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| Vjezba

Rad u mikrobioloskoj laboratoriji.
Mikroskop i rukovanje mikroskopom

Pitanja

Koje se aktivnosti obavljaju u mikrobioloskoj lalbatwriji?

Koje prostorije treba da ima mikrobioloSka laborga®@

Koja su osnovna pravila kojih se moramo pridrzat@tom rada u mikrobioloSkoj
laboratoriji?

Sta je mikroskop i koje vrste mikroskopa postoje?

Koji su mehaniki, a koji opticki djelovi mikroskopa?

Stagini sistem za osvetljavanje mikroskopa?

Opisi tehniku mikroskopiranja.

Koji su mogui razlozi nastanka mutne slike tokom mikroskopie&hj

Kako se mjere mikroorganizmi?
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Rad u mikrobioloskoj laboratoriji

MikrobioloSke laboratorije su slozene i dingme sredine koje imaju odtene
specifénosti u odnosu na druge vrste laboratorija. U oblaloskim laboratorijama se
obavlja mikrobioloSki pregled materijala porijekloma Zivotinja, biljaka, mikrobioloski
pregled Zivotnih namirnica, zemljiSta, vode, vazaluhsténe hrane i dr. Cil]
mikrobioloSkih pregleda je izolacija odienih vrsta mikroorganizama, kao i njihovo
gajenje u cilju izdavanja morfologije njihovih ¢elija, odgajiv&kih, fizioloSko-
biohemijskih i genetkih svojstava. Posto je tokom rada u mikrobioloSkdjoratoriji
mogute dai u kontakt sa patogenim mikroorganizmima, u mikotdskoj laboratoriji se
moraju postovati odrna pravila i uputstva. Ljudska greSka, loSe latuoijske tehnike
pogreSna upotreba opreme mogu prouzrokovathuepovreda i infekcija u laboratoriji.
Nepravilno sakupljanje, transport i rukovanje uboix do laboratorije nose rizike od
infekcija radnog osoblja.



MikrobioloSka laboratorija
(http://milmedika.com/services-list/mikrobioloskas@atorija)

Uputstva za rad u mikrobioloskoj laboratoriji

Laboratorija treba da bude besprekorno urediséa i oslobdena predmeta i materijala
koji nisu u direktnoj vezi sa poslom koji se obavly sl¢aju kada se prozori otvaraju,
oni moraju imati zastitne mrezice od ulaska insekad. U laboratoriju ne treba unositi
nepotrebne predmete i garderobu, odrzavati begprelCistocu radnih prostorija i
radnih povrSina. Radni sto prije qmika i poslije zavrSenog rada treba prebrisati
dezinfekcionim sredstvom. Hranljive podloge, herijgamikrobioloSke kulture, pribor i
aparati treba da budu uredno sloZeni i da imajjasvdreiena mjesta u laboratoriji. Ulaz
u laboratoriju je dozvoljen samo radnom osobljuabboratoriju treba ¢i ¢ist i u¢istom
neoStéenom bijelom pamtnom mantilu. NepoZeljna su suviSna kretanja, naafireti i
suvisni razgovori u laboratoriji. Osoblje mora imktatko podsjéene nokte i vezanu
kosu. Obavezno prati ruke toplom vodom tnien sapunom prije, kao i nakon
mikrobioloSkih ispitivanja, a ruke brisati papirnimi pamuwnim peskirima. Ne
razgovarati i ne kaSljati za vrijeme inokulacije tergala na plée i epruvete. Ne
dozvoliti rad u laboratoriji osoblju sa infekcijorti povredom ruku ili lica. Vrata
laboratorije treba drzati zatvorena. Odgovam@jtukavice moraju se obavezno Koristiti
tokom rada sa uzorcima krvi, tjelesniiniesti i drugih potencijalno zaraznih materijala,
kao i tokom rada sa zarazenim Zzivotinjama. Poslpetrebe, rukavice treba aseéfgti
ukloniti i oprati ruke. Zastitne né&are, maske za lice i druga zastitna sredstva meeju
nositi kada je neophodno zastititi licedi @d prskanja tnosti, ¢vrstih predmeta i izvora
vjestakog ultraljubtastog zréenja. Zabranjeno je nositi zastitnu laboratorijsldjecu
van laboratorije, tj. u kantinama, kafeterijamandelarijama, bibliotekama, drugim
prostorijama za osoblje i toaletima. Zastitna lalbanjska odjéa koja je korigena u
laboratoriji ne smije se odlagaticiste ormarte zajedno sa odjem koja se nosi na ulici.
Iz bezbjedonosnih razloga u laboratoriji se ne smmpsiti obda otvorenih prstiju.
Pipetiranje ustima strogo je zabranjeno. Ne stavljaista nikakve predmete za vrijeme
rada u laboratoriji. Sve tehikie procedure treba sprovoditi na¢makoji maksimalno
smanjuje stvaranje aerosola i kapljica. Zabranjenanositi hranu u laboratoriju, jesti,
piti i pusiti. Tokom rada u laboratoriji ne dodiatt nos, @i i usta. Po stolovima ne
ostavljati néisto staklo, pribor, vatu, vatene zapt&Sapapir, nepotrebne i otvorene



kulture mikroorganizama itd. Sav otpadni matesfalvljati u posude ili korpe za otpatke.
Kontaminirani materijal i predmete s mikroorganiemai odlagati u posebne sudove s
dezinfekcionim sredstvom. Upotrijebljeni priboposuie prije pranja staviti u Zane
korpe i obavezno sterilisati u autoklavu. Upotrijebe pipete, pléice, ljuspice i dr.
stavljati u posebne sudove sa dezinfekcionim svedst Zaprljana mjesta, kao i mjesta
na kojima je prosuta kultura mikroorganizama, trpleliti dezinfekcionim sredstvom ili
70% alkoholom. Prije i poslije uzimanja kulture mo&rganizama, bakterioloSke igle i
Petlje (eze) treba sterilisati (opaliti) na plamedwslwaju da se petljom ili iglom zahvata
materijal koji je sluzast, ezu sa materijalom trelkasiti prije sterilizacije na plamenu, jer
u suprotnom, mozZe db do rasprskavanja i rasijavanja materijala, odoogivih
mikroorganizama. Posebnu paznju treba obratiti n&owanje butan bocama i
autoklavom. Butan boce trebaju biti uvijek dobadvorene, a autoklav se nikad ne smije
otvarati dok je pod pritiskom vodene pare. Kontdrame té€nosti moraju se
dekontaminirati (hemijski ili fiztki) prije ispuStanja u sanitarnu kanalizaciju. dPia
dokumenta treba zastititi od kontaminacije za wngerada u laboratoriji. Osoblje uvijek
treba da bude informisano o ma@gu rizicima za unoSenje patogenih mikroorganizama
(udisanjem, preko koze, rana na kozi itd.). Pozngvdezinfekcije i sterilizacije je od
izuzetne vaznosti za bioloSku bezbjednost u labgdjiat Dezinfekciju vazduha i povrSina
treba dodatno vrsiti UV lampom. Neophodno je peatiazna&aj ciSéenja pribora,
opreme i sl. prije dezinfekcije. Poznavati ték& efekte hemikalija sa kojima se radi u
laboratoriji (moguée trovanje udisanjem, kontaktom, unoSenjem, igl&mz oStéenu
kozu.). Samo potrebne kaine hemikalija za dnevnu upotrebu treba drzatibotatoriji,

a vee u specijalno oddenim prostorijama ili zgradama. Zbog mdégasti izbijanja
pozara u laboratoriji redovno kontrolisati ispraghprotivpozarnih aparata itd.

Djelovi mikrobioloSke laboratorije

MikrobioloSka laboratorija se sastoji od:
1. radne prostorije i
2. pom@nih prostorija.

U radnoj prostoriji se vrSi zasijavanje ispitivanih uzoraka, odnosmoianih kultura
mikroorganizama, inkubacija i determinacija mikrgamizama (morfoloSka, biohemijska
i druga ispitivanja mikroorganizama). U zavisnaxtivrste mikrobioloSkih analiza koje
se rade, radne prostorije mogu biti namijenjene bakterioloSke analize, mikoloSke
analize i virusoloSke analize.

Pomaoéne prostorije u mikrobioloSkoj laboratoriji su:

- prostorija za prijem uzoraka, d@nje icuvanje dokumentacije
- prostorija za pripremu uzoraka

- prostorija za pranje laboratorijskog pdau

- prostorija za sterilizaciju poda

- prostorija za pripremu i sterilizaciju hranljivpodloga

- prostorija za&uvanje potroSnog materijala itd.



Laboratorije mogu imati 4 nivoa bioloSke bezbjestnood 1-4, pricemu je nivo 1

osnovni, a nivo 4 maksimalni nivo bioloSke bezbjgstn Sve dijagnostke laboratorije

moraju imati najmanje nivo 2 bioloSke bezbedndsstisi. Medunarodni simbol i znak za
bioloSku opasnost mora biti postavlen na vrata sfgngja gdje se rukuje
mikroorganizmima rizine grupe 2 ili viSeg nivoa (slika 1).

Slika 1. Znak upozorenja na biolos§ku opasnost za laboratorijska vrata
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Slika 1. Medunarodni znak za bioloSku opasnost

Mikroskop i tehnika mikroskopiranja

Mikroskop je instrument ponéa kojeg je mogée dobiti uveléanu sliku nekog objekta.
Mikroskop omogudava posmatranje i izavanje mikroorganizama U zavisnosti od
izvora svjetlosti koji koriste, postoje:

- svjetlosni mikroskopi koji kao izvor svjetlostokiste svjetlost i

- elektronski mikroskopi, koji umjesto izvora s\t koriste snop elektrona

U svjetlosne (optke) mikroskope se ubrajaju:

- Mikroskop sa svijetlim poljem (ot&n svjetlosni mikroskop)
- mikroskop sa tamnim poljem

- fluorescentni mikroskop i

- fazno-kontrastni mikroskop.



Slika 2. Svjetlosni mikroskop
( http://www.conrad.si/?websale8=conrad-slowenien&@MF447%

Mikroskop sa svijetlim poljem

Ovaj mikroskop se n&g&e koristi u mikrobioloSkim laboratorijama. On omdégua
odrefivanje oblika, veliine, boje, pokretljivosti, prisustvo kapsule i d&ali za
konzervaciju mikroorganizama, a kod krupnijih, kéim su gljive, alge i protozoe i
izucavanje grde ¢elije. Obttan svjetlosni mikroskop se sastoji iz: @gih i mehanikih
djelova (slika 3).

Mehanicki djelovi su: postolje, rdica, st@i¢ sa mehanizmom za pomjeranje preparata,
tubus, rotor (revolver), zavrtanj kondenzora,knmmetarski zavrtanj i makrometarski
zavrtan,].

Opti¢ki djelovi mikroskopa su: okulari, objektivi, kondenzor i sistem za oshgnje



Slika 3. Sema svjetlosnog mikroskopa:
a- postolje, b — stalak,c — rwica, d — tubus, e — sta¢, f - "revolver" za objektive g — objektiv,h —
okular, i - veliki ili makrometarski zavrtanj,- mali ili mikrometarski zavrtanjk - ogledalo (ili drugi
izvor svijetla), | - kondenzor, m — zavrtanj zertikalno pomjeranje kondenzora, n - dijafragmis<ir
zaslon), o - okvir za filtere, p - zavrtanj za horizontalno pomjeranje kondenzutp://e-
skola.biol.pmf.unizg.hr/odgovori23.htm

Funkcija mehanickih djelova mikroskopa

Postolje omogéava stabilan polozaj mikroskopa. U postolje je dgra sistem za
osvjetlienje. Ruica ili stativ sluzi za prenoSenje mikroskopa. Nanjem kraju je
povezana sa postoljem, a za gornji krafice je prévrsen tubus. St¢ sluzi za
postavljanje mikroskopskih preparata. Moze se pmatijegore-dolje, lijevo-desno i
naprijed—nazad. Tubus je cijev tigim krajevima se nalaze opki djelovi. Na gornjem
dijelu se nalaze okulari, a na donjem rotor saldhjena. Zavrtanj kondenzora sluzi za
podizanje i spuStanje kondenzot@me se reguliSe intenzitet osvijetljenosti preparat
Ram za svjetlosni filtar - u njemu se prema potstivlja odgovaraiii filtar.

Funkcija opti ¢kih djelova mikroskopa

Okulari su smjesteni u gornjem dijelu tubusa. &@bisu izgrdeni iz dva séiva, gornjeg

okularnog i donjeg sabirnog. Sposobnost waslja naznéena je na samom okularu sa
arapskim brojevima. Objektivi su smjeSteni u lemst na rotoru. Okretanjem rotora
objektiv dolazi u pravilan polozZaj koji omo¢ava prodiranje svjetlosti. Pri okretanju
rotoracuje se lagani pucanj, pa se zbog toga rotor zogedlver. Objektivi se sastoje iz



sistema slijeplijenih giva koja omogdavaju uveléavanje posmatranog objekta.
Sposobnost uvalavanja je ozngena na svakom objektivu. U odnosu naim&orisStenja
postoje objektivi suvog sistema i imerzioni objekti Objektivi suvog sistemaimaju
vece frontalno séivo i manju sposobnost uvétivanja. Izméu saiiva i preparata nalazi
se vazduh, a prolaskom kroz vazduh svjetlost sevdjamo gubi, pa slika nije dovoljno
jasna. Ovi objektivi se koriste za posmatranje Rijfp mikroorganizama. Imerzioni
objektivi imaju malo frontalno sfivo, a prilikom posmatranja objektiv se nalazi na
veoma maloj razdaljini od preparata. Da bi se gimaubitak svjetlosti, na preparat se
stavlja t&énost koja ima indeks prelamanja svjetlosti pribbizataklu. To je npr. kedrovo
ulje. Imerzioni objektivi se koriste za posmatranpakterija i drugih sitnijih
mikroorganizamakKondenzor predstavlja niz stiva koji sluze da sakupe svjetlosne
zrake i usmjere ih na objekat, tj. preparat. P@m&ondenzora se moze regulisati
intenzitet svjetlosti njegovim podizanjem i spugtan, kao i otvaranjem i zatvaranjem
dijafragme koja je ugena u kondenzorDijafragma se nalazi izméu izvora svjetlosti

i kondenzora. Sastoji se iz polukruznih ljuspicgekse pomjeranjem odgovarégu
poluge skupljaju ili Sire, prave u centralnom dijelu maniji ili v@ otvor za prolaz
svjetlosti. Pribor za osvetljenje sastoji se od sijalice i ogledala i udeai su u postolje
mikroskopa. Ogledalo je fiksirano u polozaj koji @gucava najbolju refleksiju.

Mikroskop sa tamnim poljem ima ugra@en kondenzor sa tamnim dnom, tako da
svjetlost ne prolazi kroz kondenzor, nego sa st@swetljava preparat. Na taj dia se
dobija slika sa potpuno tamnim vidnim poljem na kosu osvijetljeni samo posmatrani
objekti.

Fluorescentni mikroskop kao izvor svjetlosti koristi ultravioletne zrakeodtmatrani
objekti prilikom izlaganja ovim zracima fluoresgina Ako objekat nema moguost
fluorescencije, tretira se odgovaré@ju fluorescentnim bojama fluorohromima.

Slika 4. Fluorescentni mikroskophttp://metron.hr/proizvod/mikroskopi-8/




Fazno-kontrastni mikroskop ima objektive u koje je ugdana pldica na koju je u
obliku prstena nanijet sloj plemenitog metala, aij@ragmi kondenzora se nalazi prsten
kroz koji prolazi svjetlost. Kad svjetlost kroz s na dijafragmi dide do posmatranog
objekta, ona skke i stvara kontrast iznde objekta i okoline. Pontoi ovog mikroskopa
se posmatraju neobojeni mikroorganizmi i njihovukturni elementi.

Invertni mikroskopi se koriste za posmatranje kulture tkiwzelije kulture tkiva se
nalaze u specijalnoj posudi za kulturu i nemaggim je objektivom oliinog mikroskopa
pri¢i dovoljno blizu. Kod invertnog mikroskopa objekitse nalaze ispod objekta, a izvor
svjetlosti iznad. Na taj && objektivi mogu prti odozdo dovoljno blizu objektu koji se
nalazi na dnu neke posude.

Slika 5. Invertni mikroskophttp://mss.svarog.si/biologija/index.php?page id&¥5

Elektronski mikroskop za stvaranje slike posmatranog objekta koristickret elektrona
iz katodne cijevi. Kad elektroni dospiju na preparaijenjaju pravac kretanja te se na
osnovu stepena rasipanja zraka dobije kontrasilkea Slom@u elektronskog mikroskopa
mogu se posmatratiestice veliine i do 0,5nm, pa se koristi za posmatranje stinekt
celije i za posmatranje virusa. Poéno elektronskog mikroskopa moze se posti
uveli¢anje slike 100 000 do 200 000 puta.

Postoje dvije vrste elektronske mikroskopigienirajuéa elektronska mikroskopija
(SEM), koja omogtava posmatranje povrSine ispitivanog objekta. Owagl
mikroskopije ne omodiava u@éavanje unutrasnje strukture objekta. Elektronidigijaju

od preparata ili prolaze kroz njega i padaju naekdajdi sliku ispitivanog objekta.
Transmisiona elektronska mikroskopija (TEM, slika 6) neophodna je pri préavanju
unutrasnje strukture objekta. Objekat se priprefegesjem na vrlo tanke listove i
tretiranjem specijalnim bojama u cilju pa@amja kontrasta. Slika se stvara prolaskom
elektrona kroz preparat i njihovim padanjem na ekra
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Slika 6. Transmisioni elektronski mikroskop
http://www.bio.bg.ac.rs/cem/styled/styled-2/indgmh

Tehnika mikroskopiranja (slika 8)

PwnE

o a

7.

8.

9.

UkKljuciti sistem za osvetljenje

Kondenzor se podigne do &téa i otvori dijafragma

Iznad otvora na stdéu centrira se objektiv sa najmanjim uvaljem

Pomau makrometarskog zavrtnja 8t6 se podigne na udaljenost oko 1cm od
objektiva.

Posmatranjem kroz okular treba da se vidi pravildwobro osvijetljen krug
Preparat se stavi iznad otvora nacsto i podizanjem i spuStanjem stéa
pomaiu makrometarskog zavrtnja praiease slika posmatranog objekta.
IzoStravanje slike vrSi se okretanjem mikrometagskavrtnja, podizanjem ili
spustanjem kondenzora i zatvaranjem i otvaranjgafrdgme na kondenzoru.
Pronalazenje slike treba vrsiti veoma pazljivandadaie do lomljenja preparata i
oStetenja sdiva na objektivu.

Da bi se dobila krupnija slika objekta, okrenebgektiv sa véim uvetanjem

10. Ako se koristi imerzioni objektiv, na preparatstavi imerziona @#nost.
11. Nakon zavrSenog mikroskopiranja, @ge djelove (objektiv, okular) treba
ocistiti ksilolom, a ostale djelov&stom maramicom.
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Slika 7. Mikroskopiranje
http://www.zjz.orqg.rs/foto-galerija-centar-za-mikro biologiju/

Smetnje koje se mogu pojaviti tokom mikroskopiranja

U toku mikroskopiranja se mogu javiti odene smetnje, kao Sto su:

- mutna, nejasna slika

- sjenke

- mjehurovi

- mrlje i strana tijela u vidnom polju

- vibriranja slike itd.

Mutna slika moze da nastane usljed:

- upotrebe suvog objektiva umjesto vlaznog,

- nedovoljnatistog objektiva na kome se nalazi sasuSeno ulje

- pogresno postavljenog preparata (razmaz okmgndblje, a ne prema objektivu)
- oSteéenja frontalnog stiva 5to je prouzrokovalo ulazak ulja u objektiv

Sjenke i mjehuri¢i u vidnom polju se javljaju:

- ako se na preparat stavi suviSe velika kap ulja,

- ako se preparat mikroskopira nedovoljno osusamgbazi do mijeSanja ulja i vode
Necistoéa, mrlje i strana tijela koja se javljaju u vidngolju mogu se nalaziti na:

- okularu, Sto se provjerava okretanjem okularabws$; pokretanje mrlje pri tome je znak
da okular treba@stiti;

- samom preparatu, odnosno staklu, Sto se pom@@repjeparata takie moze utvrditi;

- na objektivu ili kondenzoru, ptiemu se one ne kie prilikom pomjeranja okulara ili
preparata.

Vibriranje slike moZe da nastane usljed:

- nedovoljno fiksiranog preparata ili nepravilnpgloZaja objektiva u odnosu na i
osu mikroskopa. Navedene smetnje miggje otkloniti. Ukoliko je u pitanju rigstoca,
objektiv i okulare treba dstiti mekanom krpom ili specijalnom hartijom z#&céenje
objektiva. Mrlje od ulja se skidaju krpicom natagipm u ksilolu. Méutim, treba imati u
vidu da prekomjerna upotreba ksilola moze oStailijektiv. Poslije skidanja ulja
objektivi se moraju obrisati suvom krpom itd.
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Cuvanje mikroskopa

Mikroskop je fini i veoma precizan instrument kgahtijeva pazljivo rukovanje i
cuvanje. Kada se s mikroskopom ne radi, mora seitiiadd nakupljanja prasine,
djelovanja vlage i sl. Nakon zavrSetka rada, mikopsse ¢isti mekom krpom, a optki
djelovi mekim, specijalnim papirom ili mekoniistom platnenom krpom. Treba
izbjegavati potrese koji mogu dovesti do njegovéggenja. PrenoSenje mikroskopa,
pomjeranje kondenzora, okretanje revolvera, pogezarspustanje tubusa treba da se
obavlja Sto pazljivije.

Mjerenje veli¢ine mikroorganizama:

Celije mikroorganizama se mjere pod mikroskopom pamokularnog mikrometra. Za
mjerenje je najbolje koristiti Zive, a ne fiksiraéeije, jer fiksacija i bojenjéelija dovodi

do odrg@ene promjene njihove prave w@tie. Velkina celija se izrazava u
mikrometrima.

Mjerenje veli¢ine mikroorganizama pod mikroskopom
Za mjerenje vetine mikroorganizama mikroskopom potreban je okulantkrometar
(slika 8) i objektni (objektiv) mikrometar. Okularmikrometar je okrugla staklena

plocica, u ¢ijem centru je ugravirana skala duzine 5mm. Skelggdijeljena na 50
djelova.

Slika 8. Okularni mikrometahttp://physics.mef.hr/Praktikum/Mikroskop/13.htm

Okularni mikrometar se postavlja u okular. PrijggmeSto se pristupi mjerenju véhe
¢elija, potrebno je odreditivrijednost podeoka okularnog mikrometra za dato
uvecanje mikroskopa, Sto se postize pondo objektnog mikrometra. Dakle, za svaki
objektiv treba bazdariti skalu u okularu, kako l@ edredila njena mikrometarska
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vrijednost (razmak izmi# dva podeoka um). Objektni mikrometar je staklena pica
na koju je ugravirana skala. Skala je podijelje@al@0 djelova, tj. podeok objektnog
mikrometra iznosi 0,01mm iiOum.

DIN=0.0lmm

Stage Micrometer

bbbt bl

Slika 9. Objektni mikrometar
http://www.ebay.ie/itm/0-01mm-Microscope-Stage-Miareter-Calibration-Slide-
/191605143023?hash=item2c9c8e75ef:g:hn0AAOSWPcV@tYC

Za odrdivanje veltine podeoka okularnog mikrometra, objektni mikroanete postavlja
na st@i¢ mikroskopa i fokusira pri malom uvanju. Skala se dovodi u centar vidnog
polja i tek nakon toga mijenja objektiv sa kojém se mjeriti veliina ¢elija. Pomjerajti
stati¢ mikroskopa i okréuci okular, mikrometri se postavljaju tako da im skdudu
paralelne i da se prekrivaju. Poklopiti po jedasth modeoka iz skale okularnog i
objektnog mikroskopa i a dva sledéa podeoka koja se poklapaju. Utvrditi koliko
podeoka objektnog mikrometra odgovara jednom pagdedklarnog mikrometra. Dakle,
treba utvrditi broj podeoka skale na objektiv miketru koji prekriva odmigen broj
podeoka skale okular mikrometra. Bédda jedan razmak izrde podeoka objektnog
mikrometra iznosi @&no 10um, lako je odrediti mikrometarsku vrijednost.

Na primjer, 2 podeoka objektnog mikrometra (2 xub® = 2Qum) odgovara 5 podeoka
okular-mikrometra. Dakle, 1 podeok okular mikroraeiznosi 4um (20:5). VelEina
mikroorganizma koji budemo mjeritie odgovarati broju podeoka okularnog mikrometra
pomnozeno sa veélinom podeoka okularnog mikrometray(g).

14



Il viezba

Laboratorijsko posude, pribor i aparati
- Pranje i priprema laboratorijskog posuda za sterilizaciju
- Primjena sterilizacije u mikrobiologiji

Pitanja

1. Nacrtaj i ozn& osnovne vrste laboratorijskog pdsu

2. Kako se vrsi pranje laboratorijskog pda@

3. Kako se priprema laboratorijsko pdswa sterilizaciju?
4. Sta je sterilizacija?

5.
6
7
8
9

Na koji n&in se vrsi sterilizacija suvom toplotom?

. Na koji ngin se moze vrsiti sterilizacija vlaznom toplotom?
. Kako se vrSi sterilizacija filtracijom i kada sna primjenjuje?
. Koji zraci se upotrebljavaju u postupku steatije?

. Sta je dezinfekcija?

10. Koji se dezinficijensi nag&e koriste u laboratorijskom radu?

Vrste laboratorijskog poga su: epruvete, pipete, menzure, Petrijeve Soljkropipete,
Erlen majerove tikvice, birete, stalci za epruvg@iedmetna stakla, mikrobioloska eza i

dr.

Slika 10. Pipete Slika 11. Mikropipete
http://g2labor.com/pages/pribor-za-filtraciju.php
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Slika 12. Laboratorisjke  caSe, Erlenmajerove tikvice, menzure
https://www.google.me/imgres?imgurl=http://g2laborcom/media/h2.jpg&imgrefurl
=http://g2labor.com/pages/staklo-i-

plastika.php&h=227&w=327&tbnid=0 UVwe84Kk-
SOM:&docid=dgvyOLiwHeUgLM&ei=naW8VsDwEua26ASSq7jIDw &tbm=isch&v
ed=0ahUKEwiAs86wgPDKAhVMG50KHZIVDvk4ZBAzCBAoODTAN

Slika 13.BakterioloSke eze

http://www.argos-tech.com/c-5-p-35-id-5.html
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Pranje laboratorijskog posuda

Svi sudovi koji se koriste u mikrobiologiji se m@iupotrebe moraju oprati i sterilisati.
Novo posde se moze odmah prati. Kai&ho posde se prethodno steriliSe u autoklavu
na 128C, pa tek onda pere. Prije pranja se prethodnmmkbstaci podloga ili drugog

materijala, a zatim se sudovi potope u hladnu vddsljedéeg dana. Dalje se sudovi

peru hladnom i toplom vodom, deterdzentima, upametetki.

Pranje laboratorijskog posuda

Sudovi, koji se na ovaj gam ne mogu dobro oprati, potapaju se u rastvorjukali
bihromata i sumporne kisjeline u destilovanoj vodijmanje 24h.

Rastvor kalijum bihromata: 100g K-bihromata se uz zagrijavanje rastvori u 1000
destilovane vode. Kada se rastvor ohladi, oprezpolagano mu se doda 100ml konc.
sumporne kisjeline.

Priprema laboratorijskog posuda za sterilizaciju

Svaki sud koji se steriliSe, prethodno se uvijésti bijeli, tanak papir. Epruvete, boce i
menzure prije sterilisanja zapuSavaju se zapoma od papirne ili pamine vate.
Epruvete se pakuju u pakete od po 20 kom. Bocewezpju preko zapus&a dvostrukim
papirom,¢iji se krajevi odsijéu makazama. Pipete pripremamo na t&masto dio koji

se stavlja u usta, zapuSimo sa malo vate. Uvijajs@ralno u dug&o isjecene trake
papira. Uvijene pipete se grupiSu premadneij u snopove od 10 komada i povezujemo
tankim papirom. Petrijeve Solje se pakuju svakaepos ili u pakete od nekoliko
komada.

Sterilizacija

Sterilizacija je postupak kojim se uniStavaju s\aktbrije i njihove spore u odtenoj
sredini. Izvodi se fizikim metodama: suvom toplotomi vlaznom toplotom.
Primjena suve toplote:

1. Spaljivanje

2. Opaljivanje na plamenu (Zarenje, opaljivanje)

3. Sterilizacija vrdim vazduhom (u suvom sterilizatoru, na temperat60-186C 1-2
sata)
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Slika 14. Suvi sterilizator
http://www.enc.co.rs/suvi-sterilizator-shfal120l/

Sterilizacija vlaznom toplotom:

- grijanje vode do 10, 3 dana na T %€, frakciona sterilizacija ili tindalizacija, u
vodenom kupatilu ili Kohovom loncu

- kuvanje (20min od peetka kljwanja vode)

Sterilizacija vodenom parom bez pritiska zagrijandm 100C - wr$i se u Kohovom
loncu. Kohov lonac je Suplji metalni cilindar s diap dnom i ur@ajem za elekttino
zagrijavanje. Dvije tré@ne prostora izméu gornje i donje plée dna ispunjeno je vodom.
Gornja pl@da dna je reSetkasta i na nju se stavlja materijji ke steriliSe.
Zagrijavanjem, voda koja se nalazi ispod reSetpareva, pricemu vodena para struiji
prema poklopcu. Na poklopcu aparata smjeStenrject@etar i postoji otvor za izlazak
pare. Kohov lonac se primjenjuje za sterilizacigstvora i hranljivih podloga koji ne
mogu izdrzati temperaturu preko £a0) kao &to su npr. hranljivi Zelatin i podloge sa
ugljenim hidratima. Sterilizacija se vrSi 30-60 miia tri dana uzastopno (frakciona
sterilizacija - tindalizacija). U nieivremenu, dakle u periodu do slédg zagrijavanja,
podloga se stavlja u termostat da bi spore koje mmsStene proklijale do sljedeg dana.
Sterilizacija vodenom parom pod pritiskom je veosafikkasan n&n uniStavanja svih
vrsta i oblika mikroorganizama. Izvodi se u spdogan aparatuautoklavu, pritisak od

1 atmosfere (98,066kPa) i T 120
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Slika 15. Vertikalni autoklav
http://devana.co.rs/raypa.html

Autoklav je cilindréni ureiaj postavljen vertikalno ili horizontalno, sa dwo&im
zidovima odcelika i masivnim poklopcem koji se zatvara zavrigi Na taj n&én on se
hermetéki zatvara,éime se spréava izlazak vodene pare, tj. obezhjpl se uslovi za
razvijanje potrebnog pritiska. UnutraSnjost ciliage komora u koju se stavljaju predmeti
koji se steriliSu. Ispod dna komore nalazi se mnoga vodu, koja se zagrijava poéno
elektricnog grijg&a. Svaki autoklav ima termometar i manometar, lsnjiu vezi sa
komorom, koji omogéuju pra&enje promjene temperature i pritiska prilikom siegicije.
Autoklav posjeduje i ventil sigurnosti, koji se lu&ju stvaranja pritiska veg od
predvidenog, automatski otvara i smanjuje ga. Materijaji ke steriliSe stavi se u
komoru i zatim zatvori poklopac ,zatvaréjistovremeno po dva naspramna zavrtnja. Da
bi se omogtila sterilizacija vlagom i sprif@lo pregorijevanje grijga, neophodno je
uvijek provjeriti nivo vode u autoklavu. Ako je aspod ozn&ene granice, neophodno je
sipati destilovanu vodu u aparat. Pri otvorenoyislieza ispustanje pare ukfuse grij& i
ceka se dok iz slavine ne g da izlazi gust mlaz pare. To je znak da je progtje su
bili vazdusni dzepovi sada ispunjen parom i dailstacija moze da p&ne (vazdusni
dZzepovi ometaju sterilizaciju). Slavina za ispufapare se zavrne éeka da se
temperatura i pritisak popnu na zeljeni nivo. 3i&acija painje od momenta kad se
postigne Zeljena temperatura u aparatu, a trajgnobl5-20 minuta, nekad i duze, na
temperaturi od 12T i pritisku od 1 atmosfere. Kada je vrijeme zaibzeciju isteklo,
iskljuc¢uje se grij@ i ¢ceka da pritisak i temperatura opadnu. Zatim seratg#avina za
ispusStanje pare. Kad je sva para istekla, pazljs® odvéu zavrtnji poklopca
(naizmjenéno) i s&eka par minuta.

Nakon toga se poklopac paZzljivo otvara, posto paja je zaostala u komori moze da
izazove opekotine. Kada se sterilisani materijahfadi, mozZe se izvaditi iz aparata.
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Sterilizacija filtracijom

Koristi se za sterilizaciju raznih deosti koje se ne mogu sterilisati toplotom
(termolabilne komponente). Filtracija predstavljeogyedivanje te&nosti kroz raziiite
filtre koji imaju tako male pore da kroz njih ne gwprolaziti bakterije. Filtracija ne
predstavlja samo meh&kd procjelivanje. Ona je fiziko-hemijski proces, pri kome,
zbog razlike u naboju suspendovatéstica u ténosti koja se filtruje i filtra dolazi do
adsorpcije tih¢estica na filtre. Za ovaj ke sterilizacije najeXe se koriste: azbestni
filtri, stakleni filtri, membranski filtri. Montiaju se u specijalni udaj: Seitz urdaj.
Azbestni filtri su plée debljine 3-5mm i paika 35 i 140mm. Membranski filtri se
prave od acetata, celuloze ili nitroceluloze. Niglulozni filtri su grdeni od gusto
isprepletenih nitroceluloznih vlakana. U zavisnastiveltine pora ozn&vaju se rednim
brojevima od 1-5.

: ,’M
AV Y Flask of =
sample’f Ny

|| cap Y

b:[r/ Membrane filter
- | ~ == Cotton plugin
\&f( .- vacuum line
. ensures sterility
—Vacuum line

Sterile —
filtrate L ’)

Slika 16. Seitzov urdaj (filtracija upotrebom vakuuma)
https://www.google.me/url?sa=i&rct=j&g=&esrc=s&sour ce=images&cd=&cad=rja
&uact=8&ved=0ahUKEwjx9a30if DKAhWrAJoKHUPOAgwQjRwIBw &url=http%
3A%2F%2Fclasses.midlandstech.edu%2Fcarterp%2FCourse&2Fbio225%2Fchap
07%2Flecture4.htm&psig=AFQ|CNFL IfFaRg410Q38tIHr6b qjnpagQ&ust=14552

92667567632

Sterilizacija zra¢enjem
UV-zraci ( mogu dovesti do zapaljenja roargaoka, pa treba koristiti zaStitne dace)

Zbog slabe prodorne nip UV zraci se koriste za djeligmu sterilizaciju povrSina i
vazduha prostorija ( hirurSka odjeljenja, porodhlj3aboratorije).
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Slika 17.UV lampa
http://shop.regina.sk/Portal/Images/share5/lampa-wbez-svetla.jpg

Dezinfekcija

Dezinfekcija je postupak djeligmog uniStavanja mikroorganizama, odnosno do broja
koji ne predstavlja opasnost za zdravlje. Najandji dezinficijensi su: halogeni i
njihovi proizvodi (hlor, jod i njihovi proizvodi Na-hipohlorit, hloramini, tinktura joda
(alkoholni rastvor), jedinjenja teSkih metala (zZigeebra, bakra, toksii), fenolna
jedinjenja - fenol (neprijatan miris), alkoholi @) - ne djeluju na spore, etil alkohol,
izopropilni alkoholi, mikrobicidni gasovi (formaddhid, etilenoksid, propiolakton).
Formaldehid ima izrazenu sporocidnu aktivnost.

21



Il viezba

Vrste i tehnika izrade mikroskopskih preparata

Pitanja

Kako se priprema mikroskopski preparat intesti?

Kako se priprema mikroskopski preparateeste podloge?
Kako se fiksiraju mikroskopski preparati?

Kako se pravi olgan nativni mikroskopski preparat?

Kako se pravi mikroskopski preparat ,wisekap“?

Koje su najpoznatije boje za bojenje mikroskopgkigparata?
Koje vrste bojenja mikroskopskih preparata postoje?

Koja su osnovna prosta bojenja?

Koje je najvaznije sloZeno bojenje za bojenjetbaja?

10 OpiSi postupak pripreme preparata i bojenja bgkteoe Gramu.
11.Zasto se bakterije razito boje po Gramu?

©CoNoOOr~WNE

Za mikroskopsko posmatranje bakterija mogu se @mpi preparati:

* iz te¢nosti

* sadvrste podloge

* iz materijala

Preparat iz te¢nosti:

Na mikroskopsku pkicu se prenese ezom kap kulture i kruznim pokretiazalai po
plocici, kako bi razmaz bio Sto tanji. Preparat serzaiSi na vazduhu.

Preparat sac¢vrste podloge

Prvo se na mikroskopsku giou stavi jedna do dvije kapi fizioloSkog rastvoeazatim

se ezom uzme malo kulture i suspenduje u fizioloSkastvoru. Kruznim pokretima eze
suspenzija se razve po pld@i, vode&i racuna da razmaz bude Sto tanji. Tako pripremljen
razmaz se susSi na vazduhu.

Preparat iz materijala

Materijal moze biti raziiit, kao Sto su: gnoj, sekret, mlijeko, moéaa krv, organi.

Materijal koji se lako moze razmazati pravi se WemlosSkog rastvora, a u drugim
slu¢ajevima postupak je isti kao kod pravljenja prefmsacvrstih podloga.

22



Fiksiranje mikroskopskih preparata

Fiksiranje je postupak koji se primjenjuje u izradikroskopskih preparata, kako bi
razmaz prionuo za staklo. Ovim postupkom se i ybijaeki mikroorganizmi, pa
preparati bivaju bezbjedni za rukovanje.éWa preparata, osim krvnih, fiksiraju se
toplotom, odnosno plamenom. Preparat se fiksirplamenu tako Sto se tri puta préeu
preko plamena, pravepri tome luk od oko 25cm. Mikroskopska péose drzi pincetom.
Krvni preparati se fiksiraju obino metil akloholom 3-5 minuta, koji se zatim odlije
ostavi da ispari. Za fiksiranje se mogu koristi§ j aceton, etar, etaralkohol ili apsolutni
alkohol.

Nativni preparat

Nativni preparat sluzi za dokazivanje pokretljivdsakterija. Neobojene Zive bakterije
mogu se posmatrati na dvacima:

1. U obEnom nativnom preparatu ili tzv. istanjenoj kapi i

2. Preparatu koji je je poznat kao ,uwsaekap*

Obican nativni preparat se pravi tako Sto kulturu b@jteorenesemo na mikroskopsku
plocu, a zatim se prekrije pokrovnom ploom. Ako se koristi kultura sévrste podloge,
prethodno se bakterije suspenduju u malo fiziolgSkastvora. Preparat se posmatra
pomcau velikog ili imerzionog objektiva u nesto zameaom vidnom polju. Za
posmatranje bakterija u visg kapi upotrebljavaju se specijalne predmetneipé sa
udubljenjem. Oko udubljenja se nanosi vazelin ukobkvadrata — vetine pokrovnog
stakalca. Kap kulture iz dee podloge ili kap bakterijske suspenzije u fizédom
rastvoru se stavi na pokrovno stakalce, koje sienzakrene tako da kap bude sa donje
strane. Stakalce se namjesti iznad udubljenjarednpetnoj pléici, pri ¢emu kap visi u
udubljenju. Stakalce se pri tome zalijepi na mikapgsku pléu poma@u nanesenog
vazelina. Pored toga, tako se dobije zatvorena kiceno kojoj je onemogieno susenje
preparata. Laganim pokretima {ose okrene, tako da je sadacmla sa gornje strane
ploce. Na ovaj nén se postize da suspenzija bakterija slobodnonastaklenoj pléci.
Mikroskopira se u neSto zandemom vidnom polju sa velikim i imerzionim objektivio
pri cemu treba voditi kuna da se pokretanjem tubusa ne slomiipéo

Bojenje mikroskopskih preparata

Bojenjem mikroskopskih preparata mégye detaljnije upoznati gia bakterija. Boje za
bojenje mikroskopskih preparata mogu biti baznesjele ili neutralne reakcije.
Najpoznatije su:

Plave boje: metilensko plavo, azur plavo

Crvene boje: fuksin i safranin

Ljubicaste boje: gencijana violet, metilviolet

Zelene boje: metil zeleno, malahit zeleno

Za bojenje bakterija koriste se rastvori boja. d@bise prvo boja rastvori u alkoholu, a
zatim se priprema rastvor Zeljene koncentracijedsstilovanom vodom. Boja se u
finalnom rastvoru nalazi u niskoj koncentraciji,ook%. U toku procesa bojenja, pored
pravih boja, koriste se i materije koje potpomazjebje (tzv. Stavovi). One stvaraju
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nerastvorljiva jedinjenja sa bojom i na tajcmaih fiksiraju za bakteriju. U pgetku su
korid&éeni kao posebni rastvori, dok se sada dodaju rasteoboja. Stavovi koji se
nagege upotrebljavaju su: fenol, taninska kiselina, aijuonoksalat, soli gvaZa, olova,
cinka, bakra i hroma.

Vrste bojenja mikroskopskih preparata:

Postoji prosto i sloZzeno bojenje bakterija.

Kod prostog bojenja koristi se samo jedna boja, siokod sloZenog (diferencijalnog)
koriste dvije ili viSe boja, da bi kontrast bio $tolji.

Prosta bojenja

Osnovna prosta bojenja su sa: metilenskim plavikarbol-fuksinom i kristalviolet
bojom.

Bojenje metilensko plavim:

* Rastvor A:

* Metilensko plavo.........ccccccevveeeennee. 0,39
* 96% etilalkohol.................c.eeveneee. 30ml
* Rastvor B:

* 0,1% vodeni rastvor kalijjum hidroksida
(KOH)..oovviiiieiiiieeeee 100ml

Rastvor A se pomijeSa sa rastvorom B i dobro pid@uPreparat se prelije bojom i
ostavi da djeluje 45-60 sekundi. Citoplazma se iobagjetloplavo, jedro tamnoplavo a
sluz ruztasto.

Bojenje karbolfuksinom:

Rastvor A:

Bazni fuksin..................... 0,39
96% etanol..........ccoevvvvnnnenn. 10ml
Rastvor B:
Fenol.......ccocvvvvvvvennnnnns 5g

Jednake kotine rastvora A i rastvora B se pomijeSaju i dobronpmuckaju. Fiksirani
preparat se boji 45-60 sekundi, nakega se ispira destilovanom vodom i suSi na sobnoj
temperaturi. Cio preparat se oboji u raznim nijams&rvene boje.
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Slozena bojenja
Bojenje po Gramu

Od slozenih bojenja n&<e se koristi bojenje po Gramu. Ono predstavlja aajije
bojenje bakterija. Izvodi se na sljédeacin: rastvor karbol-gencijane violet se prelije
preko preparata i ostavi da djeluje 3 minuta. Zatenboja odlije bez ispiranja vodom.
Preparat se zatim prelije rastvorom lugola, ostiavdjeluje 2 minuta, a zatim se odlije sa
preparata. Odbojavanje se vrSi 96% alkoholom, garia pomjeranje preparata, sve dok
se pojavljuje boja. Diferencijalno bojenje se vksirbolfuksinom (razrijgenim 1:10
destilovanom vodom) i preparat se dobro opereusios Gram pozitivhe bakterije su
ljubi¢asto plave, a gram negativhe crvene. Treba imatidu da se Lugolov rastvor
raspada u prisustvu svjetlosti i na poviSenim taeipeama, pa se motavati u tamnim
bocama i na sobnoj temperaturi. Ako se upotreblfaigpravan Lugolov rastvor, mogu
se u alkoholu odbojiti i gram pozitivni mikroorgami. Najdelikatniji proces je
odbojavanje alkoholom, jer se pri tome mikroorgamimogu previse odbojiti, kada se
gram pozitivne bakterije boje kao gram negativiiese mogu nedovoljno odbojiti, kada
se gram negativne bakterije boje kao gram pozitivhe

Slika 18Stalak za bojenje mikroskopskih preparata

Gram pozitivne bakterije imajéelijski zid graien od debelog sloja peptidoglikana, koji
je sposoban da zadrzi cristal violet-jodni kompldékg se stvara tokom bojenja, dok
gram negativne bakterije imaju u sastéslijskog zida tanak sloj peptidoglikana i
lipopolisaharidnu membranu. Dakle, gram pozitivhaktbrije se ne obezbojavaju
etanolom, dok gram negativne obezbojavaju. Ovo ladjazanje omogtava primanje
kontrastne boje, karbolfuksina ili safranina. Grapoeitivhe bakterije se boje plavo, a
gram negativne roze do crveno.

25



K :
I -

¥ J--‘i!’?&# B, B L
- H?i-:.*,‘.s;.-é.: te e el
Lkt e Ry BT

1| b AR P

=
o
2

Slika 19. Gram pozitivni Stagi (lijevo) i gram negativni Stapi (desno)

Rastvor karbolgencijane violet

Zaskeni rastvor karbol-gencijane violet..........ccceeiiiiiiiinnnnns 10ml
2% rastvor karbolne kiseline u destil.vodi.........c..oeeevvvinneennnen. 1ml
DeStiloVaNa VOO@. .. .. .o 100ml

Zasiéeni rastvor karbol-gencijane violet

Gencijana Violet U PralnU...............ueeeeemeeeeeniiiiiiiiiiiiiieneeees 5-69
96% etanol........coooiiii 100ml

Rastvor lugola

19 joda,

2 g kalijum jodida i

300ml destilovane vode.

Destilovanoj vodi se prvo doda kalijum jodid, aizajod.

Bojenje acido-alkoholno rezistentnih bakterija po 4ehl-Neelsenu

Bojenje se koristi za acidoalkoholorezistentne éaje (Mycobacterium). One u
spoljasnjem omotal imaju jednu voStanu materiju, koja kad primi btggko je otpuSta
ako se za odbojavanje koristi i alkohol sa hlora@éhom kiselinom. Zbog toga se
takve bakterije i nazivaju acidoalkoholorezistentpijer su otporne na odbojavanje ne
samo na alkohol, ¥d na kiselinu. Bojenje se izvodi na slédeatin: preparat se prelije
karbolfuksinom (priprema se od 10ml konc. rastvoilesina u 100ml karbolne vode), a
zatim se zagrijava plamenom, sve dok se iznad prepae pojavi para. Zagrijavanje
traje 3-5 minuta (boja ne smije da prokhl). Preparat se opere vodovodnom vodo, a
zatim odbojava kisjelim alkoholom (3ml conc. HCOYml 96% alkohola), sve dok
razmaz otpuSta crvenu boju. Preparat se ponovceogmtovodnom vodom, zatim se
prelije kontrastnom bojom - metilenskim plavim ijib8-5 minuta. Zatim se preparat
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opere vodovodnom vodom i osuSi. Acidoalkoholoreriste bakterije se boje crvenom
bojom, a sve ostale bakterije i tkivo plavom bojom.

Bojenje po Giemsi

Ovo bojenje je univerzalno i koristi se za bojebpkterija koje se teSko boje drugim
metodama. N&g&e se koristi za bojenje spiroheta i protozoa. Owvajtod je vrlo
osjetljiv i daje dobre rezultate jedino ako séntaispostuje procedura bojenja. Upotrebni
rastvor za svako bojenje mora biti svjez.

Upotrebni rastvor Giemse:

Osnovni rastvor GIemse............cceeeeeees v eeeenn. LKAP

Destilovana VOda..............uvveviviiinieiimmiminneinininenennns lkap

Bojenje ovako pripremljenim rastvorom traje 30 miaywakontega se preparat ispira
destiiovanom vodom i suSi na vazduhu. Dobro obojpreparat ima lako
ruzi¢astoljubtastu boju. Ukoliko bojene bakterije imaju kapsutmne ¢e se obojiti
crveno, a tijelo plavo.

Bojenje po Neisseru
Fiksiran preparat preliti rastvorom Neisser | iadr2-3 minuta, a zatim ga oprati vodom.

Na opran preparat sipati rastvor Neisser Il i draetOsekundi. Preparat oprati vodom i
osusiti. Rastvori Neisser | i Neisser |l se pradaastvora A, B i C.

Rastvor A

* Metilensko plavo..............ueeveveveieiiiceeenenennn. 19

* 96% alkohol.........cccooeviiiiiii e 20ml

* Destilovanavoda...................oo e, 950ml

* Glacijalna siéetna kiselina...................... 50ml

Rastvor B

o Kristal VIOl€t..........cooovvviiiiiiiiiiiieeee e, 1g

* 96% alkohol..........oooiiiiiiii e 10ml

* Destilovana voda ...........cccccceeeeiiiiiiicnennnne. 300ml

Rastvor C

e Hrizoidin ..o, 29

* Destilovana voda............cccccvveeeiiiienennnns 100ml

Neisser | se dobija kada se pomijeSa 2 dijela oagté i jedan dio rastvora B. Rastvor C
je Neisser Il. Ovo bojenje se koristi za bojengkterija iz rodaCorynebacterium.

Bakterije se oboje Zuto, a metahroriadi zrna tamnoplavo.
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Bojenje bakterijskih spora
Bojenje spora po Schéfferu i Fultonu

5% rastvor malahit zelenog se ostavi 1-2 minutgoregaratu, a zatim zagrijava 0,5-
1minut do pojave pare. Preparat se ispere vodorelijg0,5% rastvorom safranina koji
treba da djeluje 0,5-1minut. Preparat se ponovaeogedom i osuSi. Spore se oboje
zeleno, a bakterijska tijela crveno. Spore, zhagesgrate teSko primaju boju, pa se zato
za njihovo bojenje koriste koncentrovane boje ugriEgvanje, kako bi boja difundovala
u spore.

Bojenje bakterijskih kapsula

Bojenje po Oltu

Preparat osuSiti na vazduhu, fiksirati na plameauzatim preliti 2-3% rastvorom
safranina. Boju zagrijavati do pojave para, a zatstaviti da boja djeluje josS 2-3 minuta.
Oprati vodom, osusiti i mikroskopirati. Bakterijskapsula se boji zuto, a tijelo crveno.
Bojenje po Foth-u

Preparat se osusi na vazduhu i prelije sa 2 kapmvo®g rastvora po Giemsi. Poslije 1-2
minuta dodati oko 20 kapi (1ml) neutralne destilovaszode i blago promijesSati. Boja

treba da djeluje 2-5 minuta. Ovo bojenje se kiodsat dokazivanje kapsulBacillus
anthracis Kapsule se boje crvenkasto, a tijelo plavo.
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IV vjezba

Morfologija bakterija, gljiva (plijesni i kvasaca), protozoa i virusa

Pitanja

Kako se dijele bakterije prema bojenju po Gramu?
Nacrtaj sledee bakterije bojene po Gramu:

=

1. Staphylococcus aureus
2. Streptococcus agalactiae
3. Escherichia coli

Sta su hife?

. Sta je micelijum?

Nacrtaj kvasce iz sled#n rodova:
Candida

Saccharomyces

(SN

6. Nacrtaj Sematski plijesni iz rodova:
1. Aspergillus
2. Penicillium
3. Fusarium
4. Rhisopus

5. Mucor

I ozn&i pojedine njihove strukture

7. Nacrtaj bakteriofag

Grada bakterija

Grada bakterije se moze predstaviti ¢pan prokariotskeelije.

Bakterijske celije posjeduju: éelijski zid, citoplazminu membranu sa njenim
ulegni€ima u vidu vezikula, tubula i lamela (mezozomdgitoplazmu u kojoj se nalaze
ribozomi i nukleoid. Neke bakterije ne posjedéglijski zid (mikoplazme, rikecije).
Pored navedenih, pojedine vrste bakterija moguntgu i sledée strukture: kapsulu,
flagele, fimbrije, pile, tilakoide i plazmide Kapsula je sluzavi, spoljasnji omoekoji
stvara sama bakterija. Bakterijska kapsula imatraStilogu od dejstva razitih uticaja
spoljasnje sredine, kao i od dejstva odbrambenstgran organizma u koji je dospjela.
Izgraiena je najeXe od polisaharida.
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Capsula
Slika 20. Bakterijska kapsula

Osteenjecelijskog zida dovodi do smrti bakterije. Prema aagtelijskog zida i bojenju
po Gramu (metoda koju je predlozio ®aik Hans Kristian Gram 1884 g.) bakterije se
dijele na: Gram-pozitivne i Gram-negativne. Graegativhe bakterije imaju sloj
lipopolisaharida u sastaielijskog zida, dok Gram-pozitivhe nemaju taj slagledcega
se prve boje crveno, a druge ljédsto. Flagele( bicevi) su dugi, tanki izraStaji izgdani

od proteina flagelina, kojima se bakterije due Gubitkom bieva bakterije postaju
nepokretne. Fimbrije su kortasti izraStaji raspodeni oko tijela bakterije i ima ih na
stotine. Proteinske su prirode. Njihova uloga jerigvrséivanju bakterije za podlogu.
Pile su takdle kortasti izraStaji, ali koji imaju ulogu u pripajanjwige ¢elije i razmjeni
genetskog materijala pri razmnozavanju.

Slika 21. Bakterijske flagele Slika 22.Fimbrije E. coli
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Osnovni oblici bakterija su: okrugao, Stafast, spiralan, katast
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Slika 23. Osnovni oblici bakterija

Oblici i velicine bakterija znatno variraju zavisno od starosiilte, sastava sredine i
njenih osmotskih svojstava, temperature i drugktdiea. Pleomorfizam je pojava kod
nekih mikroorganizama da u toku Zivota mijenjajlikab

PonaSanje bakterija u nepovoljnim uslovima Zivotnesredine

Kada su spoljaSnji uslovi nepogodni za rast i razrananje, neke bakterije stvaraju
spore. Proces stvaranja spora naziva se sporylacifzakterije sa tom sposobtos
sporogene bakterije. Spore se obrazuju u ciljZipljavanja u nepovoljnim uslovima
sredine, odnosno zastite getiktig materijala bakterije. Imaju debele zidove i m@osu
otporne na nepovoljne uslove. Pammijih bakterije prezivljavaju nepovoljne uslove i
raznose se na nova, udaljena mjesta. Kada u spofjagedini nastanu povoljni uslovi, iz
spore ponovo nastaje vegetativni oblik bakterije.

Grada gljiva

Gljive su eukariotski mikroorganizmi. Morfoloski sesoma razlikuju, Sto je rezultat
velike brojnosti njihovih vrsta. Kasasteéelije gljiva zovu se hife, a splet hiféni
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micelijum. Hife nastaju iz spora klijanjem. Hife ogu biti neseptirane, Sto je
karakteristtno za klasuZygomycotina ili septirane, Sto je karakteri&tio za klase
Ascomycotina, Basidiomycotin@®euteromycotina.
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Slika 25. Septirane i neseptirane hife plijesni

Kod plijesni postoje dva tipa micelijuma. Jedamakazi na podlozi na kojoj gljiva raste i
prodire u nju. On sluzi gljivi za primanje hrane @koline. Naziva sebazalni ili
vegetativni micelijumDrugi micelijum se dize u vazduh iznad podlogekogj gljiva
raste. To jevazdusni micelijumAko taj micelijum stvara reproduktivhe organeinazse
reproduktivni micelijum Splet razgranatih pseudohifa obrazogeudomicelijumsto je
karakteristtno za neke kvasq€andida albicans).

Slika 26. Aeralni micelijum (Ma) i vegetativni micelijum (My
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Spore su rasplodneelije gljiva, preko njih se gljive razmnoZavaju,rdavaju i Sire u
prirodi.One mogu nastati aseksualnim putem ili seksom konjugacijom muskih i
Zzenskih rasplodnih elemenata. Prveaseksualne (bespolne) sp@ealruge siseksualne
(polne) spore.

Gljive se razmnozZavajbhespolno(vegetativno i putem bespolnih sporgalno (polnim
sporama)

Vegetativno se razmnozavaju fragmentacijom, tj. odvajanjentodge hife. Hife gljiva i
aktinomiceta se izdijele na é ili manje fragmente. Po potrebi talus moze sttvar
posebne tvorevine za vegetativho razmnozavanjerastije ( formiraju se zadebljanjem
spleta hifa), hlamidospore, artrospore (hastajumsegacijom hifa), blastospore.
Bespolno razmnozavanje putem sporavrSi se putem: zoospora, konidija
(Ascomycotina, Deuteromycotina), = sporangiospora g@fyycotina). Polno
razmnozavanje gljiva odvija se spajanjem poldglija - gameta, koje mogu biti
morfoloski iste (izogamija) ili raztite (heterogamija).

Slika 27.Penicillium -konidije

Polno razmnozZavanje gljiva odvija se spajanjem ipatelija - gameta, koje mogu biti
morfoloski iste (izogamija) ili razlite (heterogamija). Na taj tia nastaje zigot. Za
poljoprivrednu proizvodnju i za kruZenje materijaptirodi najzn&ajnije su gljive iz
klase:

» Zygomycetes

* Ascomycetes

* Basidiomycetes

* Deuteromycetes

Predstavnici klaseZygomycetesmaju neseptirane hife, bespolno se razmnozZavaju
sporangiosporama, a polno izogamijom. Veoma spnéme zemljiStu i na prehrambenim
proizvodima. Najvazniji rodovi sMucor i Rhizopus. Klasa Ascomycete®buhvata
koncaste gljive sa septiranom hifom i okruglaste gljk@e ne formiraju pravu hifu
(kvasci). Koriaste gljive se bespolno razmnozavaju sporulacijokonidijama, a
vegetativno fragmentacijom. Okruglaste gljive -akei se bespolno razmnozavaju
pupljenjem. Sve gljive iz ove klase se polno ragiavaju heterogamijom péemu se
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formiraju polne spore - askospore. Najvazniji stasinici korastih gljiva su
Aspergillusi Penicillium,a od kvasaca rodov8acharomyces, Hansenul@prula i dr.
Klasa Basidiomycetesbuhvata najsavrSenije vi&dijske gljive koje imaju septiranu
hifu, a neke formiraju izrazito velika plodonosmala. Zn&ajni su razlagé organskih
materija. Bespolno se razmnoZzavaju konidijama,ofn@ gametangijom, préemu
nastaju

bazidiospore. U ovu grupu spadaju jestive gljivgaricus(Sampinjon) Boletus(vrgan;)

i Pleurotus(bukovaa).

KlasaDeuteromycetesna vegetativno tijelo izgieno od septiranih hifa. Bespolno se
razmnozavaju konidijama, vegetativno fragmentacjjgpolno se ne razmnoZavaju.
Brojne su u zemljiStu i na prehrambenim proizvodirNajvazniji predstavnici iz ove
klase sufusarium, Alternaria, Trichoderm&oji su u najvéem broju saprofiti, ali ima i
fitopatogenih i toksikogenih vrsta.

Morfologija kvasaca

Celija jedndaelijskih gljiva-kvasaca naziva dalastospora.Ona je okrugla, ovalna ili
izduzena ¢elija velicine 4-1um, koja se razmnozava pupljenjem ili dijeljenjem.
Blastospore nekih kvasaca u posebnim uslovima dez& i tako nastaju izduzene,

medusobno spojenéelije koje lice na hife i zato se zoypseudohifeSkup pseudohifa se
naziva pseudomicelijum.

0/
WA %

rd

ASM MicrobeLibrary.ogigevviccnn

Slika 28. Candida albicans- pseudohife

Prazivotinje (Protozoa)

Protozoe su eukariotski mikroorganizmi. Tijelo pvatinja izgrateno je od jednéelije,
koja svoje funkcije obavlja raznovrsnim organelam@d morfoloSkih osobina, kod
protozoa se oddeje: oblik, veltina, grala celije, zatim se izéava razmozavanje,
stvaranje cista i pokretljivost.
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Na osnovu néna kretanja protozoe su svrstane u tri razdjela:

- Sarcomastigofora, razdio koji se dijeli na dva podrazdjela:

- Sarcodina (Rhizopoda) - krecu se pseudopodijama ili laznim nozicama. U ovu grup
spadaAmoeb&’ija ¢elija je potpuno bezelijskog zida.

- Mastigophora (Flagellata) - krecu se poméu flagela. Broj flagela je n&g&e 2-8. O d
parazitnih predstavnika najpoznatiji Stichomonas Tripanosoma.

- Ciliophora - kre¢u se nesto tanjim izrastajima od flagela, koje ®auzilije. Spadaju

u najsavrsenije protozoe.

- Apicomplexa - sadrzi samo klas@porozoa. Neke nemaju organele za kretanje, a
neke ih izgube u toku zivota. Stvaraju sporecinve su patogene za ljude i zivotinje.
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Rafotarian
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Psgixiopod
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Slika 29.Protozoe: 1Amaeba, 2: Flagellata, 3: Ciliata i 4: Apicomplexa

Protozoe u nepovoljnim uslovima formiraju ciste kablike za konzervaciju.
Razmnozavaju se bespolno i polidacini bespolnog razmnozavanjasu :

- binarna deoba— podjela roditeljske jedinke na dvije;

- multipna (viSestrukadeoba— podjela na v& broj ¢elija;

- plazmotomija — deoba viSejedarnih protozoa, pri kojoj se dgelno citoplazma;

- puplijenje — obrazuju se spoljasnji (egzogeno pupljenje) iutwasnji (endogeno
pupljenje) izraStaji; ako se ti pupoljci ne odvad roditeljskog tijela, onda nastaju
kolonijalne protozoe.

Polno razmnoZzavanjeobuhvata mejozu kojom se formira haploidan broptoaoma u
polnim ¢elijama, koje se zatim spajaju i ponovo obrazuplaidan broj hromozoma.

35



Grada virusa

Nukleinska kiselin&ini jezgro virusa ili nukleoid. Oko nukleinske &lge nalazi se
proteinski omoté& koji se zove kapsid. Kapsomere - idéné proteinske subjedinice.
Peplops - joS jedna opna kojom su neki virusi geavi gratena iz glikoproteina i lipida.
Virusi mogu biti Stapiasti virusi, nitasti, loptasti, kockasti, topuzasWeli¢ina virusa:
15-400 nm

tail fibers end plate

Slika 30.Bakteriofag-bakterijski virus
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V vjezba

Hranljive podloge. Kultivisanje mikroorganizama.

Pitanja

1. Sta su hranljive podloge?

Kakve mogu biti hranljive podloge zavisno od vnstaterija koje se koriste za
njihovu pripremu?

Kako se dijele hranljive podloge u odnosu n&hayu namjenu?

Sta je agar-agar?

Sta su peptoni?

Kako se pripremajdvrste hranljive podloge?

Koje su najvaznije osobine hranljivih podloga?

Za koju namjenu se koriste selektivne, a za kdjerehcijalne hranljive podloge?
Kako se vrsi izolacija mikroorganizama iz nekedgre?

10.Koje se metode koriste za odinanje broja mikroorganizama u nekom supstratu?
11.Kako se odréuje broj mikroorganizama direktnim, a kako indirgkt metodama?

no

©CONO AW

Hranljive podloge

Hranljive podloge predstavljagvrste, poldvrste ili te&éne sredine koje sluze za izolaciju,
gajenje i determinaciju mikroorganizama. Zavismbmoaterija iz kojih se pripremaju,
podloge mogu bitiprirodne i vjeSta¢ke. Prirodne podloge se dobijaju iz biljnog
materijala (kupus, paradajz, pasulj, krompir) di materija Zivotinjskog porijekla kao Sto
su mlijeko, krv, zd. VjeStatke podloge imaju poznat hemijski sastav i za njihovo
spremanje koriste se razna neorganska i organdkggeja (soli ili pojedinani elementi,
Seteri, proteini, aminokiseline, alkoholi)Polusinteticke podloge imaju slozen i
neodré@en sastav (mesni ekstrakt, peptoriVesni ekstrakt se priprema kuvanjem
seckanog govieg mesa bez masfay nakonctega se ekstrakt odlije, ohladi i procijedi.
Dobijena bistra #nost se uparava (u vakuumu) do praha i u tom olsiékmnoze na na
trziStu. Koristi se za pripremu podloga za rastikegl broja bakterijskih vrsta.
Predstavlja izvor azotnih materija, bezazotnih miate vitamina. Peptoni su proteinski
hidrolizati (metuproizvodi hidrolize nativnih bjela®vina). Proizvode se od strogo
odabranih i ¢iS¢enih Zivotinjskih proteina (n&gXe goveleg buta ili srca) enzimskom
digestijom (poméu tripsina, pankreatina, papaina itd) u kontroilisa pH uslovima.
Peptoni su dakle mjeSavine sekundarnih derivateolué proteina (peptoni, polipeptidi,
dipeptidi i slobodne aminokiseline), a mikroorgamizh lako usvajaju kao hranu bogatu
azotom. U zavisnosti od &iaa proizvodnje (razlika u odnosu prisutnih deravat
hidrolize), na trziStu se nalaze u vidu praha ssakama: pepton 1, pepton 2, pepton 3,
pepton 4 i koriste se prema recepturi za pripremanlfivih podloga. Cvrste hranljive
podloge se pripremaju od¢teh podloga, uz dodavanje agar-agara, silikatndg de
Zelatina. Najbolje sredstvo za formiranje gela garsagar koji se dodaje ¢i@m
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podlogama u koncentraciji od 2%, a dobija se odemitv algi (najege Gelidium
corneun). To je sloZeni polisaharid koji stvara gel, $k@m toplienja 80-101C i
temperaturom stvrdnjavanja oko 40°@5

Slika 31.Cvrste i téne hranjljive podloge za rast mikroorganizama

Zelatin je bjelaréevina koja se dobija prokuvavanjem kostiju, koggiva ili ligamenata.
Dodaje se podlogama u kahi od 10-20%. Koristi se uglavhom za otkrivanje
proteolizne aktivnosti mikroorganizama. Podloge danas uglavnom proizvode na
industrijski n&in u obliku praskova. Prednost takvih podloga jgibhovoj standardnosti,
stabilnosti, jednostavnosti pripreme i pogodnijeransportu. Hranljive podloge se
steriliSu odmah nakon pripreme. Hranljive podlogéis/aju u prohladnoj i od svjetlosti i
suviSne vlage zasgenoj prostoriji. U vlaznim uslovimé&epovi se ovlaze i kroz njih
prorasta micelijum gljiva. Prema namjeni, podlogelgele na:

1 Podloge opSte namjene.
* Na ovim podlogama se akumulira biomasa mikroamgana. Takve podloge su:
* MPA (mesopeptonski agar)
* MPB (meso-peptonski bujon)
« MPZ (mesopeptonski Zelatin)

2. « Specijalne podloge:
* Mogu biti:
* selektivne i
« diferencijalne
Selektivne podloge obezldigju najpovoljnije uslove za gajenje odenih
mikroorganizama. U njih se mogu dodavati materipgekselektivho suzbijaju razvoj
sporednih mikroorganizama. Ove podloge se primjarga izdvajanje mikroorganizama
iz njihovih prirodnih stanista ili za dobijanje kuta nakupljanja. Diferencijalne podloge
se koriste za oddévanje vrste ispitivanog mikroorganizma, zasni¢ajise ha
osobenostima njegove razmjene materija. Sastapddioga omogéava da se jasno
ispolje najkarakteristhnija svojstva izavanog mikroorganizma. U takve podloge se
ubrajaju podloge s mlijekom, krvlju i Zelatinom, kejima se ispoljavaju proteolizna i
hemolizna svojstva mikroorganizama. U sastav difeijalno-dijagnostkih podloga,
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namijenjenih za otkrivanje oksidoredukcionih enzirdadaju se indikatori, kao Sto su
neutralno crveno, fenolno crveno, metilensko plalakmusova tinktura i dr koji
mijenjaju boju zavisno od pH vrijednosti.

Svi potrebni sastojci se prilikom pripreme podlogestvaraju u oddenoj kolgini
destilovane vode. Dodavanjem raitlh kolicina agara dobije se podloga raité
¢vrstine, a ukoliko se agar uopSte ne dodaje daleijna podloga. NajvaZznije osobine
hranljive podloge su: hranljivost, vlaznost, ptkeija i sterilnost. Da bi podloga bila
hranljiva, mora da sadrzi sve neophodne hranljigmente u organskom ili neorganskom
obliku koji su potrebni za rast odiene grupe ili vrste mikroorganizama. Vlaznost
podloge reguliSe se dodavanjem agara koji podlajg &vrstinu. pH reakcija podloge
podeSava se prema zahtjevima mikroorganizama, zbjaiaje se samim sastojcima i uz
korekciju poméu baza (na&jeXe KOH) ili kisjelina (nafeXe HCI). Sterilnost
podrazumijeva da podloga prije primjene ne sadikraorganizme. Sterilnost podloga
se postize sterilizacijom (zagrijanom vodenom pareagrijanom vodenom parom pod
pritiskom ili filtracijom kroz mikrobioloske filtri

Slika 32. Podloge pripremljene za sterilizaciju
Hranljivi agar je visoko hranljiva podloga za kultivisanje veliko broja

mikroorganizama. Od ove podloge sa i bez dodatkagiklr supstanci moze da se
pripremi: kosi agar, duboki agar, agar ugalma, krvni agar, méai agar itd.
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Slika 34. Bakterijske kolonije na hranljivom agaru

SS Galmondla-Shigella) agar je visoko selektivha podloga za izolovanje baldeiz
rodovaSalmonellai Shigella Ova podloga maksimalno inhibira rast gram poaitivi
koliformnih bakterija prisutnih u uzorku za isp#ivje, a ne ografava rast patogenih
gram negativnih bakterija. U isto vrijeme ova pa@diaaje jasnu diferencijaciju izihe
laktoza negativnih i laktoza pozitivnih enterobaijge Laktoza pozitivne kolonije su roze
do crvene boje, dok su laktoza negativne baktéee boje. Salmonele su na SS agaru
bez boje, sa crnim centrom, usled stvaranja.H

Slika 35.Kolonije salmonela na SS agaru
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Slika 36. RastStreptococcus dysgalactiaa krvnom agaru

g™

Slika 37. Diferencijalna podloga- Christensenova urejanarcito se koristi u
identifikaciji bakterija iz familijeEnterobacteriacaelijevo - rast bakterijske vrste koja
ne razlaze ureju, desno-rast bakterijske vrste teg@aze ureju.

Slika 38. Sabouraud maltozni agar-podloga za izolovanjestij i kvasaca (na slici:
kolonije Candida albicans n&abouraud maltoznom agaru)
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Izolacija mikroorganizama

Izolacija mikroorganizama moze se vrSiti direktmaspitivanog supstrata ili iz supstrata
koji se prethodno razblazi steriinom destilovanoodam ili fizioloSkim rastvorom
(0,85% NacCl). Direktna izolacija mikroorganizama emljiSta, stone hrane ili
prehrambenih proizvoda vrSi se tako Sto se naverali sterilnu podlogu ponio sterilne
pincete stavljajucestice ispitivanog supstrata. Nakon inkubacije mgovaraj@doj
temperaturi, oko zasijanitestica supstrata se formiraju kolonije mikroorgama. Zbog
velike brojnosti mikroorganizama u prirodnim supfina ¢eXe se koristi izolacija
mikroorganizama iz razblazenog materijala. U eptuvse unese razblazen supstrat iz
kogace se vrsiti izolacija mikroorganizama. Podlogepuugetama se na resou otope i
ohlade na temperaturu do %80 Zatim se eza steriliSe na plamenu i jedna kap iz
razblazenog supstrata se prenese u prvu epruvetiopenom podlogom. Sadrzaj
epruvete se izmijeSa blagim dkanjem ili okretanjem izmi# dlanova, nakorega se
ezom kap ove smjeSe prenese u drugu epruvetuugdsse ponavlja dok se ne inokilisu
sve pripremljene epruvete. Nakon toga se sadrualjesepruvete prenese u sterilnu i
obiljezenu petri kutiju. Petri kutije se inkubmaju termostatu na odgovarégy
temperaturi. Nakon isteka vremena inkubacije, maaijanim Petri kutijama izrastu
kolonije mikroorganizama.

Odredivanje broja mikroorganizama

Broj mikroorganizama moze se odneti direktnim i indirektnim metodama. Direktnim
metodama broj mikroorganizama u supstratu dujeese poméu posebnih predmetnih
plocica na kojima su izgravirane mrezice atkee povrSine, ponda membranskih
filtera na kojima je ucrtana mrezica kvadrata pezr@ovrsine, u komoricama poznate
zapremine itd. OBnho se mreZica sastoji iz 64 kvadrata. Poznat&ikalirazblazenog
supstrata se nanese na izgravirani diciply preparat se osusi, fiksira i oboji nekom
mikrobioloSkom bojom. Nakon ispiranja boje vodoprgparat se osusi i posmatra
objektivom uljane imerzije. Mikroskopiranje se vdreienim redosledom tako da se
¢elije mikroorganizama broje prdiekvadratte na ugraviranoj mrezici. Brdelija se
sabere i pretaina na kollinu nanijete suspenzije. Indirektne metode za ddadje
broja mikroorganizama podrazumijevaju ativanje broja zivih¢elija mikroorganizama
putem zasijavanja ispitivanog supstrata na odggwarahranljivu podlogu. N&p&e se
koriste metoda razrjedenja (zasijavanje razrifgene suspenzije na hranljivu podlogu) i
turbidimetrijska metoda.

Metoda razredenja

Supstrat se prije zasijavanja ralup u odrdenoj kolgini destilovane vode ili
fizioloSkog rastvora. U tu svrhu se koriste dedimaaazblazenja. Zasijavanje se @i
vrSi sa 0,5 ili 1ml odgovarageg razrdenja u praznu petri kutiju (po 20ml podloge se
razliva naknadno) ili na verazlivenu hranljivu podlogu. Nakon toga, zasijguelloge
se prenose u termostat kako bi se razvili mikrooiggai. Ispravno urdeno zasijavanje je
ukoliko se u petri kutijama razvije 30-300 koloniléolonije se broje i broj se premana
na mililitar ispitivanog supstrata.
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Slika 39.Priprema decimalnih raztenja iz neke namirnice

Slika 40.Pojeding&ne kolonije mikroorganizama izrasle na hranljivogasau
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Turbidimetrijska metoda

Zasniva se na mjerenju gustine izraslih mikroorgama u ténoj hranljivoj podlozi.

Odreiena koléina izrasle kulture mikroorganizama prenese seazipre staklene ili

plasténe kivete koje se stave u spektrofotometar. Zagnkrez njih propusta svjetlost.
Koli¢ina apsorbovane svjetlosti je u korelaciji sa brojaikroorganizama.

Gajenje mikroorganizama

Dobijene ciste kulture mikroorganizama uzgajaju se na odgguam hranljivim
podlogama, pricemu se vodi r@una o optimalnoj temperaturi kao i o prisustvu ili
odsustvu slobodnog kiseonika. Prema zahtjevima abodnim kiseonikom
mikroorganizmi se dijele na aerobe, anaerobeilfatkvne anaerobe i mikroaerofile.

Presijavanje i ¢uvanje €istih kultura mikroorganizama

Presijavanje je postupak prenoSenja mikroorganizamgdne podloge na drugu radi
odrzavanja vitalnosti kulture, ispitivanja rasta lthite na raziiitim podlogama,
proizvodnje biomase itd. Za presijavanje se kiesa koja se prije i poslije prenoSenja
Ciste kulture mikroorganizama steriliSe na plamerAko se presijavanje vrsi iz dee
kulture, moze koristiti i sterilna pipetaCuvanjecistih kultura mikroorganizama vrsi se
na temperaturama 46 uz povremeno presijavanje&éstalost presijavanja zavisi od
vrste mikroorganizama. Jedna od mégusti dugog cuvanja mikroorganizama je
postupak liofilizacije.
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VI vjezba
lzdvajanje ¢€istih kultura mikroorganizama

Pitanja

1. Sta jesista kultura?

2. Sta je kolonija?

3. Koje su metode izdvajan§sstih kultura?

4. Kako se izdvajaista kultura metodom razatenja?

5. Kako se izdvajaista kultura metodom iscrpljenja?

6. Ucemu je zn&aj dobijanjacistih kultura?

7. Kako s&uvaju kulture mikroorganizama?

8. Koje osobine karakteriSu bakterijske kolonije?

9. Kakve kolonije bakterija mogu biti po obliku,lMni, boji, izgledu ivica, profilu,
konzistenciji itd?

Da bi se mikroorganizmi mogli préavati, moraju se izolovati &istoj kulturi. Izdvajanje
gistih kultura mikroorganizama predstavlja osnoviknobioloskog radaCista kultura
nekog mikroorganizma predstavlja potomstvo mikraaigma nastalcazmnozavanjem
jedne jedine ¢elije. Potomstvo jednéelije nastalo njenim razmnoZavanjem dvaistoj
hranljivoj podlozi predstavlj&oloniju.

Izdvajanje ¢istih kultura

Dobijanjecistih kultura mikroorganizama je neophodno u gijowavanja njihovih
kulturelnih, morfoloskih i fizioloSkih svojstava,daosno njihove determinacije. U
procesu izolacije nekog mikroorganizma postojéaize:

1. dobijanje nakupljene kulture mikroorganizamagpeovodi se uvijek)

2. izdvajanjegiste kulture iz nakupljene

3. provjeradistoce izdvojene kulture

Dobijanje nakupljene kulture

Nakupljene kulture predstavljaju zajednice mikramgama u kojima dominira odiena
grupa mikroorganizama. Da bi se dobile nakupljenduke nekog mikroorganizma,
stvaraju se uslovi koji odgovaraju njegovom razvadjute svrhe se koristselektivne
hranljive podloge. Sastav podloge treba da bude takav da Zeljenimoanganizmima
obezbijedi najbrzi rast, a sprjerast ostalih, nezeljenih mikroorganizama. Rasbgih
mikroorganizama, posebno patogenih, stimuliSu: ka¢, serum, Zivotinjska tkiva i dr. i
dodaju se hranljivim podlogama u odeaim koncentracijama. Rast odemih
mikroorganizama suzbijaju antibiotici, fenol, ctir&NaCl itd. Visoka kisjelost sredine
(pH ispod 4) zaustavlja rast &iee bakterija, dok ne ometa rast gljiva. U procesu
dobijanja nakupljene kulture, vrSi sesto viSestruko presijavanje mikroorganizma u
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tetne podloge, a na kraju presijavanje na odgovamajivrstu podlogu. Cesto
presijavanje doprinosi zaustavljanju rasta nepoiteljmikroorganizama. Pri duZoj
kultivaciji ovi mikroorganizmi mogu Koristiti prozode metabolizma Zeljenih bakterija i
tako aktivno rasti.

Metode za izdvajanjeciste kulture mikroorganizama
Metoda razrjedenja

Postupak se sastoji u tome Sto se materijal iz kegzeli izdvojiticista kultura razrijedi
viSe puta u fizioloSkom rastvoru ili hranljivom lomu, a zatim se odiena koltina
prenese u praznu petrijevu lo Preko toga se razlije rastopliena i ndCGi®hlatena
¢vrsta podloga. Zatim se sadrzaj @dzmijeSa, ostavi da se stegne, a zatim inkukara n
odgovarajdu temperaturu. Nakon 1-3 dana, na povrSini podlpg@avice se vidljive
zajednice — kolonije mikroorganizama. Pretpostasdjala su izrasle koloniféste. Ezom
se zahvata dio kolonije i zasije kosa povrSina agdfada se kultura razvije,
mikroskopski se provjeri njengistoca. Celije u preparatu, ako je Kkulturéista,
ujedna&enog su oblika i vetine. Kap razrijdenog materijala u fizioloSkom rastvoru
moze se razmazati staklenim St&pn i po povrsini razliven&vrste podloge u petri péo

Metoda iscrpljenja

Zahvati se ezom dio kolonije izrasle &arstoj hranljivoj podlozi i zasije cik - cik
pokretima na visévrstih podloga. Na taj & ¢e na poslednje zasijanoj podlozi izrasti
pojedin&ne kolonije. Ova metoda se moze izvoditi i nantin Sto se nakon nekoliko
cik cak poteza zasijavanja ezom dwaistoj podlozi eza spali, ohladi, a zatim nastaki c
cak razmazivanje prethodno nanesenog materijalapneastali dio podloge. Ovaj
postupak se ponovi 3 puta. Nakon inkubacije podlogezadnjim potezima zasijavanja
¢e izrasti pojedinéne kolonije.

Slika 41.Zasijavanje materijala metodom iscrpljivanja
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Slika 42. Metoda iscrpljivanja

Odrzavanje ¢istih kultura mikroorganizama

Ciste kulture za svakodnevnu upotrebu odrzavaju aeemim i vrstim hranljivim
podlogama, na tamnom mijestu na temperaturi odC4-®leiutim, na ovaj n&n
hranljliva podloga se mijenja, koriste je mikroongami, susi se i mikrooganizmi mogu
uginuti. Zato se morajdee presijavati. Najué broj vrsta se presijava svake druge do
svakecetvrte nedelje. Manje osjetljive vrste (sporogeaktérije) se presijavaju svakih 4-
6 mjeseci, a osjetljive vrste (bakterije mtpe kisjeline) svakih 7-15 dana. Za ovakav
nain ¢uvanja kultura treba dosta vremena i sredstava. Z&aprimjenjuju drugi postupci
za cuvanje mikroorganizama u obliku trajnih kultura ko godinu dana). N&g<i
n&ini trajnog ¢uvanja su: u epruvetama pod slojem parafinskoa, wlj hermetiki
zatvorenim sudovima (otvor epruvete sa zaper$a zaliva se parafinom),uvanje
pomcu liofilizacije (odstranjivanje vode iz mikroorgaaima) itd.Cuvanje kultura u
liofilizovanom stanju se dosta primjenjuje. Lidfdcija se izvodi u posebnim aparatima
liofilizatorima, tako Sto se kultura u dom stanju naglo smrzne na %z8i pod
negativnim pritiskom (u vakuumu) susi. Voda se ratguje prelaskom leda direktno u
paru, pricemu té€na faza izostaje. Liofilizirane kulture gavaju u zalivenim staklenim
ampulama viSe godina.
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Slika 43. MijeSana kultura

Odredivanje karakteristika porasta bakterija na ¢vrstim hranljivim podlogama

Na ¢vrstim hranljivim podlogama bakterije formiraju \jide zajednice koje se nazivaju
kolonije. Kolonije nastaju razmnozavanjem pojedinih baktkitijs celija. Svaka
bakterijska vrsta stvara Kkaraktertsié kolonije. U odréenim uslovima, taj
karakteristéan izgled se moze promijeniti. Kod opisivanja balgkih kolonija uzima se
u obzir: vrijeme porasta, oblik, vé&lha, boja, izgled ivica i povrSine, profil,
konzistencija kolonija itd. Vrijeme porasta kolanigavisi od vrste bakterija, hranjlive
podloge i temperature. Oblik bakterijskih kolonijepze bitita¢kast, okrugao, sdivast,
nepravilan, korenolik, kon¢ast, ameboidan itd. Kolonije po veléini mogu biti: sitne
(do 3mm), srednje (do 5mm) i krupne (preko 5mmyetmku. Boja kolonija moze biti
razlicita, kao Sto subijela, Zuta, crna, narandzasta, crvena, rusiasta, zelena, plava
itd. lvica kolonija moze bitravna, talasasta, testerasta i kofasta. PovrSina kolonija
moze biti glatka, sjajna i naborana. Profil kolonija moZze bitiravan, ispupéen i
udubljen. Konzistencija kolonija moze biti sluzasta, zrnagtaaSkasta, kompaktna itd.
PoloZaj kolonija u podlozi moZe biti povrSinskiutdnski.
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Slika 44. Razltiti oblici, profili i ivice kolonija

Odredivanje karakteristika porasta bakterija na teénim hranljivim podlogama

Razmnozavanje bakterija uctem hranljivim podlogama se zapaza u vidu zéemja
podloge, stvaranja taloga, skrame na povrSini, poenboje, mirisa itd. Zanéenost
tecne podloge moze biti prolazno ili trajno, a po svimenzitetu jako, slabo i umjereno
izrazeno. Skrame na povrSinicteh podloga mogu biti slabo izrazene, opnaste,
pahuljaste, prstenaste, glatke, naborane, kozddte Tialog koji se javlja usled
razmnozavanja bakterija uctem hranljivim podlogama moze biti obilan ili slabo
izrazen. Po svom izgledu talog moze biti kompaktanrsto vezan za dno epruvete,
pahuljast, praskast, sluzast, zrnast itd.
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VIl vjezba
Odredivanje nekih biohemijskih karakteristika mikroorgan izama

Pitanja

Zasto je vazno poznavati biohemijske osobine milganizama?

Koje su vaznije biohemijske reakcije koje se keristidentifikaciji

mikroorganizama?

3. Kako se izvodi katalaza test i kada se koristiantdikaciji mikroorganizama?

4. Kako se izvodi test koagulaze plazme i kada seskariidentifikaciji
mikroorganizama?

5. Kako se izvodi oksidaza test i kada se koristiantdikaciji mikroorganizama?

N =

Mikroorganizmi se razlikuju po svojim biohemijskiosobinama, pa je zato dokazivanje
ovih osobina zn&jno u njihovoj identifikaciji. Neke od tih osobisa:
* hidroliza skroba,

* hidroliza kazeina,

* otapanje (likvefakcija Zelatina),

* stvaranje indola,

* stvaranje sumporvodonika,

* redukcija nitrata,

* redukcija vodonik-peroksida,

« fermentacija ugljenih hidrata,

* razlaganje ureje

* stvaranje koagulaze,

* stvaranje oksidaze,

* razlaganije citrata itd.

Hidroliza skroba

Neke bakterije i plijesni stvaraju enziamilazu kojim razlazu skrob. Za dokazivanje
hidrolize skroba od strane mikroorganizama kosetskrobni agar.

Postupak

Na ¢vrstom skrobnom agaru razlivenom u Petricgl@zom se zasije kultura ispitivanog
mikroorganizma. Tako zasijane Petri gdose stavljaju u termostat na inkubaciju 48h na
37°C. Vrijeme i temperatura inkubiranja mogu biti i#itl, $to zavisi od vrste
mikroorganizma. Nakon inkubiranja, povrSina zas@gnskrobnog agara se prelije
rastvorom lugola, ostavi malo da stoji, a zatimjedAko nije doslo do razlaganja skroba
u podlozi, cijela povrSina podloge¢biplavo obojena. Ako je dosSlo do razlaganja
skroba, jawie seneobojena zonaU toj zoni mogu se Witi razne boje, kao Sto stuta,
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crvenkasta, smda, koje su rezultat raziitog stepena hidrolize skroba. Rezultati se
moraju odmah &tati, jer poslije kréeg vremena plava boja nestaje.

Priprema skrobnog agara

Hranljivom agaru se doda 1-2% rastvora skroba lofepdi, a zatim se dobijena smjesa
steriliSe.

Slika 45 Hidroliza skroba (negativna reakcija lijevo, goaa reakcija desno)

Hidroliza kazeina

Za dokazivanje hidrolize bjel&éavine mlijeka, kazeina, od strane mikroorganizama,
koristi se mlij&ni agar.

Postupak

Kultura ispitivanog mikroorganizma se ezom zasigecvrsti mlije ¢ni agar razliven u

petri plase. Tako zasijane podloge se inkubiraju 48h ndC3ili na nekoj drugoj
temperaturi, zavisno od vrste ispitivanog mikrooigea. Ukoliko je ispitivani
mikroorganizam razlozio kazein, oko kolonije senfga providna, prosvijetljena zona.

Mle¢ni agar se dobija se mijeSanjem jednog dijela sterilisamiigeka sa 1-5 djelova
rastopljenog 3% agara.
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Slika 46. Hidroliza kazeina (A i B: pozitivne reakcije, Cegativna reakcija)
Otapanje - likvefakcija zelatina

Neke bakterije stvaraju proteodki enzim zelatinazu kojim razlazu zelatin. Jedinjenja
koja nastaju razlaganjem zelatina, na nizim tentpesena ostaju u tmom stanju.

Postupak

Podloga sa Zelatinom u epruvetama se zasije iapim kulturom. ubodom po dubini.
Kontrolna epruveta koja nije zasijana i zasijaneuegta se inkubiraju 48-72h na’g7
Nakon toga epruvete se stavljaju u frizider daebégentualno nerazlozeni zelatin stegao.
Ukoliko i nakon hldenja podloga ostane wtem stanju, doslo je do razlaganja zelatina.

Priprema podloge sa Zelatinom

Na 1000ml hranljivog bujona dodaje se 1509 Zelatiremagrijava dok se zelatin ne
rastopi. Dotjera se pH na 7,1. Sterilizacija sdé ur&utoklavu 15 minuta na 1%0 ili
tindalizacijom u Kohovom loncu. Poslije sterilifacpodloga se odmah ohladi u vodi,
jer produzena visoka temperatura moze dovesti da tla se Zelatin ne steZe na nizim
temperaturama (normalno se steZe na temperatuspme 23C).

Slika 47. Otapanje Zzelatina (gornja epruveta: pozitivhakega, donja epruveta:
negativna reakcija
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Stvaranje indola

Neke bakterije razlazu aminokiselindptofan pri ¢emu kao krajnji proizvod nastaje
indol. Za dokazivanje ove osobine koristi se hranljiva lpgd (pepton) koji sadrzi
triptofan. Podloga ne smije sadrzatic&e jer Séer ometa reakciju stvaranja indola.
Podloga zasijana ispitivanim mikroorganizmom seubika 24-48h. Nakon perioda
inkubacije podlozi se dodaje 1ml ksilola i snaznonpucka, da se izdvoji indol. Epruveta
se ostavi da se ksilol izdvoji na povrSini, pa ekako niz zid doda 1ml rastvora A. Ako u
podlozi ima indola, na granici ksilola i podlogejgpace se crveni prsten. Da je crveni
prsten zaista rezultat stvorenog indola, dokazeljdaxlavanjem nekoliko kapi rastvora B
koji boju pojaava.

Slika 48. Stvaranje indola (lijevo: pozitivha rekcija, desmegativna reakcija)

Umjesto rastvora A i B moZze se koristiti Kéea reagens, p&iemu je rezultat pozitivhe
reakcije takde stvaranje crvenog prstenB. coli je izraziti stvaralac indola, pa se
standardni soj ovog mikroorganizma moze korisaib kontrola.

» Reagens A (Erlichov reagens)

 Paradimetilaminobenzaldehid (PMAB).......... 1g.
* AIKONOI 96%.......ccoiiiiiiiiiiiiee e 95ml
» Koncentrovana hlorovodama kisjelina........... 20ml

U alkoholu se mékanjem otopi PMAB, a poslije toga hlorovodéma kisjelina.
» Reagens Bkalijum persulfat (zageni vodeni rastvor pri sobnoj temperaturi)

* Kovacev reagens:

» Paradimetilaminobenzaldehid..................50
o Amilalkohol..............c 75ml
» Koncentrovana hlorovodama kisjelina......... 25ml

Stvaranje sumporvodonika
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Neke bakterije svojim enzimima razlazu aminokisielikoje sadrze sumpor ptemu
nastaje sumporvodonik (vodoniksulfid). Ovaj gas se moze dokazati solima teSkih
metala (npr.olovoacetatom)s kojima sumporvodonik reaguje i daje jedinjenjgakee
nazivajusulfidi i crno su ili mrko obojena.

Postupak

Epruvete s peptonskom vodom zasiju se kulturantaada zatvarda i zida epruvete
umetne se traka filter papira natopljena olovo a&oet na udaljenosti oko 0,5cm iznad
povrsine podloge. Zasijana podloga sa filter papiinkubira se 2-4 dana na%7 Ako
nakon tog vremena filter papir pocrni, doslo jeiziivajanja sumporvodonika iz podloge
dejstvom bakterija.

Slika 49. Stvaranje sumporvodonika: lijevo - negativha rgakcdesno - pozitivha
reakcija

Za dokazivanje stvaranja vodoniksulfida mogu seskitiri ¢vrste hranljive podloge &iji
sastav ulaze soli kobalta, nikla, olova i g¥az Ukoliko bakterije na ovim podlogama
stvaraju sumporvodonik, afe reagovati sa ovim solima, nagrgse sulfid, usljedega
¢e podloga potamnijeti.

Neke odévrstih podloga koje se koriste za dokazivanje vaklaulfida su Kliglerov
dvostruki Séer i trostruki Séer. Ove podloge sadrze dvovalentno gieii obliku soli
(ferosulfat) i natrijum tiosulfat. Zasijavanje itipane kulture mikroorganizma se vrSi
ubodom u stub kosog agara i po povrsini. Nakon biakije od 24h vrSi sectavanje
rezultata. Ako bakterija stvara vodoniksulfid redijdm tiosulfata koji je dodat podlozi,
na mjestu uboda u podlozi se javlja crna boja ddjgaranja gvaie sulfida.
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Redukcija nitrata

Neke bakterije imaju sposobnost da redukuju nitdataitrita. Za ispitivanje ove osobine
bakterija koristi se podloga slewsy sastava:

e Kalijum nitrat ..., 0,29

* Pepton......coooiiiiii e, 59

* Destilovana voda............ccooeeeeeennn. 1000ml
*PH. e 7,4

Pripremljena podloga se steriliSe u autoklavu.

Epruvete sa nitratnim bujonom zasiju se ispitivakioiturama i inkubiraju 24-48h na
37°C. Takale se pod istim uslovima inkubira i kontrolni, tjzasijani nitratni bujon.
Nakon tog vremena, otpipetira se po 1ml iz zasijabml iz nezasijane epruvete i doda
po dvije kapi rastvora | (rastvor sulfanilne kigjel), a zatim dvije kapi rastvora Il
(rastvor alfa-naftilamina). Ukoliko je zasijanakberijska kultura redukovala nitrate iz
podloge u nitrite, javie secrvena boja. U kontrolnoj epruveti ne dolazi do promjene
boje.

Slika 50. Redukcija nitrata u nitrite (crvena boja - pozi@v reakcija, Zuta boja —
negativna reakcija)

Rastvor |

o sulfanilna Kisjelina..........ccccoeee e 89
* n/5 glacijalna stretna kisjelina..............ccccoeeeeieiee 1000ml
Rastvor Il

o Alfanaftilamin..........cccooo 59
* n/5 glacijalna sttetna kisjelina............ccccoeeeeeeeeennn. 1000ml
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Razlaganje vodonik peroksida

Neki mikroorganizmi stvaraju enzitkatalazu koji razlazevodonik peroksid na vodu i
molekulski kiseonik.

Postupak

Ispitivana kultura mikroorganizma se zasijava nanhivi agar i u hranljivi bujon i
inkubira se 48h na 8. Nakon toga se ezom zahvata dio kolonije i prenasstaklenu
plocicu u kap fizioloSkog rastvora. U tako formiranupkee dodaje kaf3% vodonik
peroksida (H.O,). Ukoliko ispitivani mikroorganizam posjeduje enzimatélazu,
razlozite dodati vodonik peroksid, Sto se ispoljava izdwggan gasal vidu mjehuri éa.

Slika 51. Razlaganje vodonik peroksida: lijevo: negativhakoga, desno-pozitivha
reakcija (stvaranje mjehda gasa)

Do iste reakcije dolazi i ako se nekoliko kapi voittoperoksida direktno nakapa na
izraslu koloniju.

Slika 52. Izdvajanje gasa u vidu mjehéa nakon dodavanja 3% vodonik peroksida
direktno na kolonije katalaza pozitivnih bakterija

56



Fermentacija ugljenih hidrata

Sposobnost mikroorganizama da fermentuju ugljedeate je naSla veliku primjenu u
identifikaciji mikroorganizama. U tu svrhu osnovnpodlogama se dodaju radte vrste
ugljenih hidrata: pentoze (ksiloza, arabinoza, raraf), heksoze (glukoza, galaktoza,
manoza), disaharidi (saharoza, laktoza, maltozagaharidi (rafinoza), polisaharidi
(inulin, dekstrin, skrob, celuloza) i indikator. lgmi hidrati se dodaju podlogama
nagege u koncentraciji 0,5 do 1%.

Ispitivanje fermentacije ugljenih hidrata se moz&tvu tenim i ¢vrstim podlogama.
Ukoliko se koriste téne podloge, kao indikator se koristi Andrade reagékisjeli

fuksin).

Ovaj reagens se priprema na slgdein:
o Kiseli fuksin...........coceeeeeenennn. 0,59

* INNaOH.......cccovviiiiiii, 16ml

* Destilovana voda................... 1000ml

» Ovaj reagens je u neutralnoj i baznoj srediniblogem, a u kisjeloj sredini crven. To
zn&i, ukoliko ispitivani mikroorganizam fermentiSe dud ugljeni hidrat, podlog&e
dobiti crvenu boju. Da bi se dokazalo osldéaje gasa, u epruvete sértem podlogom
se prije sterilizacije uranjaju Durham-ove ¢jee.Ukoliko ispitivana kultura
mikroorganizma stvara gas, on se registruje uc¢gama u vidu mjehura. Ovi testovi su
narcito zna&ajni za identifikaciju enterobakterija. @grstih podloga se koristi Kliglerov
agar (dvostruki Seer) i trostruki Séer. Kliglerov agar se koristi za dokazivanje
fermentacije glukoze i laktoze. Podloga sadrzikatbr fenol crveno, koji je u kisjeloj
sredini Zut, a u baznoj crven. Ako je ukoSeniphalloge ostao crven, a dubina podloge
zuta, mikroorganizam fermentiSe samo glukozu. Aka@yta i kosina i dubina podloge,
ispitujuci mikroorganizam fermentuje i glukozu i laktozuv&tanje gasa se manifestuje
pucanjem podloge i odvajanjem od zidova epruvete.

-y

15— o

Slika 53. Test razlaganja glukoze
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Oksidaza test
Oksidaza je enzim koji aktivira atmosferski kisdonveze ga za supstrat.
Dokazivanje oksidaze
Na komadé papira poloZzenog na predmetnicu stavi se kap nsag€l% vodeni rastvor
paminodimetil anilin oksalata). SvjeZu kulturu raaati u reagensu ezom. Kod pozitivhe

reakcije koja se pojavi za nekoliko minuta, kultse obojiljubi ¢asto, a kod negativne
reakcije nema promjena u boji.

Slika 54. Oksidaza test, negativan test - lijevo, pozititest — desno

Ureaza test

Hranljivi agar sa dodatkom 2% ureje se zasije ilgitim mikroorganizmom i stavi na
inkubaciju 24h. Ako se nakon tog perioda boja pgédlpromijeni urozu-pink, znak je
da je doslo do razlaganja ureje.

Slika 55. Razlaganje ureje: negativan test (gore), pozitteah(dolje)
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Koagulaza test

Na osnovu koagulaza testa mozeSsaureusazlikovati odS. epidermidisa.Koagulaza
se dokazuje uz pomdrvne plazme.

Postupak dobijanja plazme kunia za koagulaza test

Na 10 ml plazme kuta se doda 1ml 10% natrijum citrata. Poslije cemgagfvanja odvoji
se bistar sloj iznad stalozenih eritrocita kojigetvlja plazmu.

Dokazivanje koagulaze

Plazma se razblazi fizioloSkim rastvorom u odnodib10d toga se uzme 0,5ml i sipa u
epruvetu, a zatim se ezom doda djd&olonije koja se ispituje. Nakon toga se epruveta
stavi u termostat na 3Z. Poslije 2h kontrolise se da li je doslo do kdagije plazme.
Ako nije dosSlo, reakcija séita nakon 4, 6 i 24h inkubacije. Za negativnu kohitrse
uzima 0,5ml plazme koja ne smije da koaguliSe moshdreienog vremena, a za
pozitivhu kontrolu plazma zasijana s&\y&ovjerenim pozitivhim sojers. aureus.

Slika 56.Pozitivan test koagulaze - gore, negativan teagutaze-dolje

Aglomeracija stafilokoka u plazmi moze da se dokhzam testom na mikroskopskoj
ploci (clumping test).

* Postupak izvalenja testa:

Na mikroskopskoj pl& se nanese kap plazme i dio ispitivane kolonigilskoka, a

zatim izmijeSa. Pojava pahuljica u roku od dva rtanozng&ava pozitivhu reakciju, dok
kod negativne tost ostaje homogeno zaéema Ovaj test je olino u korelaciji sa

testom koagulaze plazme, ali ne uvijek, pa nij@tp&uzdan za dokazivanfge aureus

kao test koagulaze plazme.
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Citratni test

Neki mikroorganizmi mogu da koriste citrate kao dewgljenika, pa se ta njihova
osobina moze Kkoristiti u njihovoj identifikaciji. djfeke se u ove svrhe Koristi
Simmonsov citratni agar. Ako bakterije koriste aii¢r iz podloge, boja podloge se iz
zelene mijenja u plavu. Ukoliko boja ostane nepjenpena, reakcija je negativna. Pri
zasijavanju podloga sa citratom treba voditiurea da se metalnom @éom (ezom) ne
zahvati i dio hranljive podloge sa koje se presijajer se u tom séaju javlja lazna
reakcija, odnosno bakterije koriste hranljive miggdr prenijetog materijala.

Slika 57.Pozitivan citratni test — lijevo, negativan citratest — desno

CAMP test

Pojava da beta toksin stafilokoka u sadejstvi$ sagalactiagpotpuno liziraju eritrocite
zapazili su nagnici Christie, Atkinsi Munch Peterserpo kojima je dokazivanjes.
agalactiaeovim postupkom dobilo naziv CAMP test.

Postupak

S0j S. aureukoji stvara Siroku zonu beta hemolize se zasij&g@olovine podloge za
CAMP test (krvni agar sa dodatkom 0,1% eskulin®1®6 gvode citrata).

Kolonije ozn&ene kao streptokoke na krvnom agaru se pikirajdiaym i zasiju pod
pravim uglom na liniju zasijavanjd. aureusna rastojanju od linije 2-3mm. Na svaku
plo¢u treba zasijati jedan poznati soj &galactiaekao pozitivnu CAMP kontrolu.
Zasijane podloge se inkubiraju 18-24h nd@7 Pozitivan CAMP test se ispoljava
prosvjetljenjem u obliku lijevka u zoni beta henzaiia stafilokoka.
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Slika 58.Pozitivan Camp test - prosvetljenje u vidu lijevka

Hidroliza eskulina

Bujonskoj kulturi staroj 24h doda se 0,5ml 7% Fe@prna boja ozn@mva pozitivhu
reakciju, odnosno znak da je dejstvom bakterijdaldd razlaganja eskulina, giemu se
FeCkredukuje u FeGl

Hidroliza hipurata
Ferment hipuraza razgraje hipurnu kisjelinu na benzoevu kiselinu i glikbk
Priprema podloge

Hranljivi bujon sa 0,5% glukoze i 1% natrijum hipta, pH 7,3-7,5 se steriliSe u
autoklavu.

Izvodenje testa

Pripremljena podloga se inkubira ispitivanim mikmg@nizmom i inkubira 24h. Nakon
toga se uzima 1ml buujonske culture i dodaje jop.@&5ml 50% HSO,. Pojavabijelog
kristalnog taloga ozn&ava pozitivhu reakciju.

API sistem— sistem za identifikaciju mikroorganizama

Ovaj sistem¢ini niz mini epruveta u kojima se nalaze podloge dwkazivanje
biohemijskih osobina mikroorganizama.
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Slika 59. API sistem
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Vjezba VIII

SerolosSka dijagnostika bakterijskih oboljenja

Pitanja
Sta su seroloske reakcije?
Koji je znaaj seroloskih reakcija?
Kako se dobija krvni serum?
Sta je aglutinacija i kako se izvodi?
Sta je precipitacija i kako se izvodi?
Sta je komplement i koja je sustina reakcije vezigg&omplementa?
U kojim testovima se koriste obiljezena antitijela?
Opisi testove fluorescentne mikroskopije.
. OpiSi ELISA test.
10. Koja je sustina radioimunoloSkih metoda?
11.Sta je PCR reakcija?

©CoNoOR~WNE

Seroloske reakcije

SeroloSke reakcije su vidljivi rezultati vezivangmtigena (Ag) i antitijela (Ab). U
osnovne seroloske reakcije spadaglutinacija, precipitacija, neutralizacija, reakcij a
vezivanja komplementa (RVK), inhibicija hemaglutinacije, testovi koji koriste
obiljeZena antitijela ili antigene. U bakterioloSkoj dijagnostici se @a&e primjenjuju
aglutinacija, precipitacija, RVK i testovi koji kiste obiljezena antitijela ili antigene. Ovi
testovi se koriste kako u dijagnostici bakterijskiboljenja, tako i u detekciji i
identifikaciji bakterija.

Aglutinacija

Aglutinacija je reakcija koja nastaje mijeSanjemnguskularnog antigena sa spegiim
antiserumom (koji sadrzi antitijela na odeai antigen), pricemu se stvaranreza -
aglutinat. Antigeni u ovoj reakciji nazivaju se aglutinogeaiantitijela aglutinini. Ako su
korpuskule u aglutinaciji bakterijskéelije, gljive, eritrociti i sl., sa sopstvenim
antigenom na povrSini, aglutinacija se naziva diraka ako su korpuskule inertni (npr.
eritrociti isl.) za koje su vezani solubilni antiaeaglutinacija je ozn#ena kao indirektna.
Za reakciju aglutinacije veoma je vazan odnosckadi Ag i Ab, jer samo pri optimalnom
odnosu dolazi do pojave aglutinata. U prisustvukeekoli¢cine Ag stvaraju se veoma
mali aglutinati, kao i u prisustvu velike kdilhe Ab. Pored ovoga, vazni faktori su pH,
temperatura, koncentracija elektrolita i sl. Té&ovazna je i klasa antitijela koja
ucestvuju u reakciji (IgM klase vezuju oko 800x visg nego IgG klase.) Aglutinacija se
moze izvoditi na predmetnoj gligi, u epruvetama ili plasthim ploccama sa malim
udubljenjima. Prema vremenu pojavljivanja aglunatazlikujemo brzu i sporu
aglutinaciju. Brza aglutinacija izvodi se tako &e na predmetno staklo stavi kap
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ispitivanog seruma, a zatim kap uzorka sa Ag (uspenzija bakterija). Kapi se
pomijeSaju laganim pomjeranjem pice. Nakon 1-2 minutaditava se reakcija:
U slutaju pozitivne reakcije javlja se aglutinavidu pahuljica.

Slika 60.Ploce za izvdenje aglutinacije

Spora aglutinacija izvodi se u epruvetama, tako Sto se naprave duaststepenasta
razrelenja seruma u fizioloSkom rastvoru i u svaku oth s doda standardna katia
antigena. Epruvete se prothaju i inkubiraju u termostatu na %7 tokom 24h. Nakon
ovog perioda sedttavaju rezultati: ako je tmost u epruveti mutna, a talog sa dna se
razbija prilikom mugkanja, reakcija je negativha i ozlaaa se sa — (minus). Ako je
tecnost iznad taloga bistra, a talog se ne razbijgkamjem, reakcija je pozitivha i
ozna&ava se sa +++. Prelazne reakcije idme®va dva ekstrema se oZasaju kao +,
odnosno ++. Reciptma vrijednost seruma u epruveti u kojoj je joS petma
aglutinacija (++) predstavlja titar antitijela.

Precipitacija

Precipitacija je vrlo stina aglutinaciji, ali je razlika u tome Sto antigemsu vezani za
partikule, vé su dispergovani u ¢aosti. Antigeni koji @estvuju u ovoj reakciji nazivaju
se precipitinogeni, a antitijela precipitini. Ndstialog - precipitat je rezultat reakcije
antigen - antitijelo koji se talozi zahvaljdjielektrolitima u rastvoru. Da bi precipitacija
bila uspjeSna, vazno je ispuniti uslove koji vaZzea aglutinaciju. Prema &au
izvodenja, razlikujemo precipitaciju udeom medijumu i precipitaciju na parstom
(na gelu). U t&nom medijumu n&eXe se izvodi precipitacija u prstenu. Ova
precipitacija moze se koristiti za dokazivanje AgAb. Ako se dokazuju Ab, potrebno je
u epruvetu naliti ispitivani serum, a preko njegaspendovani Ag (u jednakim
odnosima). Ténosti se ne smiju izmijeSati, #granica izméu njih mora ostati jasna.
Ako u serumu ima Ab, na mjestu dodira dvij€nmsti nakon par minuta ja@ se
precipitat u vidu prstena. Ova metoda koristi se dpkazivanje antraksa itd.
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Slika 61. Reakcija precipitacije
Precipitacija na gelu podrazumijeva difuziju AgAlb, spontano (imunodifuzija), ili pod
dejstvom elekttine struje (imunoelektroforeza). Na mjestu gdjegadentracija Ag i Ab
u gelu optimalna, javlja se precipitat. &teovim metodama n&&e se primjenjuje

dvostruka imunodifuzija u gelu ( u jednu rupicugedu stavi se Ag, a u drugu Ab, koji
potom difunduju i stvaraju precipitat.

Control
Serum

O
-
\\::] Antigen Q
Patient Sera 5 Patient Sera
O O
@

Control
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Slika 62.Precipitacija u gelu

65



Reakcija vezivanja komplementa

Komplement je kompleksni enzimski sistem koji séamiau serumu Zivotinja i ima viSe
komponenata od kojih su najbitnije C1, C2.....CBjega aktivira kompleks Ag-Ab.
Komplement je termolabilan i moZe se inaktiviraigdjavanjem seruma na %5 tokom
30 minuta. Aktivirani komplement ima sposobnost lbakterija (bakterioliza) i eritrocita
(hemoliza). Reakcija hemolize nastaje u epruvetiakae pomijeSaju ¢yi eritrociti
(Ag), Ab na eritrocite (dobijena imunizacijom kaa) i komplement. Poslije inkubiranja
30 minuta na ¥C ositava se reakcija. Ukoliko je doslo do hemolizetrecita,
suspenzija u epruveti se boji svijetlo crveno,demu nestaje zandanje koje je poticalo
od suspendovanih eritrocita. U seriju dvostepea#teienja seruma koji se ispituje i u
kome je inaktivisan komplement, dodaje se virudmpglement. Nakon inkubiranja na
37°C tokom 90 minuta dodaju se senzibilisani eritiooitce. Ako u uzorku seruma
postoje Ab na upotrijebljeni virus, édioce do formiranja kompleksa Ag-At, kaje vezati
komplement. Posto je komplement potroSeiéerdzti do reakcije hemolize eritrocita.

= ©)

Antigen
+ Sheep RBC
® +

Complement

) Y

Antibody to sheep RBC

!

Serum without antibody

l

L
Hemolysis
No complement fixation (b) Negative test

Slika 63.Reakcija vezivanja komplementa
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Slika 64. Rezultat reakcije vezivanja komplementa RVK (pmvepruvete-hemoliza
eritrocita, negativha RVK. Ostale epruvete - ndramolize eritrocita, pozitivha RVK
reakcija)

Testovi koji koriste obiljezena antitijela

fluorescentne mikroskopije.U ovim testovima koriste se monoklonalna antitijktaa
su obiljezena fluorohromima, odnosno specijalninjab@ koje fluoresciraju kada se
osvijetle ultravioletnim zracima. Testovi se izvodeo direktni, indirektni i
antikomplementarni.

Direktna imunofluorescentna tehnika
Podrazumijeva djelovanje obiljezenih Ab na raznigaresjek tkiva, nakoega se vrsSi

ispiranje. Ako u uzorku postoji trazeni antigebijliezena antitijelate se vezati za njega
i pri fluorescentnoj mikroskopijte fluorescirati.
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Slika 65. Test direktne imunofluorescencije

Slika 66. Preparat posmatran fluorescentnim mikroskopom st telirektne

imunofluorescencije
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Indirektna tehnika je sli¢na, a razlika je u tome Sto se za Ag u uzorku vezuju
neobiljezena Ab, a zatim se djeluje obiljezenim Ad antitijela (koja su antigen za
obiljezena Ab).

U

e e

Antigen Primary reaction

o WA

‘;I C-conjugalbed antxdaly
’k Secondary reaction

#— Wash

L L
*i_?% g
P i

Microscopic examination

Slika 67.Test indirektne imunofluorescencije

Antikomplementarna imunofluorescentna metoda podrazumijeva vezivanje
neobiljezenih Ab za Ag, za koje se zatim vezuje plmment, a zatim se djeluje
obiljezenim Ab na komplement.

Imunoenzimski test - ELISA test ( ELISA -Enzyme-lnked Immunosorbent Assay)

Imunoenzimski testovi zasnivaju se na reakciji Alg-Areakciji izméu enzima koji je
vezan za Ab (npr. peroksidaze) i supstrata. Prj makciji dolazi do promjene supstrata,
koji je obicno bezbojan, u obojeni ili fluorescentni produktoldm testovima Ag ili Ab

su nafeXe vezani za povrSinu specijalnih plésth plota sa malim oknima. Test se
moze Koristiti za dokazivanje Ag ili Ab. Za tu Bwrneophodno je vezati monoklonalna
Ab za pla@u, potom dodati serum koji se ispituje i @loisprati. Ako u serumu postoje
Ag, oni se vezuju sa Ab i ostaju na giloakon ispiranja. Zatim se djeluje Ab vezanim sa
enzimom, koja se vezuju za Ag. Zatim se dodajstsapkoji u sldaju prisustva enzima,
tj. Ag, biva promijenjen u obojeni produkt.
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ELISA testing of western flower thrips for INSV
(red color is a postive result)
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Slika 68. Rezultati ELISA testa - crvena boja- pozitivhakagm

Slika 69. Elisa reagensi
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Slika 70. ELISA cita¢

Antibody detections chntigen detections
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Slika 71.Elisa test- Enzyme-linked immunosorbent assay
Promjena boje u oknu test pi ukazuje na pozitivhu reakciju. Za dokazivanje Wb
serumu potrebno je vezati Ag za @lg a potom dodati serum. Nakon ispiranja djeleje s
enzimom obiljezenim Ab na Ab iz seruma. Zatim sdaje supstrat koji u prisustvu Ab
mijenja boju, prelaz@ u produkt. Elisa metoda je osjetljivija od RVKreakcije
hemaglutinacije.
RadioimunoloSke metode (RIA)

Ove metode podrazumijevaju upotrebu Ab koja syed®ha radioaktivnim izotopima,
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nage&e J125. Samo izdenje testa zasniva se na reakciji Ag sa radioaktivib, a
prisustvo kompleksa Ag-At, poslije odvajanja od emanih Ab, utwiuje se mjerenjem
radioaktivnosti gama brojam.

Radioiabelled o i

Antigen (21 % 0 | A |
Incubate | O wash | O Measure
e . ~
' . ' o 0
Speciic | | e
Autoantibody : ' : i
Radiolabelied
Complex

Slika 72. RadioimunoloSka metoda

PCR reakcija

PCR (Polymerase Chain Reaction —ckm reakcija polimeraze DNK) ja vitro
amplifikacija (umnoZavanje, replikacija) definisaD&lK sekvence. Reakcija koristi dva
oligonukleotida (prajmera) koji su komplementarniajkvima sekvence koja se
umnozava i koji su miisobno suprotno orijentisani. Sinteza DNK je katatana
termostabilnom DNK polimerazom. Region koji se ude@a je odréen izborom
prajmera. Prajmeri su kratki lanci oligonukleotigéicno 20-30)ija sekvenca odgovara
krajevima regiona od interesa. Amplifikacija se alestokom véeg broja ciklusa (30-
40). Jedan ciklus PCR reakcijne: faza denaturacije DNK matrice (razdvajanje
dvostrukog DNK lanca), faza hibridizacije (vezivanjprajmera i faza elongacije
(produzavanja) komplementarnih lanaca DNK cilin&kveace. Za vrijeme svakog
ciklusa, u prvoj fazi PCR, dvoldana DNK — matrica se denaturiSe zagrijavanjem i
stvaraju se jednolaane DNK. Ovo obezbjrije aktivho mjesto za DNK polimerazu
koja vrsi sintezu komplementarnog lanca, stvaigpenovo dvolatanu DNK. Nafe&e
koris&¢en od ovih enzima je Taq DNK polimeraza porijeklom bakterije Thermus
aquaticus Termostabilnost enzima je neophodna, jer se datkw svakog PCR ciklusa
dvostruki lanac DNK denaturiSe do jednalane forme primjenom visoke temperature
od 93 do 98C u reakcionoj tubi. Nakon hianja, nastupa druga faza PCR ciklusa koja se
sastoji u vezivanju prajmera za speti® komplementarne sekvence, sada
jednolartanog, ciljnog dijela DNK molekula. Prajmeri om@guaju DNK polimerazi da
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zapa@ne sintezu novog lanca. Ovo je faza vezivanja pregm odvija se na temperaturi
od 65 do 78C. Treta faza ciklusa je faza produZenja lanca ili eloijgami temperaturi
oko 72C kod koje dolazi do vezivanja baza iz reakcionge$m komplementarnih
cilinoj sekvenci. Nakon ove faze, dolazi do odv@arprajmera i obustavljanja
produzetka lanca, a kao rezultat dobijaju se dkgpije Zeljenog segmenta DNK. U
sljedeim ciklusima prajmerice se vezivati i za originalnu i za novosintetizayddNK,
Sto rezultira u eksponencijalnom poéaaju broja kopija. Broj umnozenih fragmenata u
PCR-u eksponencijalno raste, jer svaki novosirdeti$anac u sljedem ciklusu sluzi
kao matrica za sintezu DNK. Za priblizno dva sathifg se 16 do 10 kopija odréenog
DNK fragmenta. PCR metoda se izvodi u mikrotubpreaine 0,2 — 0,5ml u PCR
masSinama — termosajklerima. Rezultati PCR-a se ktlgte na agaroznom gelu
elektroforezom i bojenjem. Osnovni zahtjev koji gestavlja za prajmere je da su
specifiéni za organizme koji su od interesa. Todrda se sekvence gena nalaze samo u
ciljnom organizmu i da pod datim uslovima ekspentaene daju nespedaifiu reakciju.
Detekcija ciljne sekvence PCR metodom mozZe se tbzevijedan dan, Sto je velika
prednost u identifikaciji onih infektivnih agenakajima je potrebno dugo vremena za
rast na odgovaraju podlogu. PCR metodom waRe se vrSi detekcija virusa, nekih
bakterija (Mycobacterium tuberculosishlamidije) i dr. Nedostatak PCR metode je
nemogunost razlikovanja DNK molekula zivih i mrtvitelija.

Aih cycle

wanted gene —
/._.<= =

—_— \?Il\i cycle

|
A

template DNA

- 3
4 copics Bcopies  l6copies 32 copies 2 =68 billion copies

Slika 73. Prikaz PCR reakcije
http://image.slidesharecdn.com/pcr-12040105030%ph02/95/polymerase-chain-
reaction-19-728.jpg?ch=1333257489
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Vjezba IX

Mikroorganizmi buraga

Pitanja

Koju ulogu imaju mikroorganizmi buraga?

Kako se uzima taost buraga za ispitivanje?

Kako se priprema taost buraga za ispitivanje?

Kako se priprema mikroskopski preparat intesti buraga za posmatranje
protozoa?

Kako se priprema mikroskopski preparat intesti buraga za posmatranje
bakterija?

PwnE

o

U buragu se formira spedifia zajednica mikroorganizama. Osnovni mikroorganizm
buraga su bakterije, infuzorije i kvasci. U 1g ajlm buraga nalazi se do'1010"
bakterija i do 10 protozoa. Bakterijska masa buragjai oko 10 % suvog sadrZaja.
Bakterije mlijg&ne kisjeline su iz rodova:

Lactobacillus (L. fermenti, L. acidophilus, L. leGtL. buchneri, L. casei, L. plantarum,
L.brevis)i Bifidobacterium (B. bifidus).

Celulolizne bakterije u buragu pripadaju rodovima:

* Ruminococcus (R. flavefacieinR. albus).

* Bacteroides (B. succinogenes)

* Butyrivibrio (B. fibrisolvens)

* Clostridium (C. cellobioparum,C. longisporum)

» Eubacterium (E. cellulosolvengini oko 50% ukupnog broja celuloliznih bakterija u
buragu)

Skrob i dekstrine u buragu najaktivnije raziyim Bacteroides amilophilus,
Streptococcus bovis, Succinomonas amylolitica,n®atenas dextrinosolvenStvaranje
metana vrSe uglavnoMethanobacterium ruminantiunMethanobacterium mobili©ni
vrSe redukciju C@do metana. Stvaranje metana u buragu je nepozadjaaa, jer se 8-
10 % ukupne energije hrane troSi na stvaranje raetan

Gotovo sve bakterije buraga imaju proteoliznu aidist, a najaktivnije su:

* Butyrivibrio spp.,

* Succinivibrio spp.,

» Selenomonas ruminantium,

* Borrelia sppi

* Bacteroides spp.

U buragu se populacije mikroorganizama ilicgrsc¢uju - lijepe za zid buraga, itivrsto
fiksiraju nacvrstim cesticama hrane, stvardjisa njima strukturno jedinstvo, ili slobodno
plivaju u t&nosti.
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Slika 74.Papile rumena

Poznato je oko 50 vrsta protozoa koje zive u buraggmeiu populacije
mikroorganizama u buragu i organizma Zivotinje ppstijesan simbiotski odnos.
Mikroorganizmi buraga imaju vaznu ulogu u metahuolizbjelagevina, ugljenih hidrata

i masti kod prezivara. Celuloza (osnovna komponegtabih krmiva) se usvaja
zahvaljuji aktivnosti celuloliznih bakterija koje zive u lagu. Svoje energetske
potrebe prezivari zadovoljavaju uglavnom naéuraisparljivih masnih kisjelina, koje se
stvaraju u toku fermentacije u buragu. Potrebe gfenim hidratima djelimino
zadovoljavaju polisaharidima telija bakterija i protozoa. \bedio biljnih bjelartevina
se hidrolizuje pod uticajem mikrobnih enzima. Ankispeline nastale u tom procesu se
dezaminiraju. MikrobioloSke bjelgavine su vrednije od biljnih, jer sadrze sve
esencijalne aminokisjeline. Potrebe za vitaminimag B i K prezivari zadovoljavaju na
ratun mikroorganizama. Kod mladéedi ovi vitamini se sintetizuju u mjeri formiranja
mikrobne zajednice buraga. Mikroorganizmi buraggestvuju u lipidnoj razmijeni,
redukuju sulfate i nitrate. Karbamid, koji se letrikao dodatak stmoj hrani, usvajaju
mnoge vrste bakterija buraga, sintetidijuz njega bjelatevine visoke bioloSke
vrijednosti, koje na kraju usvajaju zivotinje.

Ispitivanje mikroorganizama koji se nalaze u ténosti buraga
Uzimanje tefnosti buraga

Tec¢nost buraga se moze uzimati sondom. U laboratsejiténost filtrira kroz sito
(preénik oko 0,4mm) i filtratu dodaje 4-5%-ni formalddhi odnosu 1:1.

Priprema preparata

Na cisto predmetno staklo nanose se 1-3 ezeosti buraga, jedna eza rastvora lugola i
prekriva pokrovnim staklom. U @etku se preparat posmatra malim ulesjem
objektiva pri djeliméno zatvorenom kondenzoru. Na preparatu se ttalie protozoa.
Mnogo ih je i dosta su krupne (priblizno @ u preéniku). Pod tim uvelianjem,
bakterije se ne vide. Za posmatranje bakterijprepma se fiksirani i obojeni preparat, uz
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primjenu imerzionog objektiva. Na preparatu se magordivati velicine bakterija i
protozoa. Moze se utvrditi broj protozoa i bakteritako Stoce se izbrojati ovi
mikroorganizmi na 10-15 vidnih polja. Rezultaglia da pokazu da su bakterije mnogo
puta brojnije u odnosu na protozoe.
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Vjezba X
Mikroorganizmi silaze
Pitanja

Koji je biohemijski proces u osnovi proizvodnjeagié?
Kako se uzorkuje silaza za laboratorijsko ispitje&n
Kako se priprema mikroskopski preparat iz uzorkazsi?
Kako se odréuje ukupna kiselost silaze?

Kako se odréuje pH silaze?

A S

Osnovu siliranjaini mlijec¢nokisjela fermentacija. Bakterije mlgee kisjeline koje zive
na biljkama imaju zn@mjnu ulogu u siliranju stme hrane. One fermentiSuc¢gee
siliranih biljaka u mlij€nu kisjelinu, koja suzbija razvoj nepoZzeljnih bakte - koje
kvare sténu hranu. Bakterije mlifme kisjeline snizavaju pH stoe hrane na 4,2-4,0.
Ako se kisjelost silaze iz nekog razloga snizi (mktle viSi od 4,5-4,7), stvaraju se uslovi
pogodni za zivot nepozeljnih mikroorganizama koyiate sténu hranu. Da bi se
osigurao optimalan razvoj bakterija méje kisjeline u procesu siliranja, potrebno je da
silazne biljke sadrze dovoljnu kéiihu S&era i da se stvore anaerobni uslovi. Snizenje pH
ne zavisi samo od kdéine mlijecne kisjeline, vé i od puferske sposobnosti biljne mase.
Sto je ta sposobnostéa to je potrebno vise kisjeline za snizavanje jpafs. Puferska
sposobnost biljnog materijala se atlige titracijom izmacerirane biljne mase 0,1M
rastvorom mlijéne kisjeline. Odréuje se koja je katina mlijecne kisjeline potrebna za
snizenje pH do 4,0. U dobroj silazi &sto u manjem broju nalaze i kvasci. Oni stvaraju
estre koji silazi daju prijatan miris i obagau stanu hranu bjelatevinama i
vitaminima. Meiutim, kvasci u véem broju slabe kvalitet silaze, snizav@junjenu
kisjelost.

Proué¢avanje mikroorganizama silaze

Uzimanje uzorka silaze

Prosj€ni uzorak silaze se uzima &lnog dijela rova, jame ili nadzemne kamare. Pri
tome se sterilnim nozem skida povrSinski sloj gagjecaju kockice po srednjoj liniji
kamare u razmacima od 1m. Kockice se stavljajiakiene posude zapremine 1-
Slifovanim zapuSg&em, tako da silaza bude sloZzena gusto i do vrhzordi se mijeSaju,
sitne sterilnim makazama i uzimaju uzorci za amaliispitivanje treba izvrSiti najkasnije
jedan dan po uzimanju uzoraka.

Priprema mikroskopskih preparata

Radi posmatranja mikroorganizama silaze, pincetemzsne silaza, bez dodavanja vode,
njom se pritisne predmetno staklo, kako bi ostasakt Preparat se suSi na vazduhu,
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fiksira na plamenu i boji metilenskim plavim (2-3mita). ViSak boje se ispira vodom,
preparat osusi filter papirom, na njega nanesedkw@dulje i posmatra imerzijom. Na
preparatu oldno dominiraju Lactobacillus plantarum- homofermentativni mezofilni
kratki Stapéi, koji se ¢esto raspoiduju u paralelne redove i ndleokisele streptokoke.
Ponekad se mogu ¢iatelije kvasaca sa pupoljcima. U silazi slabog ketdi nalaze se
bacili i plijesni.

Za izolaciju bakterija mlijene kisjeline iz silaze koriste se Sira - agar s&€@aili
kupusni agar sa CaGOUsljed nakupljanja mligne kisjeline, oko kolonija bakterija
mlijecne kisjeline stvaraju se zone razlaganja CaCQJkupna kisjelost silaze se
odreiuje titracijom ekstrakta silaze u destilovanoj vadi 0,1M rastvorom NaOH u
prisustvu fenolftaleina do pojave blijedortaste boje.

Odredivanje pH u silazi

U epruvetu staviti malo silaze i doliti malo destine vode, da bi se silaza prekrila.
Sadrzaj dobro izmijeSati St&pm i pH odrediti poméu indikatora. U porcelansku Solju
pipetom unijeti 2ml ekstrakta silaze i dodati 2 kapdikatora (smjesa istih kdiina
bromtimol-plavog i metil-crvenog). Upatejué¢i boju u Solji sa podacima datim u tabeli,
odrediti koncentraciju vodonikovih jona prema pddecu sledéoj tabeli:

Boja indikatora pH
zeleno-plava 7,2-7,6
zelena 6,4-7,2
Zuto-zelena 6,1-6,4
Zuta 5,2-6,1
naranzasta 4,6-5,2
Crveno-narandzasta 4,2-4,6
Crvena 4,2 inize
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Vjezba XI

Mlije ¢no-kisjela fermentacija
Pitanja

1. Koju ulogu imaju bakterije mligno-kisjele fermentacije u proizvodnji silaze,
mlijecno-kisjelih proizvoda, kisjeljenju pota?

2. Kako se priprema mikroskopski preparat iz ukisjghg mlijeka za posmatranje
bakterija mlij&ne kisjeline?

3. Koje se bakterije mligne kisjeline naje&e ua@avaju na preparatu napravljenom
iz ukisjeljenog mlijeka i nacrtajte ih?

Mle¢nokisela fermentacija predstavlja osnovu proizvedsjlaze, kisjeljenja pova,
dobijanja ml€nokiselih proizvoda, sira, maslaca i dr. Baktenpijecne kisjeline se
nalaze na povrSini biljaka, u mlijeku, na prehrambeproizvodima, u crijevu zivotinja i
covjeka. Ove bakterije imaju mnogo zajetkiin svojstava: sintetiSu mligau kisjelinu,
boje se gram pozitivho, aliio ne stvaraju spore, nepokretne su, neophodm saviori
azota i faktori rasta, Sto z¢iala mnoge ne rastu na jednostavnim podlogama.

Bakterije mlije ¢ne kisjeline mogu biti:

- Homofermentativne, Sto zéiada metaboliSu $er do mlij&ne kisjeline i

- Heterofermentativne, koje uporedo sa nilij@m kisjelinom stvaraju i druge proizvode
kao Sto su siietna kisjelina, etanol, glicerol, diacetil, acegiiitkarbinol i dr.

Vec¢ina bakterija mlijéne kisjeline raste na temperaturama idmel0 do 43C, sa
optimumom izméu 25-30C. Bakterije mlijéne kisjeline su anaerobi ili mikroaerofili.
Kokoidni oblici pripadaju rodovima:Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus,
LeuconostocStaptasti oblici pripadaju rodovimatactobacillusi Bifidobacterium.

Pri izwavanju mlijg€nokisjele fermentacije najbolje je koristiti mlijgkkao hranljivu
podlogu. U njemu se nalaze svi potrebni hranljieingenti za razvoj bakterija mljae
kisjeline. Nakon inkubacije svjezeg mlijeka na®@010-12h, dolazi do njegovog
ukiSeljavanja i stvaranja glatkagrstog grusa. Grus nastaje tako Sto nifipe kisjelina
reaguje sa kalcijum kazeinatom, peimu se talozi kazein.

Mikroskopsko ispitivanje bakterija mlije éne kisjeline

Za mikroskopsko pratavanje bakterija mligne kisjeline priprema se preparat iz
ukiSeljenog mlijeka. BakterioloSka petlja (eza) weosi u grus i obrtanjem oko ose
izvlaci. GruS razmazati na predmetnom staklu u tankonu db@z dodavanja vode.
Preparat osusiti na vazduhu ili u blizini plameniganjeSom etanola i etra (u odnosu 1:1)
izvrSiti fiksiranje preparata. U toku ovakve fikg§a bakterije uginu, vezufi se za
staklo, a uporedo s tim, etrom se izvlauklanja mast. To je neophodno zato Sto kapljice
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masti na preparatu ometaju bojenje i mikroskopeaniriksirani preparat obojiti
metilenskim plavim u trajanju 2-3 minuta, ispratidom, osusiti i posmatrati uz pomo
imerzije. Metilensko plavo je veoma dobra bojadaéterije mlij&ne kisjeline u mlijeku,
jer on slabo boji kazein, a dobro béglije. Tako se dobijaju jasni preparati. Na prepara
dominiraju sitne okrugléelije Lactococcus lactigpovezane u kratke lance. Ova bakterija
je izaziva prirodnog kiSeljenja mlijekaCesto se na preparatu zapazaju tanki &tapila
Lactobacillus razligite velicine. Cesto se nalaziLactobacillus bulgaricusizazivas
prirodnog kiSeljenja mlijeka u juznim geografskimirtama. Optimalna temperatura za
rast ove vrste bakterija je %D. Kada se na povrsini ukiseljenog mlijekai@aaviaka
koju stvara mléna plijesan Geotrichum candidum (Oidium lactisy razmazu se
uocavaju i micelarne niti éetvorougaone okrugleelije (oidije).

Slika 76. Lactobacillus acidophilus
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Vjezba XIlI
MikrobioloSko ispitivanje sto¢ne hrane
Pitanja

Zasto je potrebno vrSiti mikrobioloska ispitivasi@ine hrane?

Koji mikroorganizmi se prema vaden zakonskim propisima ne smijudial
509 st@ne hrane?

3. Kako se vrsi ispitivanje stoe hrane na prisustvo salmonela?

4. Kako se ispituje ukupan broj aerobnih mezofilnitkradorganizama u st0oj
hrani?

N =

Subjekat u poslovanju hranom za zivotinje duzadgebezbijedi usaglasenost hrane za
zivotinje sa posebnim mikrobioloSkim kriterijuminza hranu za zivotinje i preduzima
mjere i primjenjuje postupke kojima se garantujelpednost hrane za zivotinje. Na
trziSte se moze stavljati samo hrana za zivotioja ke bezbjedna i koja nema negativan
uticaj na Zivotnu sredinu ili dobrobit ZivotinjaCesto su krmne smje$e kontaminirane
mikroorganizmima koji izazivaju bolesti zivotinja,samim tim predstavljaju i opasnost
po zdravije ljudi. Nije rijetka pojava obolijevanjaudi od salmoneloze kao posljedice
koriS¢enja mesa zivine ili jaja kontaminiranih salmonelanstaine hrane. Stma hrana

i sirovine koje sluze za proizvodnju krmnih smjepeemaPravilniku o maksimalnim
kolicinama Stetnih materija i sastojaka u &oj hrani (Sluzbeni list SFRJ broj 2/90),
mozZze najviSe da sadrzi:

Statna hrana Broj bakterija/g Broj kvasaca/g
Krmne smjeSe za odrag 100.000.000 300.000
Zivotinje

Krmne smjeSe za mlade zivotinje  10.000.000 50.000
Hraniva animalnog porijekla 50.000.000 10.000
Hraniva biljnog porijekla 100.000.000 300.000

Premaclanu 9 ovog pravilnika broj patogenih mikroorgammau sténoj hrani moze
biti:

Statna hrana Patogeni mikroorganizmi Broj
mikroorganizama

Hraniva i krmne smjeSe Sulfitoredukujuée klostridije 1000/g

Hraniva i krmne smjeSe Salmonele 0/50g

Hraniva i krmne smjeSe 0/509g

Statna hrana takie ne smije sadrzati toksine toksigenih bakterijagu(Clostridium
botulinum, Clostridium perfringenisStaphylococcus aureu8lan 10 Pravilnika). Ovim
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pravilnikom takae su propisane maksimalno dozvoljene diné toksina toksigenih
plijesni u sténoj hrani (aflatoksin, zearalenon, ohratoksin, didteni, ¢lan 11
Pravilnika). Maksimalne kaline ostataka pesticida, zatim Katie neorganskih materija,
prirodnih organskih otrova, otrovnih biljaka i #oje se smiju nd u sta:noj hrani takde
Su propisane ovim pravilnikom.

Uzimanje uzoraka sta@ne hrane za mikrobioloSko ispitivanje

Najmanja koltina uzorka sténe hrane koji se Salje na mikrobioloSko ispitivaingba da
iznosi 500g, odnosno 1000g ako se sumnja da jehrazvala oboljenje.

Pakovanje uzoraka st&éne hrane

Uzorke staviti u sterilne, zatvorene staklene pesilidu sterilne plastine kese. Uzorke
oznaiti kartonskim privescima, sa podacima, kao Sto su:

- naziv i ukupna kodiina hrane za stoku,

datum proizvodnje

proizvaiac

vlasnik

- svrha ispitivanja itd.

Kod sumnje da je hrana izazvala oboljenje datiije®amnestike i druge podatke o
oboljeloj zivotiniji.

Slanje uzoraka st&ne hrane
Uzorke hrane za stoku poslati u laboratoriju parkur
Utvr divanje broja aerobnih mezofilnih bakterija

Uzorak sténe hrane se dobro izmijeSa, odvoji 10g u sterildenenajerovu tikvicu sa
staklenim zrncima. Pripremiti osnovno rateaje 10" sa 90ml sterilnog fiziologkog
rastvora. Osnovno raztenje homogenizirati 10 minutadno ili masinski. Od osnovnog
razralenja pripremiti decimalna raatenja do 16 ili viSe, uzimajéi 1ml razretenja i
9ml fizioloSkog rastvora. Za svako rademje uzeti sterilnu petrijevu plo i zaliti
otoplienim i na 48C ohlafenim tripton glukoza agarom. SadrZaj zasijanih ijesth
plo¢a promijeSati sa 20 kruznih i 20 unakrsnih pokrataatim plée ostaviti da podloga
odvrsne. Zasijane podloge inkubirati 48h nd@7 Nakon inkubiranja, aparatom za
brojanje s lupom izbrojati kolonije na glma u kojima je izraslo 30-300 kolonija.
Dobijeni broj pomnoziti sa decimalnim rademjem i izraziti ga kaaukupan broj
aerobnih mezofilnih bakterija u 1g uzorka.

Utvr divanje koliformnih bakterija

Prisutnost i broj koliformnih bakterija u uzorku sévrduje zasijavanjem po 1ml
oshovnog razeenja 10" i sledéih decimalnih razréenja u epruvetama s brilijant
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zelenim laktoza Ztnim bujonom. Zasijane podloge u koje su umetnutehamuove
cjewice inkubirati 48h na 3C. Stvaranje gasa vise od 1/3 durhamove digev
izrazavamo kao titar koji pokazuje broj koliformrbakterija u uzorku.

Izolovanje i identifikacija koliformnih bakterija bavlja se presijavanjem sadrzaja
epruveta u kojima je stvoren gas ezom, na briliggleni agar. 1zolovane kolonije se
presijavaju na trostruki 8er i dalje determiniSu biohemijskim nizom (IMVC:dol-
metilredvogesproskauer-citrat) i na osnovu drugibjsava.

Utvr divanje sulfitoredukuju éih klostridija

Po 1ml osnovnog raztenja 10' i sledéih decimalnih razréenja stavi se pipetom u 2
epruvete veliine 16x160mm. Jedna epruveta se zagrijava u vodémpatilu 10min na
80°C, a zatim se u obadvije nalije otopljeni i nA@®hlateni sulfitni agar. Stub nalivene
podloge ne smije biti nizi od 140mm. Sadrzaj eptavpromijeSati blagim okretanjem
medu dlanovima, zatim brzo ohladiti pod mlazom vodénkubirati 48h na 3C
Karakteristtne crne kolonije izrasle u anaerobnim uslovimarsglpdaju mikroskopski.
Za dokazivanje anaerobioze, crne kolonije sa dmavepe se prenesu na krvni agar i
inkubiraju 24h na 3C.

Utvr divanje salmonela

U sterilnu erlenmajerovu tikvicu se stavi 50g uzoikprelije sa 250ml tetrationat ili
selenit bujona. Bujon ndkati rucno ili masinski 10 minuta, a zatim inkubirati 18k2da
37°C. Dobijenu bujonsku kulturu dobro protikati i po 1 ezu bujonske kulture razmazati
po povrSini dvijuc¢vrstin podloga za salmonele: SS (salmonela-Siggkr)a bizmut
sulfitni agar. Podloge inkubirati 24h na’87 Nakon inkubiranja, po nekoliko kolonija
sumnjivih na salmonele presijati na trostrukiete inkubirati 24h na 3. Kulture koje

i na trostrukom Seeru rastu poput salmonela se dalje biohemijskialegki determiniSu.

Postupak sa uzorcima sténe hrane nakon ispitivanja

U laboratoriji se sa uzorkom hrane preduzimaju tejbne mjere opreza. Nakon
zavrSenog radacestiti i dezinfikovati radne povrSine. Uzorke hratevati na suvom
mjestu i sobnoj temperaturi u plastim kesama ili kartonskim kutijama u periodu od 3
mjeseca od momenta prihvatanja uzorka u laboratddgkon tog perioda se steriliSu u
autoklavu.
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Mikrobiolosko ispitivanje namirnica animalnog porij ekla
Pitanja

1. Koje vrste namirnica ubrajamo u namirnice animalpogjekla?

2. Koja su mikrobioloska ispitivanja obavezna za narm# animalnog porijekla
(prema naSim zakonskim propisima)?

3. Kako se tumée rezultati mikrobioloSkih ispitivanja prema PFitalku o
mikrobioloSkim kriterijumima i Vodiu za mikrobioloSke kriterijume?

Namirnice animalnog porijekla su: meso i proizvodi mesa, mlijeko i proizvodi od
mlijeka, jaja i proizvodi od jaja, riba, druge vedezivotinje i proizvodi od njih, med i
drugi geelinji proizvodi. Zakonom o bezbjednosti hrane dgfinisano da je subjekat u
poslovanju hranom ili hranom za zivotinje, odgamrza bezbjednost hrane ili hrane za
zivotinje u svim fazama proizvodnje, prerade imlstcije. Subjekti koji proizvode hranu
su duzni da uspostave sistem analize opasnaticinkh kontrolnih t&aka (engl. Hazard
Analysis and Critical Control Points, HACCP), kopmoguwuje prepoznavanje
mikrobioloSkih, hemijskih i fiztkih ¢inilaca koji mogu biti Stetni za zdravlje ljudi.
Mikrobioloski kriterijumi o dozvoljenim vrstamaliroju mikroorganizama, bakterijskih
toksina i histamina u hrani opasnih po zdravlfeikrobioloSki kriterijumi za higijenu
procesa proizvodnje, metode odik@nja i procjenu, propisani suPravilnikom o
mikrobioloSkim kriterijumima za bezbjednost hrane (" S. List CG", br. 53/2012). U
objektima za klanje zivotinja ili u objektima u koja se proizvodi mljeveno meso, mesne
preralevine, meharki odvojeno meso ili svjeze meso uzimaju se uzore
mikrobioloSka ispitivanjanajmanje jednom nedjeljno. Pored uzorkovanja hrane,
Pravilnikom je propisano da proizvodjdnrane mora obavezno da uzima uzorke s
proizvodnih povrSina i opreme (briseve) u objektimiojima se proizvodi gotova hrana
koja pogoduje rastu i razvoju bakterijamonocytogenes

Uzimanje uzoraka za mikrobioloSko ispitivanje

Pri uzorkovanju se moraju uvazavaticael dobre higijenske prakse. Obavezna je
higijena ruku, pranje i dezinfekcija, noSenje raddge. Pribor i posude za uzorkovanje
moraju biti sterilne. Uzorak mora biti reprezemntah u odnosu na seriju hrane od koje se
uzima. Prilikom uzorkovanja, uzorko¥amora uzeti broj elementarnih jedinica uzorka
koji je propisan Pravilnikom o mikrobioloSkim kriigma za hranu. Osim uzetog broja
jedinica potrebno je voditi tana i o kol€ini uzetog uzorka, odnosno kd&hi jedne
elementarne jedinice. Prepdema minimalna kotina uzorka (jedna elementarna
jedinica uzorka) za mikrobioloSko ispitivanjegB0g ili mlili jedini¢no pakovanje.

Cuvanije i transport uzorka
U postupcima uzorkovanja se mora definisati vrijeatk trenutka uzimanja uzoraka,
dolaska u laboratoriju, vrijeme do gaika ispitivanja (koje bi po pravilu trebalo da bud

do 6 h, a ne bi smjelo biti duze od 24 h) i usldwvanja (temperatura, izlaganje
surtevoj svjetlosti i dr.). Vrijeme od trenutka uzimanjzoraka do petka ispitivanja za
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razlicitu hranu je navedeno u normi standarda MEST EN T308. Uzimanje uzoraka
se vrsi u skladu sa normama standarda MEST EN ®04Li MEST EN ISO 7218.

- Uzorci moraju da budu dostavljeni u laboratomjlsto kréem vremenu od trenutka
uzimanja uzoraka.

- Uzorak hrane za koju je temperatutavanja definisana, mora s&vati na toj
temperaturi.

- Uzorak se mora transportovati u temperaturnirowisia koji ne dovode do
mikrobioloSkih promjena uzorka.

- Ohlatene uzorke treb&uvati i transportovati pri oddenoj temperaturi (ne zamrzavati),
usklaienoj sa prepotienom temperaturom, koja je navedena u originalmopadaZzi
hrane.

- Zamrznute uzorké€uvati i transportovati pri temperaturi i uslovimajiksprjetavaju
otapanje.

Ispitivanje uzorka

Laboratorije ovla&ne za mikrobioloSka ispitivanja hrane za potreispekcijskog
nadzora, moraju da budu akreditovane u skladuasalatdom MEST ISO/IEC 17025 -
“Opsti zahtjevi za kompetentnost laboratorija zatiganje i laboratorija za etaloniranje”
i moraju da rade ispitivanja akreditovanim metodama

Interpretacija rezultata mikrobioloskih ispitivanja

U skladu sa mikrobioloSkim kriterijumima, postojevad n&ina tuma&enja rezultata
sprovedenih mikrobioloSkih ispitivanja uzoraka reanPrvi n&in je kada je u
mikrobioloSkom kriterijumu datgedna graniéna vrijednost (m=M) pa ¢e rezultati
ispitivanja biti zadovoljavajuéi ili nezadovoljavajwti. Ovakva grarina vrijednost i
interpretacija rezultata uglavnom se primjenjujeKziderijume bezbjednosti hrane.
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Primjer uzet iz Pravilnika:

Kategorija Mikroorganizan | Plar Gran Ispitna Faza L
hrane uzimanja | vrijednosti| ref. kojoj se
uzoraka metoda | kriterijum
primjenjuje
n C m M
1.¢ Mesni Salmonell: 5 0 Ne smije | MEST Proizvod
proizvodi biti u EN U prometu
od Zivinskog 259 ISO tokom
mesa, 6579 njegovog
namijenjeni m=M roka
za upotrebe
konzumiranje
poslije
kuvanja

(Znacenje oznaka u tabelama Pravilnika:
n= broj elementarnih jedinica uzorka kajne uzorak,
c= broj jedinica uzorka, u kojima se dobijene wdlijgsti ispitivanja mogu nalaziti izrde "m" i

"M", pri demu se uzorak smatra prihvatljivim, ukoliko je geia vrijednost ispitivanja u ostalim

jedinicama uzorka jednaka "m" ili manja od "m"

m= granicha vrijednost ispod koje se svi rezultati smatzgdovoljavajdim
M= grani¢na dopusStena vrijednost iznad koje se rezultatitemjuanezadovoljavajtim.
Ukoliko samo jedan rezultat prelazi tu vrijednastorak je nezadovoljavaju
n.n.= nije nafeno)

U ovom sléaju rezultati sprovedenih mikrobioloskih ispitivanpterpretiraju se na
slied€i n&in:

Zadovoljavajuéi: Ako svih 5 (n) uzoraka pokaze odsusSamonellau 25g;

Nezadovoljavajute: Ako je ustanovljen&almonellau 25g u bilo kojoj elementarnoj
jedinici uzorka.
Drugi n&in je kada su u mikrobioloSkom kriterijumu dateje\granéne vrijednosti

(m i M) pa se dobijeni rezultati ispitivanja mogu interpedt kaozadovoljavajuci,
prihvatljivi ili nezadovoljavaju ¢i. Dvije granéne vrijednosti i tri mogée interpretacije
rezultata uoliajene su za Kriterijume higijene u procesu proizyed

86



Primjer uzet iz Pravilnika:

Kategorija | Mikroorganizam| Plan Gran. Ispitna Faza u kojoj| Mjera u sl¢aju
hrane uzimanja | vrijednosti ref. se nezadovoljavajtih
uzoraka metoda kriterijum rezultata
primjenjuje
n|c m M
2.1.8.| Mesne E. coli 512 500 5000 MEST Kraj PoboljSanje
preratevine cfu/g cfu/g ili EN proizvodnog| higijene
ilicm? | cn? ISO procesa proizvodnje,
16649-1 izbora i/ili
ili porijekla sirovina
MEST
ISO
16649-2

U ovom sléaju rezultati sprovedenih mikrobioloSkih ispitivanjnterpretiraju se na
sljede&i n&tin:
Zadovoljavajuce: Ako su sve ustanovljene vrijednosti manje od 5Q@g:ili crre

(<m).

Prihvatljivo: Ako su maksimalno 2 (c) od 5 (n) dobijenih vrijedtiozmeiu 500 i
5000 cfu/g ili cnd (izmeiu m i M), a ostale dobijene vrijednosti manje #idpake

500cfu/g €m).

Nezadovoljavajute: Ako je jedna ili viSe vrijednosti i@ od 5000 cfu/g ili cmn

(>M), ili ako je vise od 2 (c) od ispitivanih 5 (njipednosti izmeau 500 i 5000 cfu/g ili
cne(izmeiu mi M).
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Primjeri

mikrobioloSkih kriterijuma za neke namicgi

mikrobioloSkim kriterijumima za bezbjednost hrane

1. MESO | MESNE PRERADEVINE

prema Pravilniku o

1.1Sirovo meso i meso zivine, proizvodi od sirovog aesiesa Zivine, svjeze i

smrznuto
Hrane Plan uzorkovan] | Kriterijumi
Mikroorganizmi/njihovi
toksini i
metaboliti n o
1.1.1. Sirovo mesc | Selmonella spy 5 0 n.n. u 25
trupova, Listeria monocytogene | 5 0 n.n.u25
polovina i Enterobacteriacea 5 0 n.n. u 1
cetvrtina Sulfitoredukujiée 5 0 n.n. u 1
(najmanje | Kklostridije
jedan cm Koagulaza pozitivn 5 0 n.n. u 1
ispod stafilokoki
povrSine) | / Staphylococcus aureus
Aerobne mezofiln 5 2 m=103cful(
bakterije M=10"cfu/g
3. Mlijeko i mlije ¢ni proizvodi
3.1. Mlijeko i mlije¢ni napici
Hrane Plan uzorkovan| | Kriterijumi
Mikroorganizmi/njihovi
toksini i
metaboliti n o
3.1.1. Pasterizovan/| Salmonella sp| 5 0 n.n. u 25m
mlijeko i Listeria monocytogene | 5 0 n.n.u25mn
mlijecni Koagulaza pozitivn 5 0 M=
napici stafilokoki 10cfu/ml
|/ Staphylococcus aureus
Enterobacteriacea 5 2 m < 1cfu/
Iml
M=10cfu/ml
Aerobne mezofiln 5 1 m=1Ccfulg
bakterije M=10"cfulg
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NORMATIVI MIKROBIOLOSKE CISTOCE ZA PREDMETE, POVRSINE |
RUKE KOJI DOLAZE U DODIR S HRANOM

Normativi mikrobiolosketistoce za predmete, povrSine i ruke koji dolaze u dsdir
hranom odréuju se u skladu s normom ISO 18593- Mikrobiologijane i hrane za
Zivotinje - Horizontalne metode za postupke uzogkga s povrSina upotrebom
kontaktnih pl@a i briseva:

PREDMETI, POVRSINE, Aerobne mezofilne Enterobacteriaceae
RUKE bakterije

odgovari | ne odgovar | odgovari | ne odgovar
Porculanske, staklene, glatl <10 >1C 0-1 <1
metalne povrsine cfu*/ctn (<1) (>1)
Ostale povrsir <10 >1C 0-1 >1
(drvene, plastine, kamene i sl.) (1) (=1
cfu*/cm?
Tanjiri, zdjelice <100 >10( 0-1 >1
pribor za jelo i manje pose (<1) (>1)
cfu*/ml ili cm?
Boce ili ambalaza : 0-1 >1 0-1 >1
tecnosti cfu*/ml
Ruke lica u dodir <200 >20C 0-1 >1
s hranom cfu*/ml ili crf (<2) (>2)

«cfu — broj kolonija bakterija

Ispitivana povrSina za detekciju spediiih (npr. Listeria monocytogenad Salmonella
spp.) i drugih patogenih mikroorganizama, mora &ind00 cm do 1000 crm Kontaktne

i otisne pl@ice ne mogu se koristiti za detekciju patogenaludagu vidljivih negistoca
potrebno je provesitis¢enje i dezinfekciju prije mikrobioloSke evaluacijrijednosti
navedene u zagradama odnose se na otisak. Normatilici obavezni su za objekte
pod nadzorom sanitarne inspekcije.
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Vrijednosti mikrobioloSkih parametara hrane koja nije bezbjedna prema Zakonu

0 bezbjednosti hrane Crne Gore

PARAMETAR/TOKSIN

Potencijalan rizik u poglec
prisutnosti/broja
bakterija

Potencijalan rizik u pogled
toksina

Salmonelle

pozitivno u 25g uzork

Listeria monocytogene

> 1C cfulg

Bacilus cereu:

> 1C cfu/g, m

Bacilus ceeus

> 1Ccfu/g, m

Potvidena sposobno
stvaranja dijarealnog ili
emettkog toksina pri
izoliranoj skupini

Vibrio parahaemolyticu

> 1C cfulg

Campylobacter spy

pozitivno u 25g uzork

Koagulaza pozitivn
stafilokoki
Staphylococcus aureus

> 1C* cfu/g, m

Potvidena sposobno
stvaranja stafilokoknog
enterotoksina

Stafilokokni enterotoksit

pozitivno u uzork

Potvidena prisutnos
stafilokoknog enterotoksina u
uzorku hrane

Yersinia enterocolitic

pozitivno u 25g uzork

Clostridium perfringes

> 1C* cfu/g, m

Clostridium botulinun

pozitivno u 1g uzork

Potvidena sposobno
stvaranja toksina pri
izolovanoj skupini

E.coli (VTEC)

pozitivno u 25g uzork

Potvidena sposobno
stvaranja verotoksina pri
izoliranoj skupini
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Za mikrobioloSka ispitivanja hrane

primjenjuge sljedée ISO metode:

Mikroorganizan

Metode

Salmonelle MEST EN ISO 657
Listeria monocytogene MEST EN ISO 1129-1i 2.
E. coli ISO 1664¢-1,2i 3

Broj aerobnih kolona

MEST EN ISO 483

Enterobaceriaceas¢

MEST EN ISO 2152-1i 2

Bacilus cereu:

MEST EN ISO 793

Koagulaza pozitive stafilokok
Staphylococcus aureus

EN ISO 688-1i 2

Clostridium perfringen:

ISO 793

Clostridium botulinurn

ISO/TS 17919

Yersinia enterocolitic

ISO 10273:2003I, SO/TS 18867

Cronobacter sp|

ISO/TS 22964:2006

Vibrio parahaemolyticL

ISO/DIS 21872

Campylobacter sp

ISO 10272-1

Priprema namirnica za mikrobioloSko ispitivanje

Obuhvata:

- pripremanje uzorka za ispitivanje - homogenizacija
- priprema poetne suspenzije (osnovnog radgaja) i
- priprema decimalnih razblazenja za mikrobioloSkmtiganje, prema ISO 6887-

1: 2008.

Odmjerena kotiina uzorka za osnovno razignje se prethodno homogenizuje.

Homogenizacija se moze vrSiti uz paintarionika i tuika i
homogenizacije u tarioniku,

u Erlenmajeru se pnpae osnovno

stomahera. Nakon
razdenje

muckanjem ili vibriranjem u toku 15 minuta. U stomahese homogenizacija vrSi u
sterilnoj “stomaher kesi” u trajanju 1-2 min.

Slika 77. Homogenizacija uzorka u tarioniku

Slika 78. Stomaher

za homogenizaciju uzoraka
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Patetna suspenzijaognovno razblazenj¢ je suspenzija, rastvor, ili emulzija
dobijena posSto se izmjerena Kkatia proizvoda koji se ispituje, izmijeSa sa
devetostrukom kofinom sredstva za razblazivanje (20ml ili g uzorkal&0ml,
10ml/g u 90ml ili Iml/g u 9ml sredstva za razblafije (peptonski slani rastvor ili
puferisana peptonska voda).

Sastav peptonskog slanog rastvora je: proizvodveskag razlaganja kazeina 1,0 g,
NaCl 8,5 g, voda 1000 ml. Sastav puferisane peg&wusde je : proizvod razlaganja
Zivotinjskog tkiva 10,0 g, NaCl 5,0 g, dinatrijundiogen fosfat-dodekahidrat
(NaxHPO4x12H0) 9,0 g, kalijum-dihidrogen-fosfat (KiR#O4) 1,5 g, voda 1000 ml.
Temperatura sredstva za razblazivanje treba da puldleno ista kao i temperatura
okoline da bi se izbjeglo oftenje mikroorganizama. Pripremadetne suspenzije
omoguava ravnomjernu raspodjelu mikroorganizama, kojnakze u dijelu uzorka
za ispitivanje.

Dalja decimalna razblazenja su suspenzije ili rastvori dobijeni mijeSanjem
izmjerene zapremine petne suspenzije sa devetostrukom zapreminom seedstv
razblazivanje i ponavljanjem ove operacije sa daljazblazenjima, sve dok se ne
dobije niz decimalnih razblazenja podesan za iraju podloga. Cilj pravljenja
daljih razblazenja je da se smanji broj mikroorgama po jedinici zapremine, Sto
poslije inkubacije omogiava: posmatranje rasta (u epruvetama, bocama) i
brojanje kolonija (na petri pléama).

1.0mL Serial Dilution

transfer

1.0mL 1.0mL 1.0mL 1.0mL 1.0mL
transfer  fransfer transfer transfer  transfer

[

concentration; C e 102 10 ¢ 1004¢ 10°C

T 10mL total
o
plind s

01 mL
transfer

count colonies = N
each colony grew
from a single cell

Osnovno razblazenje
20 g uzorka + 180 ml
FR / PPS / 2% Na-citrat

Slika 79. Priprema serije razdenja
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Redosljed postupaka priizolaciji i identifikaciji mikroorganizama iz
namirnica

- Predobogéenje: koristi se neselektivnicei medijum u cilju oporavka subletalno
oStetenih celija

- Obogé&enje — koristi se selektivnidei medijum u cilju povéanja broja “target”
mikroorganizama

- Izolacija — koristi se selektividvrsti medijum za dobijanje pojedi&ra@h kolonija

- Identifikacija - makro i mikromorfologija, fenglizacija, serologija, PCR metode

SALMONELLA VRSTE - ISO standard EN I1SO 6579

Predobogatenje: koristi se puferisana peptonska voda (Bufferegkgne water - BPW)
Podloge za obogé&enje

- Rappaport Vassiliadis bujon;

- Muller-Kaufman tetrationat bujon;

Ove podloge inhibiSu aktivnost kompetitivne mikos# i stimuliSu rast salmonela.

Selektivno diferencijalne podloge

XLD agar (Xylose Lysine Desoxyholate agar)
BG-agar (Briliant green agar —modifikovani)

Podloge za ispitivanje biohemijskih karakterist{i@entifikacija): dvostruki Séer po
Kligleru, kosi agar sa ureom po Christensenu (ol (-), Metil crveno (+), Voges
Proskauer (-), Simons citrat (+), Fenil alanin KEN (-) (oznake u zagradi se odnose na
reakciju salmonela)

LISTERIA MONOCYTOGENESSO standard EN SO 11290-1i EN 1SO 11290-2

- Za obogéenje se koriste #@e podloge

- Half Fraser bujon — Kkoristi se za primarno obogmje (inhibiSe se rast drugih
mikroorganizama)

-Fraser bujon — koristi se za sekundarno obégaje

Selektivno diferencijalne podloge:

- Palcam agar;

- ALOA (Agar Listeria according to Ottaviani and Agosti)
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- Na aloa agaru kolonije. monocytogenesu karakteristinog izgleda: sivo plave,
okrugle, sa zonom prosvjetljenja (slika 80).

Slika 80. Rast kolonijaL. monocytogenesia Aloa agaru
(plave, okrugle, sa zonom prosvjetljenja)

= Krvni agar - hemoliza - CAMP test
- Polute¢ni hranljivi agar — pokretljivost —“kiSobran”

BROJ AEROBNIH KOLONIJA

Za odrdivanje broja kolonija aerobnih bakterija korise podloga za ukupan broj
bakterija (sadrzi tripton, ekstrakt kvasca, dekat). Zasijavanje se vrSi iz pripremljenih
decimalnih razredjenja.

STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Iz pripremljenih decimalnih razrjenja zasijava se selektivno diferencijalna podloga
agar pdaird Parkeru (ETPGA, sa dodatkom Zumanceta).

Slika 81 Izgled kolonijaS. aureusia Baird parker agaru
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CLOSTRIDIUM PERFRINGENS

Predobogatenje —koriste se téne podloge:

Tioglikolatni bujon, 7 dana; 35 +%C, zamienje podloge, povrsina bistra
Selektivno diferencijalne podloge

TSC agar (triptoza sulfit cikloserin) - inkubacija na 3C, anaerobno, 20 + 2h
— crne kolonije

Slika 82.Kolonije C. perfringensia TSC agaru

ESCHERICHIA COLI 4SO Standard 16649
Selektivha podloga

Brilijantzeleni laktoza Z&ni bujon (BZLZ bujon) , sa Durhamovim cjigama

Selektivno -diferencijalne podloge

Ljubicasto crveni zéni agar (VRB —Violet Red Bile)

Slika 83.BZLZ bujon Slika 84.1zgled kolonijaE. colina VRB agaru
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TB X AGAR (Chromogenic Tryptone Bile X Glucuronidegar TBX, slika 85.)

Slika 85.Plavozeleno obojene koloniie coli na TBXAGARU

Podloge za izvdenje biohemijskg niza

Za biohemijsku identifikacijiE. coli koristi se dvostruki $er po Kligleru, podloge za
dokazivanije indola, redukciju metilcrvenog, dokarije acetilmetilkarbinola (Voges-
Proskauer reakcija) i podloga za dokazivanje raziggcitrata.

ZHARDY

Slika 86. Dvostruki Séer po Kligleru Slika 87. Promjena boje dvostrukogé&a usljed rasta
E. coli

MIndole Test = Methyl Red Test VP Test Citrate Agar
1

Slik 88. Biohemijske reakcij&. coli(indol +, metilcrveno +, VP -, citrat -)
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Kvasci i plijesni: izoluju se na selektivnoj podlozi - Sabouraudraga
Bakterije mlije ¢ne kisjeline — laktokoke (actococcuspp.) se izoluju na M-17 bujonu
i M17 agaru, a laktobacilLéctobacillusspp ) na MRS bujonu i MRS agaru.
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