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VIEZBA |

| ZGLED MIKROBIOLOSKE LABORATORIJE

Kako se u mikrobioloskim laboratorijama obavljaju specifiCne analize, one moraju biti
adekvatno opremljene po posebnim propozicijama.

Svaka od njih obuhvata najmanje Cetiri prostorijetj. laboratorije, i to:
- pripremnu laboratoriju
- laboratoriju za pranje posuda
- laboratoriju zaizolaciju i gaenje mikroorganizama
- laboratoriju za mikroskopiranje i Cuvanje Cistih kultura mikroorganizama.

Pripremna laboratorija

se koristi za pripremanje mikrobiolodkih hranljivih podloga. U njoj mora biti smjeSten
orman sa hemikalijama, orman sa staklenim posudem (epruvete, erlenmajer boce, petri-
kutije, menzure, itd), postolje za preciznu vagu, vaga, aparat za destilaciju, reso,
laboratorijski sto sa keramickim ploCicama, autoklav, suvi sterilizator i dr.

Laboratorija za pranje posuda
mora daimatoplu i hladnu proto¢nu vodu, najmanje dva lavaboa, laboratorijske stolove,
posudu sa kisjelinom za pranje staklenog posuda, posudu sa destilovanom vodom za
ispiranje posuda i orman za susenje posuda.

Laboratorija zaizolaciju i gajenje mikroorganizama

treba da ima velike laboratorijske stolove, sterilnu komoru, centrifugu, muckalice,
termostate, frizider, zamrzivac i dr.

Laboratorija za mikroskopiranje i Cuvanje Cistih kultura mikroorganizama

treba da ima laboratorijske stolove, proto¢nu vodu, pribor i materijal za bojenje
mikroorganizama, zatim frizider za Cuvanje Cistih kultura mikroorganizama i kvalitetne
mikroskope od kojih bar jedan sa ugradenim priborom za fotografisanje.

PoZeljno je da u navedenim laboratorijama podovi i zidovi budu obloZeni sa ploCicama
otpornim na hemikalije kako bi se lako prali. Prostorije treba da budu dovoljno velike
kako bi se u njih smjestili laboratorijski stolovi, aparati, ormani za hemikalije i posude.



VJEZBA I
RADNO MJESTO U MIKROBIOLOSKOJ LABORATORIJI

Radno mjesto (Sl. 2) na kome se obavljaju mikrobioloSka ispitivanja (izolovanje,

zasjavanje | presijavanje mikroorganizama, pravljenje preparata, bojenje,
mikroskopiranje, itd.) treba daima:
+mikroskop,
platinsku ezu,

mikroskopske ploce (ravne i udubljene),
mikroskopske plocice (ljuspice),
pincete,

boCicu s kedrovim uljem i ksilolom,
posudu s vazelinom,

plamenik ili Spiritusnu lampu,

bocu zaispiranje,

komplet bojai rastvora zarad,
stalak za bojenje,

filter papir,

krpicu za brisanje instrumenata,
olovku ili mastilo za staklo.

Zavisno od rada i potreba, svakom radnom mjestu moze se dodati drugi pribor:
brizgalice, pipete, kapilarne pipete, stalci, |lampa za mikroskopiranje itd.

Slika 2. Radno mjesto



VIEZBA IlII

OPSTA UPUTSTVA ZA RAD U MIKROBIOLOSKIM LABORATORIJAMA

MikrobioloSke laboratorije se umnogome razlikuju od drugih laboratorija (hemijske,
biohemijske, pedoloske).

Ovarazlika ne ogleda se samo u izgledu, opremi i priboru nego i u pravilama ponasanja
radnika u njoj.

W

Postavlja se pitanje:
ZASTO?

A odgovor je:

ZBOG OPASNOSTI OD KONTAMINACIJE RADNIKA | DRUGIH LICA
KOJA ULAZE U LABORATORIJU PATOGENIM MIKROORGANIZMIMA
ZBOG MOGUCNOSTI SIRENJA INFEKCIJA VAN LABORATORIJE

ZBOG KONTAMINACIJE CISTIH KULTURA MIKROORGANIZAMA SA
MIKROORGANIZMIMA DRUGIH VRSTA.

Zbog navedenog, treba poStovati sledeca pravila:

podovi i stolovi moraju biti apsolutno Cisti tj. dezinfikovani kako prije tako i
poslije rada.

Laboratorijski pribor i posude za rad moraju biti sterilni.

Laboratorijski radnici moraju biti zaSti¢eni Cistim radnim mantilima, zaStitnim
rukavicamaili dezinfekcionim sredstvima za pranje ruku.

U laboratoriju ne smiju se unositi prehrambeni artikli, niti se smije jesti, piti i
pusiti.

Tokom rada ne smiju dodirivati lice, usta i oCi.

Ciste kulture mikroorganizama, bez obzira da li su saprofitne ili patogene, moraju
se Cuvati na odredenom mjestu koje ne smije biti pristupacno ljudima koji dolaze
sa strane.

Infektivni materijal treba drzati strogo odvojen u posebnim prostorijama, a pri
njegovoj obradi koriste se razni instrumenti, zastitne rukavice i hirurske maske za
nosi usta

U mikrobiolosku laboratoriju nepozeljan je pristup ljudi sa strane, a ako je tg
pristup neophodan, oni moraju biti zaSticeni radnim mantilima, zaStitnim
rukavicamaili dezinfekcionim sredstvima za pranje ruku.



VIEZBA IV

L ABORATORIJSKI PRIBOR | POSUDE

U mikrobioloskim laboratorijama koristi se specifi¢ni laboratorijski pribor, posude i
aparati.
Laboratorijski pribor

U mikrobioloski pribor ubrgjamo: eze, kornet pincete, Pasterove kapilarne pipete i
plamenik.

Eza je instrument koji na jednom kraju ima Zicu od nesagorivog metala ili od platine, Ciji
je vrdni kraj ravan, zavijen u obliku omce ili u obliku petlje (zareza) (d. 3). Drugi krgj je
drska koja je sacinjena od izolacionog materijala, koji ne provodi toplotu pri sagorevanju
eze na plamenu. Eza sluzi za prenoSenje manje koliCine ispitivanog materijala na
preparat ili pri zasijavanju hranljive podloge.

Slika 3. Eze

Obi¢na pinceta je instrument koji sluzi za prihvatanje i prenoSenje ispitivanog
materijala (d. 4).

Slika 4. Pincete



Kornet pinceta (d.5) je specijani drzaC za mikroskopsku ploCu, a koristi se tokom
fiksiranja i bojenja preparata.
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Slika 5. Kornet pinceta

Pasterova kapilarna pipeta izradena je od staklene cijevi malog lumena, razvlacenjem
zagrijanog stakla na plameniku. Sluzi za uzimanje manjih koliCina teCnog materijala kod
izrade preparata ili pri zasijavanju.

Plamenik u vidu Spiritusne lampe (dl. 6) ili plamenik na gas najceSCe koristimo za
sagorijevanje tj. sterilizaciju eze prije i poslije uzimanja materijala tokom pravljenja
mikroskopskih preparataili presijavanja kultura.

Slika 6. Spiritusne lampe

Laboratorijsko posude

U mikrobioloskim laboratorijama upotrebljavamo raznovrsno stakleno posude izradeno
od vatrostalnog stakla, sposobnog da izdrzi visoku temperaturu: epruvete, pipete, boce,
Petrijeve Solje, menzure, cilindre, lijevke, avane.

Epruvete (4. 7) su izradene od staklenih cijevi Cije je dno zaobljeno i ispupCeno. Duzina
i precnik epruveta moze da bude razlicita, zavisno od namjene. Epruvete koje se najvise
koriste u mikrobioloskom radu su obi¢no duzine 16-17 cm, a precnika od 16-18 mm.
Epruvete za seroloski rad su mnogo manje.

Epruvete se obiCno zatvaraju Cepovima (sl. 7) radi spreCavanja prodiranja
mikroorganizama iz vazduha u epruvete. Cepovi mogu biti od vate, gumeni ili metalni.



Epruvete se upotrebljavaju za drZanje raznih vrsta podloga, slanje materijala i druge
potrebe.
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Slika7. Epruvete

Pipete (9. 8) su duze cijevi na Cijem se donjem kraju nalazi suzenje a sluze za
odmjeravanje teCnosti. Razlikujemo manje tzv. mikropipete (za mjerenje koliCina
manjih od 1 ml) i veée pipete (1, 5, 10, 50 i 100 ml).

Slika 8. Pipete

Boce (dl. 9) — postoji vise vrstabocai po obliku i po namjeni.

Najvise su u upotrebi Erlenmajerove boce (5. 9a), u obliku kupe, sa ravhim dnom i
kratkim grlicem koji moze da bude uzi ili Siri. Njihova zapremina se kre¢e od 25 ml do
5,0 litara. Sluze za pripremanje i drzanje raznih hranljivih podloga.



Pored ovih, upotrebljavaju se loptaste (trbusaste) boce u vidu balona (. 9b), saravnim
dnom i dugaCkim grlicem i boca-sisaljka (5.9c). Imaju slicnu namjenu kao i
Erlenmajerove boce.

Boce se takode zatvaraju Cepovima kao i epruvete, radi obezbjedenja sterilnosti podloga
unjimaitd.
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Slika9. Razni tipovi boca: Erlenmajerove boce (a); trbusaste boce (b); boca-sisaljka(c)

Petrijeve Solje (kutije) (9. 10) su stakleni sudovi okruglog oblika sastavljeni iz dva
dijela, gornjeg veceg i donjeg manjeg precnika, tako da se mogu poklopiti. Razlicitih su
dimenzija, a ngjvise se koriste one precnika od 90 i 250 mm. Sluze za razivanje podloge
na kojoj se uzgajaju mikroorganizmi.

Slika 10. Petrijeve Solje



Menzure (9. 11) sluZze za odmjeravanje tecnosti. Cilindri¢nog su oblika, sa masivnim
dnom, koje ujedno sluZi i kao postolje. Menzure su graduisane u veli€ini od 10 ml do 2 I.

Slika12. Lijevci

Avani (Sl. 13), izradeni od porculana, sluZze za maceraciju materijala tj. izdvajanje

sokaiz hiljnog tkiva.

S1.13 Avani



VJEZBAV
Laboratorijski apar ati

Laboratorijski aparati koji treba da se nalaze u svakoj mikrobioloskoj laboratoriji su:
- autoklav
- Kohov lonac
- vodeno kupatilo
- suvi sterilizator
- aparat za destilaciju
- aparat za susenje posudja
- laminator (sterilnakomora)
- termostat
- hladnjak
- zamrzivac
- reso
- vaga.

Autoklav (d. 14) je aparat koji sluzi za sterilizaciju hranljivih podloga pomocu
zagrijane vodene pare pod pritiskom.

Slika 14. Autoklav

Izraden je od Celika ili bronze s dvojnim zidovima i masivnim poklopcem, tako da se
moze hermetiCki zatvoriti. Snabdeven je manometrom za mjerenje pritiska, termometrom
Zza mjerenje temperature, slavinom za paru i vodu, regulatorom pare i ventilom sigurnosti.
Ventil sigurnosti se automatski otvara i ispusta paru iz autoklava ¢im pritisak prede
odredenu granicu.

Kohov lonac (Sl. 15a,b) je aparat za sterilizaciju hranljivih podloga pomoc¢u vodene pare
bez pritiska. Koristi se za podloge Ciji su sastojci osjetljivi na visoke temperature (Seceri,
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vitamini, mlijeko, pivo, voéni sokovi). Kohov lonac je cilindri¢nog oblika s konusnim ili
ispupCenim poklopcem (Sl.15a) i otvorom zatermometar na sredini poklopca (8. 15b).

Slika15. Kohov lonac (a,b)

Na dno Kohovog lonca naliva se voda, a iznad nje postavlja reSetka koja moze da se
skida. Na reSetku se stavlja materijal koji se sterilise (sl 15c).

Slika 15c. Sterilizacija merij alau Kohovom loncu

U Kohovom loncu voda se zagrijeva, a kada pocne da kljuca, para prolazi kroz otvore
reSetaka, neprekidno struji prema gornjem dijelu loncai natg nacin se vrsi sterilizacija i
pasterizacija.

Vodeno kupatilo (Sl. 16) se koristi za:
- inkubaciju mikroorganizama na viSim temperaturama,
- razdvajanje sporogenih od asporogenih bakterija,
- sterilizaciju materijala ogjetljivih na visoke temperature (krvni serum, vitamini i
dr)i
- sterilizaciju sredina koje sadrze sporogene mikroorganizme (npr. zemljiste).

Vodena kupatila mogu biti razliitog oblika i veliine. Snabdjevena su uredajima za
proticanjei oticanje vode.
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Prije pocetka sterilizacije, kupatilo se puni destilovanom vodom, u koju se stavljgu
posude i epruvete s materijalom koji se steriliSe. Potrebno je da posude i epruvete ne
dodiruju dno kupatila, te se stoga stavljaju na stalkoveili nasloj vate.

Slika 16. Vodeno kupatilo

Laminator (izolaciona, sterilna komora) (sl. 17) je prostor u kome se pomocu UV
zraka u toku 20 minuta sterliSe vazduh i radna povrSina stola. Laminator sluzi za
presijavanje mikroorganizama u sterilnim uslovima.

Slika 17. Laminator
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Termostat (sl. 18) sluzi za gajenje mikroorganizama na vjeStackim hranljivim
podlogama uz odredenu temperaturu.

Termostati su najceSée metalni aparati s dvostrukim zidovima koji su oblozZeni
materijalom slabe provodljivosti toplote (azbest, linoleum, vata itd). 1zmedu zidova
nalazi se destilovana voda ili vazduh, a zagrijavanje se vrsi grijaCima koji su takode
smjeSteni u tom prostoru. Pogeduju dvostruka vratas metalna (spoljna) i staklena
(unutrasnja).

Najvazniji dio termostata je termoregulator, kojim se postize odrZzavanje Zeljene
temperature. Temperatura termostata se podesava prema zahtjevima mikroorganizama.

Slika 18. Termostati

Hladnjak (frizider) je neophodni aparat za odrzavanje Cistih kultura mikroorganizama.
Ovi aparati su snabdjeveni uredajem za hladenje te se u njima mogu odrZavati stalne
temperature niZze od temperature prostorije u kojoj se nalaze.

ZamrzivaC se koristi za duze Cuvanje uzoraka, specijanih hemikalija, kultura
mikroorganizama, enzimai gl.

Suvi sterilizator (d. 19) je aparat u kome se sterilise stakleno posude kao $to su Petri
kutije, epruvete i Erlenmajer boce.

UnisStavanje mikroorganizama vrsi se suvim vazduhom koji se zagrije na 180-200°C, a
sterilizacijatrae 2-3 sata.

Slika 19. Suvi sterilizator

13



Aparat za suSenje posuda ubrzava proces pripremanja posuda za sterilizaciju posto se u
suvi sterilizator i u autoklav unosi samo suvo posude.

Vage (dl. 20) u mikrobioloSkoj laborotoriji se koriste precizne vage za odmjeravanje
veoma malih koli¢ina hemikalija koji su sastavni dio hranljivih podloga.

Slika 20. Laboratorijske vage

Aparat za destilaciju vode (sl. 21) je neophodan aparat u mikrobioloskoj laboratoriji jer
se u pripremanju hranljivih podloga, pripremanju rastvora i ispiranju posuda koristi
destilovana voda.

Slika 21. Aparat za destilaciju vode
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VJEZBA VI
STERILIZACIJA
Priprema posuda, instrumenata i materijala za sterilizaciju

Sterilizacija je postupak potpunog uniStavanja kako vegetativnih tako i konzervacijskih
oblika mikroorganizama u odredenoj sredini.

Mikrobicidi tj. sterilizatori su agensi koji u postupku sterilizacije izazivaju uginuce
mikroorganizama. Njihova prednost se ogleda u tome Sto se nakon sterilizacije ne
moraju ispirati sa obradenog materijala.

Mikrobicidi su:
- Visokatemperatura,
- Vodena para,
- UV i jonizujuci zraci i
- Hemijsko isparljivajedinjenja.

U zavisnosti od vrste mikrobicidnog agensa koji se primjenjuje u sterilizaciji,
sterilizacije dijelimo na

fizicke,
hemijske,
zracne i
mehanicke.

pODNPRE

1. FiziCka sterilizacija
seizvodi:

- naplamenu

- prokuvavanjem,

- uz pomoc toplog vazduha,

- vodenom parom sa pritiskom i
- vodenom parom bez pritiska.

Sterilizacija na plamenu tj. flambiranje se koristi prilikom sterilizacije bakterioloskih
petlji ili igli, skalpela, Spatula, makaza, pinceta, predmetnih plocCica kao i rubova
epruveta prilikom presijavanja mikroorganizama.

Sterilizacija prokuvavanjem se obavlja u sterilizatoru blagim (tihim) prokuvavanjem,
kako bi se izbjeglo prskanje i izlivanje teCnosti iz sterilizatora. Sterilizacija
prokuvavanjem pocinje od momenta kljuCanja vode u sterilizatoru. Po zavrSetku
prokuvavanja, voda se odliva, ainstrumenti se vade sterilnom pincetom. Na ovaj nacin se
steriliSu Spricevi (rasklopljeni), metalni instrumenti (makaze, skalpeli, pincete),
gumenerukavicei zapusaci i neki drugi predmeti.
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Suva sterilizacija tj. sterilizacija toplim vazduhom se izvodi u suSnicama tj. suvim
sterilzatorima natemperaturi od 180°C u trgjanju od 2 sata. Ovom vrstom sterilizacije se
steriliSe uglavnom stakleno posude (epruvete, pipete, Spatule, Petri Solje) kao i drugi
materijal koji moZe da izdrZi tako visoke temperature.

Po zavrsetku sterilizacije susnica se iskljuCuje, ali se njena vrata ne otvaraju dok se
potpuno ne ohladi, jer bi hladan vazduh, koji bi usao u susnicu, mogao da dovede do
pucanja zagrijanog posuda.

Priprema posuda za suvu sterilizaciju

Stakleno posude (epruvete, pipete, Spatule i Petri kutije) prije sterilizacije mora biti
dobro oprano i osuseno, apotom i adekvatno pripremljeno i to na sledeci nacin:

Epruvete se zatvore pripremljenim ¢epovima od vate, a potom se 15 — 20 komada
epruveta zavija u hartiju.

Pipete se uvijaju u hartiju (koja je izrezana na trake Sirine 4 — 5 cm, duZine 50 —
70 cm) i to od donjeg ka gornjem dijlu pipete, postepenim okretanjem hartije oko
pipete. Pri zavrSetku umotavanja otvor pipete se zatvara tamponom od vate. Na
hartiji se obavezno upisuje zapremina pipete, a potom se 10 — 15 uvijenih pipeta
umota ponovo u hartiju.

Spatule se kao i pipete ngjprije posebno, a potom zbirno (2-5 komada) uvijaju u
hartiju.

Petri Solje se uvijgju u hartiju (1-5 komada) na nacin kako je predstavljeno na
dici 22.

Slika 22. Umotavanje Petri Solje u papir (D.Bukic, L. Mandic, 2003)

Sterilizacija vodenom parom pod pritiskom se izvodi u autoklavu na temperaturi od
120°C uz pritisak vodene pare od 1,2-1,4 Atm u trgjanju od 20 minuta.

Ovom vrstom sterilizacije steriliSsu se uglavnom hranljive podioge, a mogu i drugi
materijali. U sluCaju potrebe uniStavanja nekih patogenih mikroorganizama, vrijeme
sterilizacije se produzava, ili se poveava pritisak na 2,0 Atm a samim tim i
temperaturana 133°C.
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Duzina sterilizacije vodenom parom pod pritiskom zavisi od:
— hemijskog sastava materijalaza sterilisanje,
— vrste mikroorganizama koji se nalaze u njemu i
— zapremine posuda u kojem se vrsi sterilizacija.

Za pocetak sterilizacije uzima se trenutak kada strelica manometra pokaze zadati pritisak.

Taj pritisak se odrZzava preko regulacije zagrijavanja. Po zavrSetku vremena sterilizacije
zagrijavanje se prekida. Potrebno je saCekati da se pritisak u autoklavu izjednaCi sa
atmosferskim. Zatim se otvara slavina zaizlazak pare. Tek poslije pada pritiskananulu i
izlaska pare polako se otvara poklopac autoklava.

Autoklavom mogu rukovati samo lica koja su prosla specijalnu obuku.

Sterlizacija vodenom parom bez pritiska seizvodi u vidu:
a. tindalizacije (frakcionatj. isprekidana sterilizacija)
b. pasterizacije (nepotpuna sterilizacija)

a. Tindalizacija (frakcionatj. isprekidana sterilizacija)

Tindalizacija je postupak postepenog uniStavanja kako vegetativnih tako i sporogenih
oblika mikroorganizama i to po principu pasterizacije u vise navrata. lzvodi su u
Kohovom loncu ili vodenom kupatilu. Postupak tindalizacije uveo je Tindal za
sterilizaciju hranljivih podloga koje sadrze vece koli¢ine hranljivih materija osjetljivih na
visoke temperature (Seceri, vitamini, hormoni).

Tindalizacijaseizvodi na sledeci nacin:

— u vodenom kupatilu materijal se izlaze temperaturi od 56-58°C u trgjanju 1-2
sata u toku tri dana.

— tokom trodnevnog procesa, podloge se svakodnevno nakon vodenog kupatila
stavljgu u termostat na inkubaciju. Ovo zbog eventuano prisutnih spora u
podlozi. Ukoliko ih ima, one ¢e u termostatu pod uticajem odgovarajuce
temperature klijati i pre¢i u vegetativni oblik. Ti vegetativni oblici bi¢e unisteni
pri sljede¢em izlaganju materijala temperaturi od 56 — 58°C.

b. Pasterizacija (nepotpuna sterilizacija)
Pasterizacija je postupak uniStavanja samo vegetativnih oblika mikroorganizama. 1zvodi
se u Kohovom loncu ili vodenom kupatilu na temperaturi od 70-75°C u trgjanju od 30

minutaili natemperaturi 86-90°C u trgjanju od 15 minuta.
Pasterizacija se primjenjuje za pasterizaciju mlijeka, piva, vocnih sokova kao itd.
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2. Hemijska sterilizacija tj. dezinfekcija

Hemijska dezinfekcija predstavlja uniStavanje patogenih mikroorganizama, koji se
nalaze u objektima ili na odredenim povrSinama, pomocu hemijskih agenasa tj.
dezinfekcionih sredstava.
Dezinfekcija se vrsi u onim slu€ajevima kada se ne moze primjeniti sterilizacija parom ili
drugim fizickim metodama. Na primjer, kada se radi o velikim prostorima, povrSinama i
raznim uredajima.
Ona se vrsi pomocu hemijskih jedinjenja koja na mikroorganizme mogu djelovati:
mikrobicidno tj. ubitacno ili
mikrobistati¢no tj. zaustavljajuci njihov rast.

Efekat djelovanja hemijskih jedinjenja na mikroorganizme zavisi od:
+ vrste hemijskog jedinjenja,
koncentracije hemijskog sredstva,
vremena djelovanja,
temperature,
reakcije sredinei
vrste samih mikroor ganizama.

Za sterilizaciju laboratorijskog posuda koriste se:
raznekiseline (najcesce 2-5% HCI i H,SOy),
baze (KOH, NaOH, LiOH, NH,OH),
alkoholi (najcesce 70% etil alkohol);
jedinjenjalizolai krezola (3-5% rastvor),
formalin (5%),
hlor,
jod, itd.

Najcesce se primjenjuju alkohol, hlor, jod i njihovi proizvodi.

Ukoliko se koriste alkoholi, neophodno je znati sledece: za dezinfekciju se koriste samo
etilni i izopropilni alkoholi. Njihova dezinfekciona svojstva su priblizno jednaka i
poveCavaju se upravo proporcionalno koncentraciji od 50 do 70%. Pri vecim
koncentracijama baktericidno dejstvo alkohola se naglo snizava. Apsolutni etilalkohol je
prakticno liSen ubitacnog dejstva na Celije bakterija.

Prilikom izvodenja sterilizacije veoma je vazno voditi raCuna da se odaberu hemijska
jedinjenja koja Ce efikasno uniStavati mikroorganizme, a nece Skoditi zdravlju
Covjeka.

Jedno od takvih hemijskih jedinjenja je Peral-S (PersirCetna kiselina) koji djeluje
baktericidno (unistava bakterije i to kako asporogene, tako i njihove spore), fungicidno
(uniStava gljive) pai viricidno (uniStava viruse). Njegova efektivnost zavisi od njegove
koncentracije, vremena djelovanja i vrste mikroorganizama. Na njega ne postoji
rezistencija bakterija te se moze neprekidno koristiti.
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3. ZracCna sterilizacija
seizvodi:
a) UV zracima
b) jonizujuéim zracima, zvu¢nim i ultrazvu¢nim talasima

ZraCna sterilizacija se koristi za sterilizaciju prostora i odredenih povrsina.
a. Sterilizacija UV zracima

NajceSCe se koristi ultraviolethna svjetlost talasne duzine 265 nm koju emituju
ultravioletne lampe tzv. mikrobicidne lampe (4. 23).

Slika23. UV lampa

U svakoj mikrobioloSkoj laboratoriji, u cilju sterilizacije njenog prostora, neophodno je
na tavanici i zidovima drzati ultravioletne lampe koje se ukljuCuju 2-3 sata prije poCetka
rada. U cilju izvodenja mikrobioloSkog rada u sterilnim uslovima, njihovo prisustvo je
neophodno i u:

+ asepticnim komorama tj. malim prostorijama kao i u

+  laminarnim tj. izolacionim komorama
UV zraci su Stetni za ljude (iritiraju oCi itd.).

b. Sterilizacija jonizuju¢im zracima i zvuc¢nim i ultrazvu¢nim talasima

Jonizujuéi zraci (x-zraci, a, B, y), zvucni i ultrazvucni talasi se koriste za sterilizaciju
ljekova, vakcina i drugog medicinskog materijala.
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4. Mehanicka sterilizacija tj. sterilizacija filtracijom

se izvodi pomocu filtera i primjenjuje se kod hranljivih podloga sa visokim sadrZzajem
materija osjetljivih na visoku temperaturu (Seceri, vitamini, hormoni i dr.).

Danas se koriste razliCite vrstefiltera:
porcelanski,
stakleni,
od dijatomejske zemlje,
azbestni,
ultrafiltri,
poliporni i miliporni filtri.

Porcelanski filtri se prave od porcelana. Poznati su kao Chamberlan-ovi filtri.
Razlicite su poroznosti, imaju fine pore tako da zadrZavaju bakterijei spore gljiva.

Stakleni filtri se prave od stakla otpornog na visoke temperature. Filtracija je u njima
brza i sigurna. Nakon zavrSene sterilizacije, filteri se Ciste i to na sledeci nacin: prvo se
kroz filter propusta voda, potom koncentrovana H,SO, sa malo NaCl, a zatim opet
destilovana voda, nakon Cega se filter steriliSe u autoklavu na 200°C 45 minuta.

Filteri od dijatomejske (infuzorijske) zemlje poznati su kao Berkefeld-ove svijece i
Mandeler-ove svijece, i sluze za grubu filtraciju. Po zavrSetku sterilizacije i ovi filteri
podlezu ¢iSéenju: prvo se stavljaju u suvi sterilizator na 180°C 2 sata, potom se ispiraju
koncentrovanom H,SO,, pa vodom i na kraju ponovo steriliSu u suvom sterilizatoru.
Usdljed ovako sloZenog CiScenja filtera Cesto dolazi do njihovog pucanja.

Azbestni filtri se prave od azbesta (Zgjc-ovi), imaju razliCitu poroznost i uglavnom su za
jednokratnu upotrebul.

Ultrafiltri su filtri koji imaju jako sitne pore tako da zadrZavaju i najsitnije viruse.

Poliporni i miliporni filtri su sastavljeni od celuloznih estara Ciji je hemijski sastav
poslovna tajna. Proizvode se sa razliCitim stepenom poroznosti. Sa njima je jednostavno
rukovati, jer se stave u odgovarajuce leZiste u aparat za filtraciju a potom prikljuce na

vakuum pumpu.

Ultrafiltri, poliporni kao i miliporni se proizvode uglavnom zajednokratnu upotrebu.
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VJEZBA VI
GAJENJE MIKROORGANIZAMA
Hranjive podloge

Mikroorganizmi se medusobno veoma razlikuju u potrebama za hranljivim materijama i
uslovima spoljne sredine. Da bi se mogli gajiti u vjeStackim uslovima, potrebno im je
stvoriti slicne uslove kao i u prirodnoj sredini iz koje se vrsi njihova izolacija. To se
postize pripremanjem hranljivih podloga koje se podvrgavaju odgovarajué¢im ekoloSkim
uslovima (prisustvu ili odsustvu kiseonikai svjetlosti kao i optimalnoj temperaturi).

Hranljive podloge predstavljgju Cvrste, polucvrste ili teCne sredine odredenog
hemijskog sastava vlage i kigelosti koje sluze za izolaciju, gajenje i determinaciju
mikroorganizama.

Sve podloge dijelimo na prirodne i vjestacke.
Prirodne podloge

se prave od biljnog materijala djelimi¢no poznatog sastava (kupus, Sargarepa, paradajz,
pasulj, krompir) ili od materija zivotinjskog porijekla (mlijeko, krv, zZuc...).

VjestaCke podloge

imaju poznat hemijski sastav i za njihovo spremanje koriste se razna neorganska i
organska jedinjenja.

Najvaznije osobine hranljivih podloga su:

sastav,
vlaznost,

pH reakcijai
sterilnost.

Sastav podloga je u direktnoj vezi sa hranljivim elementima u organskom ili
neorganskom obliku koji su neophodni zarast odredene vrste mikroorganizama.

Pod hranljivim elementima podrazumijevamo:

Makroelemente (C, H, O, P, K, N, S, Mg, Ca, i Fe),

Mikroelemente (Na, Cl, Zn, Mn, Co, Cu, Mo, i B),

Ultra mikroelemente (Titan, Vandium) i

Vitamine (vitamine B kompleksai K vitamin).

Hranljivi elementi se podlogama dodaju kroz razna organska ili neorganska jedinjenja, a
neki i pojedinacno Sto zavisi od recepture hranljive podloge.

Receptura hranljive podloge je u direktnoj vezi sa vrstom mikroorganizma koji zelimo
uzgajati tj. sanjegovom ishranom i zahtjevima prema odredenim hranljivim elementima.
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Vlaznost podloge zavisi od vrste mikroorganizma koju zelimo uzgajati u vjeStackim
uslovima. Ovo zbog toga Sto se mikroorganizmi medusobno razlikuju u zahtjevima
prema vodi: jedni vole suvlje, a drugi vlaznije sredine za svoj razvoj. Zbog toga se u
mikrobiologiji koriste ¢vrste, polucvrste i teCne hranljive podloge.

Najcesce koriSéena materija koja podlozi daje ¢vrstinu je agar. Agar je supstanca koja se
dobijaiz crvenih algi (dl. 24).

Dakle, vlaznost podloge se odreduje koliCinom agara i direktno zavisi od potrebe
mikroorganizama za vodom tj. od vrste mikroorganizma.

Slika24. Agar

pH reakcija podloge zavisi od hranljivh sastojaka podloge, a u zavisnosti od vrste
mikroorganizma korigujemo je pomocu baza (najéeS¢e KOH) ili kisjelina (najceSce HCI).
Sterilnost podloga postize se sterilizacijom podloga pri ¢emu se iste oslobadaju
eventualnog prisustva mikroorganizama. Postupak sterilizacije zavisi od hemijskog
sastava podloge. Osim toga Sto podloga mora biti sterilna, sterilno mora biti i stakleno
posude u kome se mikroorganizmi gaje, potom vazduh u komori za presijavanje kao i
radna povrsina i pribor koji koristimo (eze, pincete, skalpeli).

Dakle, da ponovimo:

Eze, pincete i skalpéli se steriliSu na plamenu (flambiranje) tako Sto se prije i
poslije upotrebe drze na plamenu do usijanja kako bi se unistili svi
mikroorganizmi.

Stakleno posude se prije sterilizacije dobro opere, osusi i steriliSe na temperaturi
od 180°C u suvim sterilizatorima u trgjanju od 2 sata.

Vazduh u prostorijama se sterilise pomocu UV lampi. (S. 23).

Radne povrsine se steriliSu tako Sto se prebrisu rastvorima alkohola, kisjelina
(2-5% HCI ili H2SOy), deterdZentima i sl.
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Pripremanje vjestackih hranljivih podloga

Prilikom pripremanja vestackih hranljivih podloga, prvo se potrebni sastojci rastvore u
odredenoj kolicini destilovane vode, a potom se dodaje ili ne dodaje odredena koliCina
agara u zavisnosti od toga da li pripremamao tecnu, ¢vrstu ili polutecnu podlogu.

Primjer:
a) Zauzgoj gljiva najcesce se koristi krompir dekstrozni agar koji se priprema na
djedeci nacin: prokuva se 100 g sitno isjeckanog krompira u 500 ml vode nakon
Cega se dobijena teCnost profiltrira i dopuni vodom do 1,0 lit. Potom se doda 17,0
g agara, 20,0 g dekstroze (glukoze) i podes pH na6,5 - 6,8.
b) Za uzgoj bakterija najceSe se koristi mesopeptonski agar (MPA) koji se
priprema tako Sto se u 1,0 | vode doda 3,0 g mesnog ekstrakta, 10,0 g peptona, 5,0
g NaCl, 2,5 g K, HPO, i 16,0 g agara nakon Cega se pH vrijednost podesi na 7,0.
Pripremljene podioge se u Erlenmajerovim posudamaiili epruvetama steriliSu u autoklavu
(od 115-126° C u trgjanju od 15 do 30 minuta), nakon Cega se u izolacionoj komori uz
prisustvo plamenika razlivaju u Petrijeve Solje.
Postupak razlivanja sterilne podloge u Petrijeve Solje je prikazan na slici.

RAZLIVANJE STERILNE PODLOGE

Q)W : Sterilisani agar se razlije
&Sosmi u Petri Solji
Vrh boce se sterilie na @
plameniku
=
Poklopac

Petrijeve Solje o —
se podigne pod i
uglom ]

U svaku Petrijevu $olju stane oko 20mi
hranljive podloge

© R.G, Steane

Podloge u epruvetama se nakon autoklaviranja postavljaju u kosi polozaj a potom ostave
da se ohlade (kosi agar).

Sl: Kosi agar
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Zasjavanje tecnih i ¢vrstih hranljivih podloga

Zasijavanje je postupak izdvajanja mikroorganizama iz prirodnih stanista (zemljista,
vazduha, vode, prehrambenih proizvoda...) na odgovarajucu hranljivu podlogu.
Zasijavanje se vrsi u specijalnoj sterilnoj komori — laminatoru ili u dijelu mikrobioloSke
laboratorije u kojoj je prostor sterilisan UV lampom i to na teCnim i ¢vrstim hranljivim
podlogama.

Postupak zasijavanja tecnih hranljivih podloga

zavisi od toga da li se materijal koji Zelimo zasijati nalazi u ¢vrstom ili teChom stanjul.
Ako je u Cvrstom stanju, njegov fragment u te¢nu hranljivu podlogu unosimo pomocu
sterilne pinceteili bakterioloSke petlje.

Ako je u teCnom stanju, to ¢inimo pomocu sterilne bakterioloSke petlje ili sterilne pipete i
to tako Sto uzimamo malu koli€inu te€nog materijala i prenosimo ga u tecnu podlogu.

I u jednom i u drugom slu€aju, zasijanu te¢nu hranljivu podlogu treba dobro promuckati
kako bi seispitivani materijal ravnomerno rasporedio u njoj.

Postupak zasijavanja ¢vrstih hranljivih podloga

moze seizvoditi direktno ili metodom razredenja.
Direktno zasijavanje se vrsi tako Sto se ispitivani materijal (zrnca zemljiSta, fragmenti
tkiva, komadiCi hrane) pomocu sterilne pincete direktno prenosi na povrsinu razlivene i
ohladene hranljive podloge.
Zasijavanje metodom razredenja vrsi se tako Sto se ispitivani materijal prvo razrijedi u
sterilnoj vodi ili u fizioloSkom rastvoru pri Cemu se dobija suspenzija.
Odredena koliCina suspenzije se:

- Sterilnom pipetom unosi u otopljenu ¢vrstu hranljivu podlogu ili

L]

- Sterilnom pipetom sipa u praznu, sterilnu Petrijevu kutiju preko
koje se naknadno razlije otopljena Cvrsta hranljiva podlogaili

- Sterlinom pipetom, u vidu kapi nanosi na Cvrstu hranljivu
podlogu nakon Cega se sterilnim StapiCem razmaZe po cijeloj
povrsini hranljive podloge.

U prva dva slucaja, otopljena podloga se nakon zasijavanja promucka, a potom ostavi da
se stegne.
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Nacin zasijavanja Cvrstih hranljivih podloga zavisi i od posude u kojoj se podloga nalazi.
Ako se podloga nalazi u epruvetama zasijavanje moze biti dubinsko i povrsinsko.
Dubinsko zasijavanje se vrsi tako Sto se sterilnom bakterioloSkom iglom zahvati
ispitivani materijal i ubodom igle duboko unese u podiogu.

duboko

Povrsinsko zasijavanje seizvodi na kosom i ravnom agaru.
Na kosom agaru se izvodi tako Sto se sterilnom bakterioloSkom petljom zahvata
ispitivani materijal i unos u epruvetu po povrsini agara u vidu vijugavih (cik-cak) linija.

Naravnom agaru (agar razliven u Petri kutije) povrsina se zasijava kao i ha kosom agaru
s tom razlikom Sto se materijal prenosi razliCitim pokretima bakterioloske petlje.

Sve zasgjane podloge se unose u termostat.

| faza
L Sterilisite bakter. petlju na

plameniku i ostavite da se
ohladi
Il faza Otvor /a®
boce . Me
sterilisite. <SP0 spustajte ‘é"
- T na * | poklopac
. plamenik | na radni Uzmite kap
Boca se drzi i sto! teénosti pomocu
u kosom bakter. petije
polozaju -
@ Pre = P
" stavijanja g
&5 poklopca Kap teénostl
& ponove Ul -
* & ey S preneti u Petri :
steriligite 7 Kutiliuitiu S
na T -
plameniku e < Otvor
- L 30, druge boce
Kap teénosti ‘! ' :tfn“glte
se nanese na * Tameniku
1l agar po f; l B
s povrdini Petri i :
@ kutije g Uinjuprenesite
= . kap tecnosti sa
i " bakter. patlje
VAZNO! ’
= - l @ /
\x? Pre stavljanja poklopca ponovo
Ealster. p&tlja $¢ posle otvor boce steriliSite na
Arigfanja mora -

sterilisati na plameniku

plameniku
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|ZDVAJANJE CISTIH KULTURA MIKROORGANIZAMA

Pod Cistom kulturom se podrazumijeva potomstvo mikroorganizama nastalo
razmnozavanjem jedne Celije.

Potomstvo jedne ¢elije €ini tzv. koloniju.

U prirodnim uslovima veoma Cesto su mikroorganizmi pomijeSani. U takvim uslovima
se mikroorganizmi ne mogu proucavati, vec ih je potrebno izolovati u istoj kulturi. Zato
izdvganje Cistih kultura mikroorganizama predstavlja osnovu mikrobioloskog rada.

Metode za izdvajanje Cistih kultura

Najpoznatije metode koje se koriste za izdvganje Cistih kultura mikroorganizama su:
metoda razr edivanja, metoda iscrpljivanja, metoda nakupljanja, metoda koriséenja
selektivnih podlogaitd. U prakticnom radu najcesce se primjenjuju:

Izdvajanje Ciste kulture metodom razredivanja

Postupak se sastoji u tome Sto se materijal iz koga se Zeli izdvojiti Cista kultura razrijedi u
fizioloskom rastvoru ili hranjljivom bujonu, a zatim se odredena koliCina prenese u
praznu petrijevu posudu. Preko toga se razlije rastopljena i na 45°C ohladena Evrsta
podloga. Zatim se sadrZaj izmijeSa, ostavi da se stegne, a zatim inkubira na odgovarajucoj
temperaturi. Nakon 1-3 dana na povrSini podloge pojavice se vidljive zajednice-kolonije
mikroorganizama. Predpostavlja se da su izrasle kolonije Ciste. Ezom se zahvata dio
kolonije i zasije kosa povrSina agara. Kada se kultura razvije, mikroskopski se provjeri
njena Gistoca. Celije u preparatu, ako je kultura ista, ujednatenog su oblika i veligine.

Odrzavanje Cistih kultura mikroor ganizama

Ciste kulture za svakodnevnu upotrebu odrZavaju se na tecnim i ¢vrstim hranjljivim
podlogama, na tamnom mjestu na temperaturi od 4-6°C. Medutim, na ovaj nagin
hranljliva podloga se mijenja, koriste je mikroorganizmi, susi se i mikrooganizmi mogu
uginuti. Zato se moraju €eSce presijavati.

Presijavanje je postupak prenoSenja mikroorganizama sa jedne podioge na drugu radi
odrzavanja vitalnosti kulture.
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(Jarak, Buri¢, 2004.)

Presijavanje se vrsi sterilnim priborom i u sterilnim uslovima (laminatorima). Najveci
broj vrsta se presijava svake druge do svake Cetvrte nedjelje. Manje ogéetljive vrste
(sporogene bakterije) se presijavgju svakih 4-6 mjeseci, a ogetljive vrste (bakterije
mljecne kisjeline) svakih 7-15 dana.
Za ovakav nacin Cuvanja kultura treba dosta vremena i sredstava. Zato se primjenjuju
drugi postupci za Cuvanje mikroorganizama u obliku trajnih kultura (preko godinu dana).
Najcesc¢i nacini trajnog Cuvanja su:

- U epruvetama pod slojem parafinskog ulja,
- U hermetiCki zatvorenim sudovima (otvor epruvete sa zapuSacem zaliva se parafinom),
- Cuvanje pomocu liofilizacije (odstranjivanje vode iz mikroorganizama) itd.

Cuvanje kultura u liofilizovanom stanju se dosta primjenjuje.

Liofilizacija se izvodi u posebni aparatima-liofilizatorima, tako Sto se kultura u teCnom
stanju naglo smrzne na -78°C i pod negativnim pritiskom (u vakuumu) susi. Voda se
odstranjuje prelaskom leda direktno u paru, pri Cemu tecna faza izostaje. Liofilizirane

kulture se Cuvaju u zalivenim staklenim ampulama viSe godina.
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VIEZBA VIII

MIKROBIOLOSKI (MIKROSKOPSK ) PREPARATI

Vrste mikroskopskih preparata su:
- nativni preparati
- viseéa kap
- otisni preparati
- fiksirano bojeni preparati.

Priprema mikroskopskih preparata

Nativni preparati (preparati u Zivom stanju) koriste se za posmatranje pokretljivosti,
oblika i boje mikroorganizama.

Pripremaju se na sledeci nacin:

1. Na Cistu predmetnu plocicu stavi se kap vodovodne vode ili destilovane vode.

2. Pomodu eze se sa ¢vrste podloge skine malo izrasle kulture i unese u kap vode.

3. Pomodu pokrovnog stakalca (ljuspice), kap se pazljivo prekrije vodeéi racuna da
se u preparatu ne zadrZi vazduh, jer on ometa mikroskopska posmatranja.

4. Posto je veCina mikroorganizama neobojena, ponekad se u preparat doda
razblazen rastvor fuksina ili metilenskog plavila pri emu se Celije oboje i lakSe
uocCavaju.

5. Preparat se zatim posmatra na mikroskopu objektivima suvog sistema.

Preparat visece kapi
Zaovu vrstu preparata potrebne su specijalne predmetne plocice sa udubljenjem

=

]

na kojima se preparat pravi na sledeci nacin:

E\ CD\\*""'"]

]
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3.

4.

5.

Oko udubljenjananosi se vazelin u obliku kvadrata veliCine pokrovnog stakalca.
Kap kulture iz teCne podloge se stavi na pokrovno stakalce koje se zatim okrene
tako da kap bude sa donje strane.

Stakalce se namjesti iznad udubljenja na predmetnoj plocici pri cemu kap visi u
udubljenju a stakal ce se zalijepi navazelin.

Tako se dobija zatvorena komorica u kojoj je sprijeCeno susenje preparata.
Preparat se posmatra pod mikroskopom kao obican nativni preparat.

Ova vrsta preparata se najceSCe koristi za posmatranje Klijanja i pokretljivosti
mikroorganizama.

Otisni preparat se pravi na sledeci nacin:

1. Na izraslu koloniju ispitivanog mikroorganizma lagano se pritisne pokrovno
stakalceili ljepljiva prozirnatraka.

2. Pazljivo se podigne, tako da na njemu ostanu zalijepljene Celije mikroorganizama
kao u prirodnom stanju.

3. Stakalce se stavi na predmetnu plocicu i posmatra pod mikroskopom kao i drugi
nativni preparat.

Fiksirano bojeni preparati su:
1. fiksirani preparati jednostavnog ili prostog bojenja
2. fiksirani preparati sloZzenog bojenja

Za fiksirano bojene preparate potreban je sledeCi pribor: predmetne (mikroskopske)
ploCice, pokrovna stakalca (ljuspice), plamenik, kornet pinceta, flaSice sa bojama.

FIKSIRANJE  \omet

PREPARATA plnceta

Plamenik

FlaSica
sa Predmetne
bojom | (mikroskopske)
plocice

Pokrovna
stakalca
(ljuspice)

Ovi preparati sluze za izuCavanje gradje, oblika i veliCine mikroorganizama.
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1. Fiksirani preparati jednostavnog ili prostog bojenja
se koriste za izuCavanje morfologije i strukture mikroorganizama. Pripremaju se samo sa
jednom mikrobioloskom bojom (metilensko plavo, kristal violet...) i to na sledeci nacin:
a) Na cCistu predmetnu plocicu stavi se kap suspenzije mikroorganizama ili kap
sterlineili vodovodne vode u koju se unese malo kulture mikroorganizama.
b) Kap se razmaZe pomocu eze na povrsini od oko 1 cm?, osusi na vazduhu i fiksira,
kako bi se mikroorganizmi pricvrstili za ploCicu.
c) Fiksiranje se vrsi prevlacenjem osusenog preparata nekoliko puta iznad plamena
(vidi dliku).
d) Razmaz se prelije fiksatorom koji se posle nekoliko minuta odlije a preparat se
osusi na vazduhu.
€) Fiksirani preparat se zatim boji bistrim rastvorom boje. DuZina bojenja zavisi od
metodike, vrste i koncentracije boje.
f) Bojasepodlijeistekavremenaodlije, preparat se ispere vodom, a
g) zaostalavodana preparatu se upije filter papirom.
Posmatranje preparata se vrsi preko kapljice ulja imerzionim objektivom uz maksimano
osvjetljenje.

2. Fiksirani preparati slozenog bojenja
primjenjuju se sa vise mikrobioloskih boja i reagenasa.
Ovi preparati se koriste za posmatranje pojedinih djelova Celije (jedra, kapsule, spore,
flagele...).
Od slozenih bojenja najceS¢e se koristi bojenje po Kristijanu Gramu pri ¢emu je
postupak sledeci:
— Razmaz, susenje i fiksiranje preparata radi se kao i kod prostog bojenja (a-d).
— Nakon fiksiranja na razmaz se nanosi rastvor gencijane violet boje u trganju od
2 minuta. (e)
— Bojase zatim ispere sa vodom a na razmaz se nanese rastvor lugola u trgjanju od
1 minuta. (f)
— Lugol seispere savodom anarazmaz se stavi kap 96% alkohola u trgjanju od 30
sekundi. ()
— Alkohol se ispere vodom a na razmaz se stavi kap baznog fuksina u trgjanju od
30 sekundi (h1) ili kap Safranina u trajanju od 20 sekundi (h2).
— Nakon toga preparat se ispere sa vodom, osusi se filter papirom i posmatra preko
kapljice ulja saimerzionim objektivom.

genciana violet 2 min alkohol 30 sec/q Safranin 20 sec

ispiranje vodomy | ispiranje vodom ispiranje vodom
ly
lugol 1 min j —
ispiranje vodom

/gj (:‘%J @@ 4& |sup§;pr}jriglter
° ° e e T
Nolo .’:’ -g’fﬁ' 0':0
L. .“ 3 ® 2 H

Slika: Farbanje po Gramu sa fuksinom Slika: Farbanje po Gramu sa Safraninom
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Dakle, farbanje po Gramu se moZe predstaviti i na sledeci nacin:

Gram pozitivne Gram negativne
Nakon fiksiranja na
e j ) preparat se nanosi I)
( — /r‘“x
- (x ispiranje vodom S j
Genciana violet 2 min
D A il
ispiranje vodom l
- T
Lugol 1 min
- =
-I spiranje vodom l ' -
[ &
4 Alkohol 30 sec
' -plranje vodom l 5 ‘) J::
& .. Fuksin 30 sec ili ( O
- afranin 20 sec R J
spiranje vodom l ' -_
.‘ - g~y

’ Susenije filter papirom i ‘
obojene ljubicasto obojene crveno

Interesantno je znati da se u procesu bojenja po Gramu, kod Gr* i Gr™ bakterija de3avaju
sledece promjene:

GRAM + GRAM -
pre bojenja

posle bojenja
genciana violet

posle bojenja é
lugolom

posle dodavanja
alkohola

posle dodavanja

fuksina ili Safranina
Bakterije koje imagju deblji sloj mureina u celijskom zidu obojice se ljubicasto (Gram
pozitivne, dl. 25) a one sa manjim udjelom mureina obojice se crveno (Gram negativn,
d. 26).

-l} &

"\-a i ¢ " *_"
Sl. 25. Bojenje po Gramu Saphyl 00OCCUS aUreus - gram -pozmvne koke
Sl. 26. Bojenje po Gramu E. coli, - Gram negativni Stapici
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VIEZBA IX
MIKROSKOP

je opticki instrument koji, zahvaljujuci sistemu sociva za uveliCavanje, u mikrobioloskim
laboratorijama omogucava posmatranje i izuCavanje mikroorganizama. Mikroskop je
osnovno sredstvo zarad u mikrobiolo$koj laboratoriji.

U cilju izuavanja mikroorganizama, u mikrobioloskim laboratorijama se koriste razliciti
mikroskopi: svetlosni, fazno-kontrastni, fluorescentni, mikroskop sa tamnim vidnim
poljem i elektronski mikroskop. Njihova uveli¢anja su razliCita i krecu se od nekoliko
stotina (svetlosni mikroskop) pa do nekoliko desetina hiljada puta (elektronski
mikroskop).

Svjetlosni mikroskop se najcesce koristi u mikrobioloSkim laboratorijama, radi
odredivanja morfoloskih karakterlstlka mikroorganizama u cilju njihove determinacije.

° okular

obrtn ica, revolver

j objekdivi -

5 stodié za pomijeranje
i '_ mikroskopskog preparata

makrometarski S Ng z - drZac plogice

stativ ili rufica

mikrometarski : zavrtanjza
zavrtan| 4 1 - pomijeranje stofica

! di_jafragma

-— postolje

u kljuﬁiegil‘;?ﬁzﬁljzu%iv anje
Svjetlosni mikroskop se sastoji iz mehanickih i optickih djelova.
Mehanicki djelovi su:

- postolje

- stativ ili rucica

- stoCi¢ sa mehanizmom za pomjeranje preparata

- tubus

- obrtnica, (rotor, revolver)

- mikrometarski zavrtanj i

- makrometarski zavrtan;.
lako svaki od ovih djelova ima posebnu funkciju, njihova osnovna uloga je nosenje
optickih djelova mikroskopa.

Postolj e je razli€itog oblika. 1zgradeno od teSkog materijala i omogucava stabilan
poloZaj mikroskopa. U postolje je ugraden sistem za osvjetljenje.

Stativ ili rucica sluzi za pomjeranje mikroskopa sa jednog na drugo mjesto ili za
mijenjanje poloZaja mikroskopa u cjelini (ako posjeduje pokretni zglob) ili ima funkciju
nosaca tubusa.
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StoCi¢ sa uredajem za pomjeranje mikroskopskog preparata je metalni dio
mikroskopa koji moze biti razliCitog oblika i koji na sredini ima otvor za propustanje
svetlosti. Sluzi za dovodenje preparata u adekvatan polozaj.

Tubus je cijev u koju su u gornjem dijelu ugradeni okulari, a u donjem dijelu
obrtnica za koju su pricvrsceni objektivi.

Obrtnica, rotor ili revolver je mehaniCki dio mikroskopa izgraden od dva
metalna koncentri¢na dijela od kojih je gornji privrscen za tubus, dok je donji, koji je
pokretan, povezan sa objektivima. Pokretni dio sluZi za dovodenje odgovarajuceg
objektiva u opticku osu.

Makrometarski (veliki) i mikrometarski (mali) zavrtnji sluZze za podizanje i
spustanje tubusa. Velikim zavrtnjem se grubo podize ili spusta tubus i pronalaz dlika, a
samalimvrsi izoStravanje slike.

Opticki djelovi mikroskopa su:
- sistem za osvj etljenje
- objektivi
- okulari.
Sistem za osvjetljenje smjeSten je ispod stoCica mikroskopa. Ugraden je u postolje
mikroskopa, a sastoji seiz ogledala, kondenzatora, dijafragmei sijalice.
+  Ogledalo sluzi za usmjeravanje svjetlosnih zraka od svjetlosnog izvora prema
objektu posmatranja.
Kondenzator je sastavljen iz viSe soCiva i ima ulogu da ,,kondenzuje* precnik
svjetlosnog snopa i da na taj nacin bolje osvijetli predmet koji se posmatra.
Dijafragma je smjeStena izmedu ogledala i kondenzatora i ima ulogu regulisanja
jacine svjetlosti.
+ Sijalicajeizvor svjetlosti.
Objektivi su smjeSteni na donjem dijelu tubusa u leziStima na obrtnici i predstavljgu
sistem dlijepljenih soCiva. Okretanjem obrtnice odreduje se polozaj koji omogucéava
prodiranje svjetlosti iz izvora kroz kondenzator, objektiv i tubus do okulara.
Sluze za uveliCavanje posmatranog objekta tako da na jednom mikroskopu imamo vise
objektiva. Na svakom objektivu postoji oznaka koja predstavlja moé njegovog
uveliCavanja.

U odnosu na nacin koris¢enja postoje suvi i imer zioni objektivi.

Suvi objektivi imaju vece frontalno so€ivo i manju sposobnost uvelianja jer
se izmedu socCiva i preparata nalazi vazduh u okviru koga se rasipa svjetlost koja
dolazi iz sistema za osvjetljenje. Ovi objektivi se koriste za posmatranje krupnijih
mikr oor ganizama.

I mer zioni objektivi imaju malo frontalno soCivo i veCu sposobnost uvelianja jer
se u cilju smanjenja gubitka svjetlosti koja dolazi na preparat stavlja kap tecnosti
(vode, kedrovog ulja ili sandalovog ulja...) pri ¢emu svetlosni zrak prolazi pod
istim uglom kroz staklo, uljei objektiv.

Okular je smjeSten u gornjem dijelu tubusa. Obicno je izgraden iz dva soCiva: gornjeg i

donjeg.
Sposobnost uveliCanja naznacena je na samom okularu sa arapskim brojevima.
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Da ponovimo: osnovni sastavni delovi svetlosnog mikroskopa su:

1. Sociva okulara

SocCiva fokusiraju sliku
od objektivado oka

2. Makrometarski Za podeSavanje manjih
zavrtan; uvecanja

3. Mikrometarski Za velika uvecanja
zavrtan

4. Objektiv malog
uvecanja

Za posmatranje krupnih
uzorke

5. Objektiv velikog Zadetajno

uvelianja posmatranje pri
uvecanju do 1000 puta

6. Mikroskopski

preparat

7. Stalak SadrZi drzaCe preparata

8. Kondenzator

[Prikupljai usmjerava

svjetlosti svjetlost na preparat

9. Iris (dijafragma) PodeSava kolicinu
svjetlosti koja
osvetljava preparat

10. Izvor svetlosti

Sijalica




VIEZBA X

TEHNIKA MIKROSKOPIRANJA
seizvodi na sledeci nacin:
ukljuci se sistem za osvjetljenje.
Dijafragma na kondenzatoru se otvori.
Kondenzator se podigne.
Objektiv se namjesti na najmanje uvecanje.
Pomocu makrometarskog zavrtnja stoCic se podigne.
Mikroskopski preparat, (na predmetno staklo (dl. @) stavlja se kap vodeili ulja (dl.
b) nakon Cega se kap (sl. c) prekriva ljuspicom (pazljivo da ne dode do stvaranja
mjehuric¢a vazhuha) (dl. d), a potom se stavi iznad otvora na sto€ic (dl. €).

Sk~ wdNE

d)
Slika: Postupak pravljenja mikroskopskog preparata (ab,c, d) i postavljanje
preparata na sto€i¢ mikroskopa
7. Polaganim spuStanjem stoCica pomocu makrometarskog zavrtnja pronade se

vidno poljeftj. slika posmatranog obj

ekta (slika)

Slika: Spustanje sto€ica u cilju nalazenja vidnog polja
8. Okretanjem mikrometarskog zavrtnja se izoStrava sika.
9. U slucaju potrebe uvelicanja slike, okrene se objektiv sa vecim uvecanjem.
10. Nakon zavrsenog mikroskopiranja opticke djelove (objektiv, okular) treba oCistiti
sa ksilolom a ostale djelove sa ¢istom maramicom.
UPOZORENJE: ako se procesu mikroskopiranja podvrgavaju preparati sa imerzionim
uljem, onda se koristi imerzioni objektiv koji je obi¢no oznacen crnom linijom na obodu.

35



