrodas uz $tnas sienas. Kapsulas
sastav no 98% udens, polisaharidiem, glikoproteina, polipeptidiem. Dazu baktériju kapsulas nodrosina
virulenci, pieméram, pneimonijas izraisitajam Streptococcus pnenmoniae. Sibirijas meri Bacillus anthracis

izraisitaja kapsulas veidojas saimnieka organisma.



Kapsulas pilda aizsarg funkciju. To glotainais slanis aizsarga mikroba sunu no vides
nelabveligiem faktoriem., bet patogénos mikrobus no iznicinosiem organisma aizsarg mehanismiem, tai

skaita fagocitozes un antivielam.
Dazam citam baktérijam kapsula ir svariga diagnosticésanas pazime.

Dzivu baktériju nekrasota preparata baktériju kapsulas ir grati saskatamas, un par to esamibu
liecina vienigi tipiskais Sanu izkartojums preparata, neliela attaluma vienai no otras. FikséSana un
krasosana kapsulas deformé, pie tam, ta ka dazadam baktérijam kapsulu kimiskais sastavs ir atskirigs,

tad tas nav iespéjams atklat ar kaut kadu vienu krasosanas panémienu.

BiezZak kapsulas konstatar negawas kiasoSanas metodi (ne@zt kontrastSana),
izmantojot tusu. So metodi var lietot apirohetu konstaganai, bet ja pielietotu preau
fikseéSanu ar kagsanu, 8nu forma vagtu izmainties. Sevigi svafgi tas ir kiniskajos
izmeklejumos. Spirohetigints bakérijas var atrast zobu aplikuinSpirochaeta dentum izraisa

kariesu (zobu baganos).

5. Mikroorganismu preparatu gatavoSana

Nekrasoti preparati.

Dzivas mikroorganismui$as satur daudadens, to sadvddu sggjas absorbt gaismas starus ir
santra vienadas, ipec mikroskop prepaéti ir maz kontrastaini.

Trakums - maz kontrastaini.

PriekSrociba — ir atelu dabiskums. Mikroorganismi nav izkrapi karsjot vai iedarbojoties ar
kimikalijam, nerodas neskaiidas artefaktu .

Nekrasoti prepaiti atvieglina oriengties mikroorganismu formu dadiba, no\ers garpratumus kas
rodas, par mikroorganismiem uzskatot tieidzilyi nokrasotas barotnesilgldinas vai daZdus

piemaigjumus.

Nekrasotus prepatus parasti gatavo, uzskalojotings adenn vai izmantojot kuliras &idras
barotnes.

Kontrastaifbu var uzlabot ar vitas negawas kiisoSanas metad.

Prepaiits tué — nekisotus mikroorganismus agm tumsi iek@sots fons.

Kr asoti preparati.

PriekSrociba : KrasoSana pastiprina prepar kontrastainums.

Parasti izmanto baziskas krasvielas. fuksins, metiénzilais, metilviolets, krigilviolets,
genchinviolets, metilzéais u.c.

No krasvielas pagatavo pigtinatu alkoholisko Eidumu ( tas nebajas ), filtre un at&aidi aradeni

Iidz vajadzgajai koncen#tcijai ( iegitais &idums uzglaljas apndram nenesi ).



Skabes un to dus ( pikrinskibi, kongosarkano, gko fuksinu u.c. )izmanto spatim krasoSanas
metodm.

Mikroorganismu 8nas galvenckt kraso ar anilna kasam. Sarmainapm krasvieam galvenie
krasojosSie joni ir katjoni (hromofori) , kas intamdk saistis ar sinas kodola komponentiem. Augsta
DNS un ribosomu RNS konceatija bakerijas §ina padarato jatigu pret 8rmainagm krasam
(metilenzilo, skbo fukdnu, gencinvioleto, saframu). Skibapm krasvielam krasu veidojoSie joni
ir anjoni (eoans, eritrozns, skbais fuk3ns) kas saigs ar &nas citoplazmatiskajiem
komponentiem.

Fiksacija

Fiksacija liesma mikroorganismus naive, izzave, padara apvalkus caurlaggs, veicina kisvielas
ieklaSanu &ina, materilu piesaista stiklam

(talaka apstade tas nenoskalojas ). Slibu ierosiataju prepaéti obligati jafikse liesma.

Fiksgjot karstuna, raugu un baktiju Sinas saraujas un maina formu.
Ir Kimiskas fiksacijas metodes.

Mikroorganismu kr asoSana @c Grama metodes.
Grama krasoSanas pamatprincips.

Bakferiju krasoSana §gc Grama ir diferenala krasoSanas metode un tiek plasi lietota , nosakot
bakeriju sugas. Bc sggjas nokasoties ar Grama metodi bakjas iedala digs grugs —

grampozitvajas () un gramnegagjas ( ) bak&rijas.

Grampozitvas bakerijas, apstidajot ar spirtu, aiztur genamvioleta un joda kompleksu, uagec
paliek violet krasa. Gramnegavajam bakerijam nav &das spjas, &pec spirts &s atkaso.
Prepaiitu talak apstadajot ar fukgnu vai saframu, gramnegatas bak€rijas nokasojas roz
krasa.. Grampozilvo un gramnegato bakgriju Sinapvalkiloti at&kiras, &pec tieSi § ipasba

nosaka sgju aiztugt nokrasoto kompleksu, kurs veidojasa Bieradits, uz §nas protoplastiem.

Grampozitivo un gramnegalvo bakteriju piem eri:

Grampozitivi Gramnegativi
Pienskibes bakdrijas Zarnu mjinas Escherichia coli)
Streptokoki Dizertrijas bakerijas (Shigella gints)
Stafilokoki Etkskabes baldrijas
Sar@nas Zilo strutu nijina (Pseudomonas aeruginosa)
Ganddtz visi aerobie sporu radji (Bacillus Spirohetas
gints)




Grama krasoSanas séma

Ne Etaps Vielas Apstiades
laiks
1. . Pamatkisviela genchnvioleta vai kristlviol&ta 2 min. o —
Skidums
2. Fiksators Lugolaik&dums 1 min. o -
3. AtkrasoSana 95% etilspirts 10-30 sek. g° =
4, SkaloSana udens 1min. g° —
5. papildkasviela karbolfuksa vai safraima 1 min. -
Skidums
6. . SkaloSana udens 1 min.. g° =
. ®  Gramporitivas baktérijas (Gr ")
==  Gramnegats baktérijas (Gr ")

6. Zobu mikroflora
Zobu aplikum atrod lielu daudzumu mikroorganismu

(1% bakerijas - 1 mg apsbejuma). Liela noZme zobu kariesa progisrs ir streptokokam

Streptococcus mutants.

Streptococcus mutants veido glikanu, kas piesaista bakterialamas pie zoba virsmas. Glikans
veidojas tikai saharozesakibitne (ar to izskaidro grak liela saldumu lietoSanas sekas pie zobu

stavokla pasliktiiSaris). Saharoze= glikans + fruktoze.
Baktrijas nogintim Lactobacillus, Sreptomyces saraudz saharozi un fruktozi par pierisk.
Spirochaeta gints bakérijas saraudz glikozi, veidojot etikskabi un pienskbi.

Diegveida bakirija -Leptotrichia buccalis (Gram negavas, anaerobadijinas ) af piedahs Saj
proced. Skabe veicina kalciju (Ca) izd&lanu no emaljas, veicina kalciju fatsf ( CaPQ)

izgulsreSanos — zobakmens rasanos.

Praktiski padomi mikroskop eSar.

1. Jalieto saas sistmas objekivus, vispirms atrod prep#iu ar mazko objekivu (8x), @Ec tam
pagriez 40x objektu. Asumu preciz ar mikroskiivi.

2. Ja lieto imersijas si&nhu, objekivu, skatoties noasiem, nolaiZ idz viszenikais pozcijai un
mekk prepaidtu, cdot tubusu uz augSu ar makroskic Asumu preciz ar mikroskiivi.
Apskatot nekdsotus prepatus, pieveriet nedaudz apeds diafragmu. Tas palielis
kontrastaifbu.

3. Apskatot fikstus kiasotus prepatus, redzes laukanahut labi apgaismotamadi] diafragmai
jabat stipri atwertai.

4. Rec imersijas Has lietoSanas objaks janofira ar 96° etilspirtu. Etilspirta atlikumu noslauka
filtrpapiru.



Praktiskais darbs

1. Dzavu nekrasotu pseidomona$’seudomonas sp. preparatu apskatinaSana
Darba uzdevums:
Kustigumu parasti nosaka jeam dinam, visbiezk diennakti veg kultira. Uz segstikla uzliek
nelielu imersijas Bas pilienu. Mikroskop ar 90x objelvu. Nowrot bakeriju akfivas kusibas,
atXirt tas noadens plismas ratlas un Brauna kugsdas. Uzmmét- bakeriju kustibas apumét ar
bultinam.

2. Davu nekrasotu preparatu no izdalfitas tirkult iras gatavoSana un apska$ana
Uzziméet - bakeriju kustibas apmméet ar bultham.

Pseudomonas sp. |zatal tirkult ara

3. Krasotu preparatu apskatiSana (izmanto jau gatavus prepaitus)
e Apskaitt Bacillus subtilis un Mikrococcus luteus prepaétus, lietojot 90x palielisjuma
(ellas imersijas) objektu.
Apskatot fikgtus kiasotus prepatus, redzes laukanaljat labi apgaismotamadi] diafragmai gbat
stipri at\ertai. Uzamet.

Bacillus subtilis Mikrococcus luteus

Ka Sie mikroorganismi atsgiras pec formase............cccvcciinininnn,

4.Parbaudit sporu veidosanos Bacillus subtilis, Bacillus mycoides..
Apskatit ar 90 x palielinajumu. Uzzimét 4-5 sunas no katra suga. Vegetativas Sunas nokrasojas sarkana,

bet sporas — zila krasa.

Bacillus subtilis Bacillus mycoides



5. Konstatét kapsulas Azotobacter chroococcum preparata pagatavotu ar negativas kraso$anas

metodi (negativa kontrastéSana), izmantojot tusu.

So metodi var lietot atf spirohetu konstatésanai, bet ja pielietotu preparatu fiksésanu ar karsésanu, sunu

forma varétu izmainities.

Azotobacter chroococcum

6. lzoletas tirkult aras krasoSana gc Grama metodes

Mikroskopésanai izmanto jau iepiekséja laboratorijas darba no gaisa izdalitu un siki aprakstitu
mikroorganismu koloniju ( I. un 2. laboratorijas darbi).

Darba gaita
1. Priek8metstikla uznes 3 nelielagdens pilienus: divus savstgjiptuvu un vienu atsevig.

2. Viera no sav starp tuvajiem pilieniem ar baktealo cilpinu ienes grampozito kultiru -
bakerijas Staphylococcus sp. un otraj gramnegato kultaru-bakerijas Escherichia coli

3. Abus pilienus sajauc.Tre8ailiena ar bakterilo cilpinu ienes izddtu kultiru, uzgtas

iepriekEja nodarhba no atsevikam kolonijam.
1. PriekSmetstikla uznes 3 nelielidens pilienus: divus savstgjiptuvu un vienu atsevig.

2. Viera no sav starp tuvajiem pilieniem ar baktealo cilpinu ienes grampoazito kultiru -
bakerijas Staphylococcus sp. un otrag gramnegato kultaru-bakerijas Escherichia coli

3. Abus pilienus sajauc.Tre8ailiena ar bakterilo cilpinu ienes izddtu kultiru, uzgtas

iepriekEja nodarhba no atsevikam kolonijam.
4. Pagatavo divas uztriepesisinedikst kit biezas.

5. Nozve gaid.



6. Fiks uz liesmas.

7. Kraso ar krisilvioleta kidumu 1 min., uzpilinot Ksvielu tieSi uz uztriegm.

8. Noskalo ar Kiaudeni.

9. Uzpilina uztriepm Lugola &dumu uz 1. min.

10. Noskalo ar kanatdeni.

11. Atkraso, priekSmetstiklu turotli un pilinot 95% etispirtu, apgnam 10-30 sekundegsdk
spirts vaigk neizskalo kiisvielu no prepata. Tulit skalo prepaitu ar kanatdeni.

Nedrikst par daudz atkrasot! Grampoziivas bakerijas var izskaties ki gramnegavas, ja prepats

ir parak atkrasots it seviki tas var Iat, ja kultira parak ilgi ir atradusies augSanas staci@y faze.

12. Kraso ar saframu 1 min.

13. Skalo ar kaudeni

14. NozAve gais jeb silé gaisa pisma.

15. Apskait uztripes, lietojot 90x palielijuma objekivu.

Tabuk - C) - uzamgjiet Sinas formu (3-5@as) un atngjiet kads ir rezulits, kiasojot [Ec

Grama.

(Gr'vai Gr).

7. Zobu apsiibéjuma dzivu preparatu gatavoSana ar negativas krasoSanas metodém

Darba uzdevums :

® Apskatit zobu apsubéjuma preparatu. Lietot 90x palielinajuma objektivu. Uzzimeét visus redzamos

mikroorganismus, sevisku véribu veltot izliektajam formam.

Darba gaita
® Ar zobu bakstamo ienes nedaudz zobu apsubéjuma udens piliena, sajauc.

® Piepilina 2 pilienus atskaiditas tusas (1:10), vélreiz labi sajauc un pagatavo uztriepi. Uztriepam jabut

melnam.
® Nozave.

NE FIKSE!

Zobu apsibgjuma preparats



Gaisa mikrobiologiska parbaude (tezultatu konstatacija-turpin ajums )

1 PetiSanas metode
2 |Barotne, kas izmantota @&ana
3 Paraugu ngemsSanas vieta
4 | Ekspozcija ( paraugaemsanas
laiks minites )
5 Bakerijas skaits 1 m 3 gadis
6 Vienas izeletas kolonijas
apraksts
forma Apda, oula, lecveida, mielijveida, punktveida
diametrs
sadigums Matta, spdiga
caurspdigums
krasa Bezkrasaina ( neti baltas pieder pie bezigairam ) va
pigmentta (balta, dzeltena, oranza, #pgarkana,
brina, melna)
virsma Gluda, rievota, krokota, ratlisvitrota, ar
koncentriskiem rikiem
kolonijas apmale Gluda, robota, simetriska vaiiem@di ltkumota,
mataina, inaina.
konsistence Viendahga, skgraudaina, rupjgraudainaih, mksta,
staifiga, lipiga,adaina, gotaina.
8.* Kustigums
9.* Mikroskopislka aina
fikseta, ar karbolfukenu kiasot
prepaita (uzamet)
10* | KrasoSana §c Grama metode$sr+ Gr-
11~ Sporas Ir Nav
12.* Kapsulas Ir Nav
* Secirgjumi:

* Atzimétas tabulas das paizpilda nodartbas laiki, pargjas aizpildtas jau iepriek&a nodarhba.






