
	
Lucrare de laborator nr.2A

Tema: Morfologia microorganismelor


	Scopul lucrării:
Însușirea tehnicii de pregătire a frotiului și colorației simple pentru studierea morfologiei microorganismelor.


	Materiale și ustensile:
Culturi de microorganisme (culturi bacteriene) lame, lamele, hârtie de filtru, ansă microbiologică, pipete Pasteur, spirtieră sau bec Bunsen, stativ, apă distilată, alcool etilic (C2H5OH), soluție NaCl 0,85%, colorant (albastru de metilen, gentian violet, fuxină acidă).


	Etapele lucrării:
1. Pregătirea frotiului
Frotiu – strat subțire și omogen de elemente celulare răspândite uniform pe suprafața lamei.
Se ia o lamă, se degresează, se înlătură impuritățile cu ajutorul hârtiei de filtru, se sterilizează la flacără.
1) Dacă se folosește cultură de microorganisme crescute pe mediu solid, pe suprafața lamei se picură o picătură de soluție NaCl 0,85% sau apă. Cutia Petri sau eprubeta ce conține cultură de m/o se deschide deasupra flăcării, cu ansa microbiologică preventiv sterilizată prin ardere și răcită, se recoltează o cantitate mică de cultură și se dispersează uniform prin mișcări rotative (procedeu numit etalare) în picătura de soluție NaCl/apă de pe suprafața lamei. Ansa se sterilizează prin ardere.
2) Dacă se folosește cultură de microorganisme crescute în mediu lichid, cu ajutorul pipetei Pasteur pe mijlocul lamei se depune o picătură de mediu. Cu ajutorul ansei preventiv sterilizate picătura se dispersează uniform pe suprafața lamei. Ansa se sterilizează.
Pe partea stângă a lamei de înscrie data efectuării preparatului, nr. probei și alte informații după necesitate.
2. Uscarea frotiului
Uscarea frotiului se realizează la temperatura camerei, în termostat la 37°C, sau foarte atent la flacăra spirtierei/ becului Bunsen până la evaporarea completă a apei. Se verifică gradul de încălzire a lamei pentru a evita supraîncălzirea acesteia, coagularea proteinelor și în consecință degradarea integrității celulei microbiene.


3. Fixarea frotiului
Fixarea frotiului are mai multe scopuri: 1) asigură aderența celulelor la suprafața lamei, 2) asigură o mai bună colorare a celulelor microbiene deoarece celulele moarte se colorează mai bine ca cele vii, 3) asigură securitatea manipulărilor, 4) omoară microorganismele incidente.
Metoda de fixare:
a) fixarea prin flambare - pentru aceasta lama cu frotiul în sus se trece de 3 ori prin cea mai fierbinte parte a flăcării becului Bunsen/spirtierei, descriind un cerc cu diametrul de aproximativ 15 cm, timp de 5-6 secunde, acțiunea flăcării durează timp de 2 secunde. În caz de necesitate procedura se repetă;
b) fixarea cu alcool etilic– pe frotiul uscat depunem 4-5 picături de alcool etilic (96%), timp de 10-15 min;
c) fixare cu amestec alcool etilic:eter (1:1) – fixarea durează 5 min;
d) fixare cu acetonă - fixarea durează 5 min;

4. Colorația simplă a microorganismelor
Pentru această metodă se folosește un singur colorant. În rezultat se colorează toată celula microbiană. Frotiul fixat se plasează pe suport. Se adaugă o picătură de colorant astfel încât să acopere frotiul în întregime. La utilizarea unui colorant bazic (albastru de metilen – soluție apă alcool sau col. Loeffler) frotiul este acoperit cu colorant timp de 3-5 min. La utilizarea unui colorant acid (fuxină Pfeiffer) frotiul este colorat timp de 1-2 min. După expirarea timpului colorantul se înlătură, frotiul se spală cu apă, se usucă cu hârtie de filtru și se lasă la t° camerei pentru uscare completă. Pe frotiul colorat uscat se picură ulei de imersie și preparatul se examinează la microscopul optic, utilizând obiectivul 100X.


	





	
Fig. 1 Frotiul examinat la obiectivul cu imersie.
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	Concluzii:



	Informație suplimentară: 
Morfologia microorganismelor. Morfologia bacteriilor.
(rezumat, 1-3 pagini de text tehnoredactat conform normelor gramaticale și ortografice în vigoare în aplicația MS Word, fonta Times New Roman 14, Normal, aliniere stânga-dreapta, alineat din 5 semne, sau  text coerent scris de mână.)



	
[bookmark: _GoBack]Лабораторная работа №. 2A

Тема: Морфология микроорганизмов


	Цель работы:
Освоение техники приготовления мазка и простой окраски для изучения морфологии микроорганизмов.


	Материалы и инструменты:
Культуры микроорганизмов (бактериальные культуры) предметные стекла, предметные стекла, фильтровальная бумага, микробиологическая петля, пипетки Пастера, спиртовка либо горелка, штатив, вода дистиллированная, спирт этиловый (C2H5OH), раствор NaCl 0,85%, краситель (метиленовый синий, горечавка пурпурная, кислый фуксин).


	Этапы работы:
1. Приготовление мазка
Мазок – тонкий и однородный слой клеточных элементов, равномерно распределенный по поверхности лезвия.
Возьмите лезвие, обезжирьте, удалите примеси с помощью фильтровальной бумаги, простерилизуйте пламенем.
1) Если используется культура микроорганизмов, выращенная на твердой среде, на поверхность предметного стекла наносят каплю 0,85% раствора NaCl или воды. Чашку Петри или пробирку, содержащую м/о культуру, открывают над пламенем, микробиологическую петлю предварительно стерилизуют обжиганием и охлаждают, небольшое количество культуры собирают и равномерно рапределяют в капле раствора NaCl/воды. Петля стерилизуется прижиганием.
2) Если используется культура микроорганизмов, выращенная в жидкой среде, каплю среды наносят на середину предметного стекла с помощью пастеровской пипетки. С помощью предварительно стерилизованной петли капля равномерно распределяется по поверхности. етля стерилизуется прижиганием.
На левой стороне стекла записываем дату изготовления препарата, №. штамма и другую информацию по мере необходимости.
2. Сушка мазка
Сушку мазка проводят при комнатной температуре, в термостате при 37°С или очень осторожно на пламени спиртовки/горелки до полного испарения воды. Проверяют степень нагрева предметного стекла во избежание его перегрева, коагуляции белков и, как следствие, нарушения целостности микробной клетки.
3. Фиксация мазка
Фиксация мазка имеет несколько целей: 1) обеспечивает прилипание клеток к поверхности предметного стекла, 2) обеспечивает лучшее окрашивание микробных клеток, поскольку мертвые клетки окрашиваются лучше, чем живые, 3) обеспечивает безопасность манипуляций, 4) убивает поражающие микроорганизмы.
Метод фиксации:
а) тепловая фиксация - для этого лезвие мазком вверх 3 раза пропускают через самую горячую часть пламени бунзеновской колбы/спиртовки, описывая окружность диаметром около 15 см, в течение 5-6 секунд, действие пламени длится 2 секунды. При необходимости процедуру повторяют;
б) фиксация этиловым спиртом - на сухой мазок наносим 4-5 капель этилового спирта (96%) на 10-15 мин;
в) фиксация смесью этиловый спирт: эфир (1:1) – фиксация 5 мин;
г) фиксация ацетоном - фиксация занимает 5 мин;
4. Простое окрашивание микроорганизмов
Для этого метода используется только один краситель. В результате окрашивается вся клетка. Фиксированный мазок помещают на подставку. Каплю красителя добавляют так, чтобы он полностью покрывал мазок. При использовании основного красителя (метиленовый синий - водно-спиртовой раствор или генциан фиолетовый) мазок покрывают красителем на 3-5 мин. При использовании кислотного красителя (фуксин Пфейффера) мазок окрашивается в течение 1-2 мин. По истечении времени краситель удаляют, мазок промывают водой, подсушивают фильтровальной бумагой и оставляют при комнатной температуре для полного высыхания. На высушенный окрашенный мазок капают иммерсионное масло и препарат исследуют под оптическим микроскопом с объективом 100Х.

	





	
Рис. 1 
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	Выводы:


	Дополнительная информация: 
Морфология микроорганизмов. Морфология бактерий.
(резюме, 1-3 страницы текста, отредактированного в соответствии с грамматическими и орфографическими правилами, действующими в приложении MS Word, шрифт Times New Roman 14, Normal, выравнивание слева-направо, абзац из 5 символов или связный текст, написанный от руки. )



