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MOKYMU TEMOS

* Lasteliy morfologija
e Sviesiné mikroskopija (imersija)
* Fiksuoti mikroorganizmy preparatai

e paprastasis lgsteliy dazymas
e dazymas Gramo budu

 Praktika:

* Fiksuoto preparato ruosimas ir dazymas Gramo budu
e Lasteliy morfologijos vertinimas mikroskopuojant



Lasteliy morfologija

KOKAI
LAZDELES

SPIRALES




Plane of
division

Lasteliy morfologija
KOKAI
o dalijimasis vienoje plokStumoje (diplokokai
Neisseria, lgsteliy grandinélé Streptococcus)
o dalijimasis dviejose plokstumose

o dalijimasis trijose plokStumose (Sarcina)

o netaisyklingas dalijimasis (Staphylococcus)
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(a) Single bacillus

Lasteliy morfologija

LAZDELES |G —)
(b) Diplobacilli

e pavienes

e dvigubos lazdelés

o lasteliy grandinélés (Streptobacillus)
e panasios j kokus

e iSsidesto “tvorele”
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Lasteliy morfologija

Vibrio

Vibrio cholera

AP (b)  Spirillum

Spirillum volutans

SPIRALES

e nepilna spiralé (Vibrio)

e trumpa standi spiralé (Spirillum) ry.,

o plona lanksti spiralé
(Spirochaeta)
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(c) Spirochete

Treponema pallidum
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Others

enlarged rod
Fusobacterium

Stella vacuolata

Lasteliy morfologija

NETAISYKLINGOS
(UNIKALIOS) FORMOS

Vibrio Comma form
Bdellovibrio
Club Rod Helical form
Corynebacteriaceae  Helicobacter pylori
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Corkscrew form Q
Borrelia burgdorferi =
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hypha stalk Filamentous spirochete

Star-shaped bacteria




Sviesiné Mikroskopija
Sviesinio mikroskopo sandara

Sviesaus lauko 3viesinis mikroskopas (i graiky k. ,mikrés“ -
mazas; ,skopein“ - stebéti) yra optinis prietaisas skirtas stipriai
padidintam, plika akimi nejziGrimy objekty (arba jy strukttros
detaliy), vaizdui gauti. Mazy objekty tyrimo mokslas vadinamas
mikroskopija.

Sviesinj mikroskopa sudaro du vaizda didinantys legiai — objektyvo
lesis, esantis netoli tiriamojo pavyzdzio ir okuliaro lesis cilindro
viduje, pro kurj zitrime j objekta.

Sviesos spinduliai, kiaurai perdviete tiriamajj pavyzdj, stiklo lesiais
koncentruojami ir susidarantis vaizdas stebimas akimis.

Sviesiniai mikroskopai gali didinti iki keliy takstanciy kartu.

Objective turret (nosepieca) ——w

Objective lens ——w  /

Stage Clips
Condenser lens

Stage

Iris diaphragm

llluminator field lens housing g,

Okuliaras

Objektyvas '

Objektinis -

stalelis

Veidrodeéhs

44— Eyepieca (ocular lens)
£ Eyepieca tuba
Head of micrescopg ———»
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Light Microscope
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Sviesinio mikroskopo SKYRA siekia ~0,2 pm.
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Microscope Microscope

Imersija

(@) Without immersion oil (b) With immersion oil
L T
| N\

e VANDENS IMERSIA / | \
e KENIO ALIEJAUS IMERSIJA < : \
e |IMERSINIO ALIEJAUS IMERSIJA i

Side  Air | 0l Cover

N P A e

\

Taikoma skyros gerinimui vykdant Zenkly didinima, pasitelkiant specialius imersinius objektyvus.

Imersijai batinas leSio ir naudojamo tarpininko (aliejaus) refrakcijos indekso sutapimas ar artimas panasumas.
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Imersija

refraction:
light bends

100X

as it passes
through glass

100X

The retractable portion of the oil immersion (100X) lens (arrow)
needs to just make contact with the shide but not
be pushed up into the barrel of the lens.

immersion

oil

) ‘ microscope

slide
ight aa

source

source

With immersion oil

@)

(b)

Taikoma skyros gerinimui vykdant zenkly didinima, pasitelki
specialius imersinius objektyvus.

Imersijai butinas leSio ir naudojamo tarpininko (aliejaus) ref
indekso sutapimas ar artimas panasumas.
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Without immersion oil

ant

rakcijos

barrel
oil e
| |
Lens is too high. Lens is too low. Lens is just nght.
(not touching the slide) (retractable lens is (just touching the slide
pushed up into the barrel)  but not pushed up
into the barrel)
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Microscopy image of a blood vessel

captured using 63x objective lens, dry. The same view with immersion oil.
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FIKSUOTI MIKROORGANIZMU) PREPARATAI

Preparato ruosimo etapai:

1.

2.

3.

Tepinélio ruosimas
Dziovinimas

Fiksavimas

Dazymas (paprastasis, diferencinis)

Step 1. Liquid _J
Heat Fix ®9°
Smear

i

Solid Jd
Media

Methylene lodine
blue
Step 2- l 1 min ,;“. 11 min \J
= q y d / ﬁ /
ot dry and view
Stain / , , Blot dry and
& \/ P — P slide under 100x oil

immersion

12



FIKSUOTI MIKROORGANIZMU) PREPARATAI

Preparato ruosSimo etapai:
1. Tepinélio ruosimas 0
2. DzZiovinimas _" 1
3. Fiksavimas

4. Dazymas (paprastasis, diferencinis)

Too Just Too
Thick Right Thin

transfer 1-2 loopful of liquid culture
to the center of the slide

spread it out thinly
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FIKSUOTI MIKROORGANIZMU) PREPARATAI

Preparato ruoSimo etapai: @
1. Tepinélio ruosimas

Spread culture in thin
2. Dziovinimas film over slide

3. Fiksavimas

4. Dazymas (paprastasis, diferencinis)

Pass slide through flame to fix



PAPRASTASIS LASTELIY DAZYMAS

Dazoma vienu dazu. Isskiriami:
rugstiniai (anijoniniai)

Nudazantys lgsteliy protoplazma: eozinas,
fuksinas, pikrino rugstis, pikrofuksinas, oranzas.

katijoniniai (baziniai)

Sgveikauja su neigiamag kruvj turinCiomis
medziagomis — nukleorugstimis ir rugstiniais
polisacharidais. Kadangi Igstelés pavirsius
paprastai turi neigiama kruvj, Sie dazai tinka
tiesioginiam Igsteliy dazymui: safraninas,
metileno melsvé (metileno mélynojo chloridas),
kristalinis violetas.

Dazant tepinélius paprastaisiais dazymo budais, dazai
pilami ant fiksuoto tepinélio, po ekspozicijos (1-5 min)
dazai nuplaunami vandeniu. Tepinélis dZziovinamas ir
mikroskopuojamas imersine sistema.



DIFERENCINIS LASTELIY DAZYMAS — GRAMO DAZYMAS

Dazant Gramo budu, bakterijos nusidazo dvejopai — mélynai violetine (gramteigiamos, G+) ir raudona
(gramneigiamos, G-) spalva.

Gram Positive Bacteria Gram Negative Bacteria
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Gramteigiami ir gramneigiami mikroorganizmai

Copyright € The McGraw-Hill Companies, Inc Permission required for reproduction or display
Gram-Positive Gram-Negative
Upotelcholc acid

17



Gramo dazymas — eiga

Dazymo procedura susideda is 4 pagrindiniy
Zingsniy:

1. Dazymas kristalvioletu. Visos lgstelés
nusidazo mélynai violetine spalva.

2. Veikimas jodo tirpalu. Susidaro patvarus
kristalvioleto ir jodo kompleksas. Ir G+, ir G-
lieka violetinés.

3. Blukinimas — etilo alkoholio ir acetono
miSiniu. Po jo G- isblunka.

4. Dazymas safraninu. G+ lieka violetinés, G-
nusidazo raudonai.

Gram stain process

Gram staining steps

Cell effects

Gram-positive

Gram-negative

Step 1

Crystal violet
primary stain added
to specimen smear.

Stains cells purple
or blue.

Step 2

lodine

mordant makes dye
less soluble so it
adheres to cell walls.

Cells remain purple
or blue.

Step 3

Alcohol
decolorizer washes
away stain from

gram-negative cell walls.

Gram-positive cells

remain purple or blue.

Gram-negative cells
are colorless.

Step 4

Safranin
counterstain allows
dye adherance to
gram-negative cells.

Gram-positive cells

remain purple or blue.

Gram-negative cells
appear pink or red.

000 | ©p0e0 | 69000 | Og0e0

NN NN
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Gramo dazymas — eiga

Step 1

Crystal violet

Primary stain added to specimen
smear

Stain 7
E Sample

1 min

® Gram (+): purple
N Gram (-): purple

Step 2
lodine

Mordant makes dye less soluble
so it adheres to cell walls

@ Gram (+): purple
N Gram (-): purple

Step 3
Alcohol

Decolorizer washes away stain
from gram (-) cefl walls.

<

10 sec

® Gram (+): purple
" Gram (-): colorless

Step 4
Safranin

Counterstain allows dye
adherence to gram (-) cell walls.

® Gram (+): purple
 Gram (-): red
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Kas lemia skirtingg bakterijy nusidazyma?

G+ didziulis kristalvioleto ir jodo kompleksas nuséda
|gsteléje.

Alkoholio-acetono misinys dehidratuoja
daugiasluoksnj peptidoglikang - dél to sumazéja
tarpai tarp molekuliy ir spalvinis kompleksas lieka
uzdarytas lgsteléje.

G- alkoholio-acetono misinys (lipidy tirpiklis) iStirpina
iSorine membrang, o plonas peptidoglikano sluoksnis
nesugeba islaikyti spalvinio kristalvioleto ir jodo
komplekso, todél vyksta iSblukimas, o tuomet
daZzoma kontrastiniu dazu (pvz., safraninu).

Nzt~ Gram-positive
St & Cocci (spherical)
! \ P '11

b a8
"\\I#\, ( ! Y :
ey SO AR N 17N,
:‘ ."".‘.‘ PR o=, A‘f'fv"‘
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GRAMO DAZYMAS: blogas dazymasis

G+ bakterijos dazosi kaip G-:

ATLIKIMO KLAIDOS — neteisinga preparato fiksavimo, blukinimo technika, per daznas plovimas vandeniu.
KULTUROS AMZIUS — senesné nei 24 val. bakterijy kultiira praranda gebéjima i$laikyti spalvinj kompleksa.

BAKTERIJOS SAVYBES — kai kurios bakterijos linkusios labiau daZytis nei kitos.



2 PREPARATAI

* Fiksuoto preparato paruoSimas, dazymas Gramo budu ir mikroskopavimas (stebint
imersiniu objektyvu)
du preparatai:
1. MaiSytas preparatas:
- Escherichia coli IR Sarcina spp.,
- Escherichia coli IR Bacillus subtilis,
2. Probiotiky kapsuliy turinys (Salutil ARBA Linex)

WAIMARK -
a ®




Fiksuoty preparaty ruosimas

 Stiklelis, ant kurio bus ruoSiamas tepinélis gerai nuvalomas etanoliu.

* Ant objektinio stikliuko dedamas lasas vandens ir jame paskirstoma su inokuliavimo kilpele
uzkabinta lgsteliy maseé arba miltukai iS probiotiky kapsuliy.

e Svarbu paimti ne per daug lgsteliy, kadangi po dazymo matysis vientisa mase.
* Palaukiama, kol vanduo isgaruoja. Kaitinti stikliuko negalima, kad nesilizuoty lgstelés.

* Tepineéliui isdzitvus, objektinio stiklelio apatiné pusé pakaitinama 3 kartus po 2—-3 sekundes virs
liepsnos — tepinélio fiksavimas (lieCiame prie rieso ir tikriname, kad nebuty karsta).
* Fiksavimas reikalingas, kad dazymo metu mikroorganizmai nenusiplauty. Tuo paciu mikroorganizmai
nuzudomi.
* Toliau atliekamas paprastas arba diferencinis (pvz., Gramo) dazymas.

» Kadangi lgstelés yra labai mazos, todél jprasta jas stebéti isdziovintas, nudazytas ir naudojant
imersinius objektyvus.

Po naudojimosi imersiniu objektyvu butina nuvalyti objektyvag su 96% spiritu! |2




Dazymas Gramo budu

1. Ant uzfiksuoto tepinélio pilame
kristalvioleto dazy, laikome apie 1-2 min.

2. Dazy pertekliy nupilame ir ant tepinélio
pilame jodo (ar liugolio) tirpalo, kurj laikome
apie 1-2 min.

3. Nupylus jodo (ar liugolio) tirpalg,
preparatas blukinamas 96 % etanoliu arba
blukinimo reagentu (10-30 s).

4. Tepinélis plaunamas steriliu fiziologiniu
tirpalu ar distiliuotu vandeniu.

5. Nuplautas tepinélis dazomas safraninu (ar
vandeniniu fuksino tirpalu) 1-2 min.

6. Po to vél plaunama vandeniu ir dazytas
mikropreparatas dziovinamas kambario
temperaturoje.

7. Paruostas tepinélis tiriamas mikroskopu
imersine sistema.

B Crystal violet Gram Staining [ ] Alcohol

4 major steps .
B Iodine J P B safranin

,..

o Application of e Application of e Alcohol wash o Application of
crystal violet iodine (mordant) (decolorization) safranin (counterstain)
(primary stain)
1 min 1 min <30 sec 1 min
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PABAIGA
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Pridedu gyvo mieliy prerapato dazymo
protokola tiems kam buvo jdomu :)



GYVY MIKROORGANIZM{ PREPARATAI

“Suspausto laso” preparatas “Kabanéio laso” preparatas
(ne-/dazytas)

Depression
(well) slide
A

Cover slip
\ Petroleum jelly (seal)

e \.x’\ - )

“
Drop of liquid with specimen
(hanging upside down from
undersurface of cover slip)

—

Negatyvusis preparatas (Blrio budas) — sumaiSomas lasas bakterijy suspensijos ir lasas juodo tuso.

Gazono preparatas — bakterijy, aktinomicety ar mikroskopiniy gryby kulturos, iSaugintos standziosios terpés
pavirSiuje. Jos tiriamos tiesiogiai maziausiai didinanciais objektyvais per meégintuvélio ar Petri Iékstelés stikla.



GYVY MIKROORGANIZM{ PREPARATAI

“Suspausto laso” preparatas
(ne-/dazytas)

Edges touching will /\/“\Y ) ,
spread suspension \ —\
evenly e \ b :

B. Gently lower coverslip

C. Slide ready for viewing /

Ant Svaraus nuriebalinto stiklelio uzlasinama skysta bakterijy kultira ar ant standzios terpés uzauginty bakterijy kulttros
suspensija, kuri uzdengiama dengiamuoju stikleliu.

RuoSiant preparatg turi nesusidaryti oro burbuly, todél dengiamasis stiklelis dedamas ne is virSaus, bet statomas prie laso krasto ir
pamazu nuleidZziamas. Tokiu budu iSstumiamas oras, esantis tarp dengiamojo ir objektinio stiklelio.

Taisyklingai paruostame preparate skystis uzpildo visg ertme tarp stikleliy, bet neiseina uz dengiamojo stiklelio riby. Jei preparata
reikia stebéti ilgesnj laikg, dengiamojo stiklelio krastai sutepami vazelinu.
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GYVY MIKROORGANIZMY) PREPARATAI

“Kabanciojo laso” preparatas

Quickly invert depression
slide. Drop will now be
suspended from the cover
glass inside the concave
hollow.

Suspended *
drop

hanging drop

petroleum

cover glass jelly

concave depression slide

Naudojamas specialus objektyvinis stiklelis su duobute.

Tiriamo tiriamo pavyzdzZio suspensijos lasas uzdedamas ant dengiamojo stiklelio,
jis staigiu judesiu apverCiamas ir lasas talpinamas j duobute.

Kad vanduo neissiliety, objektyvinio stiklelio duobutés krastai patepami vazelinu.

ST T
:CP ™
S\~ J=

Yy ‘—/“

1. A thin film of petroleum jelly is placed
around the concave wek on the
hollow-ground slida.

P
/‘,’-/
-

2. A looplul of bacterial suspension Is
placed in the center of the glass

S S
( ¥

r—_'; .

TS,
o /’ '
: 3. The holiow-ground slide s inverted

over the drop on the cover glass.
After correct positioning, the slide is
pressad gently against the cover
glass 10 seal them 1ogether with the
petrolaum jeily,

=,

4. The holiow-ground siide Is relrverted
s0 that the drop of suspansion now
hangs from the cover giass in the
concave wel of the slide.



Gyvo mieliy preparato dazymas ir analizé

A. Place small drop of suspension on slid

/\\

* Ant Svaraus objektinio stikliuko
uzlasinamas lasas vandens.

| lasg vandens perkeliamas nedidelis

kiekis mieliy biomasés. /\/ 7 /
T \J \
* Jei naudojamos sausos mielés reikéty //Y/ ( \T\g
jas aktyvuoti ir tuomet naudoti lasg EES V*:qu
paruostos suspensijos. even'v\ \, NS

©DaveCarlson
B. Gently lower coverslip

e Uzlasinamas metileno melsvés lasas —
(panasaus dydzio kaip pradinis 2 2N

C. Slide ready for viewing

lasas).
* Uzdengiama dengiamuoju stikliuku SVARBU. Jei naudojamos sausos mieles pries tai jas
ir mikroskopuojama 40x reikéty aktyvuoti palaikant bent 10 min 20-30 laipsniy
padidinimu. temperaturos vandenyje su Siek tiek cukraus (geriausia
kol atsiranda pavirsiuje burbuliukai).




Gyvo mieliy preparato analize

Gyvybingos lgstelés sugeria metileno
melsve ir jg suardo — |gstelés tampa
bespalvés ar Svelniai melsvos.

Zuvusios lastelés negali suskaidyti
metileno melsvés ir nusidazo ryskiai
meélynai.




Lasteliy ir kolonijy morfologija

Bacillus subtilis * Sarcina sp.

WFe i"é(. s

* Saccharomyces CEI'EVISIGE
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