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OSNOVE DELA V LABORATORIJU

Verjetno je v laboratoriju med veterinarskimi tekinn doktorji veterinarske medicine najbolj
izra eno timsko delo. Medtem ko so veterinarji uspbljeni, da razlagajo rezultate testa,
morajo biti veterinarski tehniki usposobljeni, d&dpjo do teh rezultatov. Prav zato je
izrednega pomena, da zna tehnik izpeljati testvgadnotiti in razumeti pomembnost
natannosti. Vsak laik lahko sledi navodilom kuharskeigaj vendar bo le usposobljen
tehnik znal sprejeti pravilno odliev, ko gre pri postopku kaj narobe in bo prepbzna

nenavaden rezultat testa.

Laboratoriji se med seboj razlikujejo tako po narbeosti kot po opremljenosti. Pomembno

je, da ima vsak:

prostor za sprejem vzorcev,

prostor za nasti in isti del z vodo,

omare s steklovino in z drugim priborom,

omaro z reagenti,

hladilnik,

delovno povrsino opremljeno s plinom, z elektrikanikroskopom,

prostor z opremo za sterilizacijo.

V laboratoriju mora delo vedno potekati umirjenggprerivanja in vpitja. Spostovati je

potrebno vse varnostne ukrepe, opisane v nadajjevan



LABORATORIJSKI PRIBOR IN STEKLOVINA

Laboratorijska steklovina je olajno narejena iz posebnega stekla, ki prenese visje
temperature kot navadno steklo (150 °C). Uporaljgmea znanstvene in kemijske poskuse,
razli ne preiskave in mikrobioloSko delo. V zadnjeasu je inventar izdelan tudi iz plastih
materialov, predvsem zaradi cene in enostavnostialye. Kljub temu plastika ne more
zamenjati vseh izdelkov, ker je steklo sorazmensotno, transparentno, odpornejsSe na

visoke temperature in okolju prijaznejSe.

NALOGA

Spoznajte in nariSite laboratorijsko steklovingnbor: epruveto, aso, buko, erlenmajerico,
stekleno paliico, predmetno in krovno stekelce, lij, merilni ygletrijevko, pipete, stojalo za
epruvete, stojalo za me nar in privino, bakteriddoZanko, gorilnik, trino no stojalo in

mre ico ter tarilnico.

Epruvete so lahko razlinih velikosti:

majhne so 45 mm visoke, z notranjim premerom 5 opoyrabljamo jih za
shranjevanje kultur;
seroloske so 100 mm visoke in s premerom 8 mm.alghamo jih za seroloske
reakcije ali manjSe koline gojis;
mle ne so 100 mm visoke in s premerom 10-18 mm, namemrzja odvzem mi@ih
in krvnih vzorcev;
bakterioloSke so 160 mm visoke in s premerom 10w uporabljamo jih za
gojis a;
ve je uporabljamo za shranjevanje sterilnega pribkagi(ar).

Epruvete zapiramo z gumijastimi, s kovinskimi, pkihastimi ali stanievinastimi zamaski.

Kovinski in stanievinasti zamaski ne tesnijo, zato morajo tako ea@pruvete vedno stati

pokonci. Uporabljamo tudi plastie epruvete za enkratno uporabo.

Steklene aSeso lahko razlinih velikosti. So ovalne oblike, imajo ravno dndkioni ast rob

za la je izlivanje tekoin. Na njih je oznaka za kolno teko ine.



Bu ka je posoda z okroglim prostorom za izvajanje poskus z dolgim vratom. Lahko je
razli ne velikosti in z oznako za maksimalno kolp teko ine. Ima lahko brusen notranji rob

vratu za zapiranje s steklenim zamaskom.

Erlenmajerica je podobna buki, le da ima ravno dno, poSevno stasto steno in kratek vrat.
Volumen je lahko 25-5000 mL. Zapiramo jo lahkoansevinastim, z gumijastim ali s

plutovinastim zamaskom, ki ga pokrijemo s papimatiobukom in zave emo z vrvico.
Stekleno pali ico uporabljamo za meSanje vsebine in pri kuhanju.

Predmetna stekelcamajo povrsino 70 X 26 mm in so debeline 1 mm. tabgamo jih za
pripravo mikroskopskih preparatov. En del je laikbruSenega stekla, namenjenega za

pisanje po njem (za ozrevanje).

Krovna stekelcaimajo povrSino 18 X 18 mm ali 22 X 22 mm in so e@b0.17 mm. Z njimi

pokrivamo preparate na predmetnem stekelcu.
Lij je steklena posoda, ki slu i za pretakanje tekali za filtracijo.

Merilni valj je ozka in visoka posoda razlih volumnov za natamo odmero tekan. Ima
razSirjen podstavek in korast rob za la je izlivanje tekan. Ob strani ima graduirano skalo

natannosti do 0,1 mL. Lahko je tudi iz plastiega materiala.

Petrijevke uporabljamo za trdna gojid in shranjevanje ter gojenje ranih
mikroorganizmov. So plogte oblike z o jim dnom in nekoliko SirSim pokrovofRob
pokrova je ni ji od dna. Premer je lahko 50, 1002810 mm. Uporabljamo predvsem

plasti ne za enkratno uporabo, ki so sterilizirane e nzelelavo.

Pipeteso razlinih velikosti (1, 2, 5, 10; 20, 25, 50 ml). Poznamerilne, ki imajo
graduirano skalo z doleno natamostjo, in polnilne, ki jih lahko natano napolnimo samo
z dolo enim volumnom. Shranjujemo jih v kasete za petkigeali vsako posebej zavito v

papir. Pipetiramo z gumijastimi nastavki, ki deJajpo naelu tlaka in podtlaka.

Stojala za epruveteso lahko kovinska ali plastia in razline velikosti. Na njih postavimo

epruvete med delom ali med shranjevanjem.



Stojalo za me narin privino slu i za postavitev doleene steklovine (npr. lija) na dokeno

viSino. Sestavljeno je iz trino ne opore in visdkavinske palice.

BakterioloSke (cepilne) zankeso izdelane iz nerjave ice, na koncu zakrivljene v zanko.
Na drugem koncu je dr alo, ki ne prevaja toplotenjimi prenaSamo preiskovani material ali
mikroorganizme na goji& in pripravljamo mikroskopske preparate. Zankiato
kalibrirana tako, da ima zajeta kapljica volume@lOmL. Uporabljamo tudi plastie zanke

za enkratno uporabo, ki so e sterilizirane.

Gorilnik uporabljamo za sterilizacijo predmetov z o iganjenza prepreevanje

kontaminacije ku nin in kultur. Uporabljajo se p#ki, le iziemoma tudi alkoholni gorilniki.

Trino no stojalo je izdelano iz kovine. Okrogli obrpna katerega postavimo mre ico, je
postavljen na tri “noge”. Mednje postavimo gorilmikna tako pripravljenem stojalu lahko

kuhamo.
Mre ica je iz mre aste kovine, na katero je v krogu naneseeramika.

Tarilnice so porcelanaste skledice ramih velikosti, prilo eno imajo pestilo. V njih lalk

zdrobimo material za preiskavo.

Prijemalka za epruveteje lesena in podobnaipalki za obeSanje perila, le da ima enajo

daljSi. Uporabljamo jo za dr anje epruvete nad piaiom.

IS ENJE LABORATORIJSKEGA PRIBORA

V laboratoriju morata biti popoln red imsto a, vsaka stvar mora biti na svojem mestu, vedno
ista, da jo lahko v vsakem trenutku uporabimo. p@adjenem delu moramo vseistiti,
postaviti na svoje mesto, izklopiti elekino in plinsko napeljavo. Laboratorij zapustimo Sele

ko je vse popolnoma urejeno.

Pri delu morata biti laboratorijska posoda in pripopolnoma ista, brez sledi maébe ali
kaksSne druge nésto e. Na mastnih stenah pipet in biret se zadr ujgpljice tekoin, zato
prihaja do napanih rezultatov, kar je predvsem problemat pri kvantitativnih analizah.



Obstajajo Stevilne metode zi& enje laboratorijske steklovine. laoma istimo po

naslednjem vrstnem redu:

steklovino namamo v raztopini detergenta, da odstranimo sledi wiag in grobe
ne isto e. Za zelo umazano steklovino lahko uporabimo jeatali kalijev lug,

vepleno kislino ali alkoholne raztopine;

grobe neisto e odstranjujemo mehansko £&anjem in z drgnjenjem. Namesto tega

lahko uporabimo ultrazvai istilec, ki mu dodamo detergent;

s topilom odstranimo in speremo Se zadnjaste e (z acetonom speremo aibljivo

steklovino ali tako, ki takoj potrebujemo);
na koncu speremo Se z destilirano vodo;

steklovino lahko posusSimo tako, da jo postavimaharobrnjeno na stojalo za
steklovino, ki ima po mo nosti vgrajen susSilec wplt zrak. Lahko pa postavimo

steklovino v vakuumski susilec.

Material in inventar: steklovina, istilo, razku ilo, S etka, destilirana voda, susSilnik,

sterilizator.

NALOGA

1.

2.

3.

Z ustreznim istilom (detergentom) in s 8tko odstranite vso umazanijo s steklovine.
Za 24-48 ur namate o iS eno steklovino v razku ilo (krom veplova kislina).

Dobro splahnite steklovino pod tekovodo in na koncu Se z destilirano.

Steklovino postavite v suSilnik in po kaanem suSenju na svoje mesto.

Steklovino za mikrobioloSke preiskave ustrezno it@gzamasite, zavijte v papir,
vlo ite v kovinske kasete) in sterilizirajte v aWavu 20 minut pri 121 °C.



TEHTANJE

Tehtanje je eno od najpomembnejSih opravil pri kivativnih preiskavah. Uporabljamo
lahko priro no elektri no tehtnico, ki ne zahteva posebnega znanja, alitamo, ki je

zahtevnejSa za uporabo int@ do 0,1 mg.

Analiti ne tehtnice so zelo drage in da bi ohranile svagamnost, se moramo dr ati

dolo enih pravil:

1. Tehtnica mora stati na trdni vodoravni podlagi @asme biti izpostavljena nobenim

tresljajem ali spremembam.

2. Neobremenjena tehtnica mora biti vedno zaska. Pred postavitvijo ali jemanjem
tudi najmanjSe ute i mora biti zaskena, ker se druga uni uje povrSina vzmeti in

tehtnica postaja vse manj albljiva.

3. Da bi bila tehtnica za#ena pred vlago, mora biti vedno zaprta, v zadalipa
postavimo higroskopsko snov, ki jo po potrebi zajaem.

4. Snovi, ki jo tehtamo, ne postavljamo na posodcehtanje, temvena ploSico ali
tehtalni olni ek. e tehtamo higroskopske snovi, jih damo v zapri®gics za
tehtanje. Pri tem vedno stehtamo posodico za tghtamato snov skupaj s posodico.
Nato iz skupne te e odStejemo te o posodice in tdkbimo te o tehtane snovi.

5. Snov, ki jo tehtamo, vedno damo v posodo za teétalnjz nje s tehtalno lico.

6. Ute i, posodice in drugo postavimo na tehtnico isceito, ker so roke vedno malo

vla ne in mastne.

7. Ute i postavimo na tehtnico vedno po vrstnem reduwnajte je k najla ji, dokler se ne

vzpostavi ravnote je.

8. Od itavamo vedno pri zaprti tehtnici, ker e najmargsemiki zraka (tudi dihanje

tistega, ki tehta) lahko vplivajo na nataost tehtnice.

9. Snovi, ki jih tehtamo, morajo biti ohlajene na soltemperaturo, ker tople snovi
vedno absorbirajo nekaj vlage iz zraka.

10. Tehtnica mora biti vednasta in treba je paziti, da po njej Bear ne stresemo.

11.Za eto tehtanje ne smemo nikoli prekiniti in vedno amo tehtati z istimi ute mi.



12.Pri izredno natamih tehtanijih je treba tehtati dvakrat.

Material in inventar: navadna in analitha tehtnica, tehtalniolni ek, snov za tehtanje.

NAVODILO
1. Pripravite vse potrebno za tehtanje.

2. Zatehtajte doloeno koli ino snovi po prejsnjih navodilih.



MIKROSKOPIRANJE

Glavni deli mikroskopa

Mikroskop je nepogresljiv del laboratorijske oprerweSolskem laboratoriju uporabljamo
svetlobni binokularni mikroskop. Sestavljen je mionih, mehaninih in pomo nih optinih

delov.

Opti ni deli so okularja in objektivi, ki imajo v svoji notrasgti sistem le. Vsak od njih ima

lastno poveavo, ki jo spreminjamo z menjanjem objektivov.

Okularja sta nameg&na na zgornji del tubusa in imata 10-kratno pave.

Objektivi so pritrjeni na revolver in imajo 4-, 1@t0- in 100-kratno povavo.

Pove avo mikroskopa dobimo tako, da pomno imo paao okularja s poveavo objektiva.
Pomo ni opti ni deli mikroskopa so: kondenzor, zaslonka, filet in viettobe.

Vir svetlobe je obiajno lu ka, vgrajena v nogo mikroskopa.

Kondenzor je sestavljen iz lén se nahaja med virom svetlobe in mizico mikrgsko
Njegova funkcija je, da enakomerno razprsi svetlob@pazovan predmet. Pritrjen je na
stojalo mikroskopa in ima vijak za dvigovanje iruSm@nje. Pri name&nju kondenzorja
gledamo v predmet in kondenzor z olangjem vijaka dvigamo in spugmo, dokler vidno

polje ni enakomerno osvetljeno.

Z zaslonko uravnavamo snop svetlobnih arkov takejo odpiramo ali zapiramo. Nahaja se

pod mizico in je pritrjena na stojalo.

Filter se nahaja nad virom svetlobe ali pod kondgem. Svetlobo obarva tako, da je

podobna naravni.

Mehani ni deli mikroskopa so: noga, stojalo, tubus, revolver,icaizmikro- in makrovijak,

pero za pritrditev predmetnega stekla, stikalokdap



Na nogo je privrS eno stojalo mikroskopa. Na stojalo je z zgornjarstpritrjen tubus, nanj
pa s spodnje strani revolver. Na sredini je pri@enizica, na kateri je pero. Ob strani ima
mikroskop stikalo za vklop in elektni kabel. Na stojalo sta name#a makro- in
mikrovijak. Slu ita za pribli evanje in oddaljevaejmizice in s tem izostritvi gledanega
predmeta. Makrovijak uporabljamo samo pri najmapgsie avi, mikrovijak pa pri vseh

preostalih.

NAVODILO

Na mikroskopu dolate posamezne dele mikroskopa.

Slika 1: Mikroskop

Na ini mikroskopiranja

Mikroskopiranje v svetlem vidnem polju

S spreminjanjem objektivov lahko sliko razlo poveamo (40-, 100-, 400- in 1000-krat).
Prve tri poveave so “suhe” in jih uporabljamo za male in sregrgee ave. 1000-kratna



pove ava je imerzijska in jo uporabljamo za velike paaee. Poveava in kakovost slike sta

odvisni od kakovosti okularjev in objektivov.

Pri uporabi suhih objektivov je med eobjektiva in preparatom zrak. Ta nima enakega
lomnega kolinika svetlobe kot steklo. Zato se del svetlobnitkoa, ki prehaja skozi

opazovani predmet, razprsSi in ne tvori slike.

Ko uporabljamo imerzijski objektiv, uporabljamo tuwcherzijsko olje, ki ima enak lomni

koli nik kot steklo. Imerzijski objektiv potopimo v in&jsko olje na opazovanem predmetu

in s tem prepremo lomljenje svetlobnih arkov. Zato se zmanjSapeenost in slika je

jasnejSa kljub vegi pove avi. Ko mikroskopiramo z imerzijskim mikroskopore, §lika lepSa,
e dvignemo kondenzor in odpremo zaslonko. Kak@ope ava manjSa, zapiramo zaslonko

in spuSamo kondenzor.

Po uporabi moramo imerzijsko olje popolnoma odstirarobjektiva, saj se sicer olje zasusi

in objektiv ni ve uporaben.

NALOGA

Pois ite sliko pod 40-, 100-, 400- in 1000-kratno poseo ter nariSite sliko.

Material in inventar: trajni histoloSki preparati, mikroskop, imerzijskfe, stanievina.
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Slika 2: Preparati pod razlnimi pove avami



PRIPRAVA MIKROSKOPSKIH PREPARATOV

Preparate pripravimo na predmetnem stekelcu inyazhgokrijemo s krovnim stekelcem.
Pomembno je, da so stekelca popolnomta. Lahko jih operemo z milom in razmastimo Se s
70 % etanolom. e pripravljamo ve mikroskopskih preparatov naenkrat, jih moramo oitha

z oznako na robu predmetnega stekelca.

Nativni mikroskopski preparat

Z nativnimi mikroskopskimi preparati opazujemo imeobarvane bakterije, glive ali

pra ivali. Opazujemo njihovo obliko, gibanje in mexbojni odnos.
Poznamo dva nativna mikroskopska preparata: pokrittse o kapljico.

Pokrito kapljico pripravimo tako, da na razma&$o predmetno stekelce kanemo kapljico
suspenzije oz. tekega gojiSa z mikroorganizmi in pokrijemo s krovnim stekelcdfnovno
stekelce polo imo na predmetnega nad kapljico poiin 45° in ga rahlo spudmo tako, da

ne nastanejo zrai mehurki.

Zavise o kapljico potrebujemo predmetno stekelce, ki ima v sredilallvinico. Okoli nje
nama emo vazelin. Kapljico z mikroorganizmi kanemakrovno stekelce in predmetno
stekelce z vdolbinico polo imo na krovnega tako jel&apljica na sredini vdolbinice.

Predmetno stekelce hitro obrnemo, da kapljica almaskrovnem stekelcu.

Obarvani mikroskopski preparati

Preparate obarvamo zato, da predmet la je opazyjegaiovimo njegovo obliko, strukturo
in posamezne dele (npr. celic). Pripravimo jih tata najprej na predmetno stekelce

nanesemo vzorec, ga fiksiramo in glede na preiskatt@zno obarvamo.
Pri nekaterih vajah bomo opisali posebnosti baevaajposamezne vzorce.

Material in inventar: suspenzija kvasovk, suspenzija pra ivali, lisklame, predmetna in
krovna stekelca, vazelin, nasha raztopina soli, destilirana voda, kapalke, gtismcpreparirna

igla, mikroskop, vpojni papir.



NALOGA

1. Pripravite nativni preparat kvasovk in pra ivalioiB ite sliko pod 400-kratno

pove avo.

2. Pripravite viseo kapljico kvasovk in pra ivali. Poiste sliko pod 100-kratno

pove avo.
3. Liste ciklame preparirajte in naredite tanek natpneparat.
4. Pois ite sliko pod 100-kratno povavo.

5. Na eno stran krovnega stekelca kanite 1-2 kaplfisi ene raztopine. Z druge strani

krovnega stekelca polo ite vpojni papir in opazugtegajanje skozi mikroskop.

6. Na strani, kjer je bil papir, sedaj kanite 3—4 lapldestilirane vode, na nasprotno
stran pa polo ite vpojni papir. Opazujte dogajask®zi mikroskop.



PIPETIRANJE

Pipete so laboratorijski pripomki za odmerjanje in prenasanje daoaega volumna tekon.
To en volumen ka ejo le,e ima tekoina, ki jo pipetiramo, sobno temperaturo oz.
temperaturo 20 °C. Poleg temperature in volumnaanmoeti pipeta tudi oznako, ki nam
pove, ali je treba tekano po napolnitvi pipete do konca izprazniti (izaif) ali pa jo pustimo,

da sama iztee iz pipete in v njej ostane le Se daa, preraunan volumen tekane.
Oznake na pipetah so angleske kratice: IN, EX, TT

OznakilN in TC pomenita, da je treba vsebino pipete popolnomiaatip Pravi je tisti
volumen, ki je v pipeti. AngleSka beseda IN v slasieem jeziku pomeni v. Kratica TC izhaja

iz angleSke besedne zvepecontainin pomeni vsebovati.

OznakiEX in TD pomenita, da moramo tekoo pustiti, da sama izte iz pipete, v pipeti pa
ostane dolcen stalni volumen, ki ga ne smemo izpihati in @ unan v volumen, ki je
napisan na pipeti. AngleSka beseda EX pomeni \esiskem jeziku iz, kratica TD pa izhaja
iz angleSke besedne zvepadiscardin pomeni zavrd.

Poznamo tri vrste pipet: merilno

polnilno

avtomatsko

Razlikujejo se po namembnosti in nataosti.

Merilno uporabljamo, ko elimo z isto pipeto odmerjati dano koli ino teko ine ali
manjSo od predvidene s samo pipeto.

Polnilno pipeto uporabljamo za pipetiranje tolikSne kivle tekoine, kot je s pipeto

predvideno.

Z avtomatskimi pipetami lahko odpipetiramo samo tisti volumensikio ga dolali oz.
nastavili na dr alu pipete. Sestavljene so iz delov in potrebujemo ,tipse“, v katere pipeta
potegne elen volumen tekme. Mikropipete so namenjene za pipetiranje zedghmih
volumnov vzorca 1-1000 pL.



Pipetiranje z avtomatskimi pipetami

Ve ina avtomatskih pipet ima dve stopnji pipetiramja,lahko iz pipete po potrebi iztisnemo
tudi zadnjo kapljico tekane (podobno kot pri steklenih pipetah z oznakokdlmoramo
zadnjo kapljico izpihati Se z usti). Ko pipetiranmopramo tekoino povle i samo do prve
stopnje, da ne dobimo napeega volumna. Vsebine z avtomatsko pipeto ne snpategniti
prehitro, ker lahko del tekane prodre v notranjost pipete in jo onesna i, pgpa se asoma
zamasi. Onesna ene pipete s ku nim materialom gotir oku be. Zato je treba avtomatsko
pipeto po konanem delu, pogosto pa tudi e med njimistiti in razku iti s 70 % etanolom.
Paziti moramo, da nastavki za pipetiranje niso Zamia da ni zamasSena odprtinica v pipeti in
da pipeta ne pua. Pipete, ki imajo namesne steklene kapilare, nimajo dveh stopenj
pipetiranja, ker se iz njih iztisne vsa vsebinapipete moramo na koncu izplakniti z
destilirano vodo in vodo pustiti v notranjosti kiape do naslednje uporabe.

NALOGA

NariSite pipete ter jih glede na vrsto in velikasfpolnite z doloeno koli ino vode.

1. Na vrh pipete nataknite ogico za pipetiranje.
2. Pritisnite na rko A in izpraznite zrak iz ogice.

3. Postavite konico pipete v tekoo za pipetiranje in ne no pritiskajte n&ko S, da
za ne podtlak vlei teko ino v pipeto. e premono stisnete ali predolgo dr ite, boste
Vv ogico potegnili tekoino. Zato je lahko ogica neuporabna za nadaljmgk dn
lahko se oku i s pipetiranim materialom. V pipetot@gnite ve teko ine, kot je

predvideno v nalogi.

4. Dvignite pipeto v viSino d in s pritiskom narko D po asi spuSajte tekoino, dokler

ne bo meniskus tekme na rti elenega volumna.

5. Vajo ponovite srpalko za pipetiranje.

Za natanno pipetiranje je pomembno, da je meniskus tele ki jo pipetiramo, na izbrani

rti (dolo ena koliina) in da so a v pravilnem polo aju (kot na sliki).

Pipete se razlikujejo glede na maksimalno kob teko ine, ki jo je proizvajalec predvidel
(npr. 1 mL, 2 mL, 5mL, 20 mL itd.).



Ty
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Slika 3: Pipeta



PRIPRAVA RAZKU IL

V laboratoriju uporabljamo e pripravljena razkuailli jin sproti pripravimo z re@njem ali
meSanjem razlnih snovi. Sproti pripravljamo tista, ki v razreshi obliki niso dalj asa
obstojna. Pri tako pripravljenih razku ilih moramapisati na embala o datum, ko smo
razredino pripravili. Pri delu in pripravi razku il moramuposStevati navodila za varno delo

in uporabljati zastno opremo (halje, rokavice, ala).

Vodikov peroksid (H202) uporabljamo predvsem z& enje in razku evanje oku enih ran,
sluznice in oi in tudi za doloanje biokemine aktivnosti bakterij. Unkovitost, eprav
kratkotrajna, je v prostem GHadikalu in peni, ki odstrani nisto e in bakterije s povrsine

rane.

Krom veplovo kislino uporabljamo za odstranjevanje is0o (krvi, masob idr.) s
steklovine. To je zelo mma kislina in treba je upoStevati vsa pravila, éjao za ravnanje z

jedkimi snovmi.

Virucid extra je razku ilo v prahu, ki ga lahko glede na koncanijo uporabljamo za
razli ne namene. PovrSine opreme, pribor in zrak (v olkdikprsSila) razku ujemo z 0,5 %
raztopino, povrsine tal pa z 1 % raztopinoiritovito in hitro unii vse znane viruse pa tudi

grampozitivne in gramnegativne bakterije ter gkvic

Material in inventar: merilni valj, pipete, aSe, steklenice z bruSsenim vratom in zamaskom,

destilirana voda, 30 %202, kalijev ali natrijev bikarbonat, veplena kislin’irucidal extra.

NALOGA

1. Imate 30 % HO2. Pripravite 100 mL 3 % £02. 10 mL 30 % HO2 zmeSajte z 90 mL
destilirane vode.

2. Pripravite krom vepleno kislino. 120 g kalijevegh natrijevega bikarbonata
raztopite v 1 L destilirane vode in mu psi dodajajte 1200 g veplene kisline.

POZOR! Ob meSanju tekm se sprosa toplota.

3. Pripravite 1,5 L 0,5 in 1 % raztopine Virucidal extZatehtajte 7,5 oz. 15 g Virucid
extra in dodajte ob meSanju do 1,5 L destilirandozo



UPORABA GORILNIKA

V laboratoriju uporabljamo gorilnik za segrevarighanje, sterilizacijo (npr. bakterijske

zanke) in za zagotavljanje aseptisti delovnega okolja.

Preden pri gemo plin, odpremo glavni ventil in rume&entil pri samem gorilniku. Ventil je
odprt, ko je vzporedno s cevjo napeljave. Preveritige na gorilniku dotok zraka zaprt.
Odpremo ventil (dvakrat zavrtimo) na gorilniku in gemo v igalico. Pribli amo jo vrhu
gorilnika in stisnemo varovalo na gorilniku. Plia me izhajati iz gorilnika in se v ge. Tak
plamen ni primeren za delo. Odpremo dotok zrakadamen postane man (videti je, kot bi
bil plamen v plamenu). Na vrhu notranjega plamenagjviSja temperatura in to t@
uporabljamo npr. za o iganje bakterioloSke zanKeceéh okoli gorilnika se ustvari asepid

okolje, primerno za mikrobiolosko delo.

Ko gorilnika ne potrebujemo vezapremo dotok zraka in ventil na samem gorilnia.
gorilniku bo Se naprej gorel le plamexk, ki nam omogaa, da plamen hitro ponovno

pri gemo. e gorilnika ne bomo veuporabljali, zapremo Se ventil na cevi za dovodal

Material in inventar: gorilnik, v igalice, bakterioloSka zanka, erlenredga, krpa.

NALOGI
1. Ponazorite pri iganje gorilnika in ugotovite, nat&d to ki je plamen najmmejsi.

2. Prika ite o iganje bakterioloSke zanke in vratuermajerice.



STETJE MIKROORGANIZMOV

Za Stetje mikroorganizmov uporabljamo Burker-Turdomoro. Sestavljena je iz

objektnega stekelca, na katerem se nahaja mrelapimega stekelca.

Sredinska mre a je sestavljena iz 16 velikih kvaovavsak je razdeljen na 25 manjSih
kvadratov. Skupaj torej 25 x 16 = 400 kvadratovaita enega kvadrata je 1/20 mm.
Povrsina enega kvadrata je torej 1/400%miter je takih kvadratov &tiristo, je skupna
povrsina mre e 1/400 x 400 = 1 ninPolje, na katerem je mre a, je za /10 mm ni g o
sosednjih polj, tako da je prekrit two dolo en volumen tekane, ko krovno stekelce prekrije
objektnega. Ker je povrsina mre e 1 misina stolpca tekdne pa 0,1 mm, je volumen
kapljice, ki je zaprta v komoro, 1 nfm 0,1 mm = 0,1 mrh Ta volumen je osnova za

preraunavanje skupnega $tevila celic v 1°am. v 1 mL tekoine.

Material in inventar: Blrker-Turkova komora, krovno stekelce, susperiaigsovk in
mikroskop.
NALOGA
1. Biurker-Turkovo komoro in krovno stekelce dobrastite s 70 % alkoholom.
2. Pois ite mre o pod 400-kratno povavo.

3. S kapalko nanesite suspenzijo mikroorganizmov (@viasna Burker-Turkovo

komoro in pokrijte s krovnim stekelcem. V preparagusme biti zranih mehurkov.

4. PreStejte, koliko je celic v 8. kvadratkih in izamajte povprge v enem kvadratku.e
se kaksna kvasovka nahaja nth Stejemo kvasovke, ki se nahajajo na zgornji in
desni rti kvadrata, v ta kvadrat. Pretaajte, koliko je celic v 1 mL tekme.




MERJENJE VELIKOSTI MIKROORGANIZMOV
MIKROMETRIJA

Velikost mikroorganizmov je v mikrobiologiji zeloopnembna. Dolamo jo lahko z
mikroskopom, ko mikroorganizme merimo z okularnirariiom. Ne glede na izbrano

pove avo mikroskopa ima vsak mikroskop lastno p@®, ki se lahko malenkostno
razlikuje od predvidene. Zato moramo, predemaano meriti velikost bakterij ali kvasovk (v

pim), ugotoviti, koliko um je velik razdelek na okuhem merilu.

Mikroskop umerimo z objektnim merilom. Objektni mikneter je objektno steklo, ki ima
vgravirano skalo, razdeljeno na 100 razdelkov, skuol ine 1 mm. En razdelek torej meri

0,01 mm 0z.10 pm.

Material in inventar: okularno in objektno merilo, predmetno in krovitekelce, suspenzija

kvasovk, mikroskop.

NALOGA

1. V okular vstavite okularni mikrometer, objektni mikneter pa polo ite na mizico
mikroskopa.

2. lzostrite sliko (400-kratna povava) in s premikanjem mizice poravnajte okularni in
objektni mikrometer tako, da se &éni rtici (za etka skale) ujemata, merili pa sta

vzporedni.
3. PoiSite rtico, kjer se razdelka na objektnem in okularneerilm spet ujemata.

4. PreStejte Stevilo razdelkov v objektnem merilu rdedma mestoma, kjer sdici
prekrivata, in si Stevilo zapiSite. PreStejte &vifh razdelkov okularnega merila med

dvema mestoma prekrivanja in si tudi to Steviloiziég.

5. lzra unajte, kolikSno razdaljo v objektnem stekelcu ptadija razdelek okularnega
merila, tako da Stevilo razdelkov na objektnem faggomno ite z 10 um in delite s

Stevilom razdelkov na okularnem mikrometru.



6. Dobljeni koeficient k) nam pove, koliksSni dol ini (v um) ustreza en rahek

okularnega merila.
7. Pripravite preparat kvasov (suspenzijo).
8. Pod 400-kratno povavo poiSite sliko kvasovk.
9. Prestejte, koliko razdelkov okularnega merila zavaena kvasovka.

10.1zra unajte velikost kvasovk, tako da Stevilo dobljerakdelkov pomno ite s

koeficientom (k).

Stevilo razdelkov objektnega merila x 1

Koeficient (K) = =-==n=mnmmmmmm e

Stevilo razdelkov okularnega merila

velikost mikroorganizma (kvasovke) = Stevilo razael okularnega merila x k

7N
/ \
[ \

\ /

- _~— okularno merilo

objektno merilo

Slika 4: Izra un velikosti kvasovke



BAKTERIOLOSKE PREISKAVE

Sposobnost veterinarja, da postavi diagnozo, aoexdravi ku no bolezen, je vga, e
uporablja laboratorijske teste. Nataost in vrednotenje teh testov pa je odvisna od
sposobnosti veterinarskega tehnika, odgovornedmbpaatorijske preiskave. Vsak
veterinarski tehnik, ki dela v laboratoriju, moié hsposobljen za izvedbo in ovrednotenje
taksnih testov. Prav zaradi izredno velikega Sewilkroorganizmov, kot tudi podobnosti
med njimi, lahko pride do napakegsar v praksi ne smemo dovoliti. Napake nastajajo p
dolo anju gram statusa bakterij, v rasti kolonije nagyoj, spremembi glede na okolje,

biokemi ni dejavnosti idr.

Pomembna je tudi odgovornost veterinarskega tehkildela s ku nim materialom, da ne
oku i drugih ljudi, okolice ali samega sebe. Zatona spoStovati pravila aseptega dela in

varstva pri delu.

V mikrobioloski laboratorij lahko poSljemo pravzaprvse vzorce, ki jih lahko ivali
odvzamemo. Najpogosteje preiskujemo vzorce urinsgls ko e ali sluznice in mleko. Manj

pogosto preiskujemo vzorce krvi, blata ali tkiv.

Laboratorijski delavci se pred vstopom v laboratoréoble ejo v zaSitno obleko, svojo pa
pustijo v za to dolcenem prostoru. Delajo naié enih in razku enih povrSinah ob meem
ognju, ne ve kot 20 cm stran od ognja. Ves pribor, ki ga upgoaimed preiskavo, morajo
razku iti in sterilizirati. GojiS a za enkratno uporabo in vzorce morajo po uporeskadljivo
uni iti (avtoklavirati). Vse povrSine po opravljenemuleazku ijo, izklopijo elektri no in

plinsko napeljavo ter pri gejo ultravijolno lu za razku evanje zraka v prostoru.

DELO V MIKROBIOLOSKEM LABORATORIJU

Mikrobioloski laboratorij je prostor za mikrobiolks preiskave. Glede na mikroorganizme, ki
jih preiskujemo, loimo bakterioloske, viroloske in mikoloSke laborgrZas itni ukrepi v

laboratoriju so odvisni od patogenosti mikroorgamix.

V laboratoriju pazimo na red insto 0. Ves as ravnamo tako, da prepugemo oku bo ljudi,

opreme in materiala. S saprofitskimi in manj patoge mikroorganizmi delamo na delovnih



povrSinah (mizah, pultih), ki niso posebej zg&he. Z bolj patogenimi mikroorganizmi
delamo v brezprasnih komorah, ki zagotavljajo lmogasito delavcev, ku nine in okolice. S
posebno nevarnimi mikroorganizmi delamo v prostdsitso popolnoma izolirani. Vanje
vstopamo in izstopamo skozi predprostore za razlang, kjer se delavci preobkgo in
razku ijo. Ves ku ni material iz prostora gre takeojsterilizacijo. Stene, tla in delovne

povrSine morajo biti iz materiala, ki ga z lahkoéaku imo.

V laboratoriju je potrebna enakomerna dnevna skhatl®kna morajo biti velika in morajo
gledati na sever ali na severovzhod. Za eno delovesto potrebujemo 16°mVsako
delovno mesto mora imeti prikljek za elektriko, plin in vodo. Poleg miz ali pultse v
laboratoriju mikroskopi, omare z najnujnejSim ladorijskim priborom, termostati za

inkubacijo bakterij in hladilniki za shranjevanjeatariala in po potrebi Se druga oprema.

Navodila za delo v mikrobioloSkem laboratoriju

1. V laboratoriju imamo obleeno isto in zlikano haljo, ki mora biti zapeta. Rokavi
morajo prekriti spodnje obldo.

2. V laboratoriju ne jemo, ne pijemo in ne kadimo. Vjpnnesemo samo delovni zvezek

in pisalo. Drugo pustimo v garderobni omarici.

3. Dolge lase moramo speti, da ne bi padli po ku neatemalu ali da jih ne bi o gali na

gorilniku.
4. Z rokami se ne dotikamo obraza (predvsem ustiin o

5. Med delom morajo biti vrata in okna zaprta, da azrakprenasa mikroorganizmov.

Zato se po laboratoriju tudi ne sprehajamo po nmepaem.
6. Ku nino in ku en pribor odlagamo na posebne pladoze v posode z razku ilom.
7. Ku nine ne zlivamo v odtok.

8. Kovinske predmete sproti steriliziramo nad plamer{bakterioloSke zanke, pincete).

O igamo tudi vratove erlenmajeric in epruvet.
9. Pri delu uposStevamo nela asepse (delo ob plamenu do 20 cm).

10. e se s ku nino dotaknemo ko e ali sluznice, morasakoj povedati utelju in

uposStevati navodila za prvo pomo



11. e kaj razbijemo ali razlijemo ku nino, obvestimoitelja. Nato mesto pokrijemo s
stani evino ali papirnatimi brisami in prelijemo z razku ilom. Ko se razku ilo

posusi, prenesemo material na mesto, kjer ga laalgemo.

12.Po konanem delu pospravimo delovno povrSino in jo razkwi Izklopimo elektriko,

plin in vodo.

13.Preden zapustimo laboratorij, si roke umijemo igligmo z razku ilom, ki se mora

na rokah posusiti.

14.Pri delu s patogenimi mikroorganizmi uporabljampd&amasko, rokavice in

predpasnik.

NALOGA

Razlo ite, zakaj je treba upoStevati navodila zibdemikrobioloSkem laboratoriju.

Pravila prve pomo i

Pri oku bi ustne votline ku nino takoj izpljunemo v posodo z razku ilom. st
speremo (grgramo) s sve o0 0,1 % raztopino kalij@vpgrmanganata ali 1 % raztopino
vodikovega peroksida z dodatkom pepsina. Tdrat ponovimo (vsaj 3-krat) in

vedno izpljunemo v posodo z razku ilom. Nato nekaput ve imo suh kruh ali
ivalsko oglje, ki ga izpljunemo in usta speremeado. Pri sumu, da je ku nina zaSla
globlje v prebavni trakt, je treba popiti vsaj @,5lane vode in poiskati zdravnisko

pomo .

Pri oku bi neposkodovane ko emesto vekrat polijemo z razku ilom in ga pustimo na ko i,
da izhlapi. e sumimo, da imamo opravka z mikroorganizmi, kktaprodrejo skozi

neposkodovano ko o, poiemo zdravnisko pomo

Pri oku bi rane pustimo, da kri neovirano izteka iz rane, sagjkottudi isti. 1ztekati
mora v posodo z razku ilom. Rano razku imo z jodoviazku ilom, jo sterilno

obve emo in poiSemo zdravniSko pomo



NALOGA

Razlo ite, v katerih primerih lahko pride do oku loelavca v laboratoriju.



PRIPRAVA HRANILNIH PODLOG

Za gojenje bakterij v laboratoriju uporabljamo paos& gojiSa oz. hranilne podloge.
Uporabljamo jih za: izolacijo bakterij iz ku ningpjenje istih kultur, determinacijo in
identifikacijo bakterijskih vrst, njihovo shranjeva in izdelavo antibiograma. Vsako gogs
mora biti sterilno in do uporabe shranjeno v hiaiéih.

Po sestavi delimo gojia na: - naravna (mleko, krompir itd.)
- umetna (hranilni, krvni agar itd.)
Po konsistenci delimo bakterijska gopsna:

teko a
polteko a oz. poltrdna

trdna

OSNOVNA GOJIS A

Osnovna gojisa uporabljamo za rast viee bakterij in so po sestavi najenostavnejsa.

Peptonska vodge raztopina 1 % peptona in 0,5 % NaCl v destilireodi. Pepton je vir
beljakovin, ki jih dobijo iz miSic, fibrina, kaze# soje in se razkrojijo s pepsinom, tripsinom
in kislinami. Pred uporabo peptonsko vodo sterdizio v avtoklavu in sterilno napolnimo

epruvete. To goji®e spada med teka gojis a.

Nevtralni bujon je raztopina 1 % peptona in 0,5 % NaCl v mesni. jMiesno juho louilon)
dobimo tako, da vzamemo 1 del nemastnega mesamikos/ezmi in kuhamo v 2 delih
vode 1 uro ali uporabimo mesni ekstrakt v 0,5 %aj@ini. Ohlajeno juho filtriramo in ji
dodamo pepton in NaCl. Pred uporabo bujon stemlimd v avtoklavu in sterilno napolnimo

epruvete. Tudi to goji® spada med teka gojis a.

Nevtralni agar pripravimo tako, da nevtralnemu bujonu dodamo aggar. Agaragar

pridobivajo iz posebnih alg in gojig da potrebno trdnost. Nevtralnemu bujonu dodarbe 1,



3,5 % agarja,e ho emo dobiti trdno goji®. e pa elimo poltrdno goji%, dodamo 1 %

agarja. Agar se v vodi stopi Sele pri 100 °C inneastrjevati pri 45 °C.

Danes dobimo na tr id1 e pripravljena gojiSa v prahu, ki jim dodamo ustrezno katio

destilirane vode, steriliziramo v avtoklavu in ligeaho v sterilne posode.

Material in inventar: erlenmajerica, steklena pata, sterilne PVC-petrijevke, goji8 v
prahu (hranilni agar), destilirana voda, tehtnteatalna lica, merilni valj, alufolija, avtoklav,

gorilnik, alkoholni flomaster, hladilnik.

NALOGA
1. Izra unajte, koliko hranljivega agarja morate zatelgatpripravo 200 mL goji&.

2. Zatehtajte ustrezno kolho gojis a v prahu in dodajte mrzlo destilirano vodo. MeSajt
s stekleno palico, da se hranljivi agar v vodi raztopi. Erlennmgge zamasite z

alufolijo in avtoklavirajte (15—20 minut pri 121 YC

3. Sterilno razlijte v predhodno ozrene in sterilne petrijevke, pakajte, da se agar strdi
in shranite v hladilnik.
GojiS e razlivamo aseptno, in sicer 20 cm od plamena. Pripravimo si patkig po

dve skupaj (eno na drugi).

4. Erlenmajerico zavijte v kuhinjsko krpo, odstraraemasek iz alufolije in potegnite
vrat erlenmajerice skozi plamen. Vlijte 0,5 cm ga@arspodnjo petrijevko in nato Se v

zgornjo. Postopek ponavljajte tolikasa, dokler ne porabite vsega hranilnega agarja.

5. Ko se agar strdi, obrnite petrijevke, zavijte vifalijp in napiSite datum priprave. Tako

pakirane hranilne podloge shranimo v hladilnik4ti°C za najve 3 mesece.

PRIPRAVA KRVNEGA AGARJA

Osnovna gojisa lahko obogatimo z dodajanjem ramih snovi. Za gojenje zahtevnejsih ali

patogenih bakterij lahko uporabimo krvni agar.

Za pripravo potrebujemo citratno ali defibriniraki. Citratna kri je polna kri, ki ji je dodana

citratna sol, ki prepre koagulacijo krvi. Nekatere bakterije moti prisost antikoagulanta,



zato take krvi ne uporabljamo pogosto. Defibringdni dobimo tako, da kri takoj po
odvzemu meSamo z leseno sterilno ka) na katero se prime fibrin. Pogosteje uporabimo
kri, ki med odvzemom te v transfuzijsko steklenico, v kateri so steklkraglice.

Steklenico neprestano pretresamo in fibrin se rabarkroglicah, ki jih nato odstranimo.
Nato pripravimo hranilni agar in mu pri temperas-50 °C dodamo 5 % defibrilirane krvi.

Najpogosteje uporabljamo g kri, lahko tudi govejo ali konjsko.

PRIPRAVA OKOLADNEGA AGARJA

Za etna pripravaokoladnega agarja je ista kot priprava krvnegalikape v tem, da, ko
standardiziranem krvnem agarju dodamo kri, segrejer@Sanico na 60 °C, da eritrociti
popokajo in gojiSe dobi lepo okoladno barvo. Tak agar uporabljamo za zelaitjive in

obi ajno bolj virulentne povzratelje.

Material in inventar: krvni agar, destilirana voda, erlenmajerica, seklpaliica, tehtnica,

tehtalna li ka, citratna oz. defibrinirana kri, avtoklav, gaii, krpa.

NALOGA

Pripravite krvni in okoladni agar.

PRIPRAVA SKROBNEGA AGARJA

Skrobni agar pripravimo tako, da osnovnemu hranitn@garju dodamo 10 % Skroba v
prahu. Tako goji% uporabljamo za bakterije ali kvasovke, ki za swapst nujno potrebujejo

Skrob, ali za dokazovanje biokeme dejavnosti mikroorganizmov (amilaze).

PRIPRAVA GOJIS A ZA IZOLACIJO GLIV

Glive rastejo razmeroma pasi; nekatere zrastejo v nekaj dneh, druge v rieklajh. Ker je v
ku nini, iz katere elimo izolirati glive, velika grjetnost prisotnosti bakterij, te hitreje rastejo,
porabijo vso hrano in ob&jno zatrejo rast gliv. Zato je potrebno gajiglodati antibiotik, ki

zavre rast bakterij, vendar ne deluje na glive.



Material in inventar: erlenmajerica, steklena pata, sterilne PVC-petrijevke, goji8 v
prahu (hranilni agar), Skrob v prahu, kloramfenjld®stilirana voda, tehtnica, tehtalna lica,
merilni valj, alufolija, avtoklav, gorilnik, alkoHni flomaster, hladilnik.



NALOGA
1. V erlenmajerico zatehtajte ustrezno kb hranilnega agarja in Skroba v prahu.
2. Dolijte 500 mL destilirane vode. Lahko dodate Segflukoze.
3. Dobro premesSajte s stekleno pado in dodajte kloramfenikol (0,03 g na 0,5 L).
4. Erlenmajerico zamasite z alufolijo in postavitewaklav za 20 minut na 121 °C.

5. Po konanem avtoklaviranju aseptio razlijte gojiSe v sterilne petrijevke.

Pripravite gojiSe za izolacijo gliv.

SHRANJEVANJE GOJIS

Po pripravi trdna goji® najprej pustimo na sobni temperaturi, da sejstidato petrijevke
obrnemo tako, da je goji8 na zgornji strani petrijevke. Pri shranjevan)tripgvk nastaja
kondenz, ki ne sme kapljati po gops Sterilna gojiSa do uporabe shranjujemo v hladilniku.
Ve gojiS skupaj zavijemo v alufolijo, napiSemo, kaksSno §@ismo zapakirali in datum

priprave. Do uporabe jih shranjujemo v hladilniku4 °C najdlje 3 mesece.



DOKAZOVANJE MIKROORGANIZMOV

Mikroorganizmi se nahajajo povsod okoli nas, nai ko sluznici. Zaradi majhnosti jih ne
moremo videti s prostim @esom. Vidni postanejo pod dokno mikroskopsko povavo in s

posebnim barvanjem ali ko se razmno ijo (kolonijgpostanejo vidni.

Ve ina bakterij zraste na umetnih gojt$ pri optimalnih razmerah inkubacije v 24 urah.
Takrat na trdnih gojish rastejo v kolonijah. Kolonija je skupek baktskijh celic, ki nastane
po ustreznemasu inkubacije iz ene same bakterijske celiceiia g cepili na gojise in jo
sestavljajo samo njeni potomci. Lahko so ra®h barv, oblik, konsistence, raatih povrsin,

robov in celo razlinega vonja.

Material in inventar: petrijevka s hranilnim agarjem, sterilna vatirgadi ica, alkoholni
flomaster, termostatska komora, hladilnik.
NALOGA

1. Na povrsini petrijevke, kjer je gojig, z alkoholnim flomastrom oznige Stiri

kvadrante.

2. Previdno in na hitro odprite del pokrova petrijevkgotegnite s prstom po povrSini

agarja prvega kvadranta.
3. Enako ponovite z umitim prstom na drugem kvadrantu.

4. Nato si roke razku ite. Ko se razku ilo posusi,serstom dotaknite tretjega

kvadranta.

5. Vzemite sterilno vatirano paico, podrgnite po mizi in nato Se petrtem kvadrantu

petrijevke.
6. Petrijevko postavite v termostatsko komoro na 3z&4Q4 ur.

7. Naslednji preStejte Stevilo kolonij, dola@e koliko razli nih kolonij je zraslo, in
skicirajte. Pozorni bodite na barvo kolonije, velk, vraSanje v gojiSe, povrsino in

rob kolonije.






IZOLACIJA ISTE KULTURE

Bakterije z gojiSem tvorijo kulturo. e je ta sestavljena iz verst bakterij, jo imenujemo
meSana kultura. TakSna je v naSi okolici. Pri mi#skualturah je te ko, velikokrat nemoge,

dolo iti oz. determinirati posamezne bakterije. ZatmigSanih kultur naredimasto kulturo,

sestavljeno iz goji& in bakterij iste vrste.

Material in inventar: sve a hranilna podloga, cepilna zanka, gorilnikyikiska lopatka,

termostat, gorilnik.

NALOGA
1. lIzberite eno kolonijo in opiSite njene lastnostl{ko, barvo, rob, povrSino itd.).
2. S sterilno bakterioloSko zanko asepb precepite na novo gojis s pikiranjem.

3. Petrijevko postavite v termostatsko komoro na 3z&aQ4 ur.

///

Slika 6: Izolacija iste kulture



DOLO ANJE MORFOLOSKIH ZNA ILNOSTI
RAZLI NIH KOLONIJ

Iz okolice izolirane bakterije, kot tudi vse drug®ajo dolo ene fizioloSke in morfolosSke
zna ilnosti. Za doloanje morfoloSkih znalnosti je nujno potrebno bakterije najprej izotira
da dobimo isto kulturo, kjer so kolonije lepo lene. Med sabo se razlikujejo po velikosti,

barvi, obliki, robovih, prosojnosti, preem prerezu in strukturi.

Za opis morfoloskih znadlnosti uporabljamo trdna gojig, ker je rast v kolonijah primerna za

opazovanje in opisovanje. Pomagamo si lahko tpdive evalnim steklom.
Velikost izmerimo z ravnilom (doldmo premer kolonij v mm).

Barve so lahko zelo razlhe: od bele, rumene, zelene, oran nag, rdee itd.
Prosojnostdolo imo z gledanjem proti svetlobi. Kolonije so ali migrosojne.

Kolonije so razlinih oblik. Lahko so:



#$%$9

Slika 7: Vrste kolonij po obliki



IZOLACIJA ISTE KULTURE Z RED ENJEM

Z enostavno izolacijoiste kulture vasih dobimo pregosto rast posameznih kolonij ali pa

kolonije celo prerastejo celotno goj Takih kolonij ne moremo opisati. Zato uporablgam

tehniko redenja, kjer na zaetku nanosa dobimo gosto rast, nato pa vse redkejSo

Material in inventar: sve a hranilna podloga, cepilna zanka, gorilnggostat, gorilnik.

NALOGA

1. Prigite gorilnik in nastavite maan plamen.

2. e ste desnarji, postavite oku eno in sterilno petrijevko zjgoem na levo stran
gorilnika, z gojiSem obrnjenim navzgor. Petrijevke odpiramo le, kadile nujno in
vedno proti plamenu.

3. O gite bakterioloSko zanko, ohladite jo ob gorilaik sterilnem gojidu.

4. Odprite oku eno petrijevko, z zanko zajemite kojorin petrijevko zaprite. Ne
vra ajte se ponovno v isto petrijevko.

5. Odprite sterilno petrijevko in potegnite prie do 1/8 gojisa, kot prikazuje slika.

6. Zaprite petrijevko, o gite bakterioloSko zanko, adlite jo ob gorilniku v sterilnem
gojiS u na nasprotni strani, kot ste nanesli bakterije.

7. Drugi potegnite po gojidi tako, da zajamete prvi nanos in ga razneseteé4do 1
gojis a.

8. Postopek Se enkrat ponovite tako, da tretfijamete drugi nanos in ga raznesete na
preostali del gojisa.

9. Petrijevko oznaite in postavite v termostat na 37 °C za 24 ur.

10. Preglejte rast na gojig in nariSite rast kolonij.

Bakterije nanesite s Stirikratnim rexhjem, kot prikazuje slika 11.



POZOR! Pred vsakim nanosom moramo bakteriolosko zankato(gterilizirati) in ohladiti.

Iz prvotne ku nine zajamemo bakterije samo enkrat.



POGOSTE NAPAKE:

slaba ureditev delovnega prostora,

delo ve kot 20 cm od ognja (nevarnost oku be iz zraka),
govorjenje pri delu (nevarnost oku be iz ustne v},

neo iganje zanke,

premalo ohlajene zanke (uenje bakterij, ni rasti),
neoznaene petrijevke (Mo nost zamenjave).

i

Slika 8: Nanos z recenjem



BIOKEMIJSKA DEJAVNOST BAKTERIJ

Z biokemijsko preiskavo ugotavljamo, katere encima preiskovana kultura. Pri dolanju

bakterij ugotavljamo: encime za razkroj snovi, wgjpsteje sladkorje, beljakovine, Skrob,
mas obe, aminokisline, amide (urea), prisotnost reduktadukcija npr. nitratov v nitrite),

nekaterih posebno pomembnih encimov, kot sta kedataoksidaza, izrabljanje nekaterih
snovi kot edinega vira ogljika (citrata) in vmesalekon ne produkte metabolizma.

Razkroj ogljikovih hidratov pod vplivom mikroorganizmov imenujemo saharoliza,
mikroorganizme pa saharolitie. Razkroj ogljikovih hidratov ugotavljamo ohjno na

podlagi njihovih konnih produktov, kot so kisline in plini. Kisline dalemo tako, da

obi ajnemu gojiSu dodamo indikator, ki ob spremembi pH spremenvb@ojis a. e

gojiS u dodamo Andradejev indikator, se barva gajige spremeni, dokler pH ne pade pod 5,
ko se obarva ro nato. Bromtimol moder indikator nkzagojiS e modro, vendar se e pri
manjSem nastanku kisline razbarva oz. obarva rumdeblrde indikator obarva goji®

rumeno do oran no. V prisotnosti kisline postanevhantenzivnejsa, rdea.

Proteoliti ne bakterije imajo encime zazkroj beljakovin in aminokislin. Ugotovimo jih
lahko tako, da preiskovane mikroorganizme cepimgaj& e z elatino. e so prisotne
proteoliti ne bakterije, se bo elatina po doemem asu inkubacije utekanila. e se
uteko ini zaradi temperature v termostatu (37 °C), sefwt strdila, ko goji® postavimo v

hladilnik. Pri pozitivni reakciji bo ostalo gojié tekoe.

veplovodik se obi ajno sproSa pri razgradnji beljakovin ali drugih snovi, kielsujejo
beljakovine. Za dokaz veplovodika dodamo gajidorezbarven svirev acetat. Nasadimo
preiskovano kulturo in po dolenem asu inkubacije se bo nastali veplovodik vezal na

svinec in nastal bo PbS, ki obarva gaisrno.

Encim katalazaazkraja vodikov peroksid v H,O in O,. Stafilokoki imajo pozitiven

katalazni preizkus, streptokoki pa negativnega.
Z vajo bomo dokazovali, ali izolirana bakterija bage encim katalazo in amilazo.

Material in inventar: bakterioloSka zanka, petrijevka s Skrobnim agayrjeetrijevka s

hranilnim agarjem, gorilnik, 10 %4@,, jodovica.



NALOGA

Dokaz prisotnosti encima katalazeisti kulturi enostavnega gojia

1. 10 % HO;, kanite na kolonijo bakterij. e je reakcija burna (pojav pene), je pozitivha.
Bakterija vsebuje encim katalazo.

2. S sterilno bakteriolosko zanko zajemite preiskouaalderije in jih prenesite na
kapljico destilirane vode na predmetno stekelce.

3. Razma ite in dodajte eno kapljico 10 %®b.

4. Izpeljite postopek in ocenite reakcijo.

Dokaz prisotnosti encima amilaze v gajiZ dodanim Skrobom

1. Na kolonijo na Skrobnem agarju polijte malo jod@vin po akajte 1 minuto.
2. e se okoli kolonije pojavi neobarvano podeo(obro), je encim amilaza prisoten.

3. lIzpeljite postopek in napisSite rezultat.

Skrob v prisotnosti joda pomodrie bakterija vsebuje encim amilazo, bo ta razgsdibb.



|ZDELAVA ANTIBIOGRAMA

Antibiogram je preiskava, s katero ugotavljamokagere antibiotike in kemoterapevtike je

ob utljiva preiskovana kultura. Poznamo dve metodi.

Difuzijska metoda

Pri difuzijski metodi nanesemo enakomerno suspeikzijture na ustrezno trdno goj&s

Nato nanesemo na goj&st. i. diske z antibiotiki (tabletke ali filter pa, prepojen s
standardno kolino antibiotika). Pustimo pribli no 1 uro, da antitik difundira v gojiSe,
potem inkubiramo v razmerah, primernih za preiskoviaulturo. Po inkubaciji izmerimo
premer inhibicijske cone okrog posameznega diskgaiizrazimo v milimetrih ter iz navodil

proizvajalca diskov ocenimo stopnjo afbljivosti kulture.
V asih smo ohutljivost oznaevali s kri ci, in sicer:
++++ odli no

+++ dobro

++ slabo

+ zelo slabo

— ali 0 kultura je rezistentna oz. ni aitljiva

Danes obutljivost bakterij oznaujemo s rkami, in sicer:
S — zelo obutljiv

| — srednje obutljiv

R — rezistenten

Dilucijska metoda

Pri dilucijski metodi ugotavljamo, kako raztie koncentracije antibiotika delujejo na

preiskovane bakterije. Preiskavo naredimo tak@rgaavimo serijo epruvet z ustreznim



teko im gojis em, v katere dodamo nara§o e (obi ajno dvakratne) koncentracije
antibiotika. V vsa gojisa cepimo enako kolino preiskovane kulture in jih inkubiramo v
ustreznih razmerah. Po inkubaciji ocenimo rasppgsameznih koncentracijah antibiotikae
elimo ugotoviti, ali je antibiotik samo zavrl rabtkterij ali jih je ubil, moramo prenesti
manjSo koliino gojis a, kjer ni oitne rasti, na goji%® brez antibiotika. Najni ja
koncentracija, ki je zavrla rast (na gojisorez antibiotika bakterije Se rastejo), se imenuj
minimalna inhibitorna koncentracija — MIK. Najni jeoncentracija, ki bakterije ubije (na

gojiS u brez antibiotika ni verasti), pa minimalna baktericidna koncentracijeBK.

Material in inventar: petrijevka s hranilnim agarjem, z razlimi antibiotiki prepojeni diski,

bakterioloSka zanka, gorilnik, pincetasSa z alkoholom, termostat.

NALOGA

Izdelajte antibiogram po difuzijski metodi.

1. Na spodnjo stran petrijevke s hranilnim agarjem3itgzaetne rke antibiotikov (A
— amoksicilin, G — gentamicin itd.), ki jih bostparabili. Pri gite gorilnik.

2. O gite bakterioloSko zanko, ohladite zraven ognjsterilnem gojisu.

3. Zajemite kulturo in jo razma ite na sve e goj& Razmaz mora biti gost in v vseh

smereh.
4. S pinceto postavite diske antibiotika na gais
5. Pinceto namadte v alkohol, potegniteez plamen in pakajte, da alkohol izgori.

6. S pinceto postavite disk na ozeao mesto na gojifi. To ponovite tolikokrat, dokler

ne postavite vseh diskov na goas
7. Postavite petrijevko v termostatsko komoro na 3z&4Q4 ur.
8. Naslednji z ravnilom izmerite inhibicijsko cono in dolite ustreznost antibiotika o0z.

rezistenco.

e se pojavijo znotraj inhibicijske cone posamezolerkje (obi ajno bistveno manjSe), so to

mutirane bakterije, ki so postale rezistentne.



Slika 9: Antibiogram

Inhibicijska cona je za vsak antibiotik lahko drugaa in jo doloi proizvajalec glede na
rezultate preizkusov. V preglednici imate predgéand nekatere antibiotike in interpretacijo

inhibicijskih zon.



Preglednica 1:Antibiotiki in inhibicijske cone

ANTIBIOTIK (OZNAKA)

S (zelo obutljivi)
premer veji od:

(srednje obutljiv)

R (rezistenten)

premer manjsi od:

penicilin (P) 31 22-31 22
streptomicin (S) 20 16-20 16
gentamicin (G) 18 13-18 12
eritromicin (E) 26 20-26 20
linkomicin (L) 20 15-20 14
kloramfenikol (K) 22 18-22 17
sulfonamid (Si) 29 21-29 20
azitromicin (AZM 15) 19 16-18 15
cefotaksim (CTX 10) 23 15-22 14
ofloksacin (OFX 5) 16 13-15 12
ceftriakson (CRO 30) 21 14-20 13




BARVANJE BAKTERIJ

Bakterije na razmazu obarvamo zato, da jih la jazaapemo, predvsem kadar ugotavljamo,
kakSne oblike so. S specialnim barvanjem ugotawjaat imajo kapsulo, spore, lie ali

druge strukture.
PRIPRAVA BAKTERIJSKIH RAZMAZOV

Pred barvanjem moramo pripraviti razmaz preiskovauiire na predmetno stekelce.
Predmetno stekelce je potrebno najprej razmastiiifom, s 70 % alkoholom) in sterilizirati
(2-3 potege skozi plamen). Iz teko gojiS prenesemo kapljico z bakterijami na predmetno
stekelce in razma emo s sterilno bakterioloSko rarktrdnih gojis zajamemo s sterilno
bakterioloSko zanko bakterije in jih razma emo \pkii fizioloSke raztopine na predmetnem

stekelcu.
FIKSACIJA BAKTERIJSKIH RAZMAZOV

Ko se razmazi posusijo, jih moramo fiksirati (ppitié na predmetno stekelce), da jih pri
barvanju ne speremo. Fiksiramo lahko s toploté&exii no. S toploto fiksiramo tako, da
razmaz trikrat potegnemo skozi najme;jSi del plamena. Za kenmo fiksacijo najpogosteje

uporabljamo metanol, nato aceton ali formalin.

BARVANJE BAKTERIJSKIH RAZMAZOV

Poznamo enostavna in sestavljena barvanja. Priamasn barvanju obarvamo razmaz samo
z enim barvilom, pri sestavljenem pa uporabljamobervil hkrati ali zaporedno. S takim

barvanjem se razlne vrste mikrobov razino obarvajo.
Za barvanje bakterij uporabljamo naslednja barvila:

modro: metilensko in azurno modrilo, toluidin,
rde o: fuksin in safranin,
vijoli no: kristalno in gencijansko vijolno,

zeleno: metilno zeleno in malahitno.



Enostavna barvanja

Barvanje po Pfeifferju je enostavno barvanje, ko barvamo bakterije z\io#6o raztopino

karbolnega fuksina 30 sekund, nato speremo in posus

Zabarvanje po Lofflerju uporabljamo metilensko modrilo, ki mu je dodan KMitksiran
razmaz prelijemo s tem barvilom za 3-5 minut, rs@remo in posusimo.
Sestavljena barvanja

Barvanje po Gramu je sestavljeno, diferencialno in orientacijskovaanje. Uporabljamo ga
za barvanje bakterij. Po Gramu se bakterije obarteanno vijoli asto ali rdee. Ker se
dolo ene vrste bakterij po Gramu vedno obarvajo endkamg podlagi tega delimo v dve
skupini:

o gramsko pozitivne (vijoline, modrovijoline) G +

o gramsko negativne (rde) G —
Gramsko pozitivne bakterije se obarvajo z genckamijoli nim barvilom in jih etanol ne

razbarva. Gramsko negativne bakterije se najpr@jvaipo vijoli no, vendar jih zaradi zgradbe

stene etanol razbarva in se naknadno obarvajoseik rdee.

Material in inventar: predmetno stekelce, bakterioloSka zanka, gorifidigloSka raztopina,
destilirana voda, posode za barvanje, pincetajlbgmetilvijolo no modrilo, lugol, 1 %

karbolni fuksin).

NALOGA
Priprava bakterijskega razmaza

1. Objektivno stekelce astite s 70 % etanolom in na hitro potegnite skamen 2—3-
krat.

2. Na 1/3 predmetnega stekelca kanite kapljico seefilrioloSke raztopine.

3. O gite bakteriolosko zanko, ohladite jo zraven agwjkapljici vode.



4. Zajemite bakterije z zanko in jih razma ite v filgki raztopini po predmetnem

stekelcu.
5. Predmetno stekelce postavite poSevno na podlagostite na zraku, da se posusi.

6. Ko je razmaz popolnoma suh (moten made na steghiggnite predmetno stekelce
skozi plamen 2—3-krat tako, da je razmaz obrnjerzgar. S tem se bakterije prilepijo
na steklo in preparat je fiksiran.

NALOGA

Barvanje bakterijskega razmaza

1. Razmaz prelijte z metilvijolnim modrilom za 2 minuti.

2. Barvilo odlijte in sperite z destilirano vodo.

3. Razmaz prelijte za 1 minuto z lugolom.

4. Odlijte lugol in razbarvajte s 3 % acetonskim aléiam. Pustite delovati 30 sekund.
5. Sperite z destilirano vodo.

6. Odlijte vodo in prelijte razmaz z 1 % raztopinol@nega fuksina za 30 sekund.

7. Sperite z destilirano vodo in posusSite na zraku.

8. Mikroskopsko (pri 100-kratni povavi) dolo ite obliko bakterije, odnos do drugih

bakterij in barvo.

Gram-positive Gram-negative

outer
membrane

ell
membrane

cytoplasm cytoplasm

periplasmic
space

peptidoglycan

Slika 10: Barvanje bakterijskega premaza



Barvanje po Mdllerju uporabljamo za barvanje bakterijskih spor.

Material in inventar: predmetno stekelce, bakterioloSka zanka, gorifigigloSka raztopina,
destilirana voda, posode za barvanje, pincetajlbaf/% kromova kislina, 10 % karbolni

fuksin, 5 % veplena kislina, metilensko modrilo pofflerju).

NALOGA
1. Pripravite razmaz sporuliranih bakterij in ga frlegie.
2. Prelijte s 5 % vodno raztopino kromove kisline z8 iinute.
3. Sperite z destilirano vodo.

4. Prelijte z 19 % raztopino karbolnega fuksina inreggjte nad plamenom. Ko se

pojavijo mehurki, prenehajte s segrevanjem, da se razmaz neiposus
5. Prelijte s 5 % raztopino veplove kisline za 5 seéu
6. Sperite z destilirano vodo.
7. Prelijte z metilenskim modrilom po Lofflerju za 1A#nuti.
8. Sperite z destilirano vodo in posusite.

9. Mikroskopsko (pod 100-kratno powevo) doloite obliko oz. postavitev bakterijskih

spor glede na samo celico.



IDENTIFIKACIJA BAKTERIJSKE KULTURE

NALOGA

Strnite rezultate vseh dosedanijih vaj. S pgmbterature doloite rod bakterije, ine lahko,

dolo ite Se vrsto bakterije, ki ste jo izolirali.

G- G+
BACILI KOKI BACILI BACILI KOKI
(pravilni) (nepravilni)
(Corynebacterium
Streptomyces
Arthrobacte)
katalaza pozitivni katalaza pozitivni
(AeromonasPseudomonas (Micrococcus
Enterobactey Staphylococcys
v
ni spor SO spore katalaza negativni

/ / \ (Streptococcus

katalaza pozitivni katalaza pozitivni katalazgatev/ni

(Listeria, Lactobacillug (Bacillug) (Clostridium



STERILIZACIJA

Sterilizacija pomeni unenje vseh mikroorganizmov in njihovih spor. Gle@dewnsto
mikroorganizma govorimo o baktericidnem, fungicidnm virucidnem delovanju.

Steriliziramo v glavnem s fizikalnimi sredstvi.
Za sterilizacijo uporabljamo:
1. toploto a) suho
b) vla no
2. sevanje a) ultravijolino svetlobo
b) arke gama

3. ultrazvok
4. pline

5. mehanino odstranjevanje (bakterij in glivic) s filtracijo

Dezinfekcija pomeni ubijanje bolezenskih (patoggmniikroorganizmov, veénoma s

kemijskimi sredstvi.

S suho toploto (z vram zrakom) steriliziramo v suhem sterilizatorju.sRipek traja tri ure

pri temperaturi 160-180 °C.e je temperatura viSja, lahko skrajSamas sterilizacije.



VPRASANJA

Katere predmete 0z. materiale lahko steriliziransatsim zrakom?

Plamen uporabljamo v laboratoriju za segrevanjbakie, aseptno delo in sterilizacijo.

Kaj lahko steriliziramo s plamenom?

Z vla no toploto steriliziramo v avtoklavu pri ni gemperaturi, in sicer 121-130 °C, 15-20

minut.

Katere predmete oz. materiale lahko steriliziranavtoklavu?

Z ionizirajo im sevanjem (- arki) lahko steriliziramo plastine predmete.

Kateri predmeti, ki jih uporabljamo v laboratorigg sterilizirani z - arki?

Z ultravijoli nim sevanjem (z UV-lyo) steriliziramo prostore in delovne povrSine.

V shemo vpiSite, kako delimo sterilizacijo s toplot
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