
STOCKHOLMS BIOLOGISKA LABORATORI·UM' AS

ALL~NNA RADOCHANVISNINGAR FUR DDLING AV MIKROORGANISMER

1. Mikroorganisme'r odlas i al lmanhet enklast pa ett agqrsubstrat. Detta
skall forutom vatten ochagar - agar innehAllaen energi,kiHJa(;tiex
socker ) samt' a11a fororganismen nodvandi ganaringssalter och ti11­
vaxtamnen. Detfardiga substratet bor vara ti1lkonsistens.en somnard
gale.

2. Ettbakteriesubstratbor vara neutral teller nagot l;>asiskt, ;pH 7iO
- 7,5~ Vi d odling av jarteckenbakterier arclQ.c~ ett surare pi;t ,at~
foredra, ~H 6,3 .. 6,8, da pi gmentbildni nqen .ar krafti gas1;.
Svampsubstrate tbcr- vara surt, pH 5,0 - 6,0, da de, Vesta sVil.mPfrs
optima1a tt I lvaxt ;ntraffar inom detta pH - intervall. .'

3. De fJesta svampar och bakteri er kanodl as vi d rumstemperatur(2Qo..
- 25 C). Den optimala til1~axten tnt raff'ar dock i a11mannet vid
hogre temperaturer ( 25°- 35 C).
Om till vaxten hastigt maste avbrytas, t ex pa grund av att e 1everna
Inte hal" mojlighet att "avl as a" e bt f6rsok vi d denla~pliaaste tid-.
punk'ten, kan f6rsoksodlingarna plaeeras i kylskap ( 2 .. '5 'C ) nagon
tid. Man far emellertid dA ofta bildning av kondensvatten i t ex
petriska lar. Denna kondensbi 1dni ng kan manga ganger reduee.rasom skA­
lama plaeeras upp oeh ned.

4. Stamkulturer f6rvaras bast i kylskap i val proppade ( bomullspropp )
och med aluminiumhatta f6rsedda snedagarrOr. Omympning av stemkul.tu­
rer bdr i sa fall ske var tredje e11er val" fjarde manad. Forvaring i
frysbox rekommenderas inte. '

5. Vi d overympning av mikroorgani smer till nytt substrat anvandes en ymp­
na l , kol Ieha l l are , med spets av kromnieke1- eller platinatrad. For
bakteriearbeten anvandes en spets med ogla. For svampympn;ngar aren
nagot grovre oeh i spetsen utp1attad plattnatrad att f6redra. Svamp"
myee1 ar namn1igen ofta segt oeh maste skaras.

6. Vid ympningen doppas ympnAlens nedre del i alkohol oeh f1amberas over
gaslaga. Spetsen bor rodg1odgas. Den aVkyles sedan genom att stiekas
ned i substratet. Vid bakterieympning doppas darpa oglan i bekter-ie­
kulturen oeh avstrykes med fram- oehatergaende rdre lser pa ytan av
det nya agarsupstratet.. Vi ssa arter sasom Laetobaci 11 us ~hntarumar
mikroaerofila.I dessa fall :,t1ekes platinaspetsen med bak"terier flera
ganger rakt ner ; agarsubstratet. Bakterien Kommer daatt vaxa inne;
agarn~ dar syrehalten ar lag. Vi d svampympningoverf6rsett 1; tet stye­
keagar med darpa vaxandemyeel ti l1det nya substratet.

7. BiIdni ng av fortp,lantningsorgan nos svampar { perithecier,sporsaekar
o s v ).arstundQfl1en langsam process, som kan ta nagon ellerrtagra
veckor i ansprak.
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8. Man bcr i akttaga fdrs i kti ghet vi d arbete med ri kt sporulerande svam­
par sasom Penicillium, Mucoroch Aspergillus, saatt icke fdrsbk och
odlingar med andra organismer infekteras av dessa. ,OJlt/fleraolika'
arter ska11 anvandas samtidigt, ympas 1ampligen de rikt sporulerande
sisto .

9. Dearter aVlfiikroorganismer som ti llhandaha lles av StockholmsBiolo­
giska Laboratoriumar ickepatogena. Personermed utpragh.d aHergi
motmOgelbor dock iakttaga vi ss flirsiktighet vi d arbateme-drikt
sporulerande svamparter, i synnerhet Penicillium och Aspergi11usarter.

10. Narettmikrobiologiskt rorsokar avs1utat,bor anvandag:laskarl ome­
de1bartrengoras; galTllla1 nari ngsagar och engangsart'ild ail" kastas.,
Kasta aldrig anvand.agar i diskbankens vask,da detta ofe1bartmedfor
stapp i avloppet.
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Graolfiirgning

Vid studiet av mikroorganismer anvander man sigofta av

metoder dar eellerna fargas for att de .i sin helhet eller nagon
speciell struktur hosdem (cellvagg, kapsel, karnsubstans etc.)

latt skall kunna iakttas i mikroskop. Gramfargning ar en

fargningsmetod som 'har Iattstor betydelse .inom systemati­

ken, darfor ,att man meddess hjalp kan indela bakterierna i
tva olika ihuvudgrupper .narnligen .Grampositiva och'Gram­
negativa.

Metoden utarbetades av den danske lakaren Gram .som

egentligen forsokte .finna en" metod att farga-bakterier som

befinner sig inneien cellvavnad, men av en handelse kom

underfund med att olika bakterier reagerar pa tva, olika satt
gentemot fargningsmetoden.

Fargningen gar till pa det.-sattet att bakteriema sedan de

(';fats pa ett objektglas forst fargas rned en kristallviolett­

losning'(basiskafargamnen. fargarvbl. a. nukleinsyrorjvoch
.' .~~ ,,,,,-'j/:-------'----~

sedan behandlasmeden jodjodkaliumlosningoehdarpamed

~~hol. Alkoholen verkar som ett avfargningsmedel. De bak­

t. .earter som vidbehandlingen snabbt forlorar farg kallas

Gramnegativa. Celler av andra bakteriearterkan motsta

denna avfargning och behaller den farg.,de fatt' av 'kristall­

violettlosningen, Dessa kallas .Grampositiva.

Ofta kombineras fargningen med en s.k. kontrastfargning

med nagot rott fargamrie t. ex. karbolfuksin. De Gramnega­

tiva bakterierna fargas da rodarnedan de Grampositiva be­

haller den kristallvioletta fargen,

Denna 'reaktion 'med fargamnen, Gramreaktlonen.ihar till­

dragit sig stort intresse dadet visat sigatt den har-samband

med manga andra egenskaper .hos bakterierna. ,AHa bakterier

som ar rorliga och dar rorelseorganen, flagellerna, ar place­

rade iena anden av cellen, ar Gramnegativa.Alla ororliga

stavformiga bakterier at Grampositiva. De Grampositiva

/">nmas av basiska fiirgamnen medan de Gramnegativa inte

hammas vid motsvarande koncentration-Kansligheten gent­

emot antibiotika ar ocksa olika hos Grampositiva och Gram­

negativa art~r.

"r
Jramfilrgning (se s. 105)
1. Preparatet framstalls och fixeras som vanligt.
2. Farga med karbolgentianaviolett' 1 minut varpa fargvatskan

sUtS bort.
3. Behandla med jodjodkalium 1 minut, varpa,losningenslas

bort. Torkaforsiktigt mellanfiltrerpapper.

4.Preparatet avfargasmed 96%-ig alkohol upprepade ganger

tills denna avrinner farglos. 'Alkollolen far icke droppas direh

pa preparatet utan pa objektglasets enaanda och avfarg­

ningen utfors genom sakta vaggning 'av·'objektglaset. Avfarg­

ningen borpagaca 1 minut.
5. Preparatet kontrastfargas med utspaddkarbo1fuksin (1:20)

under 15-30 sekunder samt spolas av och torkas.

Gramnegativa bakterier blir kIart 'ljusroda; grampositiva

bakterier mer eller,mindre blavioletta.

Blaglas bor ej anvandas franlfor lampanVid 'mikroskope-

ring. Full belysning nodvandig. ,,;r:i.<- '

Framstiillning av mikroskopiskapreparat

Bn Jiten droppe .av.det bakteriehaltiga. materialet utstryks
pa ett rent objektglas med hjalp av en,platinanAl. Om mate-

/'
rialet ar fast, 1. ex. fran en koloni, behover detblandas med

en droppevatten pa objektglaset. Preparatet far torka genom

forsiktig varmning over en laga. Man sager att man jixerar

preparatet.Det kan sedan fargas paolika satt.

Mikroskopets installning

1. Kontrollera att svagaste okular (5x) sitter i tuben och att',

svagaste objektiv (lOX) arinstallt. Forstoringe~blir ~f1 5' ~O'"
50 ganger, (Man anger oftast endast objektlvets forstormg.)

Kondensomskall vara helt uppskruvad.
2. Stan lampan pa ungefar 1 dm. ~vstandJramfor mikro-

skopet. Justera spegeln, sa att synfaltet iokularet· blir klart ;

belyst, nar lampan ar tand. Spegelns plana yta anvarids.x

3. Lagg preparatet paobjektbordet i. objektglasforaren.Ob­

jektet flyttas med hjalp av denna, sa att detstalle, som skall

undersokas, kommer Iljusstralens vag.
4. Stall in' mikroskoptubenrned den grova mstallningsskru-
Yen, sa att preparatet syns skarpt genom okularet.i.Finjustera

belysningen sedan lampans mattskiva avlagsnats genom att

skruva ned kondensorn .ett par millimeter tills glodlampans

periferi syns som en skarpIinje, Belysningen centreras genom

att spegeln ruckas nagot, Mattskivan anbringas sedan ater pa

sin plats. Nu arbelysningen ratt installd oeh l~mpan, spegeln

eller kondensorn far .harefter inte' rubbas ur'{fsitt lage. Den

inkommande ljusmangden'kan "vid .behov ancItasmedhjaIp

av blandaren, Andra inte .b~lysningengeno1l1"'att sanka kon-
;\-';-1'r.,

densorn! ,
5. Nar preparatet studerats meet' svagaste forstoring.iovergat

mantill nasta Iorstoring (43x):genomattvrlcia pa revolvern

utan att hoja tuben. Darefter behovs endast ~n, ringa justering

med tubens fininstallningsskruv for att fa objektetskarpt,
6. Vid. overgang till starkaste Iorstoring (97 x), vartill an­

vands oljeimmersion (se s.,93) maste tubenforst hojas, var­

efter en liten olj~droppeHigg~'pa objektet.Vrid darefter olje­

tinsen i lage oe~ sank tubertforsiktigt, tills linsen kommer

i kontakt med oljan. Under denna procedur betraktar man

objektiven fran sidan och 'ser till att' det'inte's~otermot glaset.

Slutligen betraktar man preparatet genom:~ikroskopetoch

staller in skarpan genom ',att Hlngsamt vrida "fininstallnings­

skruven. ,Installningen av starkaste forstoring underlattas, 'om

man ser" till att nagot storre foremal med skarpa konturer

(fargflack, luftblasa)finns i preparateti synfaItets mitt.Olja

.far inteanyandas till de svagare forstoringarna, men :maste

anvandastill immersionslinsen.

Preparat. av mogelsvampar
Placera en liten droppeav 'laktofenollosning'pa ettrent ob­

jektglas. Med en sterilnM,bojd ~'i.en.~r0k.ifu1d~I1~.,tas


