Vjezba 2.

Boje i postupci bojenja u
bakteriologiji

Postupci bojenja

» jednostavna

» slozena (diferencijalna)

stanice bakterija su propusne za svjetlo i bezbojne —~ otezano
mikroskopiranje

zaistrazivanja svjetlosnim mikroskopom mozemo se koristiti
bojenjem- grada postaje vidljiva

odnos prema bojamaima veliko znacenje u identifikaciji
bakterija

boje
» prirodne

» umjeine

Gramovo bojenje
- najvaznije sukcesivno diferencijalno bojenje u bakteriologiji
- Christian Gram 1884 g

- gram pozifivne i gram negativne bakterije




1. primarno bojilo (genciana violet) - sve se stanice oboje ljubicasto-
plavo

2. sredstvo za nagrizanje - mordant (lugol J+KJ) intenzivira se bojai
sve su stanice i dalje ljubicasto-plavo

3. agens za odbojavanje (C,H;OH) neke bakterije otpustaju
primljenu ljubicasto-plavu boju dok druge ostaju obojene
ljubicasto-plavo (GF)

4. kontrastno bojilo (fuksin), skupina bakterija koja je ofpustila

primarno bojilo u ovom koraku ce se obojiti kontrastnim bojilom
(G)

» Narezultate Gramovogbojenje moze utjecati:

» starost bakterijske kulture,
» sastav hranjive podloge,
» debljinarazmaza (predebeo nece primiti boju),

» trajanje pojedinih operacija bojanjai dr.

» ovaosobinaje stalna i vezanaje uz kemijskisastav bakterijaa
koristi se u klasifikaciji bakterija

» GiG* razlicita gradastanicne stienke - razlicit odnos prema
bojama

» gram neosjetlive
» gram varijabilne

Zadatak 1

» U jednostavno obojenom preparatu odrediti oblik bakterija
izdvojenih s materijala oko zuba

Materijal

» Predmetnica, materijals i oko zuba, Cackalica, Spiritusna
lampa, fuksin, filter papir, stanicevina, bocicas imerzionim
uliem, alkohol, mikroskop




Postupak Zadatak 2
» Predmetnicu obrisati stani¢evinom. e ]
» Postupkom bojenjapo Gramu odrediti Gram-pozitivnui Gram-

Sterilizirati predmetnicu na plamenu (obje strane). ti el
negarnvnu oakierju u suspenzijl

>
» Stavitikap vode na predmetnicu.
>

Cackalicom uzeti malo materijala s i oko zuba koji freba unijeti u kapliicu vode,
dobro homogenizirati i napraviti razmaz promjera 1 cm. Materijal

Preparata je potrebno osusiti opreznim mahanjem predmetnice kroz zrak dok . . PO
voda potpuno ne ispari. Predmetnica se ne smije zagrijavatijer bi se uslijed » Kompletan priborza pripremanie fiksranog preparat,

povedéane temperature izmijenio sastav bielancevina, struktura i oblik stanice. suspepzijo kglturo Escherichia colii BGCiI!US m}’COidesl :
Preparat je potrebno fiksirati tako da predmetnicu s razmazom koji je okrenut gencijana violet, lugol, 96 % etanol, fuksin, priborza ispiranie.

prema gore prihvatimo po sredinii polagano je prevuéemo nekoliko puta iznad filter papir, imerziono ulje, mikroskop
plamena.

Preko fiksiranog preparata preliti otopinu bazi¢nog fuksina (1-2 minute).
Preparat isprati mlazom vode dok voda ne postane Cista.

Preparat posusiti u filter papiru lagano pritiskajuci povrsini predmetnice tako da
filter papir upije suvisnu vodu.

Mikroskopirati objektivom uljne imerzije (vlazni objektiv).Na sredinu preparata
nanijeti kap imerzionog ulja a potom gledati sa strane i uroniti objektiv u ulje.
Nakon toga mikrovijkomizostriti vidno polje.

Skicirati sliku u dnevnik vjezbi

Postupak
Na plamenu Spiritusne lampe sterilizirati predmetnicu.

Na ohladenu predmetnicu nanijeti kapljicu suspenzije kultura Escherichia colii
Bacillus mycoides.

Sterilnom mikrobioloskom usSicom razmazati kapljicu u krug promjera 10 cm.
Mikrobiolosku usicu sterilizirati na plamenu te odloziti.

Preparat susiti na zraku.
Potpuno suh preparat fiksiratina plamenu 3piritusne lampe.

Fiksirani preparat obojiti gencijanom violet u trajanju od 1minute. Isprati
preparat vodom.

Preparat fretirati lugolom u trajanju od 1 minuta, a potom isprati vodom:.
Odboijiti preparat s 95% etanolom, i isprati vodom

Dopunski obaijiti fuksinom u trajanju od 30 sekundi do 1 minute.

Boju isprati vodom.

Preparat posusiti filter papirom, staviti kapljicu imerzionog ulja te mikroskopirati
objektivom uljne imerzije.

Skicirati sliku u dnevnik viezbi




