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EESSONA

Mikrobioloogia praktikum on koostatud Tartu Riikliku Uli-
koo],:l bioloogiaosakonna iilidpilaste jaoks, silmas pidades bio-
loogiaosakonna Gppeplaani, mikrobioloogia kursuse Sppepro -
grammi ja kateedri tehnilist baasi. Et mikrobioloogia prakti-
kumi jaoks on ette ndhtud 15 kahetunnilist praktikumi, siis
ilmneb kohati materjali kokkusurutust.

Kdesoleva praktikumi koostamisel on kasutatud seni trii-
kis ilmunud vastavasisulisi eesti-, vene-' ja v83rkeelseid eri-
alaseid teoseid, millede loetelu on toodud raamatu 1lSpus.
Terminoloogias on arvestatud vabariigi bioloogide-mikrobio-
loogide seas vidljakujunenud seisukohti.

Selle praktikumi {ilesandeks on iilidpilasi tutvustada mik-
robioloogias kdige vajalikumate uurimismeetoditega, mis luba-
vad tundma 8ppida mikroobide morfoloogiat, fiisioloogiat ja
biokeemlat. Tutvutakse ka viliskeskkonna tegurite toimega
mikroobidele. Suhteliselt iiksikasjalikumat kidsitlemist leia-
vad spetsiifilised slisiniku ja lémmastiku ringkdigust osavdt-
vad mikroobid.

Et paljud bioloogiaosakonna ldpetajad siirduvad koolides-
se Oopetajateks, kus neil tuleb botaanika kursuse raames tut-
vustada Opilasi ka mikrobiloloogia algteadmistega, siis on
plitud sisse vdotta ka koolides sobivaid tdid. Naturalistide
ringi t60plaani peaksid aga sobima paljud t66d.

Autor on t#nulik kéikide mirkuste ja ettepanekute eest
ning palub need saata Tartu Riikliku Ulikooli taimefiisioloo-
gia ja taimebiokeemia kateedrisse aadressil: I.V.Mitsurini
te 40, Tartu,



T 'yraket Evn

T e e m a: LABORATOORIUMIS TOUTAMISE KORD. MIKROB1OLOOGILISTE
PREPARAATIDE VALMISTAWMINE

mikrobioloogia laboratooriumil -asukohaks sobib hésvi pdike-
se poolest vaesem maja lddne-, ida- v8i pShjapoolne osa, sest
péikesekiired segavad nditeks mikroskoopimist ja teisi tdid.
Mikrobioloogia laboratooriumi seinad ja lagi kaetakse tooni-
tud vdse 8livérviga, pSranda ja laudade katmiseks kasutatak-
se linoleumi v3iplestmasskatet. Laboratooriumi sisustus olgu
voimalikult lihtne, otstarbekas ja kergesti desinfitseeritav.

Tooks vajalikud esemed ja reaktiivid asetatakse kindlaks
midratud kohale laual; see soodustab téotamist.

P56tamise kord.

1 Mikraobioloogia laboratooriumis tdétavad iilidpilased pea-

vad seljas kandma valget kitlit ja peas valget miitsi, mis
pérast t66 ldpetamist asetatakse laboratooriumis asuvasse
kitlite kappi.

2. Iga iilidpilane on kohustatud korras hoidma tddkoha "ja t566-
vahendid ning kasutama ainult temale ettendhtud vahendeid.
Tarvitatud killviaasad ja ndelad tulevad kohe steriliseeri-
da leegil. Pipettide suupoolsed otsad peavad olema isolee-
ritud vattfiltritega. Pipettida tuleb ettevaatlikult, kus-
juures kasutatud pipetid asetatakse selleks ettendhtud
ndusse. Laboratoorsete nBude (katseklaasid, kolbid) vatt-
korke ei tohi asetada lauale.

3. Patogeensete mikroobidega infitseeritud materjali sattumi-
sel téolauale, riietele, nahale v3i mujale tuleb kohe in-
formeerida juhendavat Gppejoudu vastavate abindude tarvi-
tamisele votmiseks.

4, Pdrast t65 ldpetamist desinfitseeritakse kéed ning pestak-
se seebi ja veega.

5. Mikrobioloogia laboratooriumis on keelatud sddmine, joomi~'
ne ja suitsetamine.
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02,

5)

Esmaabi

*

Patogeensete mikroobidega infitseeritud materjali

tervele vdlisnahale:

sattumisel

desinfitseeritakse vastav piirkond
3%-1lise klooramiinilahusega ja see-
jdrel pestakse seebi ja veega;

suhu ja kurku: mingil juhul ei tohi neelatada:

silma limaskestale:

nina limaskestale:

nahale nahavigastuste

.

M&a&rku s:

Suud loputatakse 0,2%-lise soolhappe
vesilahusega ja loputusvedelik siili-
tatakse selleks mddratud ndusse.
Korratakse suu loputamist ja hiljem
Jjuuakse méned suutdied sama soolhap-
pelahust;

loputatakse silma 0,1%-lise elavhdbe-
da oksiitsuaniidilahusega selleks ette-
ndhtud loputusndust. Seejidrel méddri-
takse silmalaugude alla silmalabida-
ga 0,1%-11st elavhdobeda oksiitsiianiid-
salvi; ;
viiakse tampooniga nina limaskestale
0,1%~1ist elavhdbeda oskiitsiianiid-
salvi;

kaudu: nahavigastust lastakse eelne~
valt veritseda. Ei tohi suuga imeda!
Seejdrel kaetakse vigestatud koht joo-

ditinktuuriga ja asetatakse peale
' it igeiros

steriilne side ning jdrgneva t66 pu-
hul kasutatakse. kummikindaid.
vanad haavad kitel kaetakse enne too

algust kolloodiumis niisutatud vavi-
ga.

* Esmaabi toodud E. Tallmeister Jjte (1964) jérgi.



-~ Mikrobioloogiliste preparaatide valmistamine.

Mikroobide morfoloogiat on vdimglik nende véikeste mdG=-
dete t6ttu uurida ainult mikroskoobi abil. Mikroobide kuju,
asetuse, suuruse ja liikumisv8ime uurimiseks valmistatakse
kas digepreparaat voi ripptilk. MGlemal viisil on vGimalik
uurida nii elusaid kui ka surmatud mikroobe. Elusatest mikro-
organismidest valmistatud &igepreparaadi ja ripptilga uu-
rimiseks kasutatakse sagedasti pimevidljameetodit ja faasi-
kontrastmikroskoopi. Surmatud mikroorganisme aga uuritakse -

peamiselt varvitud &digepreparaatides.

Kigepreparaatide valmistamine. Aigepreparaatide valmista-
miseks kasutatakse plaatinast vOli terastraadist aasaga kiilvi-
ndelu. Kilviaasa valmistamiseks painutatakse ndela ots iimber
sobiva diameetriga varda vastu traadi killjeosa. Aasa 1&bimddt

on tavaliselt 2 mm.

Preparasatide valmistamiseks kasutatakse alusklaase suurusega
26 x 76 mm, paksusega 1-1,2 mm. Ripptilga valmistamiseks va-
Jjatakse niisama suuri lohuga alusklaasse (Kochi kambrike). Kate-
klaaside suurus véib olls mitmesugune, paksus 0,16~0,18 mm.

Joon. 1. Kigepreparaadi valmistamine.

Kilvindelte sterilisee-
rimine toimub gaasi--
voi Bunseni p3leti lee-
gis (1500°C), kus kuu-
mutatakse kuni hdSgumi-
seni ja siis jahutatakse.
Hédsti pubhastatud alus-
Jja kateklaasid hoitak-
se 70° pilirituses, kust
nad vdetakse pintsetti-
de abil ja siilidatakse
nende pinnale jédénud
piiritus leegis. Selli-
selt ettevalmistatud
alus~ ja kateklaasid
on rasvavabad ja ste-
riilsed.



Valmistatud édigepreparaati uuritakse mikroskoobi a:bll
kuiva silisteemi objektiiviga. KGigepealt reguleeritakse valgus-
tus kuiva sisteemi ndrga suurenduse objektiiviga. Vanemate
mikroskoopide kuiva siisteemi objektiivid kannavad numbreid
2, 3, 4 ja 5,millele vastavad uuematel mikroskoopidel suuren-
dused 4, 6, 10, 16 ja 34 korda. Okulaaridel on analoogiliselt
numbrid I, III ja IV, millele vastavad suurendused 7, 10 ja
15 korda. Vidhemalt 10-kordse suurendusega objektiivi puhul
kondensoriga tddtamisel kasutatakse tasapeeglit.Noguspeeglit
kasutatakse kondemsorita toéotamisel (objektiivid alla 10-kord-
se suurenduse) véi ndrga valgustuse puhul. Parema nihtavuse
saavutamiseks koondatakse diafragma viéhemalt pooleni.

Preparaadi iliksikasjalikum uurimine toimub tugeva suuren-
duse (40x) abil, mispuhul mikroskoobi suurendus on 10 korda
suurendava okulaari puhul 400 korda. Soovitav on kasutada
subhteliselt ndrgema suurendusega okulaari, sest 15-kordse
suurendusega okulasar ei anna detailide osas midagi juurde,
kill aga dhmastab pilti.

Vanemate mikroskoopide ilildsuurendus v8rdub okulaari ja
obdektiivi suurenduste korrutisega. NOoukogude uute, bin-
okulgarsete ja léngtuubusega mikroskoopide ilildsuurenduse ar-
vutamisel tuleb veel arvestada prismadest ja lad#tsedest koos-
neva lisasiisteemi suurendust.

Mikroskoopimise tehnikaga iiksikasjalikumaks tutvumiseks
(kondensorite, diafragmade, filtrite jne. valik) on soovitav
kasutada jérgmisi kiésiraamatuid.

M.B. ®enopos, PyxoBOACTBO K NPaKTHUSCKHM SEHATHAM MO MHKDO-
ouonorud, Mocksa 1957.

H.A. HaymoB ¥ _B.E, KosnoB, OcHOBH GOTBHAUECKOR MHKDOTEXHHEH.,
Mocksa 1954, '

M.H, Tlposuna, Boramwueckas MMKpOTexHuka, Mocksa 1960.

CoBpemeHHHE METOIH H TEXHHKE MOPPOJOrHUeCKMX HCCReNOBaHHf,
Menrus, 1955.
Immersioonob;jektiivi kasutamine. Oli-immersioonobjek-
tiivile on mirgitud suurendus,90 x, 100 x, /12 voi tﬁh&l/NQ_.
Mikroskoop iildse ja eriti immersioonobjektiiv vajab
ettevaatlikku ning hoolikat késitsemist. Mikroskopeerimist
R, S8




alustades reguleeritakse k3igepealt valgustus (vdimalikulp
spetsiaalvalgusti) kuiva siisteemi ndrga suurenduse objektii-
viga. Siis asetatakse preparaadile pipeti v0i klaaspulgake-
sega 1 tilk seedridli vOi immersioondli; nende murdumisndita-
ja on 1,51, mis peaaegu vordub klaasi murdumisnditajaga (1,52).
Sel puhul ei teki kiirte hajumist ja see homogeenne siisteem
v3imaldab objektiivi avaust ja mikroskoobi t6ovoimet suuren-
dada. Selle jédrel lastakse tuubus madalamale, kuni dliga kok-
kupuuteni. Niulid juba aeglaselt, algul makromeeter- ja hiljem
mikromeeterkruvi abil, tdstetakse tuubust ettevaatlikult ku-
ni uuritavate mikroobide kujutused muutuvad selgesti ndhta-
vaks, Tavaliselt uuritakse mitmeid vaatevdlju preparaadis.
Pdrast t66 ldpetamist eemaldatakse 8li objektiivi lddt-
selt kohe ettevaatlikult Shukese filterpaberiga imamise teel

ilma hd3rumata. Kuivanud 5l1i pubastatakse liddtselt bensooli-
g ;

niisutatud pehme lapiga.
Tavallstex 8koopidel on lahutusv8ime 0,2, m.

Peale Oli-immersioonobjektiivide esinevad veel vesi-im-
mersioonobjektiivid (40 /x 0,75). Vesi-immersioonobjektiivi-
deks on 40-kordse suurendusega objektiivid kui nende apertuur
on 0,65, nagu see esineb niiteks MEP-3, MEI-3, MBI-6 akro-
maatobjektiividel (40 x 0,75).

Ripptilga valmistamine. Elusate mikroorganismide kuju,
asetuse, ehituse, liikuvuse ja paljunemise jélgimiseks valmis-
tatakse ripptilk. Ripptilga valmistamiseks kasutatakse
steriilset lohuga alusklaasi. Steriilsele jahtunud kateklaa-
sile viiakse steriilse kiilvindelage mikroobide suspensiooni.
Aurustunise véltimiseks midéritakse alusklaasi lohu imbrus va-
seliiniga ja lohk kaetakse kateklaasiga nii, et suspensiooni-
tilk asetseks lohu keskel, kuid ei puutuks kokku selle pdhje-
ga (joon. 2). Vaseliinikiht takistab vedeliku kuivamist.

Kui tahetakse ripp=-
tilgas uurida mik-
roobide paljune-
mist, siis aseta-
takse rasvatusta-
Joon., 2. Ripptilga valmistamine. tud kateklaasile

BN

AN AN



tilk puljongit, millesse kiilvatakse kilvindelaga mdéni mikroo-
birakk. Bt tilke ei satuks liiga palju mikroobe, mis raskendab
paljunemise jélgimist, siis kasutatakse kiilvamisel lahjendus-
meetodit. Esimesse prooviklaasi, milles on 8-10 ml puljongit,
kilvatakse kﬁlvinéelag& vaike hulk mikroobe ja loksutatakse.
Esimesest prooviklaasist kiilvatakse kiilvinGelaga teise proo-
viklaasi, milles on ka 8-10 ml puljongit, ja loksutatakse.
Teisest prooviklaasist tehakse kiilv kolmandasse jne., kuni
saadakse kiilviks sobiva tihedusega suspensioon, millest juba
tehakse kiilv ripptilka.

Ripptilka uuritakse mikroskoobiga vidga ettevaatli-
kult, sest kateklaas vOib kergesti puruneda. Algul kui-
va siisteemi ndrga suurenduse objektiiviga (3 ehk 10) leitakse
ripptilga servajoon, millest iihel pool paistavad vOrdlemisi
suured udutilgad, teisel pool iihtlane védikeseteraline mikroo-
bide suspensioon. Pdrast seda asetatakse kateklaasile tilk
immersioondli ja vaadatakse Gli-immersioonobjektiiviga.

Mikroobide vdrvimine.

Mikroobide lihtvarvimise puhul kasutatakse korraga ainult
iihte vdrvi. Bakterioskoopilisteks uurimisteks kasutatakse pea-
miselt aluselisi aniliinvdrve. Aluselistest vidrvidest kasuta-
takse sagedamini metiileensinist, fuksiini, neutraalpunast,
kristallvioletti, malahiitrohelist jne. Happelistest viarvidest
eosiini ja happelist fuksiini. Aluseliste vadrvidega virvub
hdsti tuumaine, happelistega aga tsiitoplasma. Mikroorganismide
vdrvumine s6ltub nende raku isoelektrilisest tédpist ja kesk-
konna reaktsioonist.

Mikroobide vdrvumine on tdendoliselt nii keemilise kui ka
flilisikalise protsessi kombinatsioon.

Varvid on miitigil amorfsete kristalsete pulbritena, millest
valmistatakse kilillastatud piirituselahused. Viimaseid filt<
reeritakse enne destilleeritud veega lahjendamist. Tavaliselt
kasutatakse vdikese kontsentratsiooniga virvilahuseid, kdige
intensiivsemalt vdrvivateks on kuni 1%-lised vdrvilahused.
Varvilahustele lisatakse intensiivistajatena sageli happeid,
leelisi, fenooli, aniliindli jne. Ka soojendamine mdjub in-
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tensiivistavalt.

Mitmesugused vdrvained erinevad vidrvimistugevuse poolest,
nditeks metiileensinine on ndrga, fuksiin keskmise ja gentsiaa-
naviolett tugeva toimega.

Vérvimine lahjendatud fuksiiniga. Alusklaasil valmistatud
digepreparaat kuivatatakse Shu kdes ja fikseeritakse leegil
kuni alusklaas ] tekitab kéeseljal kerge pdletustunde. Tavali-
selt kulub selleks 1-3 sekundit, olenevalt alusklaasi paksu-
sest. Jahtunud preparaadile kallatakse 1-2 minutiks lahjenda-
tud fuksiini. Seejidrel loputatakse preparaat veega ja lastakse
Shus kuivada. Metiileensinisega virvimise puhul ei tohi kuumu-
tada., Peale selle asetatakse alusklaasile 1 tilk seedridli ja
uuritakse mikroskoobiga.

Preparaadi fikseerimine on vajalik jédrgmistel pBhjustel:

1) mikroobid surmatekse 2) mikroobid kleepuvad alusklaasile
3) mikroobid muutuvad védrvidele vastuvdtlikumaks.

Leegil kuumutamine on kdige lihtsameks fikseerimise vii-
siks, Kui mikroobid kuumutamisel deformeeruvad, siis kasutatak-
se teisi fikseerimismeetodeid, nagu: 1) etiililalkoholiga 10-15
minutit, 2) metiiilalkoholiga 2-3 minutit,

- 3) atsetooniga 5 minutit,
4) alkoholi ja eetri seguga (1:1) 10-15 minutit,
5) osmiumhappe auruge. :

Elusate mikroobide uwurimine. Elusate mikroobide vdrvimise
ehk nn. vitaalse virvimise abil on vdimalik uurida mikroobi-
rakkude ehitust, suurust ja paljunemist, neid muutmata, surma-
mata. Vitaalse védrvimise puhul kasutatakse mikroobidele indi-
ferentselt mdjuvaid aluselisi (neutraalpunane, niilsinine,
bismarkpruun, metiileensinine, alisariin jt.) ja hapusid (pi~
roolsinine, iiitiokarmiinijt.) vdrve. Parimaks vitaalvérviks
peetakse kaasajal akridiinorani, mis vdimaldab ka elusate
'ja surnud rakkude eristamist luminestsentsmikroskoobi abil.

Vitaal<et virvimist vdib teostada modifitseeritud Fickeri
meetodil. Sel puhul pannakse alusklaasile 1 tilk mikroobide
suspensiooni fiisioloogilises keedusoolalahuses v3i 2,5%~lises
isotoonilises gliikoosilshuses ja kaetakse kateklaasiga. Uhe
sentimeetri kaugusele kateklaasist asetatakse alusklaasile
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1 tilk metiileensiniselahust ( 1 : 5000 ) ja ilhendatakse aasa
abil ettevaatlikult kateklaasi servaga. Niilid vietakse pintse-
tl vahele filterpaberi riba, asetatakse vastaspoolsele &diare-
le ja imetakse sel viisil vérvilahus 1&bi mikroobide suspen-
siooni. Mdne minuti jooksul on mikroobid vérvunud. Liiga in-
tensiivne imemine v3ib kaasa tuua ka bakterrakud.

Elusaid mikroobe v3ib uurida ka Jérgmiselt. Ste-
riilsele alusklaasile kallatakse moni tilk tulist virvi-
lahust, aetakse klaasil laiali ja lastakse Shu kdes kuivada.
Peale selle pithitakse klaasilt vérv marliga, mispuhul klaas
peab jddma ndrgalt siniseks v3i punaseks. Kui alusklaas ei
vérvu, siis korratakse eespool nimetatud vitet. Steriilsele
kateklaasile asetatakse tilk uuritavate mikroobide suspen-
siooni ja sellega kaetakse vidrvitud alusklaas. Viarvusetud
mikroobid on vdrvilisel taustal h#dsti n#htavad. Kateklaasi ni-
hutatakse pintsettidega ettevaatlikult, nii et preparaati ei
Jé&ks Ghumullikesi. Kui preparaati tahetakse pikemat aega
uurida, siis kaetakse kateklaasi ##red eelnevalt vaseliiniga.

Toolilesanded

1. Valmistada digepreparaat pressparmist (Saccharomyces ce-
revisiae) ja vaadelda mikroskoobi kuiysiisteemi objektiivi-
ga. ;

2. Presspérmist digepreparaati uurida 611—1mmeréioonobdek~
tiiviga ja joonistada vihikusse mdni tiilipiline rakk.

3. Valmistada presspiérmist ripptilk ja uurida vesi-immer-
sloonobjektiiviga.

4, Valmistada stafiilokokkide kultuurist &igepreparaat ja
vidrvida Ziehli karboolfuksiiniga 10 minutit, uurida mik-
roskoobiga ja joonistada méni rakk vihikusse.

5. Teostada sartsiinide vitaalne virvimine modifitseeritud
Fickeri meetodil metiileensinisega (1 : 5000) ja tausta
védrvimine neutraalpunasega ( 1 : 500 ). Preparaate uuri-
da mikroskoobis ja joonistada vihikusse.

M T
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T e e m a: MIKROOBIDE EHITUSE UURIMINE KOMBINEERITUD VARVI-
MISMEETODITE ABIL

Mikroobide raku ehitusega tutvumiseks ning mitmesuguste
liikide eristamiseks ja nende rakulistest elementidest eral-
damiseks kasutatakse liitvdrvimismeetodeid, mis pOhinevad
bakteriraku fiilisikalis~keemilisel ehitusel ja bakterite ning
nende struktuurielementide afiinsusel teatud vdrvide suhtes.

Kombineeritud vdrvimismeetoditest kasutatakse koige sa-
gedamini Grami meetodit. Esimesena rakendas seda Chr. Gram
1883, a. Koik mikroobid jaotatakse Grami meetodil varvumise
jérgi kaheks grupiks: gram-positiivsed ja gram-negatiivsed.

Tutvume Grami meetodi Sinjevi modifikatsiooniga.

1. Fikseeritud digepreparaadile asetatakse 1%-lise kristall-
. violeti etiililalkoholilahusega immutatud filterpaber.

2, Paberile tilgutatakse 2-3 tilka vett ja jéetakse 2 minu-
. tiks seisma.

3, Paber eemaldatakse pintsetiga ja preparaadile kallatakse
. 1=2 minutiks Lugoli lahust.

4, Vdrvitustatakse etiililalkoholiga (10-30 sekundit).

5, Vdrvitakse lahjendatud fuksiiniga 1-2 minuti jooksul.

6., Loputatakse veega. 2

Véarvimise mehhanism.

Grami meetodi olemus seisneb selles, et trifeniiilmetaan-
rea viérvid, nditeks gentsiaanviolett voi kristallviolett kin-
nistuvad mikroobide peitsidega, Lugoli lahusega voi pikriin-
happega, moodustades mdnede bakterirakkude protoplasmas nii-
suguseid iihendeid, mida rakk tugevasti kinni hoiab ja mis ei
muutu vidrvusetuks ka etiililalkoholiga mdjustamisel. Niisugu-
seid mikroobe, millel on nimetatud vérve kinnihoidvaid omadu-
si ning vérvuvad nendega sinakasvioletseks, nimetatakse gram-

ositiivseteks, Vastupidi, neid mikroobe, mis alkoholiga mo-
§§stamisel kaotavad sinakasvioletse védrvuse ja mida kontrast-
sete vérvidega, nditeks fuksiiniga saab tédiendaval vérvimi-
sel ndhtavaks teha, nimetatakse gram-negatiivseteks (joon;B).

Mikroobirakkude erinev suhtumine vérvidesse Grami jargi
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varvimisel sdltub nende fuiisikalis-keemilistest omadustest.
Bakterite gram-positiivsed omadused sdltuvad nukleiinhapete
magneesiumsoolast - magneesiumribonukleaadist, millel on hap-
pelised omadused. Gram-positiivsed mikroobid struktuuri ise-
drasuste tottu adsorbeerivad aluselisi vdrve suuremal hulgal
ja peavad neid tugevamini kinni kui gram-negatiivsed mikroo-
bid. Tuleb silmas pidada, et Gram meetodi jirgi vérvimist
teostatakse alati iihesugustes tingimustes ja lihesuguste aega-
dega, siis on tulemused vdrreldavad.

Joon. 3. Stafiilokokid
ja bakterid, vdrvitud Grami
meetodil (E. Tallmeister jt.
Jjérgi).
(Kokid peaksid olema sinised,
bakterid /kepikesed/ puna-
sed.

Happekindlate mikroobide vérvimine.

Happekindlate mikroobide vérvimise meetod pdhineb nende
omadusel védrvuda knumutapisel ainult viga tugevate véirvila-
huste§a,'3§;éneval md justamisel norkade hapetega sdilitavad

' nad vdrvuse. See voimaldab happekindlaid mikroobe teistest
diferentseerida (joon. 4). Kdige enam vdrvitakse Ziehl-Neel-
seni ‘meetodil, Védrvimise tehnika on jédrgmine.

1. Fikseeritud digepreparaadile asetatakse filterpaber, mil-
lele kantakse karboolfuksiini.Vdrvimine toimub kuumutamise
teel kuni auru tekkimiseni (3 korda), mille jirel virv veel
méneks minutiks peale jédetakse ja lastakse preparaadil jah-
tuda.

2. Vdarv valatakse pealt &ra ja preparaati uhutakse veega.

3, Viarvitustatakse 5%-lise védvelhappelahusega (10-30 seko. ).
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4, Uhutakse veega.

5. Uhutakse piiritusega 10-15 sekundit.

6. Piiritus uhutekse veega pealt &dra.

7. Varvitakse téiendavalt ISfflerl metiileensinisega 3-5 minu-
tit. :

Preparaati v8ib vérvitustada ke 3-%-lise soolhappe alkohol-

lahusega. Selle vdrvimismeetodi abil vérvuvad happekindlad mike |

roobid rubiinpunaseks, happe suhtes vastuvdtlikud mikroobid

aga siniseks.

Joon. 4. Tuberkuloositeki-
tajad rdgast, virvitud
Ziehl-Neelseni meetodil
(Eolle-Hetschi jérgi),
/kepikesed punased/.

Metakromatiinterakeste virvimine Neisseri meetodil.
Vérvilahused A ja B segatakse vahetult enne véarvimist vahe-
korras 2 : 1. A - metiileensinine B ~ kristallviolett.

Fikseeritud preparaadile kantakse /2-1 minutiks Nelsseri
metiileensinist; seejdrel uhutakse vdrv veega &ra Jja preparaa-
t1l virvitakse tédiendavalt vesuviinlahusega 1-3 minutit, uhu-
takse veege, kuivatatéakse ja mikroskoobitakse. Sellel mee-
todil védrvuvad mikroobid helepruuniks, metakromatiinterake-
sed age siniseks. Vesuviini nimetatakse ka bismarkpruuniks.

Metakromatiinterakeste ‘vﬁrvimine Romanovski-Giemsa
_meetodil.

Giemsa varv on segu asuurist, eosiinist ja metiileensinisest.
Olles lahuses sinine, vérvib ta raku plasma helesiniseks, ra=-
bk tuumad, terakesed, lima ja mikroobide kapslid aga punakas-
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violetseks. :

10 ml neutraalse vdoi ndrgalt aluselise reaktsiooniga des-
tilleeritud veele lisatakse vahetult enne preparaadi vérvi-
mist 10 tilka virvi ja kallatakse otsekohe fikseeritud pre-
paraadile (v3i asetatakse preparaat viérvilahusesse). Tunni
aja pdrast kallatakse varv pealt dra, preparaati uhutakse
veega, kuivatatakse Shu kdes ja mikroskoobitakse. Kul prepa-
raat koos vidrviga asetatakse termostaati temperatuuril 37°,
giis virvub see kiiremini (30 - 40 minutiga).

Védrvimise resultaat s6ltub vee omadustest; seepdrast tuleb
vee reaktsiooni kontrollida,

Spooride védrvimine. Spooride esinemist mikiroobidel saab
kindlaks teha Schaeffer-Fultoni virvimismeetodi jéargi..

1. Mikroobide suspensioonist valmistatud &digepreparaat fik-
seeritakse leegil.

2. Preparaadile asetatakse 5%-line malahhiitrohelise vesi-
lahus ja soojendatakse kuni auru ilmumiseni 3-4 korda,
vdrvitakse 1 minut.

3. Loputatakse veega 30 sek.

4. Valatakse preparaadile 0,5%-line safraniini vesilahus 30
sekundiks.

5. Loputatakse veega.

6. Lastakse preparaat kuivada, uuritakse.

Spoorid vidrvuvad malahhiitrohelisega piisivalt roheliseks,
mikroobide vegetatiivsed kehad aga muutuvad pesemisel kerges-
ti vérvusetuks ning safraniiniga tdiendaval védrvimisel puna-
seks,

Kapslite virvimine tuSimeetodil. 1. Alusklaasi otsale ase-
tatakse tilk tuS$i lahjendatult destilleeritud veega 1:2-135,
sellesse tilgasse suspendeeritakse aasatdis mikroobikultuuri
Ja &digepreparaat valmistatakse nagu vere digepreparaat.

2. Preparaat lastakse Shus kuivada, fikseeritakse kiillastatud

HgClz-la.husega - 1 minut. 3. Loputatakse veega. 4. Varvitakse

2%~lise gentsiaanavioleti vesilahusega kergelt soojendades -

2 minutit. 5. Loputatakse veega. 6. Lastakse kuivada, uuritak-

se.

Mikroobid K vérvuvad violetseks, kapslid jddvad véarvuseta
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ning on tumedal taustal hdsti nihtavad.
Gliikogeeni (loomatérklis) sedastamine Lugoli lahusega.
Uuritava kultuuri suspensioonist valmistatud digepreparaat

virvitakse Iugoli lahusega, mille mdjul rakkudes sisalduv |

glilkogeen vidrvub pruuniks. Gliikogeenisisaldust méératakse
erineva vanusega vedelates ja tahketes kultuurides.
Gliikogeenisisaldusega rakkude arv loendatakse vaatevdljas ja
vérreldakse mitmesuguse vanusega kultuuride glikogeeni sisal-i
davate rakkude arvukust omavahel. }
Rasva tuvastaminesudaan ITI ja osmiumhappega. Alusklaasil
olevale uuritava lultuuri suspensioonitilgale lisatakse iks
tilk formaliini ja iiks tilk 0,5%-list sudaun III lahust (95%
lises piirituses voi piimhappes). Viie minuti pdrast vaada-
takse preparaati mikroskoobis, mispuhul on nidha oran2iks vir-

vunud rasvatiliu.

Osmiumhappega mdjustamiseks lastakse digepreparaadil dShus
tidielikult kuivada, alles siis asetatakse preparaat osmium-
happe aurudesse. Osmiumhappe'majul rakkudes esinevud rasva-

|

tilgad varvuvad tumchalliks.

Volutiini tdestamine neutraslpunase- ja metiileensiniselahu-
sega. Uuritavast kultuurist valmistatud digepreparaati v&rvi;
takse kas 0,04%-lise neutraclpunese- voi sama kontsetratsioo=
niga metiileensiniselahusega 5 minutit. Virvilahuste pH peab
olema 8.

Liammastiku varuaine volutiin esineb vakuoolis. Neutraalpu~-
nasega virvitud preparaadis nieme mikroskoopimisel punaseid
volutiinitilku, metiileensinisega mdjustatud preparaadis aga
violetseid volutiinitilku.

T oililesanded

1. Valmistada Sarcine flava, Esch. coli suspensioonist di~-
gepreparaat ja virvida Sinjevi jargi modifitseeritud Gram:

meetodil.

2. Virvida Saccharomyces vini kultuurist digepreparaat Neis-
seri ja-Romanovéki—Giemsa meetodil.

3. Bac. §32pilis'e kultuurist valmistatud digepreparaadis
tébstada\EEESride varvimine.
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raadis teostada kapslite vérvimine tuBimeetodil.

5. Baccharomyces cerevisiae kultuurist valmistatud Higeprepa-
raadis sedastada gl\'iko\geen Iugoli lahusega, rasv sudaan
IIT ja osmiumhappega ning velutiin neutreslpunasegs.

III 'praktikun

T e e-m a: ENAMLEVINUD BAKTERIVORMIDEGA TUTVUMINE JA RAKU
SUURUSE MOOTMINE

Bakterid kui arvukaim ja téitsaim mikroorganismide grupp
Jjagatakse raku vidliskuju jérgl kolme riihma. Esimesse riihma
kuuluvad kerakujulised mikroobid ehk kokid, teise - pulga-
kujulised ja silindrilised, kolmandasse - spiraalsed ja kru-
vikujulised.

Kuju ise&drasuste ja rakkude asendi jérgi iiksteise suhtes
intaktses kultuuris jaotatakse neid vorme veel omakorda
(Joenis 5).

Kokk_ide diameeter on ca 0,5 - Z,wl. Pérast pooldumist the-
kaupa asetunud kokke nimetatakse mikrokokkideks - Micrococcus
(Jjoonis 548), paarikaupa jédnud kokke kaksik- ehk diplokek-
kideks - Diplecoccus (joonis 5,b), neljakaupa esinevaid nelik-
ehk tetrakokkideks - Petracoceus (joonis 54c).

Pérast pooldumist shelana asetunud kokke nimetatakse ahel-
ehk streptokokkideks - Streptococcus (joonis 5,e), viinamar-
jakobarate taoliselt asetunuid kobar- ehk stafiilekokkideks -
Staphylococcus ( joonis 5,d), 8-kaupa pakikestena asetunuid
sartsiinideks - Sarcina (joonis 5,f).

Pikki pulga- ehk kepikujulisi asporogeenseid baktereid ni-
metatakse batsillideks - Bacillus (Joonis 5,h), nad virvavad
gram-positiivselt, asporogeenseid liihemaid kepikesi - bakte-
riteks kitsamas mdttes - Bacterium (joonis S5,.g) viimased vér-
vuvad enamasti gram-negatiivselt. Ka pulgakujulised mikroobid
v3ivad esineda mitmesugustes kombinatsioonides: kahekaupa iihi-
nenud kepikesi nimetatakse diplobatsillideks ehk diplobakteri-
teks, ahelatena esinevaid kepikesi streptobatsillideks ehk
streptobakteriteks, kobaratena esinevaid kepikesi stafiilo-
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batsillideks ehk stafiilobakteriteks (joonis 5,1).
Pulgakujulistel mikroobidel viivad otsad olla imerad, sir-
ged vdi teravad, neil wdib esineda pundumisi v38i harulisi moo~
dustusi (Mycobacterium) (joonis 5,j). Pulgakujulistel mikroo-
bidel vdivad olla nuiataolised otsad (Corynebacterium), nad

voivad eeste kohalt olla ka paksenenud vdi pundunud (Clos-
tridium). S
Spiraslsete ehk kruvikujuliste mikreobide rilhma kuuluvad
komakujulised pulgakesed-vibrioonid (Vibrio) ja spiraaliku—
julised mikroobid - spirillid (Spirillum), mille raku’zeha
teeb 1-2 keerdu imber kesktelje (joonis 5,k,1).
Sellesse rithma kuuluvad ka kuju poolest teistest bakteritest
erinevad spiroheedid, millel on kruvisarnaselt pikitelje iim-
ber keerdunud vdi lainetaoliste paljude keerdudega niidid
(joonis 6). Tuleb silmas pidada, et kiesoleval juhul on meil
tegemist mikroobide morfoloegilise, mitte aga siistemaatilise
Jaotamisega. Nditeks termin Microcoecus téhistab morfoloogi-
lise jaotuse jérgi pdrast pooldumist {ihekaupa asetunud kokke.
Krassilnikovi siistemaatilise jaofuse Jjérgi aga Coccaceae su-
gukonda kuuluvat perekonda (Microceccus), kuhu kuuluvad as-
porogeensed, liikumatud kokikujulised, lihtsa pooldumise teel
paljunevad bakterid.

Mikroobiraku suuruse mdstmine.

Mikroorganismide rakkude suuruse mddtmiseks kasutatakse
kas okulaarvdrku vdi okulaarskaalat, mis asetatakse okulaari

dlafragmasse iilemise ja alumise l#&tse vahele ning objektmik-

romeetrit (alusklaas),viimane asetatakse mikroskoobilauale.
Modtokulaar kujutab endast itmmargust klaasplaati, mille

keskele on graveeritud vordseteks osadeks (50 osa) jagatud
Jjoon- vdi vorkskaala. :

Gbjektmikromeeter on klaas- v0i metallplaadike, mille kes-
kel on 1 mm pikkune skaala, mis on jagatud 100 vdrdseks oseaks.
Skaala jaotus on 0,01 mm ehk 10/1.1,

Jérgnevalt médratakse médtokulaari iihe jaotuse nidiv pik-
kus antud optilises siisteemis. Naiteks objektmikromeetri 6
Jactust (0,06 mm) langeb kokku mddtekulaari 30 jaotusega.
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Joon. 5. Enamlevinud bakterivormid. a - Micrococcus,
b ~ Diplococcus, ¢ - Tetracoccus, d - Staphylococcus, e =
Streptococcus, f - Barcina, g - Bacterium, h - Bacillus,

i~ Di J&l&" Strepto-, Staphylobacillus, J - Mycobacterium,
cterlum, Clostridium, k - Vibrio, l - Spirillum.
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Seega m33tokulaari 1 jaotuse n#iv pikkus on 0,06:30=0,002 mm
ehk 2 mm.

Uuritavate objektide mb8tmist v8ib teostada ainult selle
objektiivi ja okulaari suurenduste kombinatsiooni juures,mil-
le juures toimus okulaarmikromeetri jaotuse pikkuse mid&ramine.

Pirast modtokulaari jaotuse ndiva pikkuse mé#ramist asen-
datakse ob&el{ctmikromeeter uuritava preparaadiga ja vaadatakse
mitut mGGtokulaari jaotust hdlmab méddetav rakk. Kui néiteks
pérmirakk (mooda pikitelge) holmab 4 m3Stokulaari jaotust,
siis on tema pikkus 8 ,um.

Veelgi holpsam on raku suuruse moStmine sel puhul, kui
md3tokulaari asemel kasutatakse okulaarmikromeetrit. Objekt-
mikromeetri abil miiratakse okulaarmikromeetri iihe jaotuse
pikkus. M3Gtmise algul asetatakse okulaarmikromeeter O seisu,
siis pooratakse viimast seni, kui okulaarmikromeetril olev
rist liigub iihe objektmikromeetri jaotuse vdrra. Objektmikro-
meetri dhe jaotuse pikkus on 0,01 mm ehk 10 um. Kui 0,01 mil-
limeetrile vastas okulaarmikromeetri 40 jaotust, siis okulaar-
mikromeetri iihe jaotuse pikkus on 0,01:40=0,00025 mm ehk 0,25

Objekti suuruse midramisel asendatakse objektmikromeeter
preparaadiga. Raku suuruse mootmisel pooratakse okulaarmikro-
meetrit seni, kui okulaaril olev rist liigub m86da raku piki-
telge ilhest raku otsast teise ja loetakse mitme jaotuse vdrra
tuli selleks trumlit edasi poorata. EKui nditeks trumlit pdo-
rati edasi 23 jaotuse vdrra, siis on m33detava raku pikkus

0,00025 (mm) x 23 = 0,00575 (mm) ehk ca 6mm.

? tras 8koop .«

Elusate virvimata mikroobide morfoloogia uurimiseks sobib
histi faaskontrastmikroskoop, mille vottis esmakordselt kasu-
tusele Zernicke aastal 1932.

Mikroskoopimisel sdltub nidhtavus uuritava eseme kontrast-
susest. Mikroskoopimisel on kiige paremini ndhtavad need ese-
med, mille eri osades neeldub valgus ebaiihtlaselt, s.t. mil-
le eri osad on kontrastsed. Kui valguskiired lédbivad preparaa-
di kontrastseld osi, siis muutub nende intensiivsus, millele
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inimese silm reageerib, hédsti.

Mikroskoopimisel on halvasti ndhtavad need esemed, mil-
les valgus neeldub iihtlaselt. Uuritetate esemete mitmesugu-
sed osad vdivad olla erineva optilise tihedusega, mistdttu
nende libimisel valguse intensiivsus el muutu, kiill aga toi-
muvad valguslaine fgasi nihked, mida inimese silm ei ole v3i~
meline registreerima., Elusad védrvimata mikroobid osutuvad
sellisteks objektideks, milledes toimuvad ainult valguslaine
faasi nihked.

Faaskontrastmikroskoobis on voimalik vérvimata mikroobe
muuta ndhtavaks sel teel, et valguskiirte faasinihked muude-
takseketaskondensorite ja réngasobjektiivide abil iiksteisest
erinevaiks. Sel puhul muutub valguskiirte suund 90° vérra ja
ketaskondensori' ldbimisel neeldub 50% tsentraalseist valgus-
kiirtest.

Uksikasjalik seletus faaskontrastmikroskoobi kasutamiseks
esineb jérgmistes kisiraamatutes: M,®, Demopos, PyroBoZCTBO
K NPaxTHYSCKHM SSHATHAM NO MHKPOGCHONOr'WH, Mocksa 1957.

M.H. Nlposwna, BoTaHMueckas MHKpOTeXHHEKAa, Mocksa 1960,

T36iilesanded

1. Oppida tundma enamlevinud bakteriverme demonstratsioeni
korras védljapandud preparaatides ja joenistada tdévihikus-
se igast preparaadist mdned rakud.

2. M36ta Saccharomyces cerevisiae, Bact. bulgaricum'i ja pe-
rek. Chromatium’i rakkude suurus mddtokulaari ja okulaar-
mikromeetri abil.

3. Tutvuda demonstratsiooni kerras viljapandud Proteus vul-
garis'e kultuuri suspensioonist valmistatud preparsadiga
faaskontrastmikroskoobi abil.
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W praktikun

T e e m a: RIISTADE ETTEVAILMISTUS STERILISEERIMISEKS JA
: 'STERITLISEERIMISE VIISID

Steriliseerimiseks nimetatakse eseme, materjali voi s66t-
me tdielikku vabastamist elusatest mikroobidest.

Klaasanumate ja —riistade ettevalmistus steriliseeri-
miseks.

Mikrobicloogilisteks tdddeks sobivad ainult hdsti pestud,
resvavabad noud ja klaasanumad, sest halvastl ettevalmistatud
ndud véivad pShjustada cbadigeid resultaate.

Enne ndude kasutamist tuleb nad vastavalt toddelda. Nak-
kuse vdltimiseks steriliseeritakse kasutusel olnud nousid au-
toklaavis 30 min. 115%C juures, pdrast seda pestakse sooja
vee ja harjaga ning uhutakse 2-3 korda destilleeritud veega.
Puhtaks pestud ndud lastakse kuivada Shus, soojas kuivatuska-
pis (50°C) v6i kuivatatakse alkoholi vdi eetriga. Soojendami-
sega kuivatamine ei ole lubatav ithegi mddtriista, ka m3otmi-
seks kasutatavate pipettide puhul.

Rui néud tavalise pesemisega histi puhtaks ei ldhe, t006-
deldakse neid 30 minuti vEltel vastava kroomseguga ( 1 liitri
vee kohta vSetakse 50 g kaaliumdikromaati ja 500 g tehnilist
védédvelhapet), mille jérel uhutakse ndud veega hdsti puhtaks.

Nousid v3ib asetada mdneks minutiks ka 5 - 10%-1lisse teh-
nilisse soolhappelahusesse ja seejdrel hdsti loputada. Uusi
néusid keedetakse 1 - 2 %~lises soolhappelahuses, et neutra-
liseerida‘liigset leelist, mis vOis tekkida klaasi valmista-
misel, Seejédrel uhutakse ndud veega histi puhtaks ja kuivata-
takse,

Nousid, mille kiilge on j3dnud agar-agarit, Zelatiini vidi
teisi s66tmejédénuseid,vdib pédev enne pesemist leotada leeli-
selise lahuses. Vdrviplekkide eemaldamiseks kasutatakse 3%-1list
kloorlubjalahust.

Alusklaaside rasvast puhastamiseks tuleb neid keeta 10 -
15 minutit 1 %-lises soodalahuses ja loputada destilleeritud
vees., Peale selle pestakse algul ndérgas soolhappelahuses ja
giis uuesti destilleeritud vees. Puhtad klaasid sdilitatakse
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véhese ammoniaagilisandusega 70° alkoholis. Varem tarvitatud
alusklaase keedetakse 5%-lises soodalahuses, asetatakse 1-2
péevaks kontsentreeritud védvelhappesse, seejérel loputatakse
destilleeritud veega, siis keedetakse 15-20 min. 1 %-lises
soodalahuses, loputatakse destilleeritud vees. Pirast seda
keedetakse 1-2 %~lises éoolhappes, loputatakse destilleeritud
veega ning asetatakse 70%alkoholisse. :

Puhastatud ja kuivatatud klassndude ettevalmistamine ste-
riliseerimiseks toimub jirgmiselt. Klaasndude (katseklaasid,
kolbid, kultuuripudelid jne.) avad suletakse vattkorkidega,
kusjuures 2/3 osa korgist asub avauses ja 1/3 osa viljaspool.
T66ks kasutatavad materjalid ( Petri tassid, pipetid, ubmrid,
pahtlid, alusklaasid ja lehtrid jne.) pakitakse paberisse.

Vattkorgid valmistatakse jirgmiselt. Lauale asetatakse
vastava suurusega piklik nelinurkne vatikiht, millele aseta-
takse nn. sidamik ja tehakse 1Y2-2 keerdu, siis keeratakse sis-
se vatitiiki k&ik neli serva nii, et tekiks vattpael, mille
laius vastaks korgi pikkusele, ja rullitakse siis kokku vas—
tavalt katseklaasi vdi kolvi diameetrile (joon.7). Vattkorgi
voib méhkida ka ihekihilisesse marlitiikisse. Marli servad
iihendatakse niidiga korgi peal.

T qo il RBES  Joon. 2
; Vattkorgi valmista-
mine

.
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Steriliseerimise wviisid,

Eristatakse jédrgmisi steriliseerimise viise: 1) sterili-
seerimine kérge temperatuuriga, 2) mehhsaniline steriliseeri-
mine, 3) steriliseerimine keemiliste ainetega.
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I.Steriliseerimine kdrge temperatuuriga.

1) Kuumutamine poleti leegil on kdige lihtsamaks ja kiire-
maks steriliseerimise mooduseks, Bunseni poleti leegi iila- ja
kiil jeosas on temperatuur iile 15000. Kuumutamisega sterilseeri-
takse kiilvinSelad, pipeti suuosa, katseklaaside ja kolbide ‘
avad, pehtlid, vdikesed metall- Ja klaasesemed, nagu pintsetid, |
alus- ja katteklaasid jne. Bt aga enamik esemeid taolisel kuu-
mutamisel rikneb, on selle meetodi rakendamine piiratud.

2) Keetmine vees hdvitab 1-3 minuti jooksul mikroobide ve-
getatiivsed vormid.Destilleeritud veega metallsterilisaatoris,
kuhu lisatakse 1 %-list soodalahust roostetamise vdltimiseks,
keedetakse siistlaid, ndelu, pintsette, kddre jne. 15-30 min.
See moodus ei ole aga absoluutselt kindel, sest mdnede bakte-
rite spoorid vdivad sdilida pikaajalisel keetmisel.

3) Voolava auruga steriliseerimine toimub 100°C juures
Kochi‘gpnraadis. Kochi aparaat on silindrikujuline metallist
ndu, mille seinad on véljast vooderdatudlinoleumiga ja pealt
kaetud avaga varustatud kaanega. Nou pdhjas on vesi, mille ko-
hale restile asetatakse vdrestatud pdhjaga panges sterilisee-
- ritavad esemed. Steriliseerimine voolavas kuumas aurus toimub
ndu pohjas oleva vee keemisel tekkiva auru voolamisel kaanes
oleva ava suunas. Kochi aparaadis steriliseeritakse ndusid ja
materjale 30-60 minutit, millise aja jooksul hidvivad mikroobi-
de vegetatiivsed vormid, kuid vdivad sdilida nende spoorid.
Jirgmiseks pédevaks muutub osa spoore vegetatiivseteks vormi-
deks, eriti siis, kui steriliseeritav ese jdetakse Gopédevaks
seisma temperatuuril mitte alla 20-22°. Eoste hivitamiseks
teostatakse steriliseerimist kolmel iliksteisele jadrgneval pée-
val.

4) Steriliseerimine auruga rdhu all toimub autoklaavis.
Autoklaave on mitmesuguse ehitusega. Mikrobioloogilisteks
toddeks on kdige sobivamad elektri abil kdetavad horisontaal-
sed autoklaavid (joon.8). Autoklaavid on metallist Ghukind-
lalt suletavad aparaadid, mis on varustatud manomeetri, kait-
seventiili ja mitmesuguste kraanidega. Monedel autoklaavidel
on ka termomeeter.
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Steriliseeritavad esemed
asetatakse autoklaavi,
kaas suletakse Shukind-
lalt. Autoklaav liilita-
takse vooluvdrka, alumi-
ses aurukambris asuv ve-
sl aetakse keema, kust
aur tungib ililemisse nn.
steriliseerimiskambrisse.
Vee keemisel tekkiv aur
surub algul Shu aparaadist
vdlja viljavoolukraani
kaudu. Kui 8hk on tédies
ulatuses vdlja tdrjutud,
vdljub aur iihtlase joana,
mis ei sisalda Shku. Siis
suletakse auru viljavoolu-
kraan. Tekkiv aur satub
suletud ruumi, tSstab rdéh-
ku ja koos sellega ka
temperatuuri, mida ndita-
vad manomeeter ja termo-
meeter. Ulesurve teket
véldib vastav kaitseven-
tiil. Vajaliku sterili-
seerimisaja moodumisel
lilitatakse vilja kiitte-
keha, autoklaav lastakse
Jjahtuda, kuni surve lan-
geb manomeetril O-le, siis avatakse auru v#ljavoolukraan ja
13puks autaklaav. Euuma. autoklaavi avamisel tekib surve kii-
rel langemisel vedelikkude tormiline keemine, mis vdib vatt-
korgid mérjaks teha voi need katseklaasidest vidlja suruda.
Véljavoolav aur juhitakse kummivooliku kaudu veeanumasse.
Voolik eemaldatakse veeanumast enne manomeetri O-le langemist,
sest vastasel korral tungib vesi autoklaavi.

Joon. 8. Horisontaalne autoklaav.
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Kuumas aurus surve all hidvivad tavaliselt nii mikroo-
bide vegetatiivsed'vormid kui ka nende spoorid. Autoklaavis
steriliseeritakse tavaliselt 20 minutit 115 - 120° C
( 1 atm) juures, suuremate ndude puhul 30-60 minutit. Subhkrut
sisaldavate sootmete steriliseerimisel tuleb piirduda 0,5 atm
rdhuga (karamelliseerumine).

Tavaliselt puuduvad autoklaavidel termomeetrid, mis-
tottu temperatuuri lile otsustatakse manomeetri nditude jargi.

All jérgnevalt esitatakse temperatuuri vastavus auru-
survele atmosfdidrides.

R8hk atm Temperatuur %
(o} “100
0,5 112
150 121
s 5 127
270 134
3,0 145

Noukogude meditsiinilised autoklaavid lubavad rdhku
tosta ainult 2 atmosfddrini.

Soovitav on vahetevahel kontrollida, kas temperatuu-
rid autoklaavis vastavad manomeetri nditudele.Kdige lihtsam on
seda teha maksimumtermomeetriga. Viimase puudumisel véib auto-
Xlaavi asetada ka klaastorukestesse joodetud indikaatoreid,
mis teatava temperatuuri juures sulavad. Iﬂdikaatoritele 1li-
satakse pisut metiileensinist, fuksiini v6i mdénda teist virv-
ainet, mis muudavad sulanud indikaatori vidrviliseks.

Sulamistemp. °c

Bensonaftool 110
Antipilriin 114
Vaavlidis 115
Bensoehape ey

5) Lindaliseerimist kasutatakse nende esemete sterilisee-
rimiseks, mis kuumutamisel temperatuuril100° muutuvad. Niisu-
guseid esemeid kuumutatakse temperatuuril 56-58° viis pédeva
Jjérjest, iga pdev 1 tund. Tindaliseerimist teostatakse kas vee-
vannil v3i spetsiaalsetes seadistes.

6) Pastériseerimine tihendab steriliseerimist temperatuuril
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60-70°, Selle menetlusega, mille rakendajaks oli Louis Pas-
teur, hévitatakse eostega mikroobe niisugustes vedelikes, mis
kdrgemal temperatuuril kuumutamisel muutuvad voi riknevad
(vein, Glu, piim). Laialdaselt kasutatakse piima pastdrisee-
rimist, sest steriliseerimisel mitte iile 65° jéddvad piima
toite~ ja maitseomadused muutmatuks.

7) EKuivkuuma Shuga steriliseerimine teostatakse termo-
staatides (joon. 9). Termostaatides steriliseeritakse kuivi
puhtaid pakitud klaasndusid (katseklaasid, Petri tassid, kol-
bid, pipetid, pudelid, alusklaasid jne.).

Termostaat on metallist kahekordsete seintega kapp, mis
on védljastpoolt kaetud soojust isoleeriva materjaliga. Termo-
staat on tavaliselt automaatselt reguleeriva elektrikiittega
Ja kontrolltermomeetriga., Pakitud klaasndusid steriliseeri-
takse 1,5 - 2 tundi 160° C juures. Steriliseerimisaega
hakatakse arvama vastava temperatuuri saavutamise momendist.
160° kdrgema temperatuuri juures pole steriliseerimine soo-
vitav, sest vatt ja paber sdestuvad ning seejuures vabanenud
torvaine avaldab mikroobide kasvule bakteriostaatilist toi-
met,

Joon. 9. Termostaat,
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II, Mehhaaniline storidlgseerilino.

Mehhaanilist steriliseerimist teostatakse mikropoorsest
materjalist” valmistatud bakterfiltri abil,

T&naplieval kasutatakse bakterite eraldamiseks vedelikku-
dest kdigepealt kdvu filtreid, nagu Pasteur'-Chamberland'i
kiilinlaid, mis on valmistatud portselaensavi ja réniliiva se-
gust, kus pooride (urvete) lébimddt reguleeritakse réniliiva
hulgaga. Noukogude Liidus kasutatakse filtrite téhistamiseks
téhte "Q ". NSVI~is toodetakse 10 tiilipi filtreid, mille numb-
rid vastavad rahvusvahelisele numeratsioonile (2, &, B,
% %%, 8, 0.

Berkefeldi filtrite valmistamiseks kasutatakse rénimul-
da, 'pooride suuruse jérgl eristatakse W, N ja V filtreid. Ko-
vu filtreid kasutatakse korduvalt, kusjuures orgaanilisest
ainest puhastamiseks kuumutatakse neid muhvelahjudes.

Laboratooriumides kasutatakse kdige sagedamini nn. peh-
meid filtreid, eriti Seitzi asbestkettaid, mis asetatakse
Seitzi metallstatiivi (joon. 10). Laialt kasutatskse mikroo-
bide eraldamisel veest membraanfilt-
reid, mis kujutavad endast sdori-
kujulisi poorseid nitrotselluloosi-
kilekesi. SGltuvalt pooride suuru-
sest eristatakse filtreid numbrite-
ga: 1, 2, 3, 4 ja 5, neist kdige
tihedam on nr., 1, kdige horedam -
nre. 5.

Ka filtreeruvate viiruste méé-
ramiseks kasutatakse nitrotsellu-
loosi vdi kolloidmembraane.

Bakterifiltreid on voimalik
valmistada igas laboratooriumis
tselluloidist, Selleks asetatakse
kolbi 7 g filmilinti, millele lisa-
on, 10, Seitzi statiiv takse 64 ml atsetooni ja 36 ml &idik-

koos imikolbiga. happeetiiiilestrit, EKui filmilindi
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tiikkikesed on lahustunud, lisatakse 50-55 ml isoamiililalkoholi,
segatakse hiésti 1ldbi ja filtreeritakse ldbi paberfiltri. Filt-
raat valatakse vidga puhtale (eetriga puhastatud) horisontaal-
sesse asendisse seatud siledale klaasile. Vedelik tardub seis-
misel ja klaasi pinnale j##b valge kile, mida vajaduse korral
niisutatud vatitﬁkikeéega saab kergesti eraldada. Saadud ki-
lest loigatakse vajaliku suurusega filter ja asetatakse
Seitzi statiivi.

Filtrid steriliseeritakse enne kasutamist pooletunnisel
vees keetmisel ja steriliseeritav vedelik filtreeritakse, ka
sutades sealjuures kas negatiivset v8i positiivset rdéhku vee-
joapumba v3i vaakumaparaadi abil. :

Filtreerimisel kasutatakse imikolbi, mis on iihendatud
kummivooliku ja klaastoru abil vaakuumpumbaga iihelt poolt ja
filtriga teiselt poolt (joon.10).

Nii filtrid kui ka kGik teised filtreerimiseks vajalikud
seadmed,nagu kolvid, klaastorud, kummivoolikud jne. peavad
olema steriliseeritud ja kuni kasutamiseni sdilitatud korra-
likult paberisse pakituna.

III. Steriliseerimine keemiliste ainetega.

Steriliseerimist keemiliste ainetega teostatakse vastava-
te kemikaalide tugevate lahuste abil. Laboratoorses praktikas
kasutatakse niisugust steriliseerimisviisi vidga harva.

Tavaliselt kasutatakse steriliseerimiseks desinfitseeri-
vate ainete ndrku lahuseid.

PT606ilesanded.

1. Valmistada klaasndud ette steriliseerimiseks; val-
mistada vattkorgid 6 katseklaasile ja 1 kolvile. Valmista-
da kahele pipetile vatist sillake ning pakkida paberisse;

3 Petri tassi pakkida paberisse ja asetada kandjasse.

2. Tutvuda Kochi aparaadiga ja termostaadiga ning iiksikasja-
likult horisontaalse autoklaaviga viimase juures oleva
spetsiaalse juhendi abil. Steriliseerida autoklaavis 1.punk-
tis ettevalmistatud klaasndud.
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3 Oppida tundma bakterifiltreid ja jédlgida nende kasutamist.
4, Tutvuda mikrobioloogia laboratooriumi spetsiaalse apara-—

tuurige’ (loksutaja, kiilmutuskapp, inkubaatorid (bakteriaal-

sed kapid), kiillviboks, ultraviolettlamp jne.).
5. Valmistada tselluloidist bakterifilter.

YVipraktikuamn
T e ema: MIKROOBIDE SOOTMED

Mikroerganismide puhaskultuuride eraldamiseks ja kasvata-
miseks kasutatakse kunstlikke sd6tmeid, millel on vdimalik
neid igakiilgselt uurida. Mikroobid arenevad keskkonnas ainult
vee juuresolekul, sest nad kasutavad vees lahustunud toitai-
neid.

Mikroorganismid kasutavad toitainetena nii orgaanilisi kui
ka mineraalaineid, vitamiine ja teisi kasvufaktoreid, mistot-
tu eri juhtudel nende kasvatamiseks sobivad vdga mitmesuguse
koostisega scotmed.

Mikroobide kasvatamiseks kasutatavad kunstlikud sootmed
peavad vastama jérgmistele nduetele.

Sé8de peab sisaldema kdiki antud mikroobi toitumiseks va-
jalikke aineid, olema steriilne, selge ja lébipaistev ning
kagvatatava liigi suhtes optimaalse pH-ga.

Ka sototme fiilisikalis-keemilised omadused (konsistents, pH,
Eh, viskoossus jne.) peavad vastama mikroobide optimaalsetele
tingimustele.

Mikroobide s886tmeid on.vdimalik klassifitseerida mitmesu-
guste omaduste alusel, mistdttu kohtamegli palju klassifikat-
sioone. Sagedasti vdib iihte sdddet olemasolevate klassifikat-

sioonide puhul paigutada mitmesse gruppi, mis pShjustab sega-

dust. Maailmakirjanduses puudub veel té&nini ildbunnustatud
sootmete liigitus. Alljérgnevalt tutvume sddtmete ihe klassi-
fikatsiooniga.

1. Kultiveerimis- ja s#éilitussdstmed on niisugused, mis
sobivad paljude mikroobide kasvatamiseks. Siia kuuluvad liha-
puljong, lihapeptoonpuljong, lihapeptoonagar, Na-kaseinaat—-
agar, liha-maksapuljong, pédrmiekstrakt, mullat8mnis jne.
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2. Rikastussdotmed on niisugused, kus kultiveerimissdot-
mele lisatakse monda ainet séltuvalt kasvatatavate bakterite
ndudeist. Rikastussdotmetena voib mainida suhkrupuljongit,
Buliri socodet Jne.

3. Diferentsiaalsdotmeid kasutatakse mikroobide biokee-
milise aktiivsuse, nende ensiimaatiliste omaduste médramiseks.
Sellesse riihma kuuluvad Endo sddéde, Hissi sddde, spetsiifi-
lised sootmed asporogeensete gram-negatiivsete mikroobide
Jaoks jt. gruppide jaoks. :

4. Fisioloogiliste omaduste indikaatorsdétmed on niisugu~
sed, mida kasutatakse mikroobide mitmesuguste omaduste, nagu
siisivesikute kddrimis-, ammonifitseerimis-, nitrifitseerimis-
Jt. vOime midramiseks ning ka soétme reaktsioconis toimunud
muutuste uurimiseks. Siia kuuluvad siisivesikuline indikaator-
sodde, tdrklisagar, nitraatpul jong, lakmuspiim jne.

5. Spetsiaaleesmérkidega sgotmed. Siia kuuluvad mikroobi~
de ensiilimide, toksiinide, antibiootikumide jt. ainete moodus-
tamiseks kasutatavad s8otmed jt.

Konsistentsi alusel jagatakse sodtmed vedel- ja tardsdot—
meiks,

Tardsootmed vGivad kdoigepealt olla mitmesugused taimsed
produktid, nagu kartul, porgand, puuviljad jne., siis leib jt.

Enamikul juhtudel saadakse tardst6tmed mdningate indife-
rentsete tarduvate ainete lisandamisel, v3i siis kasutatakse
tardsootmena koaguleeritud valke, nagu vereseerumit jne.

Tardsodotme alusena kasutatakse vahel ka vasika kontidest,
peadest, jalgadest jne. valmistatud Zelatiini. Zelatiin on
keerulise struktuuriga valkaine, milles pdhiliseks tarduvaks
osaks on kollageen. Zelatiini sulamistépp on ca 24°¢c. Tard-
's66tme saamiseks lisatakse lihapeptoonpul jongile 10-15% Zela-
tiini. Sellisel tardssdtmel voib mikroobe kasvatada ainult
23-2400 Jjuures.

Parimaks tardsootme aluseks on agar-agar, mida saadakse
genus Florideae'sse kuuluvatest merevetikatest. Agar-agar ab-
sorbeerib hulgaliselt vett (200-250 korda rohkem oma kaalust)
Ja sisaldab vdhe ldmmastikiihendeid.Peamine koostisosa on pek~
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tiinitaoline geloos, mis pundub vees, sulab keemisel 98-100°C
Juures ja jahtudes tardub 45°c Jjuures. Tardsédtme saamiseks
lisatakse vedelsdotmele kaalu jérgi 1,5 - 2% agar-agarit.
Sellist s6ddet mikroobid ei vedelda Jja see piisib tardununa
vajaliku inkubeerimistemperatuuri juures.

Mikrobioloogia-alases kirjanduses kohtame sagedasti ter-
mineid selektiivsdode, siinteetiline scdde ja dehiidreeritud
s66de.

Selektiivesdotmed on sellised so6tmed, mis véimaldavad mik-
roobide looduslikust v8i kunstlikult koostatud segust arene-
ma hakata ainult teatavate kindlate fiisioloogiliste omaduste-
ga mikroobidel. Selektiivsddtmetega luuakse uurijat mitte-
huvitavate mikroobide elutegevuseks ebasoodsad tingimused kas
kasvu pidurdavate ainete (védrvained, kemikaalid, sapp) lisa-
misega v38i sel teel, et jdetakse lisamata ained, mis lubaksid
kasvada ka kdrvalistel vormidel. Ka sdotme reaktsiooni on v3i-
malik kohandada ainult ilihele liigile.

Slinteetilised sootmed on sellised, mille valmistamiseks
kasutatakse lihtsaid keemilisi individuasalseid ilihendeid ja
vett kindlas vahekorras. Selliste sdotmete kasutamine v3imal-
dab bakteri ainevahetusprotsessi ja tema eluliste mehhanismi-
de uurimist. Jittes sootmest vdlja mdne aine vdi muutes selle
kontsentratsiooni, on vdimalik mikroobi kultuuris tekkinud
morfoloogiliste ja biokeemiliste muutuste jérgi otsustada iihe
v3i tedse aine vajalikkuse iile uuritavale mikroobile. Siintee-
tiliste sdotmete valmistamiseks kasutatakse keemiliselt puh~-
taid aineid, kvartsndusid ja bidestilleeritud vett.

Dehiidreeritud sédtmed on todstuslikult valmistatud kuiv-
s6otmed (pulber). Neid lahustatakse vees 1,5-6% kontsentrat-
sioonis .Dehiidreeritud kuivsootmeid kasutatakse védiksemates
laboratooriumides, kus esineb raskusi séotmete valmistamisega.

Jérgnevalt tuuakse bioloogidele-mikrobioloogidele mdned
sagedamini vajalikkude sootmete retseptid.

Lihapuljong (LP) e. lihavee, lihapeptoonpuljongi (LPP) ja
lihapeptoonagari (LPA) valmistamine. Enamiku séotmete aluseks

on lihavesi, mille valmistamiseks v3etakse 500 g noore veise
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voi hobuse rasvata ja kdodlusteta liha, hakitakse peeneks ja
asetatakse 1000 ml kraanivette 12 tunniks v3i 1 tunniks
50-55°C juurde matsereeruma. Lisatav vesi tuleb enne liha
sisseviimist soolhappega hapustada kuni pH 4,5-5,0. Liha vdi-
dakse asetada ka 18dvalt 3-4 kordsesse marlikotti, millega
viiakse vette matsereeruma. Peale selle keedetakse pool tun-
di ja kurnatakse. Kurnatud hautist keedetakse veel pool tun-
di. Kuumale hautisele lisatakse 5 g NaCl ja neutraliseerimi-
seks soodalahust. Koaéuleerunud valgud filtreeritakse. Filt-
raadi maht tdiendatakse veega 1 liitrini, lisatakse 10 g pep-
tooni ja kuumutatakse viimase lahustumiseni ning peale selle
keedetgkse veel pool tundi. Uuesti filtreeritakse ja grupi-
analiiiside jaoks filtraat lahjendatakse wveel 2 korda.

Saadud LPP steriliseeritakse 121°C juures 15 minutit.

LPA valmistamiseks lisatakse LPP-le 2% pestud agar-agarit.

Parmiekstrakti valmistamine. Térklisevabale vérskele
presspidrmile lisatakse kaalult 9-kordne kogus vett ja segatakse
histi segi ning autoklaavitakse 3 tundi 1 atm juures. Peale
selle lastakse liigutamatult settida mitme pédeva jooksul toa-
temperatuuril. Vedelik eraldatakse sifooniga ja tsentrifuu-
gitakse. Saadud ekstrakti autoklaavitakse 20 minutit 1 atm
Jjuures.

liullatdmmise valmistamine. 1 kg aiamulda suspendeeritakse
1 liitris kraanivees.ja segatakse hésti ning autoklaavitakse
1 tund 1,5 atm juures. Pirast seda jdetakse s0dde pikemaks
ajaks seisma - settima.Hiljem filtreeritakse l&bi kahekordse
filterpaberi. Filtraat neutraliseeritakse soodaga pH 7-7,2. '
100 ml-le mullatdmmisele lisatakse 900 ml destilleeritud vett
ja 15 g agar-agarit. Keedetakse kuni agar-agar sulab ja kal-
latakse katseklaasidesse v8i kolbidesse ning steriliseeritak-
se autoklaavis 1 atm juures 30 minutit.

Kartuliagari valmistamine. Kooritud ja pestud kartulid
13igatakse viiludeks ja keedetakse vees. Kartulite ja vee
vahekord peab olcma 1:10. Peale selle filtreeritakse lébi
paberfiltri dJa lisatakse 1,5% agar-agarit. Agar-agar sulata=
takse tulisel veevannil. Higususe puhul filtreeritakse veel
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kord. Stode steriliseeritakse 30 minutit 1,5 atm juures.

Kartulildigud v8ihappebakterite kasvatamiseks. Kasuta-
takse midaplekkideta valgeid mugulaid, viimased pestakse hés-
ti puhtaks, kooritakse ja l3igatakse 10-15 mm paksusteks 13i-
kudeks. L3igud hddrutakse hdsti kriidiga sisse tekkivate hape-
te neitraliseerimiseks ja asetatakse Petri tassidesse. S0Gtme-
ga Petri tassid steriliseeritakse autoklaavis 2 atm juures
25-30 minutit. Kartulildikude dige steriliseerimine on véga
oluline, sest kartulis esinevad peaaegu alati Bac. mesenteri-
gg§§ viga vastupidavad spoorid. Kriidiga sissehdbrumise ase-
mel v8ib kartulildike hoida ka 6-12 tunni jooksul 1%-lises
soodalahuses.

Samuti nagu kartulist, valmistatakse sdodet ka porgan-
dist ja teistest juurviljadest.

Subkrupuljongi ja suhkruagari valmistamine.

‘Pavalisele puljongile v3i tavalisele sulatatud agar-agarile
lisatakse 0,5 kuni 1% mingeid siisivesikuid. Vastav siisivesik
lahustatakse viheses vees ja lisatakse sdotmele. Steriliseeri-
takse Kochi katlas 3 pdeva jdrjest, iga pédev iiks tund.

Buliri sgdde sisaldabdb 1 liitri LPP kohta 12,5 g manniiti
ja indikaatorina 6 ml neutraalpunase 1%-list vesilahust. Sodde
steriliseeritakse EKochi katlas voolava auruga 3 pdeva jérjest,
iga pdev 30 minutit.

Vereagar gliikoosiga. Norgalt leelise reaktsiooniga gli-
koosagar (2-3% agar-agarit ja 2% gliikoosi) valatakse suurtes-
se katseklaasidesse, mille kdrgus 25 cm ja @ 2,5 cm. Igasse
katseklaasi valatakse umbes 60 ml sdddet, steriliseeritakse
110°C juures ca 30 minutit ja séilitatakse selliselt. Enne
kasutamist kuumutatakse gliikoosagarit veevannil, jahutatakse
siis 45°—ni ja lisatakse igasse katseklaasi 12-15 ml steriil-
set defibrineeritud verd; segatakse ldbi ja valatakse 3 v3i 4
Heidenreichi tassi.

Tdidetud tasse hoitakse enne kiilvi 2 G0pédeva toatempera-
tuuris.

Endo sddde. 100 ml-le LPA-le lisatakse 1 g laktoosi,

indikaatorina aluselise fuksiini ja naatriumsulfiti (NaZSOB)
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segu ning 0,1 g kristalset soodat. Indikaator valmistatakse
Jargmiselt. Katseklaasi vGetakse 1 ml aluselise fuksiini kiil-
lastatud alkoholilahust,millele lisatakse véhehaaval 10%-1ist
Na2803 vesilahust kuni fuksiini vdrvitustumiseni, s.o. kuni
kahvaturoosa vérvuseni. Saadud kahvaturoosa vidrvusega lahus
lisatakse sulatatud laktoosagarisse ja segatakse hoolikalt.
Endo s860de valmistatakse v8imalikult enne tarvitamist ning
hoitakse kaitstult valguse eest. Escherichia coli pesad on En~
do s0dtmel punased pronksitaolise ldikega, kuna laktoosi mitte-
fermenteerivad bakterid kasvavad sédtmevédrvi oran?roosade pe-
sadena. K3hutiilifuse, paratiiiifuse ja bakteriaalse diisenteeria
pisikud annavad vérvusetuid kolooniaid.
Hissi sddde ehk siisivesikute "kirju rida".

Kasutatakse mikroobide ensiimaatilise toime mdiramiseks.
100 ml-le veele lisatakse 1 g peptooni ja 0,5 g keedusoola.
Peptoon ja NaCl lahustatakse kuumas vees mdne minuti vdltel
ja filtreeritakse 1ldbi paberfiltri (lahus peab olema tdiesti
lébipaistev). Lahuse pH peab olema 7,0. Valmistatud peptoon-
veele lisatakse 1-2% keemiliselt puhast siisivesikut (pentoos,
heksoos, disahhariid, trisahhariid, poliisahhariid) ja mdni
tilk sellist indikaatorit, mis muudab védrvust siisivesiku fer-
menteerimisel tekkinud hapete toimel. Indikaatorina kasuta-
takse sagedasti 0,04%~list broomtiimoolsinise vesilahust, mida
lisatakse stotmele vahekorras 1:10. Happelises keskkonnas on
indikaator kollase, leeligeses sinise ja neutraalses kesk-
konnas rohelise védrvusega. Valmistatud sdsde valatakse ste-
riilsetesse ujukitega varustatud katseklaasidesse ja steri-
liseeritakse vaheaegadega 100° juures kolm pdeva,

Térklisammooniumagar (TAA) s6dde. Mulla ammonifitseeri-

vate mikroobide kasvatamiseks kasutatakse LPA kdrval edukalt
TA-s60det, mille koostis on jédrgmine

a - 1,08 kriit e T 1o
(NH4)2804 - 2,0 g lahustuv térklis - 1,0 g
Mgs0,, R P agar-agar - 2%
NaCl - 1,0¢g destilleeritud vesi - 1 1

885de steriliseeritakse 0,5 atm juures 30 minuti jooksul.
= 35



Lakmuspiim. = Mikroobide elutegevuse tagajérjel muutu-
nud s6otme reaktsiooni méddramiseks voib kasutada nditeks lak-
muspiima. Lakmuspiima valmistamiseks voetakse 2,5 g pulbrilist
lakmust, peenendatakse uhmris ja viiakse liitrisesse mensuu-
ri. Lakmusele lisatakse veidi 1 n leelist lahustuvuse suuren-
damiseks ja loksutatakse. Pdrast seda lisatakse destilleeri-
tud vett liitrini. Valmistatud ekstrakt peab olema violetse
viarvusega. Violetse vidrvuse saavutamiseks lisatakse tilkhaa-
val piimhapet. 7 ml lakmuseekstrakti lisatakse 93 ml koori-
tud piimale, loksutatakse ja tdidetakse katseklaasid. S&otme-
ga katseklaasid steriliseeritakse 120°¢ Juures 12-15 minutit.
Pirast seda jahutatakse katseklaasid kiiresti maha.

Happeliste eritiste puhul muutub lakmuspiim punaseks,
aluseliste eritiste puhul siniseks.

gotmete pH mddramine.

Enamik mikroobe eelistab kasvuks 3& arenguks neutraal-
set v0i ndrgalt leelisest keskkonnareaktsiooni. Iga valmis-
tatud so6tme pH tuleb middrata, et mikroobide pH steriliseeri-
misel ja kasvu kestel tunduvalt ei muutuks, lisatakse s60tme-
le puhvreid. Puhvriteks nimetatakse nii hapete kui ka aluste
suhtes afiinseid aineid. Puhvrid neutraliseerivad scotmele
lisanduva happe ja aluse ning hoiavad scotmes alal esialgse
vesinikioonide kontsentratsiooni. Tavaliselt lisatakse labo-
ratooriumides sdétmeile puhvritena kas fosforhappe primaar-
seid v6i sekundaarseid naatriumi- voi kaaliumisoolasid. Ei tu-
le unustada, et ka peptoon ja lihavesi on ise puhvriteks. Et
autoklaavimisel langeb pH peaaegu koigis séotmeis, siis viiak-
se sd0tme pH enne autoklaavimist pisut kdrgemale ettendhtust.

pH m#dramist on véimalik teostada elektromeetriliselt,
kolorimeetriliselt ning ka universaalindikaatorpaberi ja uni-
versaalindikaatorlahuse abil.

PpH elektromeetriliseks mddramiseks kasutatakse takis-
tuskompensatsioonpotentsiomeetrit "Pehavi" kalomel- ja kin-
hidroon-elektroode, 1 n KCl-lahust, kinhiidrooni ja kindla pH'
véddrtusega puhverlahust potentsiomeetri t66 Sigsuse kontrol-
limiseks. pH vddrtus oleneb temperatuurist, mistdttu mddra-
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mised tulevad ldbi viia konstantses temperatuuris v8i nimeta-
tud tingimuste phudumisel arvestada vdljatootatud parandusi.

Kateedril kasutada oleva takistuskompensatsioon potent-
siomeetri "Pehavi" niditude kontrollimiseks valmistatakse tép-
selt 4,62 pH-vdidrtusega atseetpuhver. Atseetpuhvri valmista-
miseks kasutatakse 1%-list dddikhapet. Viimase valmistamiseks
voetakse 100 ml destilleeritud vett ja 1 ml jdd-dddikhapct.
Vidiksesse keeduklaasi méddetakse 10 ml valmistatud lahust,
millele lisatakse paar tilka 0,1% fenoolftaleiinilahust ja
tiitritakse 0,1 n NaOH-lahusega roosa vidrvuse ilmumiseni.
Kasutamata jédidnud 1%-lisele &adikhappele (90 ml) lisatakse
pooles koguses 0,1 n NaOH. Nditeks kui 10 ml happe tiitrimi-
seks kulus 12 ml leellst, siis tuleb 90 ml-le happele lisada
54 ml leelist (_2 « 9 = 54), et saada atseetpuhver, mille pH
on tédpselt 4,62.

Kui potentsiomeeter ei ole tédpne, siis on vaja ette-
vaatlikult keerata reguleerimiskruvi.

Potentsiomeeter tuleb ka kaliibrida pH intervallides.
Kaliibrimine peab tingimata toimuma selle pH ldheduses, mida
on oodata uuritaval lahusel. Kontrollida tuleb aeg-ajalt ka
normaalelemente.

Pirast potentsiomeetri tidpsuse kontrollimist méddratakse
uuritava s6otme pH. Uuritav lahus asetatakse kinhiidroonelekt-
roodiga ndusse, kuhu lisatakse veidi kinhiidrooni elektrijuhti-
vuse paremustamiseks. pH médiramine teostatakse kas 30 sekun-

. di véi 2 minuti jdrele pdrast voolu liillitamist. pH vddrtus

loetakse skaalalt.

Kolorimeetrilisel méddramisel v3ib edukalt kasutada
Gillespie meetodit (joon. 11).

‘Middramisel kasutatakse vabalt valitud kontsentratsioo-
niga happe- ja aluselahust, kuid happre ja aluse kontentrat-
sioonid peavad olema vordsed, vdordsed peavad olema ka lahus-
te ruumalad ja katseklaaside ldbimdddud. kKdesoleval prakti-
kumil kasutatakse 0,1 n HCl- ja 0,1n NaOH-lahust ning indikaa-
torina 0,04% broomtiimoclsinist. Indikaatori valik oleneb sel-
lest, missuguse pH piirkonnaga on mééramisel tegemist. Lahuse
PH eelmdiramine teostatakse universaalindikaatoriga. Indikaa-
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torlahus lisatakse mikrobiireti abil.

Valmistatakse 9 katseklaasist koosnev katseklaaside
seeria, igasse neist mdddetakse 10 ml 0,1 n HCl, alates esi-
mesest katseklaasist lisatakse indikaatorit {iha vdhenevas
hulgas (esimesse katseklaasi 9 tilka, teise - 8 tilka, kol-
mandasse —= 7 tilka ....... iheksandasse 1 tilk). Analoogili-
selt esimesele katseklaaside seeriale valmistatakse teine 9

katseklaasist koosnev seeria, igasse neist méodetakse 10 ml
0,1 n NaOH, alates esimesest katseklaasist llsatakse iiha suu~-

renevas hulgas indikaatorit (esimesse 1 tilk, teise 2 tilka..
iiheksandasse 9 tilka. Katseklaaside seerias on igas katse-
klaasis erineva vdrvuseintensiivsusega lahus. Igale erineva
virvuseintensiivsusega katseklaaside paarile vastab kindel
pH vidrtus, millega vdorreldakse uuritava lahuse vdrvuse in-
tensiivsust ja leitakse sel teel viimase pH. Lahuse pH méé-
ratakse indikaatori teoreetilise pidrdeala alusel. Broomtiimool-
sinisel on see 6,9 8,1 (praktlline podrdeala aga on 6,0-7,6).
Lahuste vdrvuse irtensiivsuse vdrdlemine toimub sta-
tiivis (komparaatoris) joonisel11 toodud skeemi kohaselt.
Katseklaaside paaride jérjekord loetakse indikaatori

tilkade jargi leelises.

T6oulesanded

1. Tutvuda demonstratsiooniks véljapandud mikroobide kunstli-
ke sootmetega.

2. Valmistada grupi kohta 1 1 lakmuspiima, 1 1 kartuliagarit,
Y2 1 Endo sbodet ja 1 1 térklisammooniumsdddet.

3. Miireta valmistatud sootmete pH elektromeetriliselt ja ko-
lorimeetriliselt.

4, Igal {ilidpilasel tdita 3 katseklaasi lakmuspiimaga, 3 kat-
seklaasi tédrklisammooniumséotmega. Valmistada 3 plstliha-

peptoonagarit ja 2 lénglihapeptoonagarit.
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JOONIS 14

GILLESPIE MEETODI SKEEM

I KATSEKLAASIOE SEERIA I KATSEKLAASIDE SEERIA KATSEKL. pH
1Oml Gin HCI 10ml 01n NaOH NR. VAARTUS

1tilk indikaatorit Q O gtilka indikaatorit X 80

2 tilka @ : v 77
A @aaey . Y
e () C )l . v 73
P b ey 2 Vi lgy
g = is E v v 69
Fenlis Lo leil ’ o 67
$u iy i e e e
§ v P 0e R e n 63

lpaar - pHa pH 6.3 — pH, 8,0
IXpaar — pH,

KOMPARAATORISSE ASETAMISE SKEEM

vesi

alus + indikaator O Q O alus + indikaator

hape +indikaator Q ( ‘) hape + indikaator

uuritav lahus
+otilka indikaaforit
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VI praktikum

T e e m a: MIKROOBIDE KULVI TEHNIKA

Mikroobide kultiveerimine on vajalik nende morfoloogia,
filisioloogia ja biokeemia uurimiseks.

Mikroorganismide ainevahetusproduktide kogunemise tottu
sootmeis tuleb mikroobe aeg-ajalt lmber kiillvata. Edasikilv
toimub pdhisdotmetele, millel antud liigi kasv on normaalne
ja séilivus hea. Edasikiilvamise puhul rakendatakse voimali-
kult vdikest kiilvimddra, et kiilvatava kultuuri omadused saak-
sid avalduda. kdasikiilvide puhul kontrollitakse mikroskoobi
abil kultuuri puhtust. Edasikiilvid tehakse kiilvindela voi
gradueeritud pipeti abil kas vedel- vdi tardsdotmetele.

Kiilvid teostatakse spetsiaalses, vdga puhtas kilvibok-
sis, kus hoitakse ainult kiilviks vajalikke esemeid. Enne kiil-
ve steriliseeritakse boksi vdhemalt pool tundi ultraviolett-
lambi abil, mille tulemuseéna hdévib enamik seal leiduvaid mik-
roobe. Boksi puudumisel tehakse kiilvid hoolikalt tolmuimejaga
puhastatud toas, milles kiilvamise ajal ei tohi olla avatud
akent ega ventilaatorit ja kérvalisi isikuid. T60laud peab
olema klaasiga kaetud, mille pind enne t66 algust uhutakse
iile 96%-lise etanooliga. Kiilvaja kandku seljas kas pesust voi
desinfektsioonist tulnud hermeetiliselt pakitud kitlit. Pato-
geense materjaliga ja puhaskultuuridega t66 puhul kantakse
suu ja nina ees steriilset marlikatet, Jjuuksed kae-
takse, k#ed pestakse hoolikalt ja desintitseeritakse (kar—
bool, etanool). Patogeense materjaliga t66 puhul on soovitav
kanda kirurgikindaid.

Kiilvide teostamiseks on aegade jooksul vidlja kujunenud
teatud kindlad votted. Kiilvide tegemisel tuleb vdltida imbrit-
sevast keskkonnast, Shust juhuslikkude mikroobide katseklaa- |
sidesse sattumist. Saastumise vdltimiseks hoitakse avatud
klaasndud kdes lingasendis ning nende suudmed kuumutatakse
leegil pdrast avamist ja enne vattkorgiga sulgemist juhusli-
kult suudmele langenud mikroobide hivitamiseks.

Uuritavast materjalist tehakse kiilvid katseklaasides
A



Jja kolbides olevatele stotmetele kas aasata vdi aasaga kiilvi-
ndela ja pipeti abil. Vdiksemate materjalihulkade puhul kasu-
tatakse aasata kiilvindela voi mikropipetti, suuremate hulka-
de puhul aga aasaga kiilvindela v3i gradueeritud pipetti. Pet-
ri tassi s60tmeplaadile tehakse kiilvid aasaga kiilvindela ja
Drigalski pahtli abil ( joon. 14).

Katseklaasidesse tehakse kiilvid kahel viisil. Uhe vii-
si puhul on korraga kdes ainult iiks katseklaas, teise viisi
puhul aga mélemad katseklaasid ( joon. 12).

Joon. 12, Katseklaasi kiilvitehnika a - aasata ndela abil
pistekiilvi tegemine katseklaasi (korraga kides iiks katseklaas),
b - aasaga kiilvinGela abil joonkiilvi tegemine katseklaasi
(korraga kies kaks katseklaasi).

Esimese viisi jargi kilvamisel vOetakse ldngasendis kat-
seklaas kiilvatava materjaliga vasakusse kidtte esimese kolme
sdrme vahele, kusjuures katseklaas toetub psidla ja esimese
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sorme vahele kide dorsaalsele pinnale. Sellise votte puhul on
katseklaasi sisu kogu ulatuses hidsti jélgitav. Parema kie esi-
mese kolme sdrme vahele vietakse pliiatsi asendis kiilviaas
voi kiilvindel, nii et aasaga kiilvinSel ja selle klaasist pea
oleksid ca 15 - 20 cm ulatuses vabad. Kiilvindela kuumutatak-
se leegis kuni h30gumiseni, siis lastakse kergelt leegist la-
bi ka kiilvindela peasse jootekoht. Pdrast seda jahutatakse
kiilviaas 8hus. Siis eemaldatakse kogu kiilviprotsessi ajaks
katseklaasilt vattkork kruviva liigutusega parema kie peope-
sa ja viienda sdrme v3i dorsaalselt neljanda ja viienda sdr-
me vahele. Seejdrel kuumutatakse leegil katseklaasi suudme-
osa ja vdetakse kiilviaasaga ettevaatlikult ilma katseklaasi
seinu ja suudmcosa puudutamata materjal. Pdrast seda jélle
kuumutatakse leegil katseklaasi suudmeosa ja katseklaas su-
letakse paar korda ldbi leegi tommatud vattkorgiga kruviva
liigutuse abil ning asetatakse statiivile. Vattkorgi alumise
osa siittimisel asetatakse kork kiiresti katseklaasi voi kol-
bi avasse, mille tulemusena leek hapniku puuduse tagajéarjel
kustub. Kui siittib puuvillkorgi ililemine osa, siis asetatakse
kork kiiresti avasse ja korgi ililemine osa haaratakse pihku,
mitte aga peale puhuda. Niiid vietakse vasakusse kdtte léng-
agarsootmega katseklaas eespool kirjeldatud asendis, oluline
on, et sddtme pind jddks kiilvaja poole. Pédrast seda avatakse
katseklaas parema kiega eespool kirjeldatud viisil, kuumuta-
takse suudmeava ja viiakse kiilvatav materjal kiilviaasaga kat-
seklaasis olevale sdotmele. Kiilvi teostamist léngagarile alus-
tatakse katseklaasi pahjaét, kusjuures libistatakse aasaga
siksakiliselt mdodda s6otme pinda. Lopuks kuumutatakse leegil
veelkord katseklaasi suudmeosa ja suletakse paar korda l&dbi
leegi tommatud vattkorgiga ning asetatakse katseklaas oma ko-
hale.

Mittepatogeense materjaliga gﬁlvi 16petamisel loputa-
takse plaatinatraati koos klaaspideme alumise osaga kas vees
v3i etanoolis, selleks et vdltida aasa saastumist boorse sa-
demega. Pirast seda kuumutatakse kiillviaasa leegil kuni hddgu-
miseni, kusjuures paar kolm korda lastakse leegist ldbi ka
ndel ja sellepea. Alles pédrast seda ase-
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tatakse kilviaas ettendhtud kohale.

Teise viisi jédrgil kiilvamise puhul vietakse vasakusse
kitte eespool kirjeldatud asendis kaks katseklaasi. Uks neist
on materjaliga ja teine sodtmega katseklaas. Kilvimaterjaliga
katseklaasilt eemaldatakse vattkork parems kdega, kusjuures
kork jéd&b viienda ja neljanda sdrme vahele. Ka selle kiilvivii-
si pubul asub kiilviaas materjali votmisel paremas kies. Enne
Jja pérast kiilvimaterjali votmist kuumutatakse leegil katse-
klaasi suudmeosa, mis suletakse paar korda 1&bi leegi tommatud
vattkorgiga. Pirast seda avatakse sbootmega katseklaas ja teos-
tatakse kiillv eespool kirjeldatud viisil (joon. 13).

.
Joon. 13. Joonkiilvi tehnika etapid.
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Vedelstotmetesse tehakse kiilviaasaga kiilvid samal
péhim8ttel (kiilvindel pistetakse 3 - 4 korda sditmesse).

Katseklaasis asuvasse piistasendis tardssotmesse te-
hakse pistekiilv aasata kiilvindela abil, piste ehk torge tehak-
se sdétmesamba keskosas katseklaasi pohjani (joon.12 a). Pis-
tekiilvi v8ib teostada ka teisiti. Vasakusse kdtte vietud séot-
mega katseklaas, mille ava on allapoole, lastakse oma raskuse-
ga vajuda paremas kies piistiasendis olevale kiilvindelale.

Petri tassides olevatele sdotmeplaatidele voib kiil-
vi teha sektoritena kiilviaasaga v0i -ndelaga. Selleks aseta-
takse Petri tass lauale leegi ldhedusse ja vasaku kiega tGs—
tetakse tassi kaas sootmeplaadi kohal nii kdrgele, et on vdi-
malik paremas kides oleva kiilvindela abil teha kiilv siksakjoo-
nega sédtmele. Kaas takistab Shust mikroobide langemist s65t-
mele.

Petri tassis olevasse vedelasse agarsdotmesse tehak-
se kiilv jargmiselt. Selleks vOetakse piistagariga katseklaas,
milles olev agarstdde sulatatakse veevannis keemistemperatuu-
ril ja seejidrel jahutatakse 45°C. Selle temperatuuri juures on
agarséode veel vedel, kuid ei tohi pGhjustada mikroobide hivi-
nemist. Pirast seda kiilvatakse uuritav materjal katseklaasis ;
olevasse agarisse kas pipetiga v8i kiilviaasaga. Sellise me-
netluse puhul v8etakse korgitud katseklaas peaaegu horison-
taalasendis peopesade vahele ja edasi-tagasi roteerimise abil
soodustatakse materjali segunemist s6otmega. Pérast seda ee-
maldatakse katseklaasil kork ja kuumutatakse selle suudmeosa
leegil ning valatakse inokuleeritud sddde Petri tassi. Vala-
mise puhul hoitakse kaas avatud sé6tmepinna kohal. Pérast Pet-
ri tassi sulgemist liigutatakse seda laual ringjoont modda
kiilvimaterjali s66tmega segunemise huvides ja jéetakse hori-
sontaalsele pinnale tarduma.

Mullakiilv aeroobsete mikroobide uurimiseks

Muld on mikroorganismide poolest kdige rikkam kesk-
kond. Uhes grammis mullas, s3ltuvalt selle omadustest, voib
leiduda kuni kiimneid miljardeid mikroobe. Mullas leidub bak-
tereid, seeni, spiroheete, ainurakseid, viirusi ja bakterio-
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faage, mille omavahelised suhted on véga mitmesugused. Mullas
leidub nii aeroobe, fakultatiivseid aeroobe kui ka obligaat-
seid anaeroobe. lMikroobide peamine mass paikneb 5-20 cm siiga=-
vusel. .

llulla kiilvi abil on vdimalik m#&drata mullas esinevate
mikroobide hulka, nende liigilist koostist jne. Et muld on
véga mikroorganismiderikas, et mullas on palju mikrotsoone,
kus juba mdéne mm ulatuses vdivad elutingimused niivérd jéar-
sult muutuda, et pShjustavad erinevate liikide eksisteerimist,
siis on otstarbekohane valmistada mulla lahjendused. Selleks
kaalutakse mulla keskmisest proovist steriilselt 10 g mulda
ja viiakse seisukolbi 90 ml-sse steriilsesse vette. Arvesta-
des kadu autoklaavimisel vdetakse 95 ml vett. Pdrast seda
loksutatakse 5 minutit loksutusaparaadil ja 1ldpuks 15 sekun-
dit kdes., Saadud mulla suspensiooni nimetatakse esimeseks
lahjenduseks (1 : 10), millest valmistatakse teine lahjendus.
Selleks moocdetakse steriilselt 5 ml esimese lahjenduse sus—
pensiooni ja kantakse teise seisukolbi, milles on 50 ml ste-
riilset vett ja loksutatakse kies 1 minut. Sel puhul saadak-
se teine lahjendus (1 : 100). Analoogiliselt sellega valmis-
tatakse kolmas (1 : 1000), neljas (1 : 10,000), viies
(1.3 100.000), kuues (1 : 1.000.000), seitsmes (1 : 10.000,000)
Jjne. lahjendus.

Samaaegselt mddratakse mulla kuivainesisaldus.

Steriilsesse Petri tassi valatakse umbes 1/2 sm pak-
sune t#rklisammooniumagarsddtme kiht, millel lastakse tardu-
da. Pdrast seda kantakse tardsdotme pinnale steriilse pipeti-
ga 0,05-0,1 ml VI lahjenduse suspensiooni ja aetakse steriil-

se- Drigalski pahtliga laiali (Jjoon. 14). Petri tass nume-
reeritakse ja asetatakse 25°C juurde termostasti 3 &5pde-
vaks. Resultaatide arvutamiseks loetakse kolooniate arv
tassil ja arvutatakse mikroobide hulk 1 g mulla kohta.

Mullekiilv anaeroobsete mikroobide uurimigeks.
Anaeroobide kultiveerimiseks kdrvaldatakse sbdtmest vaba hap-
nik ja hoitakse kultuuri kogu inkubeerimisperioodi kestel hap-
niku eest kaitstult.
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Enamik snaeroobe ei karda niivdrd hapniku manulust
kuivdrd kdrget redokspotentsiaali.

Joon. 14, S35tme valamine Petri tassi ja Drigalski pahtel.

Anseroobide kultuurimeetodeid voib liigitada jérgmiselt:
1. Mehhaaniline kaitse hapniku eest (isoleeriva kihiga s55t-
me keetmine, kiilv tardsédtme siigavusse jne.).
2, Kultuur dhuta ruumis (vaskuumis) v3i inertsete gaaside
atmosfé#ris.
Viimast tuleb pidada paremsks, sest vaskuum toimib
mikroobidele halvasti.
3, Ohuhapniku neelamine (enamasti kasutatakse selleks piiro-
gallooli- ja leeliselahust.
4, Taandavate ainete (gliikkoos, indigokermiin, Na-hiiposulfit)
lisamine keskkonnale,.
5. Kultuur koos aeroobidega.
Kéesoleval praktikumil kasutatakse anaeroobide kasvata-
miseks esimest, teist ja kolmandat meetodit.
Katseklaasid tédidetakse Kitt-Tarozzi sdétmega, mille
pinnale asetatakse 2~3 cm paksune vaseliindli voi vesiagari
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kiht'kaitseks hapniku sissepédédsemise eest. Katseklaasi kuu-
mutatakse keeval veevannil 10-30 minutit, mille tagajirjel
eraldub sdstmest Shk, seega ka hapnik. Pirast seda kiilvatak-
se nimetatud séétmesse aasatédis mulla II lahjendust. Seejdrel
kuumutatakse katseklaase veevannil 80°C Juures 15-20 minutit,
et vegetatiivset mikrofloorat hévitada. Eluvdimelistena sdi-
livad aga mitmesuguste mikroobide, sealhulgas ka anaeroobide
spoorid. Asporogeensed anaeroobid sel puhul havivad.

Kilve hoitakse 24~48 tundi termostaadis 30°C Juures.

Tavalistele soGtmetele anaeroobide uurimiseks teosta~
tud kiilvid asetatakse anaerostaati, millest Shk vaakuumpumba
abil eemaldatakse. Hapniku tdielikuks eemaldamiseks v3ib se-
da meetodit kombineerida neelamise meetodiga. Selleks aseta-
takse anaerostaati, inokuleeritud katseklaaside k8rvale lah-
tisesse Petri tassi mOni gramm piirogallooli ja selle kdrvale
lahtisesse kdrgemasse ndusse 10-15 ml 10%-list KOH-lahust.
Péirast Shu eemaldamist anaerostaadist vaakuumpumba abil ae-
takse jérsu liigutusega leelist sisaldav ndu iimber piirogal-
looli sisaldavasse ndusse. Nimetatud koguses vdetud kemikaa-
1id on v3imelised hapnikku adsorbeerima 100 ml mahuga Shuruu-
mist.

Shukiilv.

Ohu mikrofloora uurimisele pani aluse L. Pasteur oma
klassikaliste to0dega (1860-1862). Juba tema niitas, et Shus
leidub alati suuremal v3i védhemal misral mitmesuguseid mik-

| roobe, kuid nad pole dhu pédriselanikud, vaid on sinna sattu-
. nud kas mullast tolmuga v3i veekogudest auruga. Toitainete

puudumine, kuivus ja ultraviolettkiired pidurdavad nende aren-
gut Shus. Mida rohkem on Shus tolmu, seda rohkem on ka mik-
roobe. Nii v3ib koristamata siseruumi Shus leiduda viga pal-
Ju mikroobe, nende hulgas ka inimese hingamisteedest périne-

. vaid mikroobe.

Ohu mikrofloora liigiline koostis on kiillaltki kir-

| ju, kuid iilekaalus on siiski spoore ja pigmente moodustavad

bakterid.
Siseruumide Shu mikrofloora arvuline koostis oleneb
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ruumide puhtusest ja aastaajast, mida nditab koostatud tabel
(tabel 1).
Kriteerium eluruumide Shu sanitaarseks hinnanguks Tetsi

Jjérgi.

1abel 1
Ohu hinnang Mikroobide iildarv tk. 1
suvel talvel ;
Puhas 1500 4500 {
Saastunud 2500 7000 f

Ohus esinevate mikroobide arvu on vdimalik méérata mitmel
viisil. i
Viimasel ajal on hakatud ilha enam rakendama elektri jdul
téotavat Krotovi aparaati. Viimase puhul aspireeritakse tea-
tav kindel hulk Shku (ca 25-250 liitrit) Petri tassis oleva
térklisammooniumagari sootme pinnale, millele fikseeruvad
8hus leiduvad mikroobid ja& nende apoorid. Petri tassid suletak-
se ja asetatakse iliheks O0pdevaks 37% Jjuurde. Pirast seda loe-
takse mikroobikolooniate arv. !
Jérgnevalt tutvutakse Robert Kochi rakendatud sadestamis-
meetodit. Steriilse térklisammooniumagariga ja lihapeptoon-
agariga tdidetud Petri tassid holtakse 5 minuti véltel ava-
tuna uuritavas Shus. Pirast seda suletakse tassid kaanega ja
asetatakse inkubaatorisse 37°C juurde 24 tunniks ning loetak-
se sootme pinnal kasvanud kolooniate arv.
S. I. Omeljanski arvestuse jérgil sadeneb 100 cm2 suuruse-
le sédtmepinnale 5 minuti jooksul ligikaudu samapalju mikroo-
be, kui neid on 10 liitris dhus.

Veekiilv,

Veekogud on paljudele mikroobiliikidele looduslikuks bio-
sfédriks. Veekogude mikrofloora sdltub suurel middral teda
imbritsevate teiste looduslikkude keskkondade - mulla ja dhu
mikrofloorast, kust pdrineb enamik vecmikroobe. Spetsiifilis-
te vee-elanikena esinevad Pseudomonas fluorescens, Ps. eisen-
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bergii, Micrococcus candidus, Micrococcus roseus, Bact.agua-
dilis communis, Bac. lividas, Rhodospirillum rubrum jt.Loodus-
likkudes veekogudes on mikroobide arv viga M8ikuv, olenedes
aastasegadest ja meteoroloogilistest tingimustest. Looduslik-
kude veekogude vesi on harva ilma eelneva filtreerimiseta
joogiks kOlblik. Joogivee kdlblikkuse hindamiseks on sea-
tud vastavad normid. Puhas, hea joogivesi v3ib sisaldada mil-
1liliitris kuni 100 mikroobi, kusjuures nende hulgas ei tohi
esineda patogeenseid mikroobe.

Et vees esinevate k3igi eluv3imeliste mikroobide iild-
arvu mddramine on seotud raskustega, siis piirdutakse elu-
vdimeliste aeroobsete mesofiilsete mikroobide arvu méédramise-
ga 1 ml-s uuritavas vees.

Eluvdimeliste aeroobsete mikroobide arvu md&dramiseks
lahjendatakse uuritav vesi steriilse kraaniveega vastavalt
vajadusele 1 : 10, 1:50, 1:100. 1:1000 jne. Lahjendatud vee
kiilv teostatakse Petri tassis 45 kraadini jahutatud LPA-le.
Selleks vdetakse steriilse pipetiga 1 ml uuritavat vett ja
viiakse Petri tassi, seejuures t8stetakse Petri tassi kaant
vaid niipalju, et pipetiots sinna sisse mahub. Pérast seda
valatakse Petri tassi 10-12 ml 45°C-ni jahutatud LPA. Et uu-
ritav veeproov seguneks iithtlaselt scotmega, ‘liigutatakse
Petri tassi ettevaatlikult ringliigutuste abil. Pédrast seda
jédetakse Petri tass lauale kuni stdtme tardumiseni. Petri tas-
si pdhjale midrgitakse proovi number, kiilvim#ddr ja lahjendus.
Kd3igi teiste vee lahjendustega toimitakse analoogiliselt. Pet-
ri tassid asetatakse termostaati 24 tunniks 37°C Juurde.

Veekiilv kolitiitri ja koliindeksi mé#ramiseks.

Vee joogiks k3lblikkus ei olene niivdrd bakterisisaldu-
se tiitrist, kuivdrd bakterite omadustest. Et patogeensete
mikroobide avastamine on tehniliselt raskem kui normaalse soo-
lemikrofloora middramine, siis peetaksegi neid védliskeskkonna
reostumise indikaatoreiké. Kui uuritavas vees leidub seedetrak-
tis alati esinevat kolibakterit (Esch. coli), siis on ilmne,
et hiljuti pidi toimuma fekaalidega reostumine, sest vdlis-
keskkond el ole kolibakteri loomulikuks biosfddriks. Selline
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vesi on joégiks ohtlik, sest koos normaalse seedetrakti mik-
roflooraga vdib simnna sattuda ka patogeenéeid mikroobe. Sani-
taarse tédhtsusega on ainult soojavereliste loomaae kolibakter.
Soojavereliste kolibakterit on v3imalik eraldada kiilmaverelis-
te loomade ja insektide kolibakterist slisivesikute fermentee~
rimisvéifle alusel. Soojavereliste kolibakter lagundab 43° C
Juures siisivesikuid ja moodustab indooli, milleks pole vdime-
lised kiilmavereliste kolibakbterid.

Kolitiitri all me mdistame vihimat uuritava vee hulka
milliliitrites v8i grammides, milles leidub eluvdimeline koli-
bakter.

Koliindeksi all me mdisteme Esch. coli arvu iihes liit-
ris uuritavas vees.

Koliindeksi mddramiseks kasutatakse nitrotselluloosist
kettakesi -~ membraanfiltreid. Sanitaarbakterioloogiliseks
uurimiseks kasutatakse meil membraanfiltreid nr. 2, 3 ja.4,
mille poorid on mitmesuguse lébimd8duga.

Madaramiseks kasutatavaid membraanfiltreid keedetakse
destilleeritud vees 15~20 minutit. Steriilne membraanfilter
asetatakse steriilsete pintsettide abil steriilsesse Seitzi
statiivi. Seitzi statiiv steriliseeritakse leegis pdletamisel.
Seitzi statiiv koos membraanfiltriga asetatakse imikolvile.
Ldbi filtri filtreeritakse kindel hulk uuritavat vett. Pdrast
seda vietakse steriilsete pintsettidega membraanfilter statii-
vist ja asetatakse kiilvatud poolega iilespoole Petri tassis
olevale Endo sgotmele., Filtri stotmele asetamisel tuleb jél-
gida, et so6tme ja filtri vahele ei jddks Shku. Pirast seda
asetatakse tassid termostaati 3700 Jjuurde 24 tunniks. {ihte
Petri tassi v8ib asetada 3-4 membraanfiltrit, Filtri pinnale
Jjéanud kolibakterid}paljunevad Jja moodustavad lédikivad puna-
sed kolooniad. Kol:pakteritekasv saab toimuda sédtme lahustu-
nud osade difusiooni t8ttu 1l&bi filtri pooride. Filtreeritud
vee hulga ja membraanfiltril kssvanud kolibakterite koloonia-
te arvu alusel arvestatakse koliindeks.

Kiilvi pubul membraanfiltritele on v3imalik mddrata ka
kolitiitrit. Selleks filtreeritakse erinevad vee hulgad 1ibi
mitme filtri. Endo sd6tme pinnale kasvama asetatud ketastel
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Jélgitakse Esch. coli olemasolu (kolooniaid pole vaja loenda-
da). Kolitiitri ja koliindeksi mddramiseks kasutatakse Petro-
vitsi koostatud tabelit (tabel 2).

Tabel 2

Koliindeksi ja kolitiitri arvestus membraanfiltrite
abil (Petrovitsi jirgi).

Kilvatud vee hulk ml-tes

Koli- Koli-
300 30 3 0,3 indeks tiiter
= o e it 3 333
- - - + 3 333
~ - + - 3 333
= & = & 3 315
- - + +° 6 168
- + - + 6,5 159
- + - - 7 138
% & P = 8 129
- + + + 9 108
+ - = + 30 33
+ - + & 31 30
+ - - + 60 18
+ - - - 77 12
+ + - + 320 3
+ + = - 793 i e
+ + + + 793 Ts2

Sanitaarse tdhtsusega kolibakterite identifitseerimiseks
kasutatakse vee kilvi Eijkmanni vedelsdotmesse katseklaasi-
des. Kiilvid hoitakse 43°C juures 24 tundi. Selles tempera-
tuuris fermenteerub iihes gaasiproduktsiooniga ssotmes asuv
glikoos sanitaarse téhtsusega kolibakterite toimel. Fermen-
tatsiooni nditavast katseklaasist tehakse edasikiilv tahkele
Endo sootmele selleks, et kontrollida, kas on tegemist koli-
bakteritega

Uhe veeproovi uurimiseks v8etakse 2 kolbi ja 10 suurt
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katseklaasi Eijkmanni sootmega (lihes kiddrimistorukestega).
Kolbidesse kiilvatakse 100 ml ja katseklaasidesse 10 ml uurita
vat vett.

Veevdrgivee uurimiseks vBetakse proov steriilsesse ndus
se pirast kraani kuumutamist leegiga ja vee voolamist avatud
kraanist 10 kuni 15 min. jooksul.

Kaevuvee uurimiseks vdetakse proovid batomeetriga. Lah-
tiste kaevude ja veekogude vee uurimisel kiilvatakse - 100 ml,
10 ml ja 0,1 ml., Pérast killvide hoidmist 43°C juures 24 tunni
jooksul valitakse need kolvid ja katseklaasid kiilvidega, kus
tédheldatakse kasvu ja gaasiproduktsiooni kidrimistorukestes.
Tulemuste mééiramiseks kasutatakse tabelit 3.

Tabel 3

Vee kolitiitri ja koliindeksi méd#@ramine Eijkmanni
sootmel toimunud gaasiproduktsiooni alusel.

Positiivsete
katseklaaside Positiivsete kolbide arv
arv
0 - 2
Koli-' Koli~ Koli- Koli- Koli- Koli-
indeks - tiiter indeks tiiter indeks tiiter
0 3 333 4 250 1 LeE ey
1 3 33 8 12518 56
2 v 143 13 77 27 37,
3 =44 N 18 56 38 26
4 14 71 24 42 852 19
- B 18 56 30 23 70 14
6 22 45 36 28 92 11
7 27 37 43 23 {20 8
8 31 32 51 20 161 6
9 36 28 60 122230 4
10 40 25 69 14 230 4

Tabeli kasgtamise niide. Kui kolibakteri kasvu suhtes esi-
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neb positiivseid katseklaase 5 ja kolbe 1, siis tabeli hori-
sontaalse ja vertikaalse rea ldikumisel saame kdtte uuritava
proovi koliindeksi 30 ja kolitiitri 33.

Kolibakteri identifitseerimiseks tehakse paarist posi-
tiivse reaktsiooniga katseklaasist lmberkiilv Endo sé0tmele.
Pirast 24-tunnilist kasvamist Endo sddtmel 3?°C juures uuri-
takse kolooniaid Grami jérgi vdrvitud preparaadis.

Kolitiitrit on vdimalik lmber arvutada koliindeksiks
ja vastupidi.

Koliindeksi leidmiseks jagatakse arv 1000 kolitiitri
arvule ja omakorda: kolitiitri saamiseks jagatakse arv 1000
koliindeksi arvule. .

Riikliku Uleliidulise standardi ( I'OCT 2874-54) alu~-
sel ei tohi koliindeks olla veevidrgi- ja ilildkasutatavate kae-
vude vetes suurem kui 3 ja kolitiiter mitte vdiksem kui 300.
Lahtised veekogud loetakse soodsateks, kui kolitiiter on neis
vdhemalt 111.

Moskva veevdrgi vee kolitiiter ei tohi olla koguni al-
la 500, koliindeks aga mitte iile 2.

Bijkmanni sédde
100 g peptooni
50 g NaCl
100 g glikoosi
1 1 dest. vett 3
S66de autoklaavitakse 0,5 atm juures 30 minutit. Pare-
maks steriliseerimise viisiks on voolava auruga steriliseeri-
mine 3 pédeva jooksul & 30 min.
Kolbidesse valatakse 10 ja katseklaasidesse 1 ml 886~
det.

Kitt-Tarozzi sddde.

8-10 ml lihapeptoonpul jongi, kohta lisatakse katseklaa-
si 3-5 g kiililiku vdi vasika védrske maksa tiikikesi vdi hakk-
liha. Soode kaetakse steriilse vareliindlikihiga ja autoklaa-
vitakse 30 min. 1 atm juures.
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T6o6ulesanded

'

Bact. cloacae ja Bacterium proteus'e kultuurist teha kiil-
viaasata ndela abil pistelkiilv lihapeptoonagarisse.

Sarcina flava ja Bac. subtilis’e kultuurist teha aasaga
ndela abil kiilv 1lénglihapeptoonagarisse.

Lactobacterium p}ggpggggﬁ ja Esch. coli suspensioonist te-
ha gradueeritud pipetiga (0,1 ml) kiilv lakmuspiimaga t&i-
detud katseklaasi.

Teha mullakiilv VI lahjendusest Petri tassi tahkele tédrklis-
ammooniumagarile ja lihapeptoonagarile pipeti (0,1 ml) ja
pahtli abil aerocobide arvukuse mddramiseks. '
Teha mullakiilv VI lahjendusest Kitt-Tarrozzi sootmega kat-
seklaasi ja lihapeptoonpuljongiga katseklaasi anaeroobide
saamiseks . Viimane kiilvidest asetatakse anaerostaati.
Teostada Shukiilv Krotovi aparaadiga Petri tassi tédrklis -
ammooniumagarile ja sadestuskiillv Petri tassi samale soot-
mele.

Teostada veekiilv Petri tassi lihapeptoonagarile.

Midrata vee kolitiiter ja koliindeks membraanfiltriga En-
do s66tmel.
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YiL ~praktikan

T e e m a: KULTUURIDE UURIMINE. MIKROOBIDE ARVUKUSE MAARA-
MINE JA PUHASKULTUURI ERALDAMINE

Kultuuride uurimine. Eelmise praktikumi kiilvidest kas-
vanud kultuuride kontrollimisel tuleb vaadata, kas tegemist on
ainult iihe mikroobiliigiga v8i on seal veel muid juhuslikult
sootmesse sattunud mikroobe. Selleks valmistatakse kultuuri-
dest preparaadid, viérvitakse Ziehli karboolfuksiiniga ja Gra-
mi jédrgi ning mikroskopeeritakse.

: Vedelkultuuridest tuleb materjali v3tta aasaga kulv1—
ndela abil kas katseklaasi pShjas olevast sademest v3i sus-

pensioonist. Plstagarisse tehtud pistekiilvist peab preparaa-
di valmistamiseks materjali vdtma ettevaatlikult sdotme pin-
nalt piste kohalt Ja véikeses veetilgas esemeklaasil ihtla-

selt laiali hédruma.

Bact. cloacae pistekultuurist valmistatud preparaadis
esinevad liihikesed gram-negatiivsed kepikesed, peritrihhid.
Nimetatud liik on fakultatiivne anaeroob, esineb taimedel,
mullas, loomade seedekanalis ja sdnnikus. Silohoidlates esi-
neb sileerimise esimestel pédevadel, pidurdades piimhappebak-
terite arengut.

Bacterium proteus'e ehk Proteus vulgarls e pistekiil-
vist valmlstatud preparaadis nideme mitmesuguse kujuga rakke,
sest antud mikroobirakkude kuju on muutlik. Noortes kultuu-
rides on iilekaalus vidikesed liikuvad rakud, vanades esineb
aga sageli kuni 10 korda pikemaid viburitega rakke. Bact.
proteus esineb mullas, vees, samuti ka inimeste ja loomade
seedetraktis. Bact. proteus on gram-negatiivne, energiline
ammonifitseeriv fakultatiivne anaeroob.

Sarcina flava ehk kuldkollase sartsiini joonkiilvist
valmistatud preparaadis on kokid éuurte "pakenditena", milles
esineb 64 ja rohkem kokki, mikroskopeerimisel nideme.neid sa-
gedasti 4-kaupa. Esineb taimedel, 8hus, Vees ja mullas.

Bacillus subtilis'e ehk heinakepikese joonkiilvist val-
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mistatud preparaadis ndeme liikumisv@imelisi pulgakesi, mis
sagedasti moodustavad ahelaid. Vanemates kultuurides esineb
ka iimmargusi spoore. Heinakepike on ammonifitseeriv aeroob,
egineb mullas, vees, loomsetel substraatidel ja taimedel,
eriti heintaimedel.

Lakmuspiimasse killvatud Bact. coli ehk Escherichia coli
kultuurist valmistatud preparaadis :on ndha ebakorrapidrase ase-
tusega lithikesi iimarate otstega pulgakesi kas iihekaupa v8i
ahelatena. Kolibakter eritab aktiivselt keskkonda hapet ja
gaasi, mistdttu lakmuspiim muutub konsistentsilt paksuks ja
virvuselt punakaks. Esch. coli on gram-negatiivne, fakulta-
tiivne aeroob, esineb soolekanalis, vees, mullas ja mujal.

Lakmuspiimasse kilvatud Lactobacterium _plantorum'i ehk
Streptobacterium plantarum'’i silobakteri rakud on liikumis-
voimetud gram-positiivsed kepikesed, mis sagedasti moodusta-
vad ahelaid. Happelises keskkonnas on silobakteri rakud mar-
gatavalt pikemad tavalistest. Nad eritavad keskkonda hapet,
mistéttu lakmuspiim vdrvub punaseks.

Piste-~ ja joonkiilvide puhul jdlgida ka kultuuritunnu-
seid.

Kultuuritunnuste uurimisel jédlgida kultuuri iseloomu
(iliksikud kolooniad, kattekultuur), vdrvust, pinna iseloomu
(jahujas, limajas, laikiv jne.),'sﬁ6tmes laiumist, ainete eri-
tatavust (gaasid, pigmendid jne.), kolooniate vertikaallédbi-
18iget (joon.15) ja servajoont (joon. 16).

Mikroobide arvukuse mdiiramine mullas, 8hus ja vees

Mikroobide arvukuse middramise mitmesugused meetodid v8i-
maldavad mddrata I. elusate ja surnud rakkude summat (totaal-
arvestus) ja II. ainult elusate rakkude summat.

I. Totaalarvestus
A, Otsene loendus mikroskoobis
1. Vdrvitud preparaat alusklaasil
2. Wrighti meetod
3. Loenduskambri meetod
B, 1. Opatsiteedimeetod (nefelomeetriline,

arvesgfb peale arvu ka raku suurust)
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2. Uldldmmastiku middramise teel
3. Tsentrifugeerimise: meetodil
4, Mitmesugused meetodid (tiitritav happesus,
kaal, refraktiivindeks jne.)
II. Elusate rakkude arvestus
1. Piirlahjenduste meetod (McGrady, Greenwood)
2. Plaadimeetod.

EFUUSNE /f"/\\’/\\\

__————_ KONVEKSNE-KORTSULINE

MADAL KONVEKSNE
N~—-
C 55K ) KERKINUD-NOGUS
KERKINUD
UMBONAATNE
e, /\ e
KONVEKSNE -PAPILLAARNE PULVINAATNE kolooniate verti-

kaalldbildige.

Mullakiilv. Kui Petri tassis soétmeplaadil on kasvanud
kuni 300 kolooniat, siis loendatakse kolooniate arv kas kogu
tassil v3i Wolffhiigeli kambri 10 ruudus. Iga loetud koloonia

_médrgitakse tindi v3i tufiga (tdpikene) Petri tassi kaanel,
mis vdldib kolooniate korduvat loendamist. Loendada v3ib va-
rustamata silmaga, luubi v0i binokulaari abil. Ei ole soovi-
tav, et Petri tassil oleks kolooniate arv iile 300, sest siis
on nende eristamine raske, saadud andmed pole usaldusvidirsed.
Kolooniate arvu (100 - 300) Petri tassil on vOimalik regu-
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leerida kiilviks kasutatava mullalahjenduse valikuga.

YV

Tt UNDULEERIV INE
% LEfBVIE mTVEAIIIVE %KUHAV KA,;,}EOPAAKNE SILE OPAAKNE PEENGRAALLMRNE

o §aLsy

\ //
RV YSILMA TNE FIMBRIAATNE LATSE| TNE TAKILINE RAMOOSNE
IND  JAMEGRANULAARNE LAl léILI{Y,leEN bAH FILAMENTNE ARBORESTSENTNE ~ LABIPAISTEV

Joon. 16. Bakterkolooniate servajoon.

Wolffhiigeli kambriks (joon. 17) nimetatakse 1 cm> Suurus-

teks ruutudeks jagatud mustale alusele paigutatud klaasplaati.
Uuritav Petri tass paigutatakse pdhjaga lilespoole aluse ja
klaasplaadi vahele. Petri tassil loendatakse kolooniate arv
véhemalt kiimnes eraldi.asuvas ruudus. Kolooniate iildarv arvu-
tatakse jérgmiselt. Kimnes ruudus loendatud kolooniate arv
Jjagatakse 10-ga, millega saadakse keskmine kolooniate arv iihes
ruudus. Kolooniate iildarv (X) kogu tassil leitakse vdrrandi
jirgi X = nTr°,

n - keskmine kolooniate arv 1 cma-l;
T = 3,74
r = 5 (tassi raadiuse tavaline suurus).

Leitud kolooniate arv korrutatakse veel mullalahuse lahjen~
dusega, mispuhul saadakse eluvdimeliste mikroobide arv 1 g
mullas. Et mulla mikroobide arv vidljendatakse tavaliselt
1 g absoluutselt kuiva mulla kohta, siis tuleb korrutada veel
koefitsiendiga K.

K =8
gq
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g = mulla kaal g-des enne kuumutamist
g, = mulla kaal g-des pdrast 105°¢ Jjuures kuumuta-

mist.

Joon.17.
Wolffhiigeli kam-
=
| L g ey ber.

Ohukiilvi puhul leitakse eespool kirjeldatud viisil ko-
looniate arv kogu stotmeplaadil. Ohukiilvide puhul véljendatak-
se mikroobide arv 1 m> 5hu kohta.

V. I. Omeljanski jédrgi on teada, et 5 minuti jooksul
sadeneb 100 elz suurusele séotmeplaadile ligikaudu samapal ju
mikroobe, kui neid on 10 1 8hus. Nimetatud sdltuvuse pdhjal
v3ime arvutada mikroobide hulga 1 n’ kohta.

7845 cm2—1 so6tmeplaadil on 50 kolooniat,

100,0 cm®-1 Apie Cug U6 s
X = 50,000 : 785 = 64
10 1 8hus - 64 mikroobi

1000 1 dhus - 6400 mikroobi.

Kiilvide puhul tdheldatakse mikroobikolooniate struktuuris
suurt mitmekesisust. Erinevused esinevad kolooniate suuruses,
kujus, konsistentsis, vérvuses, pinna iseloomus ja servajoo-
nes. Kolooniate vaatlemiseks kasutatakse binokulaarset luu-
pi vO1i mikroskoopi. Véaikeste kolooniate 1libimddt viib olla
védhem kui 1 mm, keskmistel kolooniatel -4 mm, kuna suurtel
vGib see olla 5 mm ja enam. Osa kolooniaid on vérvusetud,
teised aga vidrvilised, see s3ltub mikroobide produtseeritud -
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pigmentidest. Jélgitakse kolooniate kultuuritunnuseid (kuju,
servajoont, vertikaalldbildiget ja struktuuri). Loetletud
tunnuste médramisel kasutada jooniste 15 ja 16 abi.

; Mikroobikolooniate kuju tardsddtmel peetakse igale
liigile iseloomulikuks ning oluliseks tunnuseks nende iden-
tifitseerimisel.

Veekiilvi puhul védl jendatakse mikroobide arv 1 ml vee
kohta. Et kiilvim#sdr .oli 1 ml, siis Petri tassil loendatud ko-
looniate arv vidljendabki mikroobide arvu 1 ml-s vees. Lahjen-
datud vee kiilvide puhul tuleb kolooniate arv korrutada lahjen-
dusmiiraga. Leitakse erinevate lahjendustega kiilvide aritmee-
tiline keskmine.

Vee puhtuse hindamisel kasutatakse Miquel'i koostatud
tabelit. s

0 - 10 mikroobi 1 ml-s vees - darmiselt puhas

10 - 100 " 5 # - véga puhas
100 - 1000 " s - puhas
1000 - 10000 ™ - » -~ keskmine
10000 - 100000 " o " - Jjoogiks kélbmatu
100000 ja rohkem " " " - joogiks tdiesti
d k31bmatu.

Jédrgnevalt tuuakse mikroobide arvu méddramiseks ees—
pool kirjeldamata, kuid sagedasti kasutatavate meetodite kir-
Jeldus. : :

Mikroobirakkude loendamine suspensioonis.

Mikroobirakkude arvu mddramiseks suspensioonis kasu-
tatakse spetsiaalseid loenduskambreid (Gorjajevi jt.). Loen-
duskambrisse paigutatakse uuritav suspensioon ja loendatakse
kambri ruudustikus ndha olev mikroobirakkude arv (N).

N = 1000 + n
g e gl
Xus a - kambri ruudu pindala mmz-tes, Gorjajevi kambri
védikese ruudu pindala on 0,0025 om® ja suure
ruudu pindala 0,04 mm™, s
T - kambri siligavus mm-tes, Gorjajevi kambri puhul
0,1 mm, :
n - mikroobirakkude keskmine arv iihes ruudus.
- Bl




Védrvitud digepreparaadis on vdimalik mikroobide ar-
vu misrata proportsionaalse loenduse abil Wrighti jargi. Aige-
preparaadi valmistamisel segatakse uuritavat suspensiooni ja
mehe verd vdrdses koguses. Mehe normaalse vere punaliblede
arv on suhteliselt konstantne, 5 miljonit iihes mm~-s. Okulaar-
mikromeetri abil loendatakse mitmes vaatevdljas kokku 500 pu-
naliblet ja neile vastav arv mikroobe ning arvutatakse selle
alusel mikroobide arv 1 ml-s suspensioonis.

Mikroobide arvu (massi) middramine suspensiooni hdpgu-
suse abil,

Uuritavate mikroobide suspensiooni hdgusust vGrrel-
dakse standardsuspensiooni hdgususega, milles mikroobide arv
on teada. Standardsuspensioone (bakterite teatud arvule vasta-
vaid BaSO4-lahuseid) toodavad ja vidljastavad tsent:a&ised mik-
robioloogia instituudid. Viimasel ajal kasutatakse flintklaa-
sist prismat. Tépsemalt kui standardampullide abil on v3ima-
lik m#d#irata mikroobide arvu visuaalse ja elektrofotonefelo-
meetri abil.

Visuaalse nefelomeetri ehitus sarnaneb visuaalse ko-
lorimeetri ehitusega. Erinevus seisneb selles, et nefelomeet-
ri puhul satub vaatleja silma ainult see osa pealelangeva val-
guse energiast, mis hajutatakse risti pealelangeva valguse
suunale. 0

Kiivettidesse A ja B on aseta-
tud uuritav lahus ja standard-
lahus. Valgusallika S poolt
valgustatava lahuse samba kOr-.
gus h on reguleeritav ning sam-
) ba kdrgust loetakse nooniu-
N se abil tépsusega kuni
0,1 mm.
Reguleerides valgustatavate
V\IJA' 8 h sammaste kdrgust, saavutatak-
qz st se olukord, et okulaaris on
Q¢ mélemad vdljad ihtlaselt val-
Joon. 18. Visuaalse gustatud.Sel juhul valgustata-
nefelomeetri skeem. vate samuaste kdrgus on poord-
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vérdeline hajutatud valguse tugevusega

Cx = hst .

Cst hx

Seega midratakse nefelomeetri abil sammaste kérgused ja tea-
des standardlahuse kontsentratsiooni, saame leida uuritava
lehuse kontsentratsiooni.

Tépsed tulemused saadakse sel juhul, kui lahus el ole
viga hdgune ja vdrreldavad lahused erinevad oma kontsentrat-
sioonilt véhe.

Tuleb silmas pidada, et nefelomeetrilisel meetodil ei
ole v3imalik mddrata rakkude arvy, vaid nende massi.

Peale visuaalse nefelomeetri kasutatakse mikroobide
massi mddramiseks fotoelektronefelomeetrit, mille kasutamise
Jubend asub aparaadi juures.

Mikroobide kaalumine

Tardsdotmel kasvavast puhaskultuurist vdetakse kilvi-
ndelaga mikroobe ja asetatakse steriilsele uuriklaasile ning
kaalutakse poolmikroanalﬁﬁtilistel'kaaludel vastav hulk ja
suspendeeritakse kindlas hulgas vees. Sel puhul saadakse kind-
la tihedusega suspensioon.

Olgu tdhendatud, et kdik iilalnimetatud mikroobide arvu
midramise meetodid nduavad viga tépset tehnikat, kuid annavad
seejuures sagedasti ainult ligildhedasi tulemusi.

Piirlahjenduste meetod (McGrady)

Valmistatud lahjendustest (nditeks mullalahjendustest)
tehakse vdljakiilvid katseklaasidesse vedelsddtmele (igast lah-
jendusest vdhemalt 3 véljakilvi). Teatud aja jooksul jalgitak-
se kasvu esinemist katseklaasides. Mikroobide arv leitakse
McGrady tabeli abil (lisa 1).

McGrady tabeli kasutamise ndide

Katses esines 5 mullalahjendust. Igast lahjenduscst
teostati 3 vdljakilvi katseklaasidesse.
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Lahjendused: R i Wl S
Katseklaaside arv,

milles esineb

bakterite kasv T Bl B [BE 0

Kdesoleva ndite puhul on karakteerseks arvuks 311.
McGrady tabelis vastab sellele tOendoline arv 7,5. Jédrelikult
tthes milliliitris teise lahjendusega katseklaasis on 7,5 bak-
terirakku, 1 g mullas vastavalt 7,5 x 100 = 750 rakku.

Et mikroobide arv vdljendatakse 1 g absoluutselt kuiva
mulla kohta, siis tuleb korrutada veel koefitsiendiga K

s
E &5

W

g - mulla kaal g-des enne kuumutamist
g, - mulla kaal g-des pérast kuumutamist.

Karakteerne arv on kolmekohaline. Esimeseks numbriks on see
lahjendus, kus veel kdikidel paralleelsetel katseklaasidel.
egineb kasv - positiivne reaktsioon. Kaks jédrgnevat numbrit
nditavad jdrgnevates lahjendustes esinevate positiivsete kat-
seklaaside arvu. Kui aga esineb veel peale nende kolme lahjen-
duse mdnes jidrgnevas lahjenduses positiivse reaktsiooniga kat-
seklaase, siis viimaste arv liidetakse kolmandale numbrile
Juurde (vt.PasymoBckas u mp. 1960, 1k. 91).

Olgu tdhendatud, et eespool kirjeldatud mikroobide
arvu mddramise meetodid nduavad vﬁga tédpset tehnikat, kuid
annavad seejuures ainult ligildhedasi tulemusi.

Puhaskultuuride isoleerimine

Looduslikult esinevad mitmesugused mikroobiu. sagedas-
ti liheaegselt koos paljude liikidenha. Mikroobide identifit-
seerimiseks on laboratoorses praktikas tingimata vajalik iso-
leerida mikroobi puhaskultuur, s.t. eraldada vastavail s&6t-
mell exri liigid.

likroobide puhaskultuuride isoleerimise meetodid jaga-
takse kahte riihma:
1) mehhaanilised meetodid, mille puhul eraldatakse mik-
roobide liike erinevate vdlistunnuste jérgi,
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2) bioloogilised meetodid, mis v@imaldavad uuritavat
mikroobi eraldada tema erinevate omaduste jargi.
Esihesse riihma kuuluvad jérgmised meetodid.

Kiilv Drigalski pahtli abil séotmeplaadile.
Petri tassis olevale tardsdotmele kantakse steriilse

jahtunud kiilvindela vdi -aasaga uuritav materjal. Sel puhul
t3stetakse vasaku kidega Petri tassi kaant niipalju, et kilvi-
ndel sisse mahub. Pirast seda hd8rutakse kiilvimaterjal tard-
s66tme pinnal steriilse ja tdielikult jahutatud Drigalski
pahtliga laiali. Seejuures avatakse vasaku kie pdidla ja esi-
mese sdrmega Petri tass , parema kidega viiakse Drigalski pah~
tel tardssdtme pinnale ja Liigutatakse Srnalt, ilma sellele
vajutamata iihes suunas edasi-tagasi. Samal ajal aga keeratak-
se vasaku kide kolmanda ja neljanda sdrmega Petri tassi pdnja
laual ringi. Nii h38rutakse kiilvimaterjal laiali iile kogu
séotme. Kt osa kiilvimaterjali koos mikroobidega jd&b pahtli
kiilge, siis véib vajaduse korral sellega hddruda ka teise ja
kolmanda Petri tassi tardséétme pinda. See on vajalik suure
mikroobide sisaldusega kilvimaterjali puhul. Inokuleeritud ja
mérgistatud Petri tassid asetatakse pShjaga iilespoole 24 tun—
niks termostaati~37°0 juurde. Tulemuste arvestamisel léhtutak-
se sellest, et juba jidrgmiseks pdevaks areneb igast eluvdime-
lisest mikroobist paljunemisel silmaga néhtav koloonia.

Jirgmisel pdeval vdetakse termostaadist Petri tass ja
asetatakse ldbivalgustusseadmele v3i vertikaalselt vastu val-
get, pdhjaga enda poole ning tehakse vastavad vantlused. Ju-
hul, kui inokulum sai hdésti laiali hddrutud, siis ndeme kogu
sé6tme pinnal erineva ehitusega kolooniaid. Vautluste tegemi-
sel tuleb silmas pidada kolooniate kuju, virvust, servajoont
ja suurust. Inokulumi puuduliku laialihdOrumise puhul voib
ndha tassi mdnedes osades erinevaid kolooniaid tihedalt koos
limase katuna, samal ajal aga mdned soGtme osad on steriilsed,
ilme iinegi kolooniata.

Kui ithe pahtliga sama kiilvimaterjali puhul inokulec-
riti jérgemooda kolm Petri tassi, siis esimeses neist esineb
k8ige rohkem kolooniaid, mis asuvad tihedalt ilksteise Jjuures.
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Teises tassis on kolooniaid vdhem ja nad asuvad hdredamalt,
kolmandas Petri .tassis on aga kolooniaid veelgi vZhem ja nad
paiknevad hdsti isoleeritult kogu sddtme pinnal. Vaatlused
tehakse kdigepealt varustamata silmaga, siis luubiga ja 18-
puks mikroskoobiga.

Huvitav on teatav mikroob iseleerida looduslikust mater-
jalist. Nditeks mullasuspensioeniga inokuleeritud ja termosta-
teeritud Petri tassides mérgitakse klaaspliiatsiga eraldi aset-
sevad mitmesugused kolooniad, milledest vOetakse steriilse
kiilvindelaga materjal ja kiilvatakse eraldi lihapeptoonagari-
ga katseklaasidesse. Inokuleeritud katseklaasid asetatakse
termostaati 37°C Jjuurde.

Uhtlasi teostatakse kolooniate mikroskoobiline analiiis,
kusjuures vérreldakse nende morfoloogilisi ja kultuurilisi
omadusi. Selleks valmistatakse digepreparaadid ja teostatakse
ka Grami jirgi védrvimine. Sagedasti ei Onnestu selle meetodi-
ga iihekordsel menetlusel saada puhaskultuure, sel puhul tuleb
menetlust korrata. Puhaskultuuride saamiseks on soovitav ra-
kendada ka selektiivséotmeid.

Joonkilv sootmeplaadile.

Petri tassilt eemaldatakse kaas ja vasaku kidega vietakse
1ihapepfoonagariga tdidetud Petri tassi pdhi ning hoitakse
silmade kdrgusel vertikaalselt. Paremas kies oleva lapiti hoi-
tud uuritava materjaliga kilviaasa abil tdmmatakse ettevaat—
likult sootme pinnale iliksteisest vidhemalt poole cm kaugusel
asetsevad paralleelsed jooned. Esimestel paralleelsetel joon-
tel on mikroobe palju rohkem kui viimastel joontel. Uksteisest
isoleeritud kolooniaid leidub peamiselt viimastes Jjoontes,
kust tehakse edasikilvid eraldi soéotmeile nii, nagu eespool
kirjeldatud. Viimascl ajal kasutatakse seda meetodit prakti-
kas harva.

Pinna hodrumise meetod.

Véctakse tardséotmega Petri tass, millelt eemaldatakse
kaas. Sootmega Petri tassi pdhi tdstetakse vertikaalses asen-
dic silmade kdrgusele ja aasaga kiilvindela abil kantakse uuri-
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$av materjal sdotmele ning hodrutakse Y6 Petri tassi pinnal
laiali, Pidrast seda steriliseeritakse aasaga kiilvindel leegis,
jahutatakse ja tdmmatakse joon, kiilvindel steriliseeritakse
uuesti jne, Jooned on soovitav tommata 1/2-sentimeetriste va-
hedega. Kui {ilalt alla on jooned tommatud, siis podratakse
Petri tassi pShi nii, et jédrgnevaid jooni oleks voimalik tdm-
mata eelmistega risti. Steriilse aasaga tOmmatakse jdlle, iilalt
alla joon, steriliseeritakse uuesti aas ja tdmumatakse eelmisest
joonest 1/2 cm kaugusele jargmine joon jne., kuni tassil on
tekkinud kilvijoontest ruudustik. Selle meetodi puhul Snnestub
puhaskultuuri saada Petri tassi m8nes &&drmises osas.

Joon. 18 a.
Puhaskultuuri saamine
pinnah6drumise meeto-
dil.

Lahjendusmeetod.

Lahjendusmeetodi teatud modifikatsioon (pour plate)
leiab vitmasel ajal iiha laialdasemat kgsutamist praktikas.
Joonisel 19 on toodud lahjendusmeetodi skeem. Kolvis A on kol-
me mikroobiliigi, kokkide, batsillide ja spirillide segu. Sel-
lest kolvist vletud vedeliku igas tilgas on k3iki segus
esinevaid mikroobe palju. Kolvist A viiakse 1 ml jargmisse kat-
seklaasi B, milles on 9 ml steriilset destilleeritud vett Ja
loksutatakse. Xatseklaasis B on uuritavate mikroobide segu .
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kontsentratsioen 10 korda ndrgem. Sellest katseklaasist viiak-
se 1 ml Jjdrgmisse katseklaasi C, milles on ka 9 ml steriilset
vett. Katseklaasis C on jédlle mikroobide kontsentratsioon 10
korda ndrgem kui katseklaasis B. Katseklaasist C kantakse 1

ml katseklaasi D jne., kuni saadakse kiillalt madala kontsent-
ratsiooniga suspensioon, millest tehakse tardsdotmele peale-
kiilv (0,1 ml) v3i sulatatud ja 45°C jahutatud samasse sootmes—
se sissekilv (1 ml)., Tardsddtmes ei saa mikroobid enam laiali
minna, nagu see vedelsdodtmes toimub, vaid jéddvad samasse koh-
ta ja moodustavad paljunemisel néhtavaid kolooniaid. Tekki-
nud kolooniaid kontrollitakse mikroskoobis ja nendest tehak-
se uued kiillvid selektiivsodtmetele, kuni saadakse puhaskul-

tuur.

iml

Joon 19.
Lahjendusmeeto-
di skeem.

therakukultuur,

Kindlamaks mikroobi puhaskultuuri saamise meetodiks on
ttherakukultuur. Sel puhul eraldatakse kultuurist iiksainus
nikroob ja killvatakse vastavale sdotmele ning lastakse sel-
lel soodsates tingimustes paljuneda. Uhe raku eraldamiseks
kasutatakse mitmesuguseid meetodeid. Enamlevinumateks on
Burri tufimeetod ja mikromanipulaatorkapillaarmeetod.
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Bioloogilised meetodid puhaskultuuri saamiseks on
jdrgmised.

Aine kuumutamine.

Sporogeenseid mikroobe on vdéimalik eraldada asporogeen-
setest mikroobidest seetdttu, et spoorid taluvad pikemaajalist
kuunutamist 80-100°C juures, kuna vegetatiivsed vormid sSltu-
valt liigist surevad lilhema v30i pikema aja jooksul juba 60°C
juures. 80 (15-20 minutit) voi 100°¢ (2-3 minutit) juures vee-
vannis kuumutatud uuritav materjal annab edasikiilvi puhul
vaid sporogeensete mikroobide kasvu. Enne kuumutamist on soo-
vitav sporogeenne kultuur sundida sporolatsioonile.

Isoleerimine selektiivse s6otme abil.

Puhaskultuuri saamiseks kasutatakse sageli niisuguseid
s66tmeid, mis, sGltuvalt oma koostisest,véimaldavad iihtede mik-
roobiliikide kasvu ja pidurdavad tugevalt teiste liikide are-
nemist. Nimetatud séotmeid kasutatakse tavaliselt rikastuskul-
tuuride kasvatamiseks, kust omakorda tehakse ilmberkiilv mitme-
sugustele sdotmetele.

Tnokuleerimine katseloomadele.

Teatud patogeensete mikroobiliikide pubhaskultuure on
vdimalik saada nende suhtes vastuvdtlikkude katseloomade in-
okuleerimisel uuritava materjaliga. Selleks sistitakse uuri-
tav materjal katseloomasse, kus patogeenne mikroob paljuneb
kiige kiiremini ja sageli peaaegu puhaskultuurina. Inokuleeri-
tud looma verest tehakse véljakilv vastavale séotmele, kust
toimub pubhaskultuuri isoleerimine eespool kirjeldatud viisil.

Elusate ja surnud rakkude arvu mdéramine,

Meetod p8hineb varvilahuste erineval labitungivusel
elusate ja surnud rakkude protoplasmast.

Alusklaasile valmistatud digepreparaadile asetatakse
uks tilk 0,02% metiileensiniselahust. Surnud rakud vdrvuvad
5-6 minuti jooksul siniseks, elusad rakud aga jddvad védrvuse-
tuks, Loetakse mikroskooois suraud ja elusrakkude arv ning
arvutatakse nende %. ‘
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Paremaid tulemusi saadakse luminestseeruvate vérvide
nagu akridiinoran?i kasutamisel.

P 6ol esanded

1. Valmistada eelmisel praktikumil tehtud joon- ja pistekul-
tuurist preparaadid, vdrvida Ziehli karboolfuksiiniga ja
Grami jérgi ning jélgida nende kultuuritunnuseid. Peale
selle mddrata iihes kultuuris elusate ja surnud rakkude arv.

2. Valmistada preparaadid lakmuspiimale tehtud kultuuridest,
varvida ja jdlgida lakmuspiima védrvust, konsistentsi ja
gaasi eraldumist.

3. Loendada mikroobide arv mullakultuuris ja vdljendada 1 g
abosoluutselt kuiva mulla kohta.

4, Loendada mikroobide arv dhukultuuris ja védljendada Omel-
janski jirgi 1 m° Shu kohta.

5. Uurida kolooniate struktuuri Shukultuurides binokulaar-
mikroskoobiga.

6. Loendada mikroobide arv veekultuuris ja vdljendada vee
puhtus Miqueli jargi.

‘Y. M&drata kolitiiter ja koliindeks.

8. Eraldada Shukultuurist iiks mikroobivorm puhaskultuuri
edasikiilvamise teel lihapeptoonagarile.
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T e e m a: BIOOSI RUHMA AINETE MAKRAMINE PARMSEENTE ABIL.

Bioosi riihma ainete (B-grupi vitamiinid, pantoteenhape
jt.) mddramiseks vGib kasutada péhjapdrmide hulka kuuluvaid
5llepérme. Ollepsrm eraldatakse humalateta lahjendatud Slle-
virdest. Enne kiilvi kasvatatakse pédrmi 12 tunni jooksul siin-
teetilisel toitvelahusel. Viimane koosneb orgaanilistest ja
mineraalsetest ainetest, kuid ei sisalda biocosi riihma kasvu-
aineid, mist8ttu pérmseened. selles sdotmes ei paljune. Sel-
leks kasutatakse jédrgmise koosseisuga toitelahust

gliikoos (véga DUhBS) eeeeeveeseces 50 E
KH2P04............................. 1,6 g
Na2804 . 10 320 SV G SRR A S RN 0T T
NaCl Gsseccccnevossssnnssssanssssos 0,5 g
EHPOjeesnccncaseoncaconcensenccnes 0,38
MgSO, « 7.Hy0 sevevivcanceicnceeees 1,08
(NH4)804..................,n....... 201
CaCl2 « 6 H20 e S SR U,5 g
HBBOB'"""°""'""""""""' 0,002 g
ZnB0 e vescennsensssccntsccacansone 0,002 g
MnSO, eecesscecscconescocancenceees 0,002 g
Fecl3 AT R SR AT R R SR O R 0 B 0 0 -1
Destilleeritud vesil cecceccocccecss 1000 ml

Toitelahus steriliseeritakse kolmel péeval 30 minutit
Kochi sterilisaatoris v8i 20 min. 1/2 atm juures autoklaavis.

Steriliseerimise ajal valmistatakse bioosi ekstrakt. Sel-
leks véetakse 10 g taimset materjali, mis kddridega peenenda-
takse vidikesteks tiikikesteks. Purustatud materjal asetatakse
Erlenmeyeri kolbi ja sellele lisatakse 200 ml destilleeritud
vett. Ekstraheerimine teostatakse veevannil 70°C Jjuures 1 tun-
ni kestel. Kolb varustatakse kas klaaskapillaaridega v3i vatt-
korgiga. Ekspositsiooniaja vdltel loksutatakse kolbi mitu kor-
da. Ohukuivast materjalist méiramise puhul vdetakse 1 g ras-
kune kaalutis,mida ekstraheeritakse 70 ml-s destilleeritud vees.
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50 ml-le eespool valmistatud toitelahusele lisatakse
1-5 ml ekstrakti. Uhte kontrollkolbi mdddetakse 50 ml Kkraani-
vett ja lisatakse 1 = 5 ml ekstrakti. Teise kontrollkol-
bi mGddetakse 50 ml s6ddet, kuid ei lisata ekstrakti. Koik
kolbid steriliseeritakse 20 minutit autoklaavis 0,5 atm juu-
res.

Parmikultuuri kiilv teostatakse kohe pédrast lahuse jahtu-
mist. ;

Uhtlase tihedusega suspensiooni saamiseks loksutatakse
kilvatavat pdrmilahust 2/3 +tundi. Paraja tiheduse-
ga suspensiooni saamiseks lahjendatakse viimast steriilse
krsaniveega seni, kuni 1 ml-s lahuses esineb ca 20.000
rakku. Rakkude arv midaratakse Gorjajevi loenduskambri abil.

Pérast seda lisatakse kolbidesse 1 tilk valmistatud sus-
pensiooni. Kui kiilvi soovitakse teostada aasaga kiilvindela
abil, siis peab suspensioonis rakkude arv olema. suurem -
ca 200.000 ml-s. Pdrast kilvi loksutatakse kolbe hdsti ja
asetatakse termostaati 28°C juurde 48 tunniks. Uhe pdeva moo-
dumisel loksutatakse kolbe. Katse LOpetamisel mddratakse pir-
miseente paljunemisfaktor mitmel viisil:

1) tsentrifugeerimise teel (gradueeritud klaasides),

2) filtreerimise ja kuivkaalu mdiramise teel
(kuivkaalu midramine toimub 2 tunni jooksul 105°C
juures),

3) higususe mddramisega nefelomeetri abil,

4) loenduskambris loendamise teel, mispuhul rakikude
arv védljendatakse 1 ml kohta.

Et rahvamajanduse seisukohalt ei ole téhtis ainult
pérmrakkude arv, vaid ka nende mass, siis on vajalik md&ta
erinevates katsevariantides rakkude keskmine pikkus ja laius.
Sel juhul, kui erinevates katsevariantides on rakkude mddtmed
enam-védhem vordsed, voib toodangu iile otsustada ainult rakku-
de arvu pdhjal. Kui aga rakkude keskmised mddtmed erinevad,
tuleb arvutada nende ruumala jédrgmise valemi abil

o a-bzun
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ellipsoidi pool pikkust
- - " -~ pool laiust
rakkude arv 1 ml-s
paljunemisfaktor

Hh B o
1

péarmseente hulk katsekolvis
pédrmseente hulk kontrollkolvis

it

Katse tehakse kolmes korduses. Vajaduse korral v3ib katse kes-
ta ka 4-5 péeva.

Bioosi riihma ainete hulga middramiseks koostatakse graa-
fik.

Graafiku koostamine toimub jédrgmiselt. Vietakse 10 g
S§llepdrmi ja ekstraheeritakse 50 ml destilleeritud veega ees-
pool kirjeldatud viisil. Pidrast ekstraheerimist tsentrifugee-
ritakse lahus ja 1 ml l&bipaistvat ekstrakti lisatakse 50 ml
eespool valmistatud siinteetilisele toitelahusele. Ulejdénud
ekstraktist lahjendatakse iikks osa 10 korda, teine osa 100 ja
kolmas osa 1000 korda, igast lahjendusest lisatakse 1 ml 50
ml-le toitelahusele. Pdrast seda teostatakse kdikidele katse-
kolbidele vdljakiilv virdse hulga pdrmseentega. Kiilvid asetatak-
se termostaati 28°C juurde 48 tunniks. Peale selle mddratakse
pédrmseente hulk. Saadud andmete alusel koostatakse graafik,
mille alusel v3ime otsustada mitmesuguste objektide bioosi
rithma ainete sisalduse iile.

VIITI praktikumi t66iles-
anded

1. Valmistada taimelehtedest v3i pungadest bioosi ekstrakt.

2. Valmistada kiilviks sobiva tihedusega 3llepdrmi suspensioon
(200,000 rakku ml-s). )

3. Ette valmistada katse- ja kontrollkolvid ning nendesse teha
kiilv aasaga kiilvinSela abil.

4, Katseobjektide bioosiriihma ainete sisalduse médidramiseks
graafiku alusel, teha viimase koostamiseks metoodikas an-
tud lahjendused ja kiilvid.

Lie




1.

2.

3.
4,

IX praktikumi t66iles-

anded

‘Mdérata katse- ja kontrollkolbides pédrmseente sisaldus

tsentrifugeerimisel, filtreerimisel, nefelomeetrimise

teel ja lugemiskambris loendamise teel.

M88ta katse- ja kontrollkolvis ca 10 pirmseene pikkus ja
laius ning arvutada nende ruumala.

Mi&irata pidrmseente pal junemisfaktor.

Middrata graafiku koostamiseks tehtud kiilvides pidrmseente
arv lugemiskambri abil ja joonistada isaadud andmete pdhjal

graafik,
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X-piraktlikun

T e e m a: SUHKRUTE MAARAMINE PABERKROMATOGRAAFILISELT
MIKROORGANISMIDE TOITEKESKKONNAST

Nii mikrobioloogilises uurimistdos kui ka mikrobioloogi-
listele protsessidele rajatud tédstustes on sagedasti vaja
teada, kui suurel hulgal kasutavad mikroobid toitekeskkonnast
itht voi teist ainet. Néditeks pagari- ja sdodapidrmitehases hu-
vitab meid pirmseente vOime kasutada mitmesuguseid suhkruid
ja nende kasutamise intensiivsus. Nimetatud toostustes kasu-
tatakse parmi tootmiseks sagedasti suhkru- ja tselluloositdss—
tuse jddtmeid. Rahvamajanduse huvides tuleks pdrmitehastes
kasutada intensiivsema suhkrute kasutamise vdimega tiivesid.

Mjxroobide poolt toitekeskkonnast kasutamata jiddnud ai-
nete paberkromatograafiline médiramine lubab otsustada uurita-
vate ainete kasutamisvdoime ja -intensiivsuse iile.

Kromatograafiline meetod, mille vOttis kasutusele

M. S. Tsvett, v8imaldab uuritavas toitekeskkonnas médrata nii

suhkrute koostist kui ka nende hulka.
Meetodi pShimdte seisneb slles, et liikuvfaas, lahusti

(kdesolevas t66s butanool) liigub mééda kromatograafilise
paberi riba ja kannab endaga suhkrud. Mitmesugused suhkrud
liiguvad sama aja jooksul starditdpist erinevale kaugusele.

Pdrast voolutamist lindid kuivatatakse ja piserdatakse
p-aminofenoolilmutiga. NMitmesugused suhkrud annavad erineva
virvusega laigud.

Ainete jaotuvus kromatograafilisel meetodil ei sG6ltu
adsorptsioonist, sest puhas filterpaber praktiliselt ei ad-
sorbeeri suhkruid, vaid peamiselt s8ltub suhkrute jaotuvusest
orgaanilise vooluti (butanooli) ja vee vahel. Ohukuiva kroma-
tograafilise paberi niiskusesisaldus on keskmiselt 25%, mis-
tottu ta esineb kui vedel liikumatu - statsionaarne faas.

Igale suhkrule on iseloomulik temale omane jaotuvuskoe-
fitsient (Rf).

RP = aine laigu keskkoha kaugus stardipunktist
vooluti frondi kaugus stardipunktist
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Selle vBi teise suhkru Rf s3ltub peaaegu kdigist reZii-
mifaktoreist, eriti aga butanoolis ja vees lahustuvuse suh-
test ning temperatuurist. Katsed viiakse 1dbi konstantse tem-
peratuuriga termostaadis.

“NOU KAAS
NHT

-— KROMATOGRAFEERIMISNSU
FRONT

< i STARDITAPP
_—L_ _b-(_.__ - L.L;_-L.h.;--ur.-___

== A T et B e = NODEALES

I-V - KROMATOGRAFEERIMISEL ERALDUNUD
AINETE LAIGUD

Joon. 20. Kromatografeerimise skeem.

Mida rohkem lahustub suhkur butanoolis, seda kaugemale
liigub ta starditdpist ja asetub ldhemale vooluti frondile.

- Mida rohkem lahustub suhkur kromatograafilises paberis sisal-
duvas .vees, seda ldhemale jddb ta starditépile ja kaugemale
vooluti frondist, seda vdiksem on tema Rf.

Paberjaotuvuskromatograafilist meetodit kasutatakse peale
suhkrute veel rea teiste ainete mddramiseks. Selle meetodi
eelis vOrreldes keemiliste midiramismeetoditega seisneb sel-
les, et ta vdimaldab uurida vidga vdikesi suhkrute ja teiste
ainete hulki, isegi mikrogrammides esinevaid ainete hulki.

Madramise kdik:
1) VBetakse 4-5 ml scodet ja tsentrifugeeritakse (2000 pddret
minutis) kimne minuti jooksul. Ldbipaistev tsentrifugaat va-
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latakse 100 ml-sse Erlenmeyeri kolbi vdi keeduklaasi.

2) Tsentrifugaadile lisatakse valkude-sadestamiseks 10% -
Pb (CH,C00), kuni sademe tekiimine katksb.

3) Tekkinud sade eraldatakse tsentrifuugimise teel.

4) Pb(CH3COO)2 liia kdrvaldamiseks lisatakse kiillastatud
(NB“) 003-lahnst kuni sademe tekkimine katkeb.

5) Tekkinud sade eraldatakse tsentrifuugimise teel.

6) Lébipaistev tsentrifugaat tihendatakse (kuumutatakse vee-
vannil kuni 1-2 ml-ni).

7) Tihendatud filtraadile lisatakse antiseptlkmnina paar til-

ka timooli.

Kromatograafilise paberi iihte otsa aetakse mitme pistega
niit. Paberi teise otsa, 2=3 cm kaugusele direst tOmmatakse
Joon ja mérgitakse grafiitpliiatsiga 2-4 mm diameetriga rin-
gid proovide pealekandmiseks.

Kromatograafilisele paberile "kiire™ kantakse ringide
keskele 0,05 ja 0,1 ml uuritavat proovi osade kaupa ja kui-
vatatakse £66ni v3i ventilaatori abil (viimane kogus sobib
hésti, kui hiljem on kavas elueerimine) ja sama suures kogu-
ses 0,2% midrklahuseid (sahharoos, fruktoos, gliikoos, arabi-
noos, galaktoos, ksiiloos).

Kromatografeerimise kambrisse valatakse solventi: n -bu-
tanool: ja&-addikhape : vesi (5 : 1 : 2). Valada tuleb ette-
vaatlikult, nii et solvent ei satuks kambri seintele.

Solvendi valmistamisel lisatakse jaotuslehtris butanooli-
le vesi ja dddikhape ning loksutatakse 1/2 tundi. Kasutatakse
lahuse lilemist fraktsiooni.

Kromatograafiline paber vdetakse niitide abil vasakusse
kitte ja asetatakse kambrisse nii, et alumine serv ulatuks
solvendi sisse. Niidi otsad kinnitatakse kambri &dirte kiilge
plastiliini abil ja voolutamiskamber suletakse klaasiga.
Paber asetatakse kambri keskele, alumine serv v3ib ulatuda
1-2 mm voolutisse.

Kromatogramme voolutatakse parema jaotuvuse saavutamiseks
kolm korda & 20-24 tundi. Iga voolutamise jédrel kromatogram-
mid kuivatatakse. '
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Kromatogrammi ilmutamiseks kasutatakse p-aminofenocol-
ilmutit ( 1 g p—-aminofenoolile lisatakse uhmris 2 ml orto-
fosforhapet ja osade kaupa 60 ml 96% etanooli). Ilmutamine
toimub pulverisaatori abil. Pdrast pritsimist asetatakse kro-
matogrammid 5-7 minutiks 105% Juurde. Selle aja jooksul lai-
gud "ilmuvad".

Kasutatud ilmuti puhul vdrvuvad suhkrad jadrgmiselt.

fruktoos - sidrunkollane
gliikoos - keskmine pruun
galaktoos

ksiiloos ~ punakaspruun
arabinoos

sahharoos

maltoos - kollakaspruun
rafinoos

Mddratakse ilmunud suhkrute Rf.

T6o6uilesanded

1. Valmistada séodapdrmitehases kasutatava meski suhkrute
kromatogramm.

2. Valmistada séddapdrmi tootmiseks kasutatava Candida utilis'e
3 pédeva vanusest (meski) kultuurist suhkrute kromat&gramm.
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I praktiXxan

T e e m a:ANTIBIOOTIKUMIDE BAKTERIOSTAATILINE TOIME MIKROO-
BIDELE. ANTIBIOOTIKUMIDE KROMATOGRAAFILINE ERALDA-
MINE JA KROMATOGRAMMI BIOLOOGILINE ILMUTAMINE

Antibiootikumideks nimetatakse bioloogilisi v8i nende
eeskujul saadud silinteetilisi preparaate, mis pidurdavad tea-
tud mikroobide ainevahetust ja kasvu v38i mdjuvad neile sur-
mavalt. Antibiootilisi aineid kui vahendeid vditluses ole-
masolu eest produtseerivad seened, aktinomiitseedid ja ka
bakterid, kes kuuluvad p8hiliselt mulla mikrofloorasse.
Antibiocotilisi aineid produtseerivad ka kdrgemad taimed,
samuti on tuntud loomse piaritoluga antibiootikumid. Ménin-
gaid antibiootikume (penitsilliin, streptomiitsiin, levomiit-
siin, biomiitsiin, terramiitsiin jt.) iseloomustab viga tugev
toime teatavatele mikroobidele vidhese kahjustava toime juu-
res inimorganismile, mist8ttu kasutatakse neid laialdaselt
haigete ravimisel.

Antibiootikumid on valikulise toimega. Nad v8ivad ole-
nevalt kontsentratsioonist avaldada mikroobidele nii bakte-
riostaatilist kui ka bakteriotsiidset toimet. Nditeks penit-
silliin madalas kontsentratsioonis avaldab teatud mikroobi-
dele bakteriostaatilist toimet, kdrges kontsentratsioonis
aga bakteriotsiidset toimet. Bakteriostaatilise toime all
mdistetakse kasvu pirssimist, mispuhul mdjustatakse mitme-
suguseid mikroobirakule elulise tdhtsusega fermentsiisteeme.
Igale antibiootilisele preparaadile on omane kindel toite-
mehhanism, mille aluseks on mdju teatud kindlale mikroobi-
raku fermentsiisteemile. Uksikute mikroobiliikide ferment-
sisteemide vahel esineb aga erinevusi. Sellest tingituna toi-
mib antibiootiline preparaat ainult teatud kindlatele mik-
roobigruppidele, s.t. on kindla toimespektriga.

Erinev on ka sama mikroobiliigi iliksiktiivede tundlikims
teatud antibiootikumi suhtes. See tundlikkus v3ib muutuda
vastava ravi védltel, kusjuures v3ivad kujuneda isegi nn. re=
sistentsed tiived, mis ei allu enam antud antibiootikumi toi-
mele. Resistentsus antibiootilise preparaadi suhtes on spet-
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siifiline - see tdhendab, et nditeks streptomiitsiiniravi vdl-
tel areneb haigusetekitajal ainult streptomiitsiiniresistent-
sus, kusjuures sdilib tundlikkus teiste antibiootikumide suh-
tes.

Haigusetekitajate tundlikkuse mdéramine antibiootiliste
preparaatide suhtes on vdga tédhtis kliinikus, vbéimaldades ra-
kendada ratsionaalset ravi. Selleks kasutatakse mitmesuguseid
meetodeid. Diagnoose teostavates laboratooriumides on
levinumaks meetodiks mikroobide penitsilliini-, streptomiitsii-
ni-, levomiitsiini- ja biomiitsiinitundlikkuse md&ramine vasta-
vate antibiootikumidega immutatud diagnostiliste paberketaste-
ga. Selliseid kettaid toddetakse farmaatsiatddstuses. Nende
kasutamise metoodika on jérgmine.

1) Uuritavast mikroobitiivest tehakse tihe kiilv lihapep-
toonagarplaadile. Petri tass Jjagatakse klaasipliiatsiga 4
sektoriks. Iga sektori keskele s6otme pinnale asetatakse pint-
setiga iiks diagnostiline ketas - iihele penitsilliiniga, tei-
sele streptomiitsiiniga, kolmandale levomiitsiiniga ja neljan-
dale biomiitsiiniga. Kui erinevate antibiootikumidega immuta-
tud kettad on sama varvusega, tuleb sektorid mérkida. Inoku-
lum paigutatakse 18 tunniks termostaati 37°¢ juurde.

2) Antibiootilised preparaadid difundeeruvad kettaist
sootmesse, pdrssides neile vastava antibiootikumi suhtes tund-
like mikroobide kasvu. Selle tulemusena jddb vastava ketta
iimber kasvuvaba tsoon, mille 1&bimé8t véimaldab hinnata uuri-
tava mikroobi tundlikkust antud antibiocotikumi suhtes.

Kasvuvaba tsooni 1ldbim88t (koos. ketta enda ldbim8dduga)
mdédetakse joonlauaga. Sellest 1§bih66dust olenevalt hinnatak-
se mikroobi tundlikkust jargmiselt:

kasvuvaba tsooni 1ldbimbdt iile 25 mm - uuritav mikroob on
antud antibiootikumi suhtes viga tundlik (+++);

kasvuvaba tsooni 1dbimb6t 15-25 mm - uuritav mikroob on
antud antibiootikumi suhtes tundlik (++);

kasvuvaba tsooni 1dbim88t kuni 15 mm - uuritav mikroob on
antud antibiocotikumi suhtes vdhetundlik (+);

kasvuvaba tsoon puudub - uuritav mikroob pole antud anti-
biootikumi suhtes tundlik, s.t. on antud antibiootikumi suh-
tes resistentne.
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Antibiootikumide kromatograafiline eraldamine.

Antibiootikumide produtseerijaina kasutatakse kieseleval
juhul aktinomiitseete, mille arenemine ja antibiootikumide
moodustamine toimub intensiivselt sobiva koostisega vedelsddt—
mes 28°C juures heades aeratsioonitingimustes.

Valmistatakse kaks jérgmise koostisega séddet, mille pH
peab olema 7,2.

Soode I S66de II
1) Glikoos 2% 1) Gliikoos 2%
2) KNO, . 0,3% 2) KNO, 0,35%
3) KaPO, - 0,058 3) KHPO, 0,05%
4) MgSO, 0,05% 4) MgS0, 0,05%
5) NaCl 0,05% 5) NaCl 0,05%
6) reso4 0,005% 6) ]‘eSO4 0,005%

7) Hothingeri buljong 2% 7) Maisiekstrakt O,5%.

Valmistatud stotmed viiakse 100 ml kaupa laia pdhjaga
kolbidesse ning steriliseeritakse autoklaavis 20 minutit 0,5
atm juures. Pidrast seda tehakse kiilv 2 o0pdeva vanusest akti-
nomiitseetide Shumiitseeliga vedelkultuurist.

Kolvid asetatakse kiilviboksis (28°C) asuvale loksutaja-
le iiheks nddalaks parema dhustatavuse huvides. V8imaluse kor-
ral on soovitav kasutada dhu ldbipuhumist.

Pdrast seda valatakse iilhe ja sama aktinomiitseedi liigi-
ga infitseeritud kultuurivedelikud kokku ja miitseelid eralda-
takse filtreerimise v8i tsentrifugeerimise teel. Saadud kul-
tuurivedelik hapustatakse 30% fosforhappelahusega kuni pH 5-ni.
Fosforhappe lisamine toimub ettevaatlikult, kusjuures happe-
sust kontrollitakse pidevalt universaalindikasatoritega. Kul-
tuurivedelikus olev antibiootikum langeb sademesse, mis eral-
datakse 15-minutilisel tsentrifugeerimisel (1500 p&dret minu-
tis). Saadud antibiootikumi mérjale sademele valatakse mdni
ml veega kiillastatud butanooli.

Tsentrifugeerimisel eraldatud miitseelid asetatakse kee-
duklaasi ja' lisatakse veega kiillastatud butanooli (iike mahu~
osa butanooli iihe mahuosa miitseeli kohta) ning jédetakse iiheks
.60péevaks toatemperatuuri juurde seisma. Butanooli m8jul tei-
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mub miitseelidest antibiootikumi ekstraheerimine. Pédrast seda

valatakse kokku kultuurivedelikust sadestatud ja miitseelidest
ekstraheeritua antibiootikum, mida nimetatakse toor- ehk pu-

hastamata antibiocotikumiks. Viimast on v8imalik puhastada
kromatograafilise meetodi abil. Igal antibiootikumil v3i an-
tibiootikumide grupil on teatud voolutis kindel jaotuvuskoe-
fitsient (Rf). Uuritava antibiootikumi Rf m#dramine konstant-
ses reZiimis vdimaldab teatud mdidral selle omaduste vdrdle-
mist kirjanduse andmetega. :
Kromatografeerimine. Kromatograafilisele paberile "Kiire"
kantakse mikropipetiga tilkhaaval 10 tilka uuritavat vedelik-
ku. Igal paberile kantud tilgal lastakse dhus kuivada, alles
siis kantakse jédrgmine tilk.

Kromatogramm asetatakse 6 tunniks veega kiillastatud bu-
tanooli voolutisse (100 ml butanooli + 25 ml vett asetatakse
Jaotuslehtrisse, loksutatakse. Voolutina kasutatakse pealmist
faasi), Pdrast seda kuivatatakse kromatogramm t3mbekapis.

Eromatogrammi bioloogiline ilmutamine.

Kromatogramm l3igatakse iilalt alla ribadeks ja aseta-
takse Petri tassi toiteagari (5% pestud agarit + 0,5% gliikoc—
si) pinnal olevale testorganismide tihedale kiilvile. Petri
tassid asetatakse 60pdevaks termostaati. Antibiootikumi lai-
gu kohal ei saa testoréanismid kasvada, sinna jddb steriilne
laik, mille alusel arvutatakse uuritava antibiootikumi Rf.

Joon. 21. Antibiooti-
kumide bioloogiline
ilmutamine.
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Too6lilesanded

Teha kiilv Petri tassidesse Staphylococcus aureus'e,
Escherichia coli, Proteus vulgaris'e ja Pseudomonas aeru-
ginosa kultuuride penitsilliini-, streptomiitsiini-, le-
vomiitsetiini-,biomitsiini- ja terramiitsiinitundlikkuse
nddramiseks diagnostiliste ketaste abil.

Eraldada aktinomiitseetide kultuurivedelikust nn. tooranti-
bilootikum tsentrifugeerimise teel.

Kultuurivedelikust aaadud antibiootikum puhastada kromato-
graafiliselt (valmistada kromatogramm).

Ilmutada eelmisel praktikumil valmistatud suhkrute kroma-
togrammid p-aminofenoolilmutiga.

Vérrelda alg- ja kultuurivedeliku kromatogrammide vasta-
vate laikude suurust ja vérvuse intensiivsust, mille alu-
sel otsustada %&@152?}&35'6 mitmestguste suhkrute kasu-
tamisvdime iile.
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T e e m as LAMMASTIRKUTA ATINETE MUUTUMINE MIKROORGANISMIDE
ELUTEGEVUSE TAGAJARJEL

Looduses toimub lakkamatult mitmesuguste ainete - siisi-
niku, lémmastiku, fosfori, vddvli, raua ja teiste ringlus
mikroobide kaasabil, mistdttu nende ainete varud on looduses
ammendamatud. :

Mikroobide abil teostuvad orgaanilise aine dissimilat-
siooniprotsessid jagatakse kolme tiiiipi.

I. Hingamistiilip. Dissimilatsiooni selle tiiiibi puhul toi-
mub siisiniku aatomite sheliku astmeline aeroobne lagundami-
ne, kusjuures vabaneb suhteliselt palju energiat

06 H12°6 + 6 02 —_— 6 002 + 6 520 + 674 kcal

II. Otsene hapendamistiiiip, Sel puhul ei lagune hapendata-
vas aines siisinikuaatomite ahelik. Orgaanilise aine hapendu-
mine toimub aeroobsetes tingimustes Shuhapniku osav8tul.
Orgaanilise aine otsest hapendamist . .Shuhapniku abil nimetatak:
se okslidatiivseks e. oksiibiontiliseks "kddrimiseks".

III. Kdédrimistiiip. Lagundatavas orgaanilises aines toi-
mub siisinikuaatomite aheliku anaeroobne lagundamine. Uks osa
orgaanilisest ainest hapendub, teine osa taandub, seega on
tegemist redoksprotsessiga

CGH;IZO6 — 2 CH3CHOH. COOH + ca 20 kcal

Kddrimise puhul muudetakse ldhteaine, nditeks gliikoos,
mitmesuguste mikroorganismide tegevuse tulemusenz erinevateks
13pp-produktideks.

Vastavalt k#drimise kemismile ja 18pp-produktidele jao-
tatakse eriti bakteriaalsed kiddrimised reaks tiilipideks, mil-
lest iselogmulikémaks voib pidada piimhappelisi ja v8ihappe-
lisi k&ddrimisi, samuti eeskdtt pdrmseente poolt ldbiviidud
etiililalkoholkédérimist.

Missuguse tiilibi jérgi k#drimine toimub, oleneb mikroo-
bide fermentsiisteemist, keskkonnatingimustest (temp., pH) ja
kddritatava aine omadustest.
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Piimhappelist kddrimist pShjustavate mikroobide

uurimine.

Piimhappelise k#édrimise tavaliseks substraadiks on pii-
masuhkur, mille molekul 1l3hustub mikroobide fermentide toi-
mel piimhappeks, kusjuures piimast sadestub kaseiin.

Tuntumaid piimhappebaktereid on gram-positiivsed Strep-
tococcus lactis, Lactobacillus bulgaricus, L. plantarum jt.

Piimhappebakterid vdtavad osa ka mitmesugustest majapi-
damises toimuvatest kddrimisprotsessidest, nagu see esineb
taigna kerkimisel, kapsaste hapendamisel, juustu valmistami-
sel, sileerimisel jm.

Piimhappelist k&drimist pdhjustavate bakterite tundma-
dppimiseks asetatakse piim vattkorgiga suletud Erlenmeyeri
kolviga 5-6 pdevaks termostaati 30°C Jjuurde. Selle aja jook-
sul muutub piim temas leiduvate piimhappebakterite elutege-
vuse toimel hapuks. Klaaspulgaga v3etakse iiks tilk vadakut
(leent) ja pannakse alusklaasile veetilka ning aetakse laia-
1li. Preparaadil lastakse Shu kdes kuivada. Kuivale preparaa-
dile lisatakse iiheks minutiks paar tilka fiksaatorit (etanoo-
li-eetri segu, vahekorras 1 : 1). Fiksaator surmab mikroobid,
kinnitab nad alusklaasile ja vabastab preparaadi rasvatilka-
dest, mis segavad mikroskoopimist. Pédrast fiksaatori &drakal-
lamist asetatakse preparaadile pesemise eesmérgil mdni tilk
vett, mis peatselt samuti &ra kallatakse. Preparaat virvitak-
se metiileensinisega 5 min. jooksul ja vaadatakse mikroskoobis
tugeva suurendusega.

Preparaadis on ndha mitmesuguse kujuga mikroobe:
1) védikesed ovaalsed rakud, sageli lilhikeste ahelatena
(Streptococcus lactis); (joon.22).
2) pikad kepikesed (Lactobacterium bulgaricum) (joon.23)
3) suured ovaalsed rakud (Saccharomyces fragilis)
4) jédmedad lithikesed kepikesed (Oidium lactis) (joon.24)

Kolm esimest pdhjustavad piima hapnemist, neljas aga on
nende.antagonist, keskkonna leelistaja.

Lactobacterium plantarum'i saamiseks valmistatakse labow

ratoorselt kartulisilo,
R g



Joon.22. Streptocoeccus Joon. 23. Lactobacterium
lactis (800x)- bulgarieum (1000 x)

L

Kartulisilo valmistamiseks vde-
takse vidikesed pestud ja keede-
tud kartulid, mis tiikkeldatakse
klaaspulga abil nii, et ei toi-
muks sisu saastumist koore osa-
dega. Tikikesed asetatakse pur-
kidesse ja kallatakse peale
Joon.24. Oidium lactis kraanivett (kuni poole mahuni).
" T SR Purgid suletakse Shukindlalt ja
asetatakse iliheks nddalaks termo-
staati 30°C juurde.
Klaaspulgaga vOetakse purgist tilk vedelikku, asetatakse
alusklaasile ja valmistatakse preparaat, mis vidrvitakse meti-
leensinisega, Preparaadis ndeme sinakeks vdrvunud Lactobacte-
rium plantarum'i rakke, mis moodustavad vérdlemisi pikki ket-
te.

Addikhappe o biontilist "kidrimist" pdhjustavate
mikroobide uurimine,

Kddikhape tekib etiililalkoholi hapendamise tagajdrjel dé&-
dikhappebakterite fermentide toimel,
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Lahjendatud dlle vdi veini seismisel tekib sellel mdne
pideva jooksul drn sile kelme, mis hiljem muutub tihedamaks.
Uhtlasi on tunda #ddikhappe ndrka ldhna. Vedeliku pinnal on
arenenud d#dikhappebakterid, mis kujult on liikumatud lithi-
kesed pulgakesed. Neist on tuntumad Acetobacter aceti
(joon.zs),‘é: pasteurianum (joon.26) jt.

k#dikhappebakterite uurimiseks tehakse alusklaasil pre-
paraat Shu kiesseisnud veinist ja vdrvitakse metﬁleensinige—
ga ( 5 min.). Preparaadis on nsha lithikesi pulgakesi, mis
asuvad iiksikult, kahekaupa v8i pikemate ahelatena. Peale &i-
dikhappebakterite vdib preparaadis leida suuri ovaalseid
parmseeni.

Joon.25. Acetobacter aceti Joon. 26. Acetobacter pasteu-
(1500 x ). rianum (1500 x ).
V8ihappelist kddrimist p8hjustavate mikroobide

uurimine.

V8ihappelisel kddrimisel tekib siisivesikutest, alkoholi-
dest, piimhappest ja selle sooladest v8ihape, 002, H2’ bu-
tiililalkohol ja orgaanilised happed. V8ihappelist ki#drimist
péhjustavad mikroobid on gram-positiivsed obligaatsed anae-
roobid, neid leidub rehkesti mullas, sbénnikus, juustus ja
mujal. Tuntuimad on Clostridium butyricum, Cl. pasteurianum
(joon.27) jt.
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V8ihappelist kddrimist pShjustavate mikroobide saamiseks
asetatakse klaaspulgaga l&bitorgitud védikesed mullased kartu-
1lid vesikorgiga suletavasse purki kraanivette, kuhu lisatakse
kriiti, pastoriseeritakse ja inkubeeritakse 4-5 pdeva 35°C
Juures. Kolvist eritub rdéstunud v8i 1ldhna.

Preparaadi tegemiseks vietekse aasaga kolvi p8njast ma-
terjali. Preparaat vérvitakse Grami jdrgi. Mikroskoopimisel
ndeme preparaadis jémedaid pikki pulgakesi, osalt iiksikult,

osalt liihikeste ahelatena. Kohati on pulgad k#&dvjalt paisu-
nud, mispuhul rakus on spoor, mis Grami meetodil varvimise
puhul jé&b virvumata lmmarguse tépina.

Joon, 27. Clostridium pas-
teurianum.

Pektiinainete k#ddrimist pdhjustavate mikroobide
uurimine.

Pektiinainete poolest on eriti rikkad kiudtaimede - lina
Ja kanepi varred. Linavarte pektiinainete kddrimisel erista-
takse 3 faasi: 1) linavarte ligunemine 2) segakidirimine, mil-
lest v3tavad osa mitmesugused mikroobid, nagu roiskbalterid,
koli-grupp jt. 3) puhas pektiinainete kdirimine, mis olenevalt
keskkonnast v3ib kesta mdnekimnest tunnist Yuni paari niddala-
ni. Pektiinainete kddrimine on keeruline protsess, kus tekib
hulk 18pp-produkte. :

Pektiinainete kidirimist pdhjustavate mikroobide tdesta-
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miseks asetatakse vidikesed linavarte kimbukesed Erlenmeyeri
kolbi destilleeritud vette ja keedetakse mdne minuti kestel
linavarte pinnal esinevate mikroobide hévitamiseks. Pédrast
seda valatakse keedetud vesi linavartelt &ra ning lisatakse
uuesti destilleeritud vett ja kuumutatakse kuni keemiseni.
Seejérel jahutatakse ning lisatakse veldi keetmata linavarsi
nakatamiseks, Kolb suletakse vattkorgiga'ja asetatakse termo-
staati kaheks nddalaks. Selle aja jooksul tekib pektiinainete
ki#rimine.

Preparaadi valmistamiseks vdetakse iiks linavars ja mié-
ritakse sellega alusklaasile ilihtliase paksusega preparaat, va-
jaduse korral lisatakse veel tilk k#drimisvedelikku ning kae-
takse katteklaasiga. Katteklaesi serva ldhedusse viiakse tilk
Lugeli lahust, mille m3jul vérvub vérdlemisi pikk trummipul-
sest ta sisaldab térklist ja hemitselluloosi. Peale selle néde-
me preparaadis veel lilhemaid Plectridium gectinovgggg'i Jja
Clostridium felsineus'i rakke (joon.28).

Joon. 28
a,f' 1. Clostridium felsi-
ﬂ ) / : neus

2. Plectridium pecti-

BQ\\‘/ novorum
¢ 1000 x )

Toiilesanded

1. M3dta mikroorganismide kiilvidele antibiootikumide bakterio-
staatilise mdju uurimiseks asetatud diagnostiliste ketaste
kasvuvaba tsooni diameeter joonlauaga (eelmisel praktiku-
mil alustatud t66).

2. Ilmutada antibiootikumi kromatogramm bioloogiliselt.

3. Ules panna nelja iilidpilase kohta piim-, ##dik- ja v3ihap-
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peline kddrimine.
4, Ules panna pektiinainete k&#&rimine.

XIIT praktikunm

T e e m a: TSELLULOOSI LAGUNDAMINE

Tselluloos on poliisahhariid, mida hidroliiisivad v8i ha-
pendavad vastavalt anaeroobsed ja‘aeroobsed tselluloosi la-
gundavad mikroobid fermentide toimel.

Uhtede tselluloosi lagundavate mikroobide hiidroliilisiva
tegevuse tagajadrjel tekib tselluloosist gliikoos, mille -
CHEOH grupi hapendavad teised tselluloosi lagundavad mikroo-
bid aldehtiiid~- (CHO-) riihmaks ja viimase karboksiiiil- (COOH-)
rithmaks. Tekkinud oksiihappeid kasutavad asotobakter, Cl.pas-
teurianum jt.

(®6%0%)n + nH,0 —— nogH, 0
tselluloos gliikoos

Tselluloosi lagundamise tulemusena tekivad viga mitme-
sugused produktid, nagu v8i- ja #d#dikhape, etiililalkohol, COZ’
gaasiline vesinik, metaan.

Tselluloos moodustab taimerakkude kesta pdhilise osa.
Surnud taimejéddtmetes toimub selle pidev lagundamine, mist8t-
tu saavad mikroobidele kdttesaadavaks ka rakusisaldised. See-
ga taimsete jddtmete lagundamist alustavad alati tselluloosi
lagundavad mikroobid, mistdttu nende arvukus on vdga oluliseks
néditajaks mullas, sdnnikus, loomade sooltes, veekogude pdhja-
mudas ja mujal. Aeroobsete tselluloosi lagundavate mikroobi-
de arvukuse jdrgi hinnatakse sagedasti mulla biogeensust ja
kultuuristatuse astet.

Aeroobsetest tselluloosi laéundavatest mikroobidest on
tuntuimad perekondade Cytophaga, Cellvibrio, Cellfalcicula,
jt. esindajad (joon.29 - 31). Anaeroobsetest - Bac. cellulo-
sae methanicys, Bac. cellulosae hydrogemicus jt. (joon.32).
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Joon.29. Perekond
Cytophaga esindajad.

Joon.30.1.Cellvibrio ochraceae. 2.Cellvibrio flavescens.

\\\\\\ 2o AT

Joon.31. 1.le;§§;giqulg ngidis. 2.Qg}lfalcicula fqggg.
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Joon. 32. Bac. cellulosae

/ Q ©
i e S ¢

/ l\\| i’ o °° noored rakud
} X R b -~ trummipulgakujulised
a é ¢ rakud

¢ - spoorid

Bac. cellulosae methanicus (2)

2 a - noored rakud
‘ © b - trummipulgakujulised
\ ° rakud
| l‘\l |,' it pEYongin ¢ - spoorid.
°
L ' \| o . Hs
‘/\ \\\ C el i
a [ 2 c

Peale nende tuleks veel nimetada perekond Clostridium'i
Ja Proteus'e mdningaid liike, seentest perekondi Trichoderma,
Fusarium ja Aspergillus, aktinomiitseetidest Act. violaceus,
Act. cellulosae jne.

Tselluloosi aeroobse lagundamise demonstreerimiseks vala-
tekse Erlenmeyeri (150 ml) kolbi 30 ml kraanivett, millele
lisatakse 0,1 % NH,C1 ja 0,5 % K HPO,. Lahus kaetakse
koonilise volditud filterpaberiga, mille koonuse tipp ulatub
ile poole kolvi kdrguse (joon.33). Kolbi lisatakse veidi krii-
ti ja tselluloosi lagundavate mikroobidega infitseerimiseks
mulda. Kolb asetatakse iiheks niddalaks termostaati 30°C Juur-
de.

Joon. 33. Aeroobsete tsellu-
.loosi lagundavate mikroobide
kasvatamine.




Filterpaberi energiline lagundamine algab lahuse ja
paberi kokkupuute piiril. Filterpaber 'kattub aeglaselt kol-
lase limaga ja pikkamisi laguneb iliksikuteks kiududeks.

Aeroobsete tselluloosi lagundavate mikroobide uurimi-
seks vdetakse kiilvindela abil filterpaberilt lima ja viiakse
alusklaasile asuvasse veetilka, mis aetakse laiali ja varvi-
takse fuksiiniga. Mikroskoopimisel néeme mitmesuguse suuruse-
ga rakke.

Fakultatiivselt anaeroobsete tselluloosi lagundavate
mikroobide avastamiseks valatakse Erlenmeyeri kolbi jérgmi-
se koostisega toitelahust.

KNH, HPO,, 0,2%
KH, PO, 0,1%
CcaCl, 0,03%
Peptoon 0,1%
Caco, 0,5%
1gS0,, 0,5%.

Kddrimist stimuleerid peptoon.

Toitelahusele lisatakse veidi mulda ja 1 g filterpa-
berribasid. Kolb suletakse kautdukkorgiga, millest juhitakse
14bi kdveraks painutatud klaastoru, mille ots asetatakse vee—
ga tdidetud kolbi. Selle kaudu juhitakse kdidrimisel tekkinud
gaasid vette, Kolvid asetatakse liheks nddalaks termostaati
35°C juurde. Filterpaberribad kattuvad limaga ja hiljem
lagunevad kiududeks.

Kultuuridest valmistatakse preparaadid, milles on nid-
ha véikesi kepikesi. Need on sagedasti trummipulgakujulised
terminaalselt tekkinud spoori tdttu.

Ilulla aeroobsete tselluloosi lagundavate mikroobide
kolooniate ilmekamaks demonstreerimiseks tehakse kiilv Petri
tassi modifitseeritud Hutchinsoni séétmele 1,5% agar-agari
lisamisega. Teisest ja kolmandast mulla lahjendusest (vilja-
kate muldade puhul 3. ja 4. lahjendusest) tehakse pindkilv
(0,05-0,1 ml) agarplaadile, mis kaetakse steriilse filter-
paberkettaga. Siis suletakse Petri tass kaanega ja asetatak-
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se kaheks nddalaks termostaati 28°c juurde killastatud niis-
kusega atmosfddri (kuplid).

Vaatlusi tehakse 5,, 10., 15. pdeval. Parast seda vie-
takse filterpaber koos sbtotmega Petri tassist vidlja ja aseta-
takse lauale paigutatud filterpaberile. Igale vidljavdetud
filterpaberkettale asetatakse Petri tass. Kéikidesse tassi-
desse asetatakse 3 kuni 4 pédevaks veel iiks lildine koormus sel-
leks, et filterpaberkettad ei tOmbuks kortsu. Parast seda ta-
sandatakse rataste servad Jja kleebitakse kaseiinliimiga t00-
vihikusse.

Filterpaberil esinevate kolooniate virvus mirgitakse
vihikusse, mille alusel v3ib orienteeruvalt mdédrata perekon-
di.

Perekond Cytophaga - kollane
ggllvibrio - pruun

Cellfalcicula - roheline
Mycobacterigii— roosa
Modifitseeritud Hutchinsoni sédde aeroobsete tselluloo-
si lagundavate mikroobide kultiveerimiseks

KéHP°4 1a

CaCl, 0,1 g
llgso4 0,2 g }
NaCl 0,1 g

‘ FeCl3 0,01 g

NhNOB 2,5 8
CaC0, 2,5 g
vesi o i ¥
agar-agar 1,5%

S66tme pH v3ib olla 7,2 kuni 7,3.
S66de steriliseeritakse 120°C Jjuures 20 minutit.

Mulla aeroobsete tselluloosi lagundavate mikroobide ar-
Vukuse m#iramine Hutchinsoni vedelsodtmel.

Hutchinsoni sdéde valatakse 5-10 ml kaupa katseklaasides-
se, kuhu lisatakse filterpaberribad (1-1,5 sm). Katseklaasid
steriliseeritakse 20 minuti jooksul 1 atm juures, jahutatakse
Ja infitseeritakse pipeti abil 1 ml materjaliga teisest kuni
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kuuendast mullalahjendusest. Igast lahjendusest tehakse kiilv
(1 ml) kolme katseklaasi. Katseklaasid mirgitakse ja asetatak-
se 2-3 nidalaks termostaati 30°C juurde; Vaatlustega alusta-
takse 1 nddala pédrast. Jdlgitakse filterpaberribal pigmendi
Jja lima teket ning paberi purunemist.

Aeroobsete tselluloosi lagundavate mikroobide arvulkus
midratakse McGrady tabeli jérgi (lisa 1). Tabeli kasutamise
juhis toodud VII praktikumis.

T66lulesanded

1. Jédlgida bioloogiliselt ilmutatud kromatogrammi.

2. Valmistada preparast piimhappelist kidrimist pShjustavae~
test mikroobidest ja vérvide metiileensinisega (5 min.),
uurida preparaati mikroskoobis ja joonistada m8ni tiiiipi-
line rakk tdévihikusse.

3. Valmistada d&dikhappelist kddrimist p8hjustavatest mik-
roobidest preparaat ja vidrvida metiileensinisega (5 min.).

4, Valmistada preparaat v8ihappelist k#drimist pShjustave-
test mikroobidest ja védrvida Grami jérgi, seejérel uuri-
da preparaati mikroskoobis.

5. Valmistada pektiinainete kddrimist p8hjustavatest mikroo-
bidest preparaat, mida méjustada Lugoli lahusega. .

6. Teha mullakiilv tselluloosi aeroobseks ja anaeroobseks la-
gundamiseks.

7+ Teha mullakiilv Hutchinsoni tardsddtmele aeroobsete tsel-
luloosi lagundavate mikroobide uurimiseks.

8. Teha mullakiilv vedelale Hutchinsoni sdédtmele aerocobsete
tselluloosi lagundavate mikroobide arvukuse médramisekse
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XIV ja XV praktikum

T e e m a: LAMMASTIKAINETE MUUTUMINE MIKROOBIDE ELUTEGEVUSE
TAGAJARJEL

Igal aastal satub mulda tohutu hulk taimede ja loomade
jéddtmeid, milles leiduvaid valke lagundavad aeroobsed ja an-
aeroobsed roiskbakterid. Viimaste mitmesugused proteoliiitili-
sed fermendid - proteinaasid, peptidaasid, desaminaasid jt.

- lammutavad valke jark-jdrgult lihtsamateks ilithenditeks, kus-
Jjuures vaheproduktidena tekivad mitmesugused halva ldhnaga
ilhendid, alifaatsed happed, aromaatsed ihendid jne. L3pp-pro-
duktidema tekivad aeroobse protsessi puhul NHB‘COZ’ H20, HZS’
N,y Hy j%e Anaeroobse protsessi puhul esinevad loetletud
13pp~-produktide kdrval ka liitsemad thendid. Suur osa valgu-
lémmastikust muutub roiskumisel ammooniumisooladeks, mida
omakorda hapendavad mullas leiduvad nitrifitseerivad bakte-
rid lémmastikus- ja lémmastikhappeks ning nende sooladeks.
Viimastest on taimed vdimelised siinteesima pidrast kudedesi-
sest taandamist keerukaid kehavalke.

Beega on bakterid lémmastiku ringluses vahendajateks
anorgaanilise maailma ja kdrgemate organismide vahel.

Léammastiku ringlust on sobiv kédsitleda neljas osas:
ammonifikatsioon, nitrifikatsioon, denitrifikatsioon ja Shu-
lémmastiku sidumine. ‘

Ammonifikatsiooni all mbéistetakse ammonifitseerivate
bakterite pdhjustatud valkude roiskumist. Ammonifitseerivaid
(joon. 34-37) mikroobe leidub looduses kdikjal. Aeroobsetest
ammonifitseerivatest mikroobidest on sagedamini esinevateks:
1) Bac. megatheriun - moodustab valgeid siledaid kumeraid
kolooniaid, 2) Bac. mesentericus (kartulikepike) - moodustab
tahkel sd6tmetel Shukesi kuivi kortsulisi kolooniaid, 3) Bace
subtilis - moodustab peenekortsulisi kuivi v8i teralisi ko-
looniaid, 4) Bac. mycoides - moodustab tahketel séotmetel
valgeid seente miitseele meenutavaid kolooniaid. kikroskoopi-
misel on ndha viburitega varustatud véike kepike.

Peale batsillide teostavad aeroobsetes tingimustes
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ammonifikatsiooni veel mitmete perekondade (Pgeudomonas, Bac—
terium jt.) esindajad. i
Fakultatiivselt anaeroobsetest ammonifitseerivatest
mikroobidest on tuntmim muutliku kujuga Bact. vulgare ehk
Proteus vulgaris, mis tardsdotmetel moodustab véikesi Shu~
kesi siledaid laialivalguvaid kolooniaid. Anaeroobsetest am-
moniritseerivatest mikroobidest tuleks nimetada Bac. putri
ﬂ(ﬁgﬁ't, mille rakud meenutavad kuju poolest trummipulka
terminaalse spoori tdttu. Rakud esinevad sagedasti kettide-
na. loodustab agari sees helbetaolisi kohevaid kolooniaid.

Joon. 34. 1. Bac. megatherium (1000x)
2. Chromobacterium gg.‘odigiosum

Joon.35. 1. Proteus vulgaris (1500 x)
2. Bac. putrificus (800 x)
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Joon. 36. @gﬁ.gycoides
¢ 9000 x ).

Mitmesugused roisubakterid lagundavad valgumolekuli eri
astmeni. Lagundamisaste oleneb ka v&dlistingimustest. Aeroob-
setes tingimustes lagunevad valgud tdieliku hapendumisega
stabiilsete lihtsate 1dpp-produktideni, anaeroobsetes tingi-
mustes aga lagunevad valgud ebatdieliku hapendumisega ebasta-
biilsete produktideni, mille seas esineb rida halvasti 1ldhna-
vaid tthendeid (merkaptaanid, amiinid, rasvhapped, indool, H,S
jt.). Roiskumine algab bakterite eritatud ektoproteaaside
m3jul hiidroliiiisiga. Hiidroliiisil tekivad kdigepealt albumoosid,
mis lagunevad edasi peptoonideks, viimased poliipeptiidideks
ja need aminohapeteks. Aminohapped desamineeritakse, mispuhul
eraldub NH3.

Sarnaselt valkude lagunemisega toimub ka teiste ldmmastik-
ainete lagundamine.

Karbamiidi lagundavad aeroobsed urobakterid, nditeks

robacillus pasteurii (joon. 38). glgggggggigg ureae jt. fer-
ment ureaasi toimel.

Karbamiidi hiidroliiiis toimub jdrgmise vOrrandi kohaselt.

1) CO(NH2)2 + 2H20-——-—+ (NH4)2003
2) (NHu)ECOB Sty 2NH3 + CO, + 320
Arvatakse, et Maal aasta jooksul produtseeritud uriin

sisaldab umbes 10 miljonit tonni l&mmastikku.
Rolsubakterid saavad eluks vajaliku energia valkude la-

15 i Kt



gundanisest, urobakterid aga karbamiidi lagundamisest.

c

Joon. 37. Ammonifitseerivate bakterite kolooniad.
a - Bac. TZEBEQE?* b ~ Bac. gﬁg}ggeratus, ¢ - Bac.cereus,
4 - Bac. megatherium, e - Bac.mesentericus, f - Bac,subtilis.
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Joon. 38.Urobacillus pasteurii
k10,02 B GO B

Roisubakterite uurimiseks valatakse Erlcnmeyeri kolbi
(150 ml) 30 ml 3%lise peptoonisisaldusega linapuljongit,mil-
lele lisatakse infitseerimiseks pisut mulda. Kolb suletakse
vattkorgiga, mille alla pannakse eralduva viddvelvesiniku tu-
vastamiseks pliiatsetaadi- ja NaOH-lahuste segus niisutatud
filterpaber, eralduva NH3 kindlakstegemiseks aga Kruppi reak-
tiivis immutatud filterpaberriba, viimased ei tohi kokitu puu~
tuda sdotmega. Kolb asetatakse termostaati 30°C Jjuurde iliheks
nddalaks.

Védivelvesiniku craldamise puhul muutub pliiatsetaadi- ja
Na-hiidroksiidilahuste segus niisutatud filterpaber mustaks.
Ammoniaagi eraldumisel muutub Kruppi reaktiivis immutatud
filterpaber aga punaseks. Heterotsiiklilise aminohappe - trip-
tofaani 18hustumisel tekkinud indooli on v8imalik kindlaks
teha Ehrlich-Pringsheimi reaktiiviga. Kahe-kolme pdeva vanu-
sele uuritava mikroobi kultuurile (katseklaasis) lisatakse
méni tilk nimetatud reaktiivi ja loksutatakse ettevaatlikult.
Siis lisatakse méni tilk lahjendatud NaNO,-lahust (1:10.000),
mis reaktsiooni tugevdab. Katseklaasi loksutamisel vérvub
vedelik indooli esinemisel kiiresti roosakaspunaseks.

Kultuurist valmistatud preparaat vidrvitakse fuksiiniga
ja vaadatakse mikroskoobis.

Karbamiidi lagundajate uurimiseks valatakse Erlenmeyeri
kolbi (150 ml) 30 ml jérgmise koostisega lahust.
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Karbamiid 0,5%
E,HPO, 0,05%
MsSOq_ 0,02%

Kolbi lisatakse infitseerimiseks veidi mulda, suletakse
vattkorgiga, mille alla pannakse eralduva RHB sedastamiseks
punane lakmuspaber, mis NH3 mdjul muutub siniseks.

lMikroskoopiliseks uurimiseks valmistatud preparaat vér-
vitakse fuksiiniga.

Nitrifikatsioon (ammooniumsooladest lémmastikus- ja lém-
mastikhappe ning nende soolade moodustamine) toimub kahes
faasis. Esimeses faasis moodustuvad nitritbakterite (Nitro-
somonas - joon. 39) elutegevuse tagajérjel nitritid, mis muu-
tuvad teises faasis nitraatbakterite (Nitrobacter - joon.40)
mdjul nitraatideks.

I 2NH3+302 '2H1€02+2H20+158kcal

LS ZHNOZ+02 e | 2H1?03+48kcal

Nitrifitseerivad bakterid on aeroobid, mis saavad kemo-
sinteesiks vajaliku energia lihtsate anorgaaniliste m4-loo-
lade hapendamisest, Eluks vajaliku energia saavad nad nagu
heterotroofidki anorgaanilise aine hapendamisest hingamisel.

Nitritbakterite rakud on véikesed, ovaalsed, sagedasti
kokikujulised, liikumisv3imelised, pika polaarse viburiga.
Nitraatbakterite rakud on vdikesed kepikesed, vdrdlemisi :
nitritbakterite taolised, kuid liikumisv8imetud. M5lemad sasa~
vad kemosiinteesiks vajalikku energiat lémmastikilhendite ha~-
pendamisest, stusiniku allikana kasutavad siisihappegaasi ja ',
lkarbonaate.

Witrifitseerivate bakterite uurimiseks valatakse Erlen~
meyeri kolbi (150 ml) 30 ml jérgmise koostisega sdddet.

(WH, )80, 0,2%

K,HPO,, 0,1%
MgS0,, 0,05%
NaCl 0,2%
FeSO4 0,6%
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CaCO3 voi
Mg003 0, 5%

Kolbi loksutatakse hésti ja lisatakse veidi mulda ning
suletakse vattkorgiga ja asetatakse iiheks nddalaks termostaa-
ti 27-28°C juurde. Selle aja jooksul tekkinud nitritid Jja
nitraadid tehakse kindlaks difeniililamiinilahusecga, mida li-
satakse mOni tilk katseklaasi valatud kultuurile. Nitritite
ja nitraatide esinemisel virvub lahus siniseks. Nitritite
avastamiseks kasutatakse Griessi reaktiivi, mida lisataksec
méni tilk katseklaasi valatud kultuurile. Nitritite esinemi-
sel vdrvub lahus roosakaspunaseks.

Mikroskoopimisel virvitakse preparaat fuksiiniga.

Joon.39. Nitrosomonas.

Joon. 40. Iitrobacter
(1000 x)

Denitrifikatsioon on nitrifikatsioonile vastupidine
protsess, sest nitrifikatsiooniprotsessis taimedele hiasti
kéttesaadavateks muudetud lémmastikhappe soolad (nitraadid)
taandatakse denitrifikatsiooniprotsessis taimedele suhteli-
selt halvemini omastatavateks lidmmastikushappe sooladeks
(nitritid) ja ammoniaagiks v0i taimedele mitteomastatavaks
molekulaarseks lémmastikuks, kusjuures eritub rohkesti gaase
(NZ' 002 Jbedisl

Denitrifikatsiooni kindlakstegemiseks valatakse Erlen-
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meyeri kolbi (150 ml) modifitseeritud Hiltey sdéddet.
Nawtsitraat -2g

KNO3 -1g
i -6
KAFO, =18
MgSO0,, -28
CaCl, =052 g
FeCl3 - Jjédljed
Dest. vesi - 1000 ml

Sootmesse lisatakse 0,1%-1list broomtiimoolsinise alkohol-
lahust kuni selge rohelise varvuseni. Denitrifitseerivate
mikroobide arenedes muutub sdode siniseks.

Kolbi lisatalise veidi mulda ja suletakse vattkorgiga,
sest aerodseis tingimusis toimub denitrifikatsiocon intensiiv-
semalt kui hapnikuvaeses keskkonnas. Kolvid asetatakse termo-
staati 25-;0 C juurde.

Alglahuses tdestatakse lammastike Ja lammastikushappe
olemssolu difeniiilamiiniga. Nitritid tehakse kindlaks Gries-
si reaktiiviga.

Mikroskoopimiéel nieme vdikesi pulgakujulisi denitrifit-
seerivaid baktereid.

Uheks viiga energiliseks denitrifitseerivaks bakteriks on
Bact. denitrificans (joon.41) (Achromobacter stutzeri). See
on Lakulbatilvnevénaeroob, lihike kepike.

Teistest denitrifitseerivatest mikroobidest tuleks veel
nimetada 1) Bact. denitrificans agilis (Achromobacter agile),
lihike liikuv Leplke.

2) sac. denitrificans (Chromobacterium denitrificans)
liikuv kepike.
3) Pseudomonas pyocyanea (joon.42) - aeroob, kepike.

Sulgudes on toodud Bergey siisteemi nimetused.
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Joon.42. Pseudomonas

'pyocyanea (1000 x).

Joon.41. Bact. denitrificans
(1000 x):

Molekulaarse lammastiku sidumine mikroobide poolt.

Molekulaarset lémmastiklku siduvad mikroobid jagatakse kah-
te gruppi 1) kOrgemate taimedega siimbioosis elavad miigarbak-
terid (perekond Rhizobium), 2) mullas vabalt elutsevad G&hu~
lémmastikku siduvad mikroobid. Viimastest tuleks kdigepcalt
nimetada Clostridium pasteurianuﬁit Ja Azotobacter chroococ-
cum'it. ' e

Migarbakterid jagunevad liblikdieliste taimede pShigruppi-
de jirgi, millel nad miigaraid moodustavad. Nii tuntakse her-
ne, pdéldoa, viki, seaherne jne. miigarbakterit (Rhizobium le-
ggg}ggggggg), lupiini (Rh. gggggi), mesika (Rh. meliloti) aed-
oa (Rh, phaseoli), soojaoa ggg.jappnicum), ristiku (Rh. tri-
folii) miigarbaktereid. By
’vwﬂﬁﬁgarbakterid, elades siimbioosis liblikdieliste taimedega,
varustavad viimaseid liammastikuga, seejuures ''vastutasuks"
kasutades liblikOieliste produtseeritud orgaaniliste hapete

sooli jne.
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Joon.43-a. Achromobacter
stutzeri (1500 x).

Migarbakterid arenevad liblikdielistel taimedel esineva-
tes niigarates. Rakud on liikumisv3imelised, kdverdunud kepi-
kesed (0,6 x 2—3,Lm). Mitmeaastaste liblikdieliste miigar-
bakterid jédtavad mulda ka suurel hulgal ldmmastikku, rikas-
tades mulda ldmmastikuga mitu korda suuremal méddral kul mul-
las vabalt elavad lémmastikku siduvad mikroobid.

ullas vabalt elutsevad Shuldmmastiku sidujad rikastavad
ka mulda lédmuastikuga. Nad seovad Shulémmastiku oma raku koos-
tisse, kusl see vabaneb pdrast nende surma teiste mikroobide
lagundava tegevuse tagajérjel.

Anaeroobse molekulaarse Shuldmmastiku siduja Q;ggﬁgigium
pasteurianum’i (joon.43) kindlakstegemiseks ja arvukuse méd-
ramiseks mullas tehakse III jaIV mullalahjendusest 3 paral-
leelset kiillvi Vinogradski sodtmega tdidetud katseklaasidesse.

Vinogradski sséde Cl.pasteurienurli kasvatamiseks

Sahharoos v3i

milligisunkur 20,0 g
K, PO, 1,08
11gS0,, 0;5 g
NaCl 0,01 g
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MnSO,, 0,01 g

Fe804 0,01 g
ca003 20,0 g
Agar-agar 0,5 g
Dest. vesi 1000 ml

S60det steriliseeritakse 0,5 atm juures 30 minutit. Agar-
agarit lisatakse selleks, et gaaside eraldumine oleks pare-

mini mérgatav. Et Cl. pasteurianum on anaeroob, siis tdide-
takse katseklaasid kolmveerandini ning asetatakse

7 - 10 pHevaks termostaati 30° C juurde. Cl. pasteuria-

num’i kasv pShjustab sootme higustamist, kusjuures eralduvad
gaasid (co?_ Jja HZ)'

Jdlgitakse gaasi eraldumist, mullikestega katseklaas
loetakse positiivseks, mikroobide hulk mddratakse McGrady
tabeli abil. Cl. pasteurianum’i iseloomulike vormide tuvas-
tamiseks voetakse materjal katseklaasist sademelt ja valmis-
tatakse preparaat, mida mdGjustatakse Lugoli lahusega.

Ll. pasteurianum on obligaatne anaeroob, lagundab siisi-
vesikuid, moodustades v8ihapet ja mitmesuguseid teisi happeid
ning silisihappegaasi ja vesinikku. Noored Cl. pasteu:clanu.m'l
rakud on pulgakujulised. Vanemate rakkude ku;)u muutub spoori-
de moodustamise tdttu klostridiaalseks. Varuainena kogub ta
rakku granuloosi, mis vdrvub joodiga violetseks.

Aeroobse molekulaarse ldmmastiku siduja.
Azotobacter chroococcum'i (joon,44 ja 45) sedastamiseks

ja arvukuse mdiramiseks tehakse mullatikkikeste kiilv trafareti
abil Petri tassi Ashby sd6tmele, mille koostis on jérgmine.

NaCl 0,5 &
MgS0,, 0,3 8

CaCOB 5,0 g

suhkur v3i manniit 20,0 g
K2804 0,2 g

Caso, 0,1 &
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K2HPO4 0,5 8

Agar-agar 15:0. ¢
Mikroelementide segu 1 ml
Dest. vesi 1000 ml.

S¢dde steriliseeritakse 0,5 atm juures 30 minutit ja
valatakse tuliselt 30 ml kaupa Petri tassidesse. Pidrast s66t-
me hangumist kantakse trafareti abil sddtmeplaadile 50 kuni
100 mullatiikikest. Tassid asetatakse termostaati 25-30°C
juurde. MOne pdeva pirast areneb asotobakterit sisaldava mul-
latiikikese iimber karakteerne pruunikas limane koloonia. Loe-
takse kolooniatega mullatiikikeste arv ja vdljendatakse prot-
sentides kogu tiikikeste arvu kohta.

Joon. 43. Clostridium
pasteurianus

A
a - noored rakud, b - spooridega rakud, ¢ - spoorid,

d - granulooci tekkimise algus noortes rakkudes, e - granu-
loosi tekkimise l0ppstaadium, f - granuloosi kadumine spoo-
ride moodustumisel. i

Looduses kSige levinumaks asotobakteri liigiks on
pruunikat pigmenti moodustav Azotobacter chroococcum. Peale
_ selle tuleb nimetada pigmenti mittemoodustavat Az.agile't Jja
fluorestseeruvat pigmenti moodustavat Az. vinelandii t.

Noores kultuuris on asotobakteri rakud liikumlsvéimell-
sed, lUmmarguste otstega nulgukesed, mis esinevad kas iliksikult
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v3i kahekaupa. Paljunemise tagajédrjel kaotavad rakud 1liikunis-
vOime, suurenevad m88tmetelt, muutuvad ovaalseteks vdi iimmar-
gusteks ja moodustavad kapslid.

Joon.44.
Azotobacter
(noored rakud).

Joon. 45.
Azotobacter
(kapslitega rakud).

Indikaatori difeniililamiini valmistamiseks kaalutakse 0,25
g reaktiivi ja lahustatakse 50 ml-s kontsentreeritud vididvel-
happes, viimane peab olema keemiliselt puhas. Reaktiiv valmis-
tatakse paar pdeva enne kasutamist, sdilib paar aastat.

Griessi reaktiivi valmistamine.

Griess I b -naftiiiilamiin = 0.2
dest, vesi - 20 ml
dddikhappe 12%-list
lahust - 150 ml
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Griess II  sulfaniilhape - 0,58
d8dikhappe 12%~-1list lahust - 150 ml

Lahustel lastakse mdni pdev seista ja filtreeritak-
se libi paberfiltri. M8lemad lahused hoitakse hédsti suletud
tumedates pudelites. Kasutamisel segatakse mdlemad lahused
vdrdses koguses.

Kruppi reaktiivi valmistamine. Segatakse iikks osa
3%-1ist vddvelhapet kahe osa ’I%-ln.se kiillastatud alkoholla=
husega.

Ehrlich~Pringsheimi reaktiivi valmistamine.

Paradimetiiiilamidobensaldehiiiid -5g
Metiililalkohol (96%) - 50 ml
Soolhape (ek. 1,19) - 50 ml

I praktikuml tooWwlesanded

1. Uurida mikroskoobiliselt aeroobsete ja anaeroobsete tsel-
luloosi lagundavate mikroobide sedastamiseks tehtud mulla
kilvi.

2. Uurida tahkele Hutchinsoni séétmele tehtud mulla kilvi,
varviliste laikude alusel mddrata orienteeruvalt tselluloo-
si lagundavate mikroobide perekonnad.

3. M&8&rata vedelale Hutchinsoni st6tmele tehtud mulla kiilvis
tselluloosi lagundavate mikroobide arvukus McGrady tabeli
Jjargi.

4, Teha mulla kiilv ammonifitseerivate mikroobide uurimiseks,
milles kindlaks teha st Ja NHB esinemine.

5. Teha mulla kiilv karbamiidi lagundavate mikroobiae kindlaks-
tegemiseks.

6. Teha mulla kiilv nitriidbakterite tuvastamiseks.

7. Teha mulla kiilv denitrifitseerivate mikroobide uurimiseks.
Sootmes sedastada nitraatide olemasolu difeniililamiiniga.

8. Tutvuda demonstratsiooniks viljapandud miigarbakterite pre-
paraatidega ja baktervidetistega.

9. 'I‘eha IIT ja IV mullalahjendusest kiilv Vinogradski sddtmele

. pasteurianum'i arvukuse midramiseks.
10. Kanda Petri tassi tahkele Ashby sdotmele trafareti abil
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e

2.

3.

4.

5.

6.

50 mullatiikikest asotobakteri uurimiseks.

XY . praktilkkumi tobairlesended

Uurida mikroskoopiliselt roiskbakterite tuvastamiseks teh-
tud kiilvi. :

Uurida mikroskoopiliselt karbamiidi lagundavate mikroobi-
de tOestamiseks tehtud kiilvi.

Midirata nitraatide olemasolu uuritavas kultuuris difeniiiil-
amiiniga.

Mddrata denitrifitseerivate mikroobide uurimiseks tehtud
kiilvis nitriidide olemasolu Griessi reaktiiviga. :
Mddrata Vinogradski s6otmele tehtud mulla kilvis Cl.pas-
teurianum'i arvukus McGrady tabeli jargi.

M&édrata Ashby sdotmele tehtud mulla kiilvis asotobakteri
arenguga mullatiikikeste %.
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Lisa 1
mikroobide t6e-
ndoline arv

Paralleelsetes
katseklaasides

Karak-
teerne
arv

McGrady tabel

Paralleelsetes
katseklaasides
mikroobide t8e-
nédoline arv

arv

teerne

Karak-
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Lisa 1 (jérg)

Karak- Paralleelsetes Karak-, Paralleelsetes
teerne katseklaasides teerne katseklaasides
arv mikroobide tée- arv mikroobide tée-
ndoline arv ndoline arv
3 4 5 3 4 5
432 - 20,0 4,0 523 - - 120
433 - 30,0 - 524 - - 15,0
| 434 - 35,0 - 525 - - 1745
440 - 25.0 3»5 530 g - 8,0
44 - 40,0 4,0 531 & - 11,0
442 - 70,0 - 532 - - 14,0
443 - 140,0 - 533 - - 12,5
i - 160,0 - 534 - - 20,0
T Ena e T e
- - ’ 23 - ’
500 = o 2,5 541 . 55 17'0
501 - - 3,0 S42 - - 25,0
502 - - 4,0  B43 - - 30,0
503 - e 6,0 Shd - . 35,0
504 - - 745 45 - - 45,0
510 - - 3,5 550 - - 25,0
M - - 4,5 990 - - 35,0
312 " - 6,0 552 - - 60,0
513 - - 8,5 553 - - 90,0
i = i - - 80,
522 e oy 9.5
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Joon. 1.
Joon.2 .
Joon. 3.
Joon. 4.

Joon. 5.

Joon, 6.
Joon. 7.
Joon. 8.
Joon. 9.
Joon.10.
Joon.11.
Joon.12.

Joon.13.
Joon,14.
Joon.15.
Joon.16.
Joon.17.
Joon,.1&.
Joon.18-a.
Joon.19.
Jocn.20.
Joon.21,
Joon.22.
Joon.23.
Joon.24.

Jooniste nimekiri

Kigepreparaadi valmistamine.

Rippuvtilga valmistamine

Stafiilokokid ja bakterid, védrvitud Grami meetodil
Tuberkuloositekitajad rogast, virvitud Zieh-Neel-
seni meetodil

Enamlevinud bakterivormid. a - Mikrococcus, b -

Diplococcus, ¢ - Tetracoccus, d - Staphylococcus,
e - Streptococcus, f - Sarcina, g - Bacterium,

h - Bacillus, i - Diplo-, Strepto-, Staphyloba~
cillus, j - Mycobacterium, Corynebacterium, Clost-
ridium, k - Vibrio, 1 - Spirillum

Spiroheedid

Vattkorgi valmistamine

Horisontaalne autoklaav

Termostaat

Seitzi statiiv imikolbil

s Gillespie meetodi skeem

Kiilvi tehnika katseklaasi

a - aasata ndela abil pistekiilvi tegemine katse-
klaasi (korraga kies iiks katseklaas)

b - aasaga ndela abil joonkiilvi tegemihe katse-
kluasi (korraga kides kaks katseklaasi)
Katseklaasi joonkiilvi tehnika etapid

S6otme Petri tassi valamine ja Drigalski pahtel
Bakterkolooniate vertikaalldbildige
Bakterkolooniate servajoon

Wolffhiigeli kamber

Visvaalse nefelomeetri skeem

Puhaskultuuri sasmine pinnah3drumise meetodil.
Lahjendusmeetodi skeem

Kronatorrafeerinise skeem

Artibiocotilkumide bioloogiline ilmutamine
Streptococcus lactis (800 x)

Lactobacteriun ggiggriggp (1000 x)

Qidiw lactis (800 )

1

Licd
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Joon.25.
Joon.26.
Joone.27.
Joen.28.

Joon.29.

Acetobacter g_gg}_:i (1500 x)
Acetobacter pasteuriamun
Clostridium gajjgujium
Pektiinaineid lagundavad mikroobid
1. Clostridium pectinovorum

2. Plectridium pectinovorum (1000 x)
Perekond @ophagai esindajad

Joon.30. 1.Cellvibrio ochraceae

2 Juon,. 31

Joon.32.

Joon.33.
Joon. 34.
Joon, 35.

Joen,36.
Joons 37.

Joons38.
Joona39.
Joon«40.
Joon.41.
Joon.42.

-

2.Cellvibrio flavescens -

1. Cellfalcicula viridis

2. Cellfalcicula fusca

1. Bacillus cellulosae hydrogenicus

a - noered rakud

b - trummipulgakujulised rakud

¢ - spoerid

2. Bac. cellulosae methanicus

a - noored rakud

b - trummipulgakujulised rakud

¢ - spoorid

Aeroobsete tselluloosi lagundavate mikroobide
kasvatamine

1. Bacemegatherium (1000 x)

2. armobacterium prodigiosum

1. Proteus vulgaris (1500 x)

2. Bac. putrificus (800 x)

Bac. myceides (1000 x)
Ammonifitseerivate bakterite kolooniad
a - Bac, mycoides, b - Bac. agglomeratus,
¢ - Bac. cereus, d - Bac. megatherium,

e - Bac. mesentericus, £ - Bac. 5%33
Urobacillus pasteurii (1000 x)
Nitrosomonas

Nitrobacter (1000 x)

Bact. denitrificans (1000 x)
Pseudomonas pyocyanea (1000 =x)

Joon.42-as Achromobacter stutzeri (1500 x)

15
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Joon.43. Clostridium pasteurianum
a - noored rakud
b - spooridega rakud
¢ - spoorid
d - granuloosi tekkimise algus noortes rekkudes
e - granuleogi tekkimise l3ppstaadium
f - granuloosi kadumine spooride moodustumisel
Joon.44. Asotobakteri noored rakud
Joon.45. Asotobakteri kapslitega rakud.
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