STOCKHOLMS BIOLOGISKA LABORATORIUM AB

ALLMANNA RAD OCH ANVISNINGAR FUR ODLING AV MIKROORGANISMER -

Mikroorganismer odlas i allminhet enklast pd ett agarsubstratlxﬁetta»

~skall forutom vatten och agar - agar innehdlla en energikdlla (.t ex

socker ) samt-alla for organismen nodvandiga ndringssalter och till-
vaxtdmnen. Det fardiga substratet bor vara t111 kon51stensen som hérd

gelé.

Ett bakteriesubstrat bor vara neutralt eller ndgot basiskt, pH 7,0 =
-.7,5. Vid odling av jarteckenbakterier dr dock ett surare-pH att
foredra, pH 6,3 ~ 6,8, d& pigmentbildningen &r kraftigast. :
Svampsubstratet bor vara surt, pH 5,0 - 6,0, dd& de flesta svampars

optimala tillvaxt intrdffar inom detta pH - 1nterva11

- De f&esta svampar och bakterier kan odlas vid rumstemperatur ( 20°-

- 25" C ). Den optimala t1113axten intrdffar dock i a]]manhet vid
hogre temperaturer ( 25°

Om tillvaxten hastigt méste avbrytas, t ex pd grund av att eleverna
inte har mojlighet att "avldsa" ett forsok vid den lagp]1gaste tid-
punkten, kan fbrsoksodllngarna placeras i kylskdp ( 2°- 5°°C ) ndgon
tid. Man fir emellertid did ofta bildning av kondensvatten i t ex
petriskdlar. Denna kondensbildning kan minga ganger reduceras om ska-
larna placeras upp och ned.

Stamkulturer forvaras bist i kylskap i val proppade ( bomullspropp )
och med aluminiumhdtta forsedda snedagarror. Omympning av stamkultu-
rer bor i s& fall ske var tredje eller var fjdrde mdnad. Forvaring i
frysbox rekommenderas inte.

Vid dverympning av mikroorganismer till nytt substrat anvdndes en ymp-
ndl, kollehdllare, med spets av kromnickel- eller platinatridd. For
bakteriearbeten anvidndes en spets med dgla. For svampympningar dr en
ndgot grovre och i spetsen utplattad platinatrdd att foredra. Svamp-
mycel dr ndmnligen ofta segt och mdste skdras.

Vid ympningen doppas ympndlens nedre del i alkohol och flamberas Gver
gasldga. Spetsen bor rodglodgas. Den avkyles sedan genom att stickas
ned i substratet. Vid bakterieympning doppas ddarpd oglan i bakterie-
kulturen och avstrykes med fram- och dtergdende rdorelser pd ytan av
det nya agarsubstratet. Vissa arter sdsom Lactobacillus plantarum ar
mikroaerofila. I dessa fall :tickes platinaspetsen med bakterier flera
gdnger rakt ner i agarsubstratet. Bakterien kommer d3 att vixa inne i
agarn, didr syrehalten dr 1dg. Vid svampympning dverfors ett litet styc-
ke agar med dérpé vﬁxande.mycel till det nya substratet.

Bildning av fortplantn1ngsorgan hos svampar ( per1thec1er, sporsdckar
0s v ) dr stundem en ldngsam process, som kan ta négon e]]er négra
veckor i ansprik.
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8. Man bor iakttaga forsiktighet vid arbete med rikt sporulerande svam-
par s&som Penicillium, Mucor och Aspergillus, sd att icke forstk och
odlingar med andra organismer infekteras av dessa. Om flera olika® -
arter skall anvdndas samtidigt, ympas ldmpligen de rikt sporulerande
sist.

9. De arter av m1kroorganwsmer som t111handahé]Tés av Stockholms B1élo—

giska Laboratorium dr icke patogena. Personer med utprdglad allergi
mot mégel bdr dock iakttaga viss forsiktighet vid arbete med rikt
sporulerande svamparter, i synnerhet Penicillium och Aspergillusarter.

10. Ndr ett mikrobiologiskt forsok &r avslutat, bor anvianda glaskdarl ome-
delbart rengdras, gammal naringsagar och engdngsartiklar kastas.
Kasta aldr}g anvand agar i diskbdnkens vask, dé detta ofe]bart medfor
stopp i avloppet :
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Gramfiirgning

Vid studiet av mikroorganismer anvinder man sig ofta av
metoder dér cellerna firgas for att de i sin helhet eller nigon
speciell struktur hos dem (cellviigg, kapsel, kirnsubstans etc.)
litt skall kunna iakttas i mikroskop. Gramfirgning #r en
fargningsmetod som har fatt stor betydelse inom systemati-
ken, ddrfor att man med dess hjilp kan indela bakterierna i
tvd olika huvudgrupper nidmligen Grampositiva och Gram-
negativa. :

Metoden utarbetades av den danske ldkaren Gram som
egentligen fOrsokte finna en metod att firga bakterier som

Framstiillning av mnkroskopxska preparat

En liten droppe av det bakterichaltiga matenalet utstryks
pi ett rent objektglas med hjillp av en platinandl. Om mate-
rialet ir fast, t. ex. frin en koloni, behover det blandas med
en droppe vatten pa objektglaset. Preparatet far torka genom
forsiktig vdirmning Over en ldga. Man séger att man fixerar
preparatet. Det kan sedan firgas pa ohka satt.

Mikroskopets instiillning

1. Kontrollera att svagaste okular (5><) sitter i tuben och att'ﬁ
svagaste objektiv (10x) dr instillt. Forstoringen blir da 5:10=

befinner sig inne i en cellvivnad, men av en hindelse kom
underfund med att olika bakterier reagerar pa tvﬁ olika sitt
gentemot fargningsmetoden.

50 génger (Man anger oftast endast objektivets forstormg) :

Kondenéorn skall vara helt uppskruvad.
2. Stall 1ampan pa ungefar 1 dm avstind framfor mxkro-

Firgningen gar till pa det sittet att bakterlerna sedan de
rats lpa ett objektglas forst fargas med en kristallviolett-
16sning (basiska fdrgimnen firgar bl. a. nukleinsyror) och

skopet. Justera spegeln, si att synfaltet i okularet blir klart
belyst, nir lampan &r tind. Spegelns plana yta anvinds."

3. Ligg preparatet pa objektbordet i objektglasforaren. Ob-
jektet flyttas med hjilp av denna, s& att det stille, som skall
undersdkas, kommer i ljusstrlens vag. ' :

4. Stdll in mnkroskoptubcn med den grova instéllningsskru-
ven, s& att preparatet syns skarpt genom okularet. ijustera
belysningen sedan lampans mattskiva avligsnats genom att
skruva ned kondensorn ett par millimeter tills glodlampans
periferi syns som en skarp linje. Belysningen centreras genom
att spegeln ruckas nagot. Mattskivan anbringas sedan ater pa
sin plats. Nu dr belysmngen ritt instédlld och lampan spegeln
eller kondensorn far hirefter inte rubbas ur ’s1tt lage. Den
inkommande ljusmingden kan vid behov dndras med hjilp
av blindaren. Andra inte belysmngen genom att sinka kon-
densorn!

5. Nir preparatet studerats med svagaste forswrmg, Overgar
man till nista forstoring (43%) genom att vrida pa revolvern
utan att hoja tuben. Direfter behdvs endast en ringa justering
med tubens fininstallningsskruv for att fa objektet skarpt. :
6. Vid 6vergéng: till starkaste forstoring (97x), vartill an-
vinds oljeimmersion (se s. 93) maste tuben forst hojas, var-
 efter en liten oljédroppe liggs pa objektet. Vrid darefter olje-
linsen i lige och sdnk tuben forsiktigt, tills linsen kommer
i kontakt med oljan. Under denna procedur betraktar man
objektiven fran sidan och ser till att det inte gtoter mot glaset.
Slutligen betraktar man preparatet genom mlkroskopet och
stiller in skirpan genom att ldngsamt vrida fininstdllnings-
skruven. Instillningen av starkaste forstoring underléttas, om
man ser till att nigot storre foremal med skarpa konturer
(Fargflack, luftblasa) finns i preparatet i synfiltets mitt. Olja
far inte anvindas till de svagare forstoringarna, men ‘mdste
anvindas till immersionslinsen. ‘

sedan behandlas med en jodjodkaliumldsning och d'aifpé med
9lkohol Alkoholen verkar som ett avfargningsmedel. De bak-
v .carter som vid behandlingen snabbt forlorar firg kallas
Gramnegativa. Celler av andra bakteriearter kan motsta
denna avfirgning och behaller den fidrg de fatt av kristall-
violettlosningen. Dessa kallas Grampositiva.

Ofta kombineras fargningen med en s. k. kontrastfargnmg
med nagot rott fargimne t. ex. karbolfuksin. De Gramnega-
tiva bakterierna fiargas da roda medan de Grampositiva be-
haller den kristallvioletta fargen. e

Denna reaktion med firgéimnen, Gramreaktlonen, har till-
dragit sig stort intresse da det visat sig att den har samband
med ménga andra egenskaper hos bakterierna. Alla bakterier
som dr rorliga och dir rorelseorganen, flagellerna, dr place-
rade i ena dnden av cellen, &r Gramnegativa. Alla ororliga
stavformiga bakterier 4r Grampositiva. De = Grampositiva

nmas av basiska firgdmnen medan de Gramnegativa inte
himmas vid motsvarande koncentration. Kinsligheten gent-
emot antibiotika &r ocksd olika hos Grampositiva och Gram-
negativa arter.

Fals
Jgramfirgning (se s. 105)
1. Prepafatet framstills och fixeras som vanligt.
2. Firga med karbolgentianaviolett 1 minut varpa fargvatskan
slas bort. :
3. Behandla med jodjodkalium 1 minut, varpa 18sningen slas
bort. Torka forsiktigt mellan filtrerpapper.
4. Preparatet avfirgas med 96%-ig alkohol upprepade ginger
tills denna avrinner firglos. Alkoholen far icke droppas direkt
pA preparatet utan pa objektglasets ena dnda och avfirg-

ningen utférs genom sakta vaggning av objektglaset. Avfarg-
ningen bor pagé ca 1 minut.

5. Preparatet kontrastfirgas med utspadd karbolfuksin (1 20)
under 15-30 sekunder samt spolas av och torkas. !

- Preparat av miigelsvampar

| Placera en liten droppe av laktofenollsning pa ett rent ob-
jektglas Med en stenl nél, bojd ull en krok i dnden, tas

W

-

11tet mater1a1 fran en mogelkolom Se till att mycel och inte
bara konidier kommer med vid prepareringen. Med hjilp av
‘ | ett par nalar férdelar man forsiktigt materialet i droppen och
et ligger ett tickglas ovanpd. Undvik si mycket som mojligt
luftblasor i pr,epgratet : -

Gramnegativa bakterier blir klart ljusroda; grampositiva
bakterier mer eller mindre blavioletta. o

Blaglas bor ej anvindas framfor lampan vid mikroskope-
ring. Full belysning nodvéndig.




