Laboratorijas darbs 14

Nosaukums: Ka izaudzet bakterijas.

Merkis:

lepaZstinat studentus ar sterilizijas un dezinfekcijas metdoh, barotu veidiem un balktiju
kultiveSanas principiem.

Teoretiskais pamatojums

Mikroorganismu kultigSana.

Darba uzdevumi

e |epadties ar mikrobiolg@ijas laboratorijas iektu un darba draBas noteikumiem.

e |zliet agariztas barotnes ZPA Petri trayos.

e Parbaudt gaisa mikrobiolgisko stvokli dazdas tel@s, izmantojot sedimeiitijas metodi.
e Zarnu rujinas konstaSanauden

e Zarnu rujinas grupas baétiju klatbutnes konst@Sana uz virsam.
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,Natura in minimis maxima”
L.Pasters

Teoretiskais pamatojums.

Darbs mikrobiolgijas laboratorij saistts ar mikroorganismu — mikroskopiski mazu bipsku
butpu, kas ir mums visapkt, izdaiSanu un ptiSanu. Mikrobi atrodas visur un piegslimisu
dzives vigis nori€s. Tie ir U@s un ezeros,tjas, udern, kuru neés dzeram, tie ir gais kuru nes
elpojam un uz visiem priekSmetiem, kurus lietojdioti daudz mikroorganismu ir augsrMikrobi
atrodas uz msukermepa un & ieks.

Laboratorijas darbu galvenaisérkis ir apdit mikrobiologiskas metodes, izprast bakiju
svafigo lomu niisu ikdienas dixé un to unikilo lomu dala.

Darbs mikrobiolgijas laboratorij atkiras no darba dis ziratniskas laboratorgs tiesi ar
to, ka vajag obligti ieverot sterilifati. Ta, ka mikroorganismi ir visapikt , ja nes gribam stdat
tikai ar daziem no tiem, munieti jaizvairas no citiem mikroorganismiem. Gaisam, bagatn
instrumentiem, visiem priekSmetiem, ar kurierésmstidasim, jabiat steriliem. Dazos gagimos
mikroorganismi var @it bistami, ipec pret visam mikroorganismu kult aram jaizturas ar
piesardZbu. Stingri ieverot droSibas tehniku.

1. Serilizacija

Par sterilizaciju sauc visu dixibas formu izicinaSanu lida objek& — barot®, traukos u.c.
Mikroorganismu iziicinaSanai izmanto dadus faktorus: paaugstitu temperatru, UV starus,
jonizgjoSo radiciju, kimiskas vielas.

Biezi mikrobiolagzija izmantotermiskas sterilizacijas metodes:sterilizaciju ar liesmu,
sauso sterilizciju (ar karstu gaisu), steriliziju ar pieatinatu tvaiku zem spiediena
(autokhvesanu).

Ar liesmu sterilize nelielus metla vai stikla priekSmetus: bakterigigkas cilpas un adatas,
megenu kaklus, Spates, priekSmetstiklus u.c. PriekSmetus no stiklai@a®rkt spiréa un spirtu
aizdedziat. Stikla priekSmetus nettist tut liesm, jo tie var saspgt.

Ar sausas sterilizacijas metodi steriliz stikla traukus (r&genes, Petri traukus, pipetes u.c.).
Saud karstum sterilizz aif metla priekSmetus, pulverveida vielalas, bet ne gumijas
priekSmetus. Parasti priekSmetus stefiizstundas 160-18C temperatra. Kad pagjis
sterilizacijas laiks, sterilizatoru iz&tlz un pagaida, ka&n priekSmeti atdziesidz istabas
temperairai.

Sterilizacija ar tvaiku zem paaugstirata spiediena (autokfiva). Sados apstk|os steriliz

barotnesfdeni, &idumus, gumijas priekSmetus. Rigsatais tvaiks pastiprina paaugstiis



temperairas ietekmi uz mikroorganismiem. Autai ir metila sterilizicijas kamera ar dubain
sieram. Autoklava apvalld iepilda destidtu tideni. Autokhvu ieskdz, idens sakarst un veido
tvaiku. Tvaiks izspiez gaisu no autakh kameras. Kad pa cauituizplist vienngriga tvaika
strikla, autokiivu herngtiski noskdz. Turpinot kar&Sanu, ckas spiediens. Ja spiediens ir 1
atmoséra (virs nornala), temperatra ir 121 C. Sida reAma iet boj visas bakrijas, af to sporas.
Parasti steriliz 20 min.

Ja psteriliz¢ materils, kas slikti vada siltumu (pietgram, @rsienamais matesis),
sterilizacijas laiks var bt lidz 45 min. DaZzos g&dmos paaugstina spiedienu. Paaugstin
spiedienu izelas tad, jagsterilizé augsne.

Ja barotnes vakftlumi satur termaitigus savienojumus izlas 0,5 atm. spiedienu
(112C). Sida reAma iet boj tikai vegetaivas Sinas, #dg] steriliziciju atkarto vél divas reizes ik
pec 24 stundm. Starplaikos baktiju sporas izthst un @rverSas vgetaivajas dinas un rakoSap
sterilizacijas reiZ iet boj. Barotnes, kas satur cukurus un Zelatneiesaka sterilét pie 1 atm.

Ja matedils jasterilize arplastoSu tvaiku, autokkvu herngtiski nenostdz. Steriliz 35-45
min., sterilizAciju atkartojot 2 reizes ik pc 24 stundm.

Parpasterizaciju sauc vienreigu kar€$anu temperata, kas zeraka par 108C (parasti 60-
80°C). Apstides laiks atkags no tilpuma un tempefaas. Parasti paste&i80 min. Pastericija
iet bop tikai vegetaivas §inas. Sporas paliek as.

Sterilizacija ar stariem. Sterilizacijai izmanto UV, Rentgena un citus starus. Bakidzi
iedarhiba ir atkaiga no vinu garuma, starojuma interigs un apsides ilguma.

UV starus parasti izmanto mikroorganismuizmsSanai gaig laboratorifis, boksos, opéciju
telpas, farmaceitisks mipricas.

Kimiska sterilizacija — objektu apsaide ar bakterilam vielam. VisbieZk izmanto
virsmam. Var pielietot 5% fenolu (karbolski), 0,5-5% borskbi, 70% etilspirtu, 0,2-5%
hloramnu, 1-3%udegraza perokslu.

Aukstu sterilizaciju ar filtru pal 1dzibu var izmantot. dadu &idumu un baraiu
atbiivoSanai no mikroorganismiem. Bidelietoto filtru poru diametrs 0,45 vai 0,22 mikrem.

Poru lielums apimé ar numuriem

Sie bakteriolgiskie filtri var bit no nitrocelulozes, celulozes aatet poliamda, azbesta, porcela
vai cita matetila.

Membranu filtrus visbiezk izmantotudenu bakteriolgiskai anaizei. Izfiltréjot noteiktu
adens tilpumu caur filtru, var sakoncesttbakerijas uz filtra. Filtrus kiiso un saskaita baktjas

caur mikroskopu.

2. Bakteriju kultiv €éSana, barotnes.



Mikroorganismu augSanai nepiecieSamashaarvielas. Mikroorganismu &gs izmantot

noteiktas babas vielas itoti dazdas. Tasanem \era, sasidot barotnes. Baro#jabiat C

(ogleklis ), N (sipeklis ), S (&rs), P ( fosfors K (kalijs ), Mg ( magnijs ) un citu elementu

avotiem.

Pirmas barotnes bijak&dras. Cieis barotnesaka izmantot Roberts Kohs (1881.g. pubtia).
R.Kohs -1905. gada Nolzepemijas laurats, pieadija, ka Silirijas nmera izraigtajas ir bakérijas.
VinS nopubli¢ja plasSu metodi;itu kultiru iegiSanai. Rda veida tika likti pamati medimiskas
mikrobiologijas” zelta laikiem”.

Sakot st&dat mikrobiologijas laboratorj, svargi iemacities patstvigi gatavot visas

pamaiu barotnes.

Ertak ir izmantot fipnieciski raZotus barpti sausos koncemtus (Agara sauso zivju
barotni, Endo barotni un citi ) kas pirms steg#ianas tikaigat&aidaadenn.

Barotnes klasifikacija

Blivums Sagivs lzpEtes nerkis
Skidras singtiskas univeralas
Cietas pussigtiskas diagnostiskas
kompleksas selektas
elekivas

Mikrobiologija izmanto garskidr as, ganblivas barotnes.
Blivas barotnes pagatavdidrai barotnei pievienojot sareaiaju. VisbieZk par sareciftaju
izmanto agaru.

Agara kimiskas uzhives pamaiir polisahatdi. Agaru iegist no firas artajgém. Lai ieditu
blivu barotni, pievieno 2-2,5% agara.
Agara koncen#itija atkarga no barotnes pH un agara kviét.

Agarizétas barotnes siiirinas 100 C temperatra, saciet 40-50 C temperalra.

Zelatinu par sarecifitaju izmanto reik. Zelainu iedist no kauliem, skrini@m un @pskm.
Zelatnakimiskas uzlives pamatir olbaltumvielas,ade] pasanas mikroorganismi tdé ar
saviem protedtiskiem fermentiem. Lai barotni saregin, pievieno 10-15% Zelmia. Zelains
iepriek$ noteikti juzbriedina aukatbarotre. 10% Zelans kst 32-34 C temperatra, saciet — 22-
26°C temperalra. ZelatiniZtas barotnesalams sterilizt pie 0,5 atm. Zelatinétas barotnes
izmanto mikroorganismu prota@bsko Sggju noteikSanai.

Blivas barotnes izmanto mikroorganismu kolonijuti&gnai, lai vaitu no &m



mikroorganismus izt tirkultira. Uz biivam barot@m viegkk konstagt kultiras infic¢Sanos ar
sveSiem mikroorganismiem.Bfis barotnes izmanto mikroorganismu uzgksdmai.

Skidras barot@s vieghk noteikt mikroorganismu biomasu ugtp daZidu faktoru ietekmi
uz kultiras augsSanu.

Sintetiskajam barotném ir noteiktskimiskais sag/s. Tas var sagivét no neorganisikn un
organiskim vielam, kas noteikt daudzura iz&idinatasaden. Dabiskas barotnes(kompleksas )
gatavo no dabas produktiemlas, ziim, piena, alus, misasardeniem utt. To prezskimiskais
sasfivs nav ziams. Sidas barot@s atbilstosie mikroorganisniwti labi vairojas, jo tdis ir ne tikai
nepiecieSamo elementu avoti, batargsanas faktori (vitamm, aminoskbes u.c.).

Bakriju kultiveSanai biezi izmanto ¢gs-peptona buljon(GPB) un gdas-peptona agaru
(GPA), ka an zivju-peptona buljon@ZPB) un zivju-peptona agafZPA). Gdas vai zivju
buljonam pievieno 1% peptona un 0,5% NaCiramais sals )Peptonsir gaas nepiligas

hidrolizes produkts un satur oligopghis un aminosibes.

GPA, GPB, ZPA un ZPB, mikrobiofja izmanto biezi,apéc tas daZlrt sauc par
universalam barotnem.

Daudzas barotnes lietpasm vajadzbam: mikroorganismu difereg8anai, noteiktu grupu
uzkraSanai un citm vajadzbam. AtbilstoSi nerkim izsir:

Selekivas barotnes veicina tikai noteiktu mikroorganismu augs pateicotiegimisku
vielu pievienoSanai, kaslatj augt tikai noteiktiem mikroorganismiem, jo Gitaonac.

Elektivas ( bagitinatas) barotnes satlimikalijas, kas veicina vajadgo mikroorganismu
augSanu, sadzinoSi ar citiem, n&lamajiem mikroorganismiem. Elakiis barotnes palz izdait
vajadZgos mikroorganismus no nevajagijiem, jo to sasva ir kimiskas vielas, kas veicina
vélamo mikroorganismu augSanu,igizinot ar citiem. Elekvo barohu paraugi ir barotnes ar
augstu 3als vai cukura koncerttciju ( prieks halafliem vai osmailiem), alus ar ekiskabes
piemaigjumiem, lai izaudztu etkskabas bak€rijas, gki sagriezta siena nakijums, siena @ijinu
Bacillus subtilisizdaiiSanai.

Diferencialas ( diagnostiskas ) barotnes saturathis komponentus, kdauj pgetniekiem
atXirt vienas baldriju sugas no ciim, pateicoties baétiju spjai dazdi metabolizt vai maint
barohuipa3bas. Diferendalajam barotem tiek pievienotas dadas késvielas, pieréram,
sarkanais fenols, enwrs, metiénzilais u.c. Bakliriju produ&ta metabolisma rezuita Sis barotnes
maina kasu. Dazas kisvielas, & pieneram, eoms un metiénzilais, inhilz dazu baldriju
augSanu. Izmantojoiskrasvieluipadbas ir izveidota barotneMB (eosin methylene blue) agars,
kuru izmanto ka diferengiu barotni memanu filtros.

EMB- diferencialbarotne tapéc, ka kolonijas ar laktozes fermeaiju krasojas no roz krasas uz

zilu ar melnu centru vai maisku spdumu no ecina vai metinzila.



EMB- ari ir selektiva barotne, tapec, ka kasvielas inhils grampoziivo bakeriju augSanu, bet
gramnegavtas bakerijas Saj barotrg aug labi.

MacConkey agars—diferenciabarotne, kas pared#ta zarnu gramnegaitvo bakteériju izol acijai
un noteikSanai.Laktozi fermergjoSie mikroorganismi veido sarkanas necaigfigas kolonijas, bet
mikroorganismi, kas nefermentaktozi veido bezkisainas caurggigas kolonijas uzis barotnes.
Endo barotne( fukans- sulfitagars)- barotne, kuru izmanto lai izg&ili zarnu gramnegaios
mikroorganismus, it sevigkoli formas (zarnu @jinas), noidens, piena produktiem u@argkas.
So barotni lieto, lai diferemtu laktozes pozivas un negavas zarnu trakta baitjas, it sevigi lai
veiktu pirmsizmeldSanas testus, lai noteiktu zarnyinas kktbatni. Mikroorganismi, kas fermeat
laktozi, piengram, zarnu fijina, izdala skbes un aldeidus, kas reg ar fuksnscrskabi. Veidojas
aldehds<erskabe un izdals bivs fukgns. Zarnu @jinu kolonijas nokisojas tumsi sarkarkrasa ar
metlisku spdumu.

Laktozes peptonaiidens —Jauj noteikt zarnufijipas nomazgjumus no analigamagm virsmam.
Zarnu mijinas bakérijas fermeng laktozi, veidojot skbi un gizi 28-48 stundu laikpie 37 C
temperairas. Barota ir indikators (fenolsarkanais), kas mainaskr skiba vidé no sarkana uz
dzeltenu.

Zults-briljantza la barotnes saats : peptons, laktoze, liellopu Zults, briljarizkrasa, kagauj
noteikt koli titru dotajosidens paraugos. Grampagits bakérijas tiek inhilgtas ar Zultsaiem un
krasvielu. Laktozi fermerjosas enterobaktijas samazina barotnes pH , izmainot barotnasukr
no spilgti zéas uz dzeltenu. Parasti So barotni izlegares ar pludniem, kas kalpo & gazu
uztvergji, kuras raZzo enterobaktjas.

Barotre jabut atbilstoSapH vértibai. Vairums baktriju vislabak aug, ja videi ir neiila
reakcija.

Mikroorganismus kultig meégenes, kolbas, Petri traukos.

Tos novieto termostatos ar atbilstoSu tempeuatvisbiezk 28° vai 37°C temperaitra. Ja
Skidrai barotnei vajadga papildu aecija, kolbas novieto ukratitaja. Lai kultivétu anaerobus
mikroorganismus 3jzsledz gaisa skbella klatbatne. Tam izmanto ap#us- anaerostatus

Eksist daudz dazdu barotu un metozu mikroorganismu iz@&dnai. Zinot izdaimo
mikroorganismupasgbas var piergrot optimalus veidus to izda$anai. Var tikt izmantoti dadi
fizikalie faktori, piengram, var izmantot augstas temparas, izdalot sporas veidopssbakerijas,
(sporas ir iztuigas pret augdm temperdtram), paraugu pirms izdé&lanas sasildot.

Praktiskais darbs



1. Agarizetas barotnes izlieSana Petri trauaios
Darba uzdevums:lzliet agariztu barotni Petri traugps, ie\erojot steriliati .

NepiecieSamie piederumi:

Gaze deglis, &kocini

Sterilie Petri trauki —4 gab.

Burka ar ZPA barotni

Burka ar Endo barotni

Mikrovilnu krasns

( Katedras laborants barotnes iepriekS sagatavosteriliz ).

Darba gaita:
1. Agariztas barotnes izka@snikrovilnu krasri vai adens vana.
2. Aizdedz gzes deqgli.

3. Ar labo roku tur burku ar barotni, ar kreisotskaivé vacinu. lepriekS barotni nedaudz atdzes

lidz 60°C, lai uz \acina neveidotos daudz kondates

4. Burkas kakhu1su bidi apdedzina liestun nedaudz paverogeinu ar kreigs rokas lielo un
vidgjo pirkstu,atri ielej barotni Petri plattik daudz, laia parklaj visu plates pamatni (agram
20-25 ml uz plati ).

5. Aizver Petri traukaacinu un atsij traukus ar agaré&o barotni uz horizoatas virsmas

apneram 30 min. kargr barotne saciet

6. Barotne ir gatava mikroorganismu &zanai. Vajadibas gaguma, veidojoties konderasam,

plates atgij an ilgaku laiku, kangr apZist.

2. Gaisa mikrobiologiska stavokla parbaudiSana
Darba uzdevums:
Parbaudt gaisa mikrobiolgisko stivokli, mikroorganismu konstaganai izmantojot

univerdlo barotni ZPA (zivju peptona agars ).

Gaisa mikrofloras noteikSanai daf#s tel@s izmanto sedimeftijas metodi, t.i. Koha vai

trauchu metodi.

NepiecieSamie piederumi:

Petri trauani ar ZPA (zivju peptona agars )
Etilspirts 70%

Vates tampons



Markers, rakgBanai uz stikla.

Darba gaita:

1.

Uz \&lamo virsmu, ieprieks to dezinfipt ar spirta tamponu, uzliekam Petri traucun to
atveram, ¥cinu novietojot blakus ar sterilo iekSpusi uz dezigths ar spirtotu vates tamponu
virsmas un atgfam at\ertu 10 mirutes.

Aizveram Petri traugu un atgriezamies praktikuim

Trauka apakSpastamesim parauga nosaukumu, studentu &g un datumu.

Talak trauku ievieto termostat(temperaitra 28 C) uz plaukta aracinu uz leju, lai
kondengcijasiidens nendkitu uz barotnes virsmas akbSap nodarfiba vargs izanalizt gaisa

mikrofloru dazdas tel@s. Plates aina d#sies: @c koloniju skaita, kisas, morfolgijas.

3. Zarnu niiji pas konstatSana pil€tas kanala adert

NepiecieSamie piederumi

Kolba ar kaala adeni.

Petri trauks aEndo barotni.

Automatisk pipete 1ml

Stefllie uzgdi

Stikla Spatelis( tsstirveida saliekta stikla @jina)

Trauks ar etilspirtu

Darba gaita:

Visa darba gait ievero sterilifati, strada pie liesmas.

1.
2.

Aizdegt gzes vai spirta lampas degli

Ar pipeti, gizmanto mehniskais dozatorgyemotidens paraugu urayzlej 0, 5ml uz plati ar
Endo barotni. Saidajam pie liesmas, ta ta, lai pipete nesakarstu. Pipetei sakarstot
mikroorganismi, kas ifiden var iet boj.

Stikla Spateli ie@rcam spird un spirtu aizdedziam. Stikla Spateli ne@kst tugt liesms, jo tas
var saspagt.

Spateli atdzespie Petri traukaaka iekSpuses, vienlagi notraucot tur sakjusos
konden&cijasadeni.

Uznesto suspensiju ar sterilo Spateli viengi izkliede pa agariztas barotnes virsmu, ar
aplveida kustbam, kaner rodas viegla pretasia no agara virsmas.

Traukus apgriezam asikiem uz leju. Trauka apakSmssatameésim parauga nosaukumu,
studenta inid@lus un datumu.

Plates novietot termosigtie 37 0 C temperatas. Ta ir optimala temperaira zarnu fjinas



augSanai.

4. Zarnu najinas grupas bakeriju kl atbatne uz virsmam

( Virsmu noskalojumi Escherichia coli konstateSanai )

Darba uzdevums:Konstatt zarnu rijinas bakrijas klatbatni izmantojot diagnostiskas barotnes.

NepiecieSamie piederumi:

Pincete.

Sterils vates tampons ceiof apvalk.

Megene arlaktozes peptonaiideni vai Zults -briljantza la barotne lai noteiktu, vai noskalojum

ir zarnu mijina.

Darba gaita:

1. Pinceti sa@rcgjam spiri un apdedziim uz gizes vai spirta lampas liesmas;

2. Nemamidzi sterilo pinceti, tamponu mazganai, nidgeni aradeni un nggeni ar barotni;

3. Paraugus n@msim no durvju rokturiem. Rokturi v&#u bat notriepti ar fekliju netitrumiem.
Katra grupa izelésies vienu durvju rokturi.

4. Naemam celafnu no tampon#oti uzmargi, neaizskarot tamponu ar gR. Ar sterilo pinceti
papemam un saslapim vates tamponu &ere aradeni.

5. Ar tamponu nomazgam durvju rokturi un tamponu ieliekamégere ar barotni.
Uz negenes virsmas uzraksta telpas numuru vai nosaukstedentu inidli, datumu.

7. Megenes ielikt stava un atsit termostat 37°C temperalra.

NakoSap nodarhba izanaliZsim ieditos rezulitus, noérojot megere barotnes lasu izmanu un

gazes veidoSanos.



