ISTRAZIVANJE
MIKROORGANIZAMA
MIKROSKOPIMA



(gré. mikros=malen, sitan; skopeo= gledam) je
opti¢ki instrument koji se upotrbljava za promatranje objekata,
kao sto su mikroorganizmi, koji su presitni da bi se mogli vidjeti
golim okom - to je osnova primjene mikroskopa za stvaranje
slike mikrobnog svijeta.

razvoj:
. . god. Zacharias i Hans Janssen konstruirali prvi slozeni

mikroskop
. .god. Giovanni Faber - daje naziv mikroskopu

.god. Robert Hooke primitivhim mikroskopom otkrio zive
stanice
. .god. Antony van Leeuwenhoek pomocu jednostavnog
mikroskopa (bikonveksna leéa umetnuta izmedu mjedenih
ploca) otkrio nevidljive oblike zivota - “najsitnije zivotinje” tj.
mikroorganizme




Mikroskopi koji se danas koriste sastaviljeni su od niza optickih
i mehanickih djelova, a u osnovi razlikujmo dva tipa:
svjetiosne i elektronske mikroskope.

e mikroskop s svjetlim vidnim poljem
e mikroskop s tamnim vidnim poljem
e fluorescentni mikroskop

e fazno-kontrastni mikroskop

e transmisijski mikroskop
e pretrazni elektronski mikroskop
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Tablica 9-1: Uisporedba i mogudcnosti razliditib tipovea mikroskapea
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JEDNOSTAVNI MIKROSKOP

e LOCation of
S specimen
- Lens

SAMO JEDNA
LECA

(b) Microscope replica

Figure 1.2b



Slozeni svjetlosni mikroskop

= sastoji se najmanje dvaju sustava leé¢a: objektiva koji
povecava uzorak i okulara koji povecava sliku sto je dobivena
od objektiva.

- kao izvor svjetlosti u slozenom mikroskopu se upotrebljava
vidljivi dio spektra

- upotrbljava se za istrazivanje vrio sitnih objekata, a i njihove
fine detalje ili ultrastrukture

- ukupno povecanje mikroskopa dobiva se tako da se pomnozi
povecanje objektiva s povecanjem okulara

Mehanicki dijelovi mikroskopa:
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Opticki dijelovVi - sluze za uveéavanje i osvjetljavanje predmeta
koji se promatraju

1. OKULAR

- kratka cijev koja sadrzi dvije lece (gornja ili okularna i donja ili
sabirna lec¢a)

- nalazi se na gornjem kraju tubusa

- povecanja okulara su: 1x, 2x, 5x, 10x, 15x

2. OBJEKTIV
- najvazniji opticki dio mikroskopa
- lece objektiva sluze za skupljanje i koncentriranje zraka svjetlosti
koje dolaze iz preparata i za povec¢avanje stvorene slike predmeta
- - najvaznija osobina objektiva -sposobnost
leée da istakne fine detalje i strukturu
- ve€¢ina mikroskopa ima 3 objektiva s razlicitim povec¢anjima:
malo povecanje (10x)
srednje povecanje (40x)
veliko povecanje (100x)




Prema nacinu promatranja preparata razlikujemo 2 sistema
objektiva:

a) - za promatranje gljiva, algi, protozoa
- izmedu frontalne lece i preparata nalazi se zrak
- zrak nema isti indeks refrakcije kao staklo te dolazi
do prelamanja svjetlosnih zraka
- malo i srednje povecanje

- za
promatranje bakterija, njihovih oblika i rasporeda stanica
- izmedu preparata i frontalne le¢e nalazi se imerzijska
tekucina (anisol, cedrovo ulje i sl.) kojoj je
indeks refrakcije blizu indeksa refrakcije stakla
- veliko povecanje
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3. KONDENZOR | IRIS-ZASLON

- kondenzor se nalazi ispod stolica mikroskopa izmedu izvora
svjetla i promatranog preparata

- sastoji se od sustava le¢a koje sabiru svjetlosne zrake i
usmjeravaju ih prema promatranom preparatu

- iris-zaslon sluzi za kontrolu intenziteta svjetla tj. za reguliranje
kolicine svjetla koja ulazi u kondenzor
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Figure 3.4a, b



FAZNO KONTRASNI MIKROSKOP

M. ,Ocular lens

\ 7 . Diffraction plate

/" Undiftracted light
“7fi— (unaltered by specimen)

et
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(c) Phase-contrast

Figure 3.4c



FLUORESCENTNI MIKROSKOP

UPOTREBLJAVA SE
UV SVIJETLO.

FLUORESCENTNE
TVARI
ADSORBIRAJU UV
SVIJETLO |
EMITIRAJU VIDLJIVO
SVIJETLO
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FLUORESCENTNIM
BOJAMA

Figure 3.6b



KONFOKALNI MIKROSKOP

UPOTREBLJAVAJU
SE FLUOROKROMI
| LASERI.

LASER
OSVJETLJAVA
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UZORKA | STVARE
SE 3 D SLIKA

Figure 3.7



ELEKTRONSKI MIKROSKOP

UPORABA ELEKTRONA UMJESTO
SVIJETLA

NIZA VALNA DULJINA ELEKTORNA
DAJE BOLJU REZOLUCIJU.



TRANSMISIJOKI ELEKTRONSKI
MIKROSKOP (TEM)

ULTRA TANKE SEKCIJE UZORKA
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TRANSMISIJOKI ELEKTRONSKI
MIKROSKOP (TEM)

10,000-100,000x; rezolucija 2.5 nm

Figure 3.8a



SKENIRAJUCI ELEKTRONOSKI

MIKROSKOP (SEM)

SNOP ELEKTRONA SKENIRA POVRSINU
CJELOKUPNOG UZORKA.
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SKENIRAJUCI ELEKTRONSKI
MIKROSKOP (SEM)

1000-10,000x; rezolucija 20 nm

Figure 3.8b



Priprava uzorka za mikroskopiranje svjetiosnim
mikroskopom

Mikroskopski preparati sluze nam za promatranje morfoloskih
karakteristika mikroorganizama. Dijelimo ih u dvije kategorije:

1. NEOBOJENI (NATIVNI) PREPARATI
2. OBOJENI PREPARATI

1.

- koriste se za mikroskopiranje zivih mikroorganizama gdje se
jasno vide vec¢i mikroorganizmi (kvasci, plijesni, alge, vece
bakterije). Mikroskopiraju se pod povecanjem od 400x

Vrste nebojenih preparata:

a) vlazni preparati

b) visec¢a kap - za odredivanje pokretljivosti bakterijskih
stanica




mikrobioloska
usica

predmetnica

mikrobiolodka
epruveta sa
suspenzijom

Slika 8-1: Shematski prikaz pripravljanja vlanog preparata
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2. OBOJENI PREPARATI
-vec¢ina mikroorganizama je bezbojna, a da bismo ih mogli
istrazivati svjetlosnim mikroskopom, moramo ih obojati
Obojeni preparati omogucuju:
- bolje i detaljnije izucavanje mikroorganizama
- bolje uoc¢avanje pojedinih struktura (spore, st. stjenka)
- razlikovanje razlic¢itih tipova mikroorganizama

MIKROBIOLOSKE BOJE

Bojila za bojanje mikrobnih stanica najéesc¢e su u obliku soli, u
kojima je jedan od iona nosilac boje - kromogeni dio.
Sposobnost bojila da se veze na makromolekulske komponente
stanice ovisi o elektrichom naboju na kromogenom dijelu, ai o
stanicnim komponentama koje se boje.

a) KISELA (anionska) bojila - imaju negativan naboj i afinitet
prema pozitivho nabijenim dijelovima stanice
- kiseli fuksin (crveno), eozin (crveno), eritrozin (crveno),
fluorescein (zuto), nigrozin (crno)




b) BAZICNA (kationska) bojila — imaju pozitivan naboj te afinitet
prema negativno nabijenim dijelovima stanice
- metilensko modrilo (plava), gentiana violet (ljubicasta), karbol
fuksin (crveno)

Vrste postupaka bojenja:

-JEDNOSTAVNO bojenje - koristi se jedno bojilo, sluzi za
vizualizaciju morfoloskog oblika
-DIFERENCIJALNO bojanje — upotreba dvaju kontrasnih bojila
- izdvajanje u skupine (bojanje po Gramu)
- vizualizacija struktura (bojanje €éahura, spora, biceva,
jezgre)
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1. Priprema preparata za bojanje
- odmascivanje stakalca | @) Na dobro ocitGenu i odmascenu &) U sredinu dobro otiéene
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- nanosenje mikrobne kulture u [ _
kap vode A 4 AN
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- susenje na zraku
- fiksiranje
2. Bojanje s jednom mikrobioloskom ,
3. Ispiranje vodom nakon bojanja RSETRY ' -i*\’: )
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|

4. Susenje pomocu upijajuc¢eg papire

5. Mikroskopiramje uz kap anisola i _
najvece povecanje mikroskopa | cIPreparatse osusina ziaku | c) Predmetnicy crZati na jednom

Siika 8-06; F
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(1) nanas~ raka (6) ispiranje 96% (9) ispiranie voc

nap etanolom
(‘ o {me—
\ \
(2) razviac sto 7
tanjem sloju : S r \
ﬁ
(3) susenje na zraku ! i :
> ‘
) ] (10) susenje preparat na zraku

ili filtarskim papirom

(7) ispiranje

vodom
\

(8) dodavanje safranina
(ili karbol fuksina) _

(5) dodavanje kristal violeta, a potom (5 min)
lugola (1-2 min)

(11) mikroskopiranje (1000 x)

Slika 8-7: Postupak bojenja po Gramu opéenito se primjenjuje za razlikovanje velikih skupina bakterija.



D Etanol

. Safranin

‘ =

b o
i.&: / o0 iﬁs / 0

o Dodavanje 0 Dodavanje lugola e Ispiranje s etanolom o Dodavanje safranina

kristalviolet (mordant) (odbojavanje) (kontrastno bajilo)
{purpumo boijilo)

Slika 9.1.a: Postupak bojenja po Gramu
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Stika 8-12: Postupak u tizeku bajeria bakterifskih endospora metodam po Schaeffer-Fultonu




1) na predmetnom stakalcu nacini se razmaz u kapi vode, koji se susi na
zraku — preparat se ne fiksira

dodaje se boja gentijana violet (primarno bojilo) — 5 do 7 min

S obzirom da su ¢ahure neionske (nemaju naboj), primarno bojilo se
na njth samo natalozi, bez povezivanja ¢vrstim kemijskim vezama, za
razliku od ostalog dijela stanice

ispiranje s 20% otopinom Cu SO, x 5H;0 — sluzi kao agens za
odbojavanje i kontrastno bojilo — ( s obzirom da su kapsule topive u
vodi ne ispiru se s vodom). Kontrastno bojilo se apsorbira 1 oboja
kapsule, tako da ce kapsule biti obojene svijetlo plavo

susSenje na zraku (ne filter papirom)

mikroskopiranje pod najve¢im povecanjem uz kap uljno-
imerzione tekucine (anisol)

Rezultat: svijetlo plave (ljubicaste) kapsule s tamno ljubi¢asto obojenim
bakterijskim stanicama




Hranjive podloge za uzgoj
mikroorganizama

Hranjive podloge sluze nam za uzgoj mikroorganizama u
laboratorijskim uvjetima. Svojim sastavom i
karakteristikamaosiguravaju mikroorganizmima onakve
uvjete zivota koje bi oni imali u prirodnim sredinama.

Dijelimo ih prema:
a) nacinu primjene
b) kemijskom sastavu
C) konzistenciji

a)Hranjive podlioge prema nacinu primjene dijelimo:
obi¢ne podloge - sluze za izolaciju i uzgoj veceg broja
mikroorganizama
specijalne podloge - sluze za uzgoj tocno odredene grupe
mikroorganizama




Za utvrdivanje specificnosti koristimo selektivne i
diferencijalne podioge.

SELEKTIVNE hranjive podloge imaju takav sastav koji potice
rast zeljenih vrsta, a onemogucava rast nezeljenih
mikroorganizama. Njihova seletivhost se postize dodatkom neke
inhibicijske tvari.

DIFERENCIJALNE hranjive podloge omogucavaju laksSe
razlikovanje kolonija zeljenog mikroorganizma od drugih kolonija
koje rastu na istoj hranjivoj podlozi.

b)Hranjive podloge prema kemijskom sastavu dijelimo na:
PRIRODNE hranjive podloge - tocan kemijski sastav takvih
podioga nije poznat, a prireduju se od produkata biljnog
(plodovi, sokovi) ili zivotinjskog (mlijeko, krvni serum, zucg)
porijekla

UMJETNE (SINTETSKE) hranjive podloge - pripremaju se iz
cistih kemijskih spojeva po odredenim recepturama cCije
komponente mogu biti organskog ili anorganskog sastava




KOMPLEKSNE hranjive podloge sluze za uzgoj vecine
heterotrofnih gljiva i bakterija. Kemijski sastav takvih podloga
varira i djelomic¢no je poznat.Komponente su im kvasni i mesni
ekstrakt.

Svaka hranjiva podloga mora osiguravati mikroorganizmima
izvor ugljika, dusika, fosfora, aminokiselina, vitamina.

c)Hranjive podloge prema konzistenciji dijelimo:
TEKUCE, KRUTE (CVRSTE) | POLUTEKUCE.
Cvrstoéa podloge postize se dodavanjem agara tekuéim
hranjivim podiogama.

je heteropolisaharid koji se dobiva iz morsih algi roda
Gelidium. Zagrijavanjem agara (koji je u obliku praska) na
temperaturu 95-98°C on se otopi u tekucoj podlozi, a prilikom
hladenja kod temp. 40-45°C uzrokuje skrucivanje hranjive
podloge. Koncentracija agara u ¢vrstim hranjivim podlogama je
1-2%, a u poluévrstim podlogama 0,1-0,5%.




Bez obzira na pripadnost pojedinoj skupini nabrojenih hranjivih
podloga, svaki hranjivi supstrat mora imati:

e sve hranjive sastojke koji su potrebni za rast i razmnozavanje
e dovoljnu koli¢inu vode

e povoljanu pH vrijednost

e supstrat mora bhiti sterilan

e supstrat mora biti prozracan




STERILIZACIJA

Sterilizacija podrazumijeva svaki proces, kemijski ili fizicki,
pomocu kojeg se ubijaju svi oblici zivota, osobito
mikroorganizmi.

Prema sredstvu kojim se sterilizacija provodi razlikujemo:

Sterilizacija kemijskim putem vrsSi se pomocu nekih
kemijskih agensa (dezinficijensi) koji suzbijaju rast
mikroorganizama (npr.bakteriostatici) ili ubijaju
mikroorganizme i endospore.

- alkoholi, kiseline, halogeni, fenoli, soli teskih metala,
oksidirajuci agensi




STERILIZACIJA TOPLINOM

A) Suha sterilizacija
- sterilizacija plamenom
- sterilizacija vruéim suhim zrakom - vrsi se u suhom
sterilizatoru (Pasterovoj peci)




B) Viazna sterilizacija

- sterilizacija kuhanjem

- sterilizacija vodenom parom
a) sterilizacija strujec¢om vodenom parom - odvija se u
Kochovu loncu
- primjena: sterilizacija hranjivih podloga s tvarima koje
ne podnose temperature iznad 100°C
- visekratna sterilizacija u Kochovu loncu naziva se
TINDALIZACIJA ili FRAKCIONA STERILIZACIJA

b) sterilizacija strujeéom vodenom parom pod tlakom -
odvija se u autoklavu




Slika: Kochov lonac i autoklav

Slika 100. Kochov lonac Slika 101. Autloklav

122



STERILIZACIJA FILTRACIJOM

primjena: za sterilizaciju tekucéina koje ne podnose sterilizaciju
nekim drugim nac¢inom jer bi im se izmjenila fizikalna i kemijska
svojstva
postupak: tekucine se filtriraju pod tlakom kroz filtre poznate
velicine pora
vrste filtra: Chamberlandovi (porculanski) filteri

Berkefeldovi filteri

Seitzovi azbestni filteri

Membranski ili ultrafilteri

STERILIZACIJA ZRACENJEM

a) ultraljubicasto zracenje (UV)

b) ionizacijsko zracenje - elektromagnetske x-zrake i gama
zrake

STERILIZACIJA ULTRAZVUKOM - zvucni valovi visoke
frekvencije




METODE ZA IZOLACIJU CISTIH KULTURA

IZOLACIJA je znac¢ajna mikrobioloska tehnika kojom se
izdvajaju Ciste kulture mikroorganizama iz mjesovite populacije
Za proucavanje morfoloskih i fizioloSkih osobina
mikroorganizama, kao i njihove identifikacije, potrebno je imati
njihove ciste kulture

Pod cistom kulturom se podrazumijeva kultura mikroorganizama
koje sadrze samo jedan tip stanica.

Za dobivanje cCistih kultura koriste se slijedece metode:

METODA RAZRJEDENJA
METODA ISCRPLJENJA




Metoda razrjedenja

PRy

Oml, —P

Broth \/ u L/
5 e r a0 YN - S
|: Plate 1 mL. incubate and count colonies

— T




Metoda razrijedenja

Daje nam brojnost zivih, aerobinh
mikroorganizama

Nije ukljuceno
Obligatni Anaerobi
Mikroaerofili



Metoda razrijedenja

Pretpostavka
svaka kolonija potijeCe iz jedne stanice
ponekad neke kolonija potjeCu iz vise stanica
|zrazava se
Colony Forming Unit (CFU)/gramu ili ml
NE kao ukupne bakterije (mikroorganizmi)



Organicenja metode razrijedenja

Mogu se prebrojati samo aerobni
mikroorganizmi

nije poznata nijhova vrsta

podloge nisu univerzalne

judska greska

ponekad je tesko razlikovati Cestice hrane
| kolonije

kolonije mogu biti premale da se vide



Tipovi uzorka

tekuci
Ne viskozni-mjerenje pipetom
Viskozni-vaganje
Kruti
vaganje
prsotor
pomocu sterilinh Stapica odredena povrsina



mikrobwloska udica
g urorkom kuliwe =

Slika: T
Metoda
iscrpljenja ﬁ%ﬁ lagana pritisne

ri cvrste podloge

1 NACIN

uSica se pomice pa podiozi
a poloda) Petrijeve zdjelice
se mijenja

™ udica se pomige
hyeva-desno po podloz




IDENTIFIKACIJA BAKTERIJA

- identifikacija je praktican dio taksonomije koji svrstava
izolat u odredene taksone

- do danas je klasificirano i identificirano vise od 2000 vrsta
bakterija

-Fischer i Muller napravili prvu klasifikaciju i sistematizaciju

-1923. izaslo prvo izdanje prirucnika za
bakterija. Tokom godina zabiljezena su sva vaznija dostignuca,
zabiljezene nove vrste, kriteriji klasifikacije i poboljsane sheme
klasifikacije. Danas priru¢nik sadrzi 4 podvolumena, a svaki od
njih prikazuje specificne skupine bakterija




Karakteristike koje se koriste u klasifikaciji i identifikaciji
mikroorganizama:

1. MORFOLOSKE KARAKTERISTIKE KOLONIJA - svaka vrsta
bakterija ima karakteristican tip kolonija na hranjivoj podlozi

2. MORFOLOSKE KARAKTERISTIKE BAKTERIJA- oblik staice,
veli€¢ina, ultrastrukture, bojanje po Gramu, pokretljivost,
raspored cilija i flagela, oblik i smjestaj edospora, stani¢ne
inkluzije

3. FIZIOLOSKE | BIOKEMIJSKE KARAKTERISTIKE - odnose se
na prirodu i aktivnost bakterijskih enzima i transportnih
proteina. Neke od fizioloske i biokemijske karakteristike
koje se ispituju su:

izvor C i N, sadrzaj st. stjenke, izvori energije, produkti
fermentacije,sekundarni metaboliti, osmotska tolerancija,
osjetljivost na metabolicke inhibitore i antibiotike, pH optimum




Enzimatska aktivnost se Siroko primjenjuje za
diferencijaciju bakterija jer i relativno srodne bakterije se
mogu razlikovati na osnovu BIOKEMIJSKIH TESTOVA:

a)sposobnost iskoristavanja C iz razlic€itih spojeva
(monosaharida,polisaharida)

b)tvorba indola, amonijaka, H,S

c)hidroliza skroba, zelatine, kazeina, eskulina

d) iskoristavanje citrata, malonata

e)aktivnost glukozidaze, katalaze, oksidaze, peptidaze,
celulaze, fosfataze, esteraze
f) redukcija nitrata

4. EKOLOSKE KARAKTERISTIKE- razlike izmedu
mikroorganizama s obzirom na ekoloske uvjete
(temperatura, pH, svjetlost, slobodan Kkisik)




5. SEROLOSKE KARAKTERISTIKE- imunoloske tehnike koriste
se za komparaciju proteina razlicitih mikroorganizama

6. GENETICKE | MOLEKULARNE KARAKTERISTIKE- jedan od

najvaznijih pristupa taksonomiji nastao kroz:

- analize proteina
-- analize nukleinskih kiselina




