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EESSONA.

fildmikrobioloogia praktikum kiésitleb mikroobide morfo-
loogiat ja fiisioloogiat, infektsiooni- ja immuunsusdpetust.
-~ {lldmikrobioloogia laboratoorsete tidde teostamiseks va-
jalik metoodika h3lmab igapHievases praktikas k3ige sagedamini
kasutatavaid uurimismeetodeid mikroobdbide mitmesuguste omadus-
te tundmadppimiseks. Selleks, et mikroobi isoleerida ja samas-
tada, s.t. anda talle nimetus ja paigutada klassifikatsiooni,
tuleb kasutads mitmesuguseid uurimismeetodeid.

Mikroskoobilisel uurimisel miiratakse peamiselt mikroobi
morfoloogilisi omadusi ja isedrasusi, nagu kuju, asetust,
virvust, raku ehitust jne.

Mikrobioloogiliste uurimismeetodite abil v3ib kindlaks
teha mikroobi filsioloogilisi omadusi, biokeemilist aktiiv-
sust, mikroobi tundlikkust mitmesuguste véliskeskkonna tegu-
rite toime suhtes jne. ;

Bioloogilist uurimismeetodit kasutatakse mikroobi makro-
organismi kahjustava toime miiramiseks. Selleks kasutatakse
mitmesuguseid katseloomi, kellel mdsratakse mikroobi toksi-
1isi, virulentseid ja patogeenseid omadusi ja uuritakse nak-
kusprotsessi eksperimentaalse infektsiooni kiigus.

Seroloogilist uurimismeetodit rakendatakse peamiselt nii
makroorganismis mikroobi poolt esilekutsutud antikehade mid-
ramiseks kul ka mikroobi antigeense struktuuri uurimiseks
tuntud immuunseerumite abil. ‘

Bioloogilist ja seroloogilist uurimismetoodikat rakenda-
takee mikro- ja makroorganismi vaheliste suhete uurimiseks,
-mis on praktikas olulise tihtsusega immuunprofiilaktika ja



~teraapia arendamisel ja viljattttamisel. Vaktsiinidel ja
immuunseerumitel on eriline tihtsus nakkushaiguste vdltimi-
ses ja ravis.

Mikrobioloogilise tehnika tundmaBppimist alustatakse
kdigepealt 1ihtsamate v3tete omandamisega, siis minnakse
kord-korralt keerukamate meetodite kasutamisele. Mikrobio-
loogilise tehnika iksikasjalik, tépne ja siistemaatiline
omandamine on ilheks tihtsamaks eelduseks teadmiste saamiseks
vastaval erialal.



I praktikunm.

Teema : LABORATOORIUMIS TOOTAMIS: KORD JA LABORATOO-
RIUMI SISUSTUS.

Mikrobioloogia laboratooriumis peab olema lihtne ots-
tarbekas ja kergesti desinfitseeritav sisustus, nagu lihtsad
linoleumiga v3i poliivintiilkloriidplaadiga kaetud laboratoo-
riumilauad ja metallist kruvipingid. Laboratooriumis el tohi
olla iilearust sisustust, eriti mitmesuguseid tolmu koguvaid
esemeid. Laboratooriumis peab valitsema puhtus ja kord.

T66laual peavad olema tidks vajalikud vahendid teatud
kindlas kiepirases korrastuses, mis viimaldab otstarbekat
tootamist ja kergendab koristamist.

Alljsirgnevalt on kokkuvdtlikult esitatud tddtamiskord
laboratooriumis ja vajalik esmaabi Gnnetusjuhtumite puhul.

Ohutustehnika instruk tisd onn

1. T68koht ja todvahendid tuleb hoida puhastena ja korras.

2. Igal ii1i6pilasel peab olema seljas valge kittel ja peas
valge miits.

3. Laboratooriumi on keelatud ksasa tuua toiduaineid, samu-
ti on keelatud soomine, joomine ja suitsetamine.

4, Infitseeritud killviaasad ja -n8elad tuleb enne kdest pane-
mist steriliseerida leegil kuni h38gumiseni. Pipeteer:n.
peab cttevaatlikult,mitte materjali suhu tdmmates.Pipctid
tulet pérast kasutamist asetada selleks ettenshtud ncucse,
mitte aga lauale.

5. Katsutite ja kolbide korke el tohi asetada lauale.

6. ¥Klaasndude purunemisel ja infitseeritud materjall sattu-
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misel lauale, esemetele, riietele, nahale v6i limanahale
tuleb kohe informeerida juhendajat Bppejdudu desinfektsioo-
ni v31 profillaktika lébiviimiseks.

7. Peale tot 1ldpetamist peab t&dks kasutatud vahendid asetama
neile ettendhtud kohale, kied desinfitseerima ja pesema
puhtaks seebi ja veega.

8. Peale t88 18petamist ei v3i kitlit mitte jdtta lilleriiete
alla, vaid asetada sissepakitult portfelli.

9. Igailks peab kasutama ainult temale ettendhtud todvahendeid,
mitte naabrite omi.

10.1118pilased, kes ei allu korraldustele, kdrvaldatakse prak-
tikumilt.

Esmaabiliritysed.

Infitseeritud materjali sattumisel -

1) tervele vilisnahale: desinfitseeritakse vastav piirkond
3%-1lise klooramiinilahusega Jja
seejirel pestakse seebi ja veega;

2) suhu ja kurku: mingil juhul ei tohi neelatada!

Suud loputatakse 0,2%-lise sool-
happe vesilahusega ja loputusvede-
1lik stilitatakse selleks mddratud
ndusse. Korratakse suu loputamist
ja hiljem juuakse mdned suutdied
sama scolhappelahust;

3) silmalimaskestale:loputatakse silma 0,l1%-1ise elavh8beda
okslitsllaniidilahusega selleks ette-
nihtud loputusndust. Seejdrel mddri-
takse silmalaugude alla silmalabi-
dage 0,1%-11st elavhdbeda oksiitsiia-
niidisalvi;

4) ninalimaskestaleiviiakse tampooniga nina limaskestale 0,1%-
l1list elavh3dbeda oksiltsilaniidisalvi;

5) nahale nahavigastuse kaudu: nahavigastust lastakse eelne-
valt veritseda. Ei tohi suuga imeda!
Seejdrel kaetakse vigastatud koht
jooditinktuuriga ja asetatakse
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peale steriilne side.

Mirkus: vanad haavad kitel kaetakse enne
t86 algust kolloodiumls niisuta-
tud vatiga.

T 8vyahendid 1gale 1l i18p1lasele

Laboratoorseks t8tks on igale illi8pilasele ette ndhtud
kindel todkoht koos k3ige lihtsama, aga vajaliku sisustusega.

Igal tbtdkohal on laual puustatiiv, millel on sifooniga
varustatud veepudel ja kauss restiga selle ees. Veepudelit
kasutatakse voolava vee saamliseks preparaatidelt vArvi loputa-
misel. Loputusvesi voolab preparaadilt selleks ettenihtud
klaaskaussi. Igale ulibpilasele'on kasutamiseks vastavalt t86~
koha numbriga nummerdatud statiiv vdrvide komplektiga, kiilvi-
n8el ja -aas ning mikroskoop, mille korrasholu eest ta on vas-
tutav.

T66ks vajalikud kilvindelad peavad olema valmistatud
0,4-0,8 mm 14bim3dduga plaatina- v8i terastraadist. V3etakse
6-8 om pikkune vastava l¥bim33duga traat ja Joodetakse kas
20-25 cm pikkuse klaaskepikese v3i ~-torukese otsa ja nii saa-
dakse kiilvin8el. Killviaas valmistatakse nii, et painutatakse
fimara otsaga nipitsaga ndela ots vahetult vastu traadi kiilje-
osa. . Oigesti valmistatud aasa kiiljes plisib vedelikutilk hdsti.
Aasa 1dbim88t v8ib olla 1-5 mm, olenevalt vajadusest. Normaal- -
aas on valmistatud 0,6 mm 14bimd3duga traadist ja aasa labi-
mé8t on 2 mm; sellise killviaasaga v3ib holda umbes 2 mg mik-
roobikultuuri. Nii v3ih umbkaudu midrata normaalaasa kaudu
ka mikroobide hulka, kui ei ole vaja erilist tépsust.

Klaaspaterjal Ja meta&llesemied.

Mikrobioloogilisteks tddeks on vajalikud mitmesugused
Xlaas- ja metallesemed, mis peavad olema eriliselt ette val-
mistatud ja steriilsed.

Preparaatide valmistamiseks mikrobioloogiliste tddde
jaoks leiavad kasutamist e s eme k1 a a s 1 d suurusega
26x76 mm, mille paksus on 1-1,2 mm. Rippuvtilgameetodiks
kasutatakse sama suuri, 88nega varustatud esemeklaase, mille
keskosas on 12-15 mm 1ibim88duga killalt stigav lihvitud lohk.
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Katteklaase kasutatakse suurusega 15x15 mm, 18x18
mm v8l 24x24 mm, nende paksus on 0,16-0,18 mm.

Mikrobioloogilisteks tttdeks kasutatavad klaasndud pea-~
vad olema leelisvabast klaasist ja h#sti taluma korduvat ste-
riliseerimist kdrges temperatuuris.

Mitmesuguseks otstarbeks kasutatakse erineva suurusega
katsutedid, 16x160 mm, 18x200 mm, 10x80 mm jne. Mik-
roobide kasvatamiseks kasutatakse P e t r 1 t a s s e; need
on kaanega kaetavad klaastassid, mille ldbimdGt on tavaliselt
9 cm ja kBrgus 1,5-2 cm.

Mikroobide kasvatamisel leiavad samuti kasutamist lame-
date killgedega mitmesuguses suuruses kul tuuripu-

d el 1d, nagu Kolle ja Roux' pudelid.

Peale selle kasutatakse klaasmaterjalist mitmesuguse
mahuga « 25-100-2000-5000 ml koonusekujulisi E r 1 e n-
meyeri kolbe Jjaka mitmesuguses suuruses i ma r-
kolbe.

Gradueeritud klaasndudest kasutatakse m & 6 t k o 1 b e,
m3ds&étsilindreid ja pipett e, kusjuures
kdige sagedamini kasutatakse pipette 1-10 ml, millel on
1 ml jaotatud 1/10 v8i 1/100 osadeks. Viilksemate vedeliku-
hulkade mo6tmiseks kasutatakse mi kropipette.

Siis on kasutamisel veel k laaslehtrid mit-
mesuguse 1dbimddduga, klaaskorgiga pudel 1 d ja pur-
214 ne.

Peale selle on kasutusel klaastorust valmistatud P a s-
e vl - piyes il

Peale eelmainitud klaasmaterjali leiavad laboratooriumis
tihti tarvitamist portselanuhmrid, metallspantlid jne.

Klansmater jali et:tevalmis-
tns. s teril iseeriailsoke,

K8ik mikrobioloogilisteks tdodeks kasutatavad ndud Jja
klaasmater jal {lldse peavad olema histi pestud, t#iesti puh-
tad, rasvavabad, sest halvasti ettevalmistatud klaasmaterjal
v3ib pShjustada ebadigeild tootulemusi.

Rasvast puhastamisekq kegdetakse esemeklaase 10-15 min.



1%-lises soodalahuses, pestakse algul n3rgas soolhappelahu-
ses ja siis destilleeritud vees.Puhtad klaasid siilitatakse
alkoholis vihese ammoniaagi liséndusega. Juba varem tarvita-
tud esemeklaase keedetakse 5%-lises soodalahuses, asetatakse
1-2 pdevaks kontsentreeritud viivelhappesse, seejirel loputa-
takse kresaniveega, siis keedetakse 15-20 min. 1%-lises sooda-
lahuses, loputatakse destilleeritud vees ja asetatakse samuti
alkoholisse. Alkoholis hoitud esemeklaas h33rutakse enne pre-
paraadi valmistamist kuivaks filterpaberiga v6i puhta marli-
lapipa ja steriliseeritakse leegil. THiesti puhtal esemeklaa-
sil valgub veetilk i#htlaselt laiali.

Uus klaasmaterjal, mitmesugused klaasndud pestakse hoo-
lega kuumas seebivees vastavate harjadega v3i koguni keede-
takse seebivees enne pesemist. Selle jirel kdrvaldatakse ese-
meilt seep kraaniveega loputamisel. KlaasnBude neutralisee-
rimiseks keedetakse neid 30 min. l%-lises soolhappes, loputa-
takse histi voolavas kraanivees ja 13puks destilleeritud vees.

Kasutatud klaasndud steriliseeritakse enne pesemist auto-
kKlaavis 30 min. 115% juures.

Terve rea laboratoorsete tttde teostamiseks peavad olema
ndud keemiliselt puhtad. Selleks asetatakse tavaliselt pestud
ndud mdneks tunniks jirgmisesse lahusesse:

Kal.bichromati 50 g,

Ac.sulfur.techn. 100 g, .

Aqua 1000 ml.

Siis loputatakse korduvalt leelise kaaliumpermanganaadilahu-
sega, hiljem happelise raudsulfaadilahusega , 18puks loputa-
takse ndud destilleeritud vees, kuni loputusvee reaktsioon
muutub neutraalseks.

Puhtaks pestud ndud lastakse kuivada Ghus, soojas kui-
vatuskapis v3i kuivatatakse alkoholl ja eetrilga.

Puhtad ja kuivatatud klaasndud valmistatakse ette steri-
liseerimiseks jirgmiselt: klaasnbude, nagu katsutite, kolbide,
kultuuripudelite avad kaetakse puuvillkorkidega, nii et 2/3
osa korgist on avauses ja 1/3 osa viljaspool. Petri tassid,
pipetid, uhmrid, spaatlid, esemeklaasid ja lehtrid pakitakse
valgesse paberisse ja kinnitatakse sidumisntdriga.
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Stextli e erinina.

1. KGige lihtsamaks steriliseerimise meetodiks on p 5~
letamine leegil. Bunseni pSleti leegi illa- ja killje-
osas on temperatuur flile 15000, selles pBletatakse killvinde-
lad, -aasad, pipeti suuosa, katsutite ja kolvide avad jne.
Leegis pdletatakse ka viihevidrtuslik infitseeritud materjal.

2, Kuivkuumadhu sterilisatsioon teostatakse
erilistes aparaatides, Pasteuri kappides. Seal steriliseeri-
takse kuivad puhtad pakitud klaasndud: katsutid, Petri tassig,
kolvid, m8dtsilindrid, pipetid, pudelid, esemeklaasid jne.

Pasteuri kapp on metallist seintega aparaat, mis on kae-
tud vdljast soojust isoleeriva materjaliga. Aparaat on tava-
liselt automaatselt reguleeriva elektrikiittega ja keemilise
kontrolltermomeetriga. Steriliseeritakse 2 tundi 160°C Juu~
res, kusjuures steriliseerimise aega miiratakse alates vaja-
liku temperatuuri saavutamise momendist. Kdrgema kuil 160°C
juures pole steriliseerimine soovitav, kuna vatt ja paber
sBestuvad ning sel juhul vabanev tOrvaine avaldab bakteri-
ostaatilist toimet, takistab mikroobide kasvu.

B. Keetmine vees hivitab mikroobide vegetatiiv~
sed vormid 1-3 minuti jooksul.'Metallsterilisaatoris destil~-
leeritud vees keedetakse silstlad, ndelad, pintsetid, kdzrid
jne. 15-30 min.

4, Sterilisatsioon kuumas voolavas au-
r u s 100°C juures viiakse 14bi K o ¢ h 1 aparaadis, mis
on silindrikujuline metallist ndu, mille seinad on vi&ljast
vooderdatud linoleumiga ja pealt kaetud avaga varustatud
kaanega. NOu pShjas on vesi, mille kohale restile asetatakse
vorestatud pShjaga panges steriliseeritavad esemed. Sterili-
satsioon voolavas kuumas aurus toimub ndu pdhjas oleva vee
keemisel tekkiva auru voolamisel kaanes oleva ava suunas.
Kochi aparaadis steriliseeritakse ndusid ja materjale 30-40
min., millise aja jooksul hivivad mikroobide vegetatiivsed
vormid. Eoste hivitamiseks teostatakse steriliseerimist kol-
mel (iksteisele jirgneval pdeval.

5. Sterilisatsioon kuumas aurus suryve
all toimub au toklaavis, mis v3ib olla mitmesugu~-
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se ehitusega aparaat. Tavaliselt on see paksude metallseinte-
ga pealt Shukindlalt suletav silindrikujuline metallkaanega
ndu. Aparaadil on manomeeter, termomeeter ja aurukraanid.

Selle silindrikujulise ndu pShja asetatakse steriliseeri-
tavad esemed samuti nagu Kochi aparaati. Vee keemisel tekkiv
aur surub algul 8hu aparaadist vdlja vdljavoolukraani kaudu.
Kui viljuv aurujugs on tihtlase killlaldase tugevusega, suletakse
auruvil javoolukraan, ja soovitava aurusurve, s.t. vajaliku tem-
peratuuri saamist voimaldab kiittekeha automaatne regulatsioon.
fllesurve teket vdldib vastav kaitseventiil. Vajaliku sterili-
satsiooniaja méodumisel lilitatakse vilja kﬁttekeha, autoklaav
.lastakse jahtuda, kuni surve langeb manomeetril O-le, siis
avatakse auruvﬁljavoolukraan ja 18puks autoklaav. Kuumalt
autoklaavi avamisel tekib surve kiirél langemisel vedelikku-
de tormiline keemine, mis v3ib puuvillkorgid mirjaks teha vdi
need katsuteist ja kolbidest koguni v#lja suruda.

Kuumas aurus surve all hdvivad nii mikroobide vegetatiiv-
sed vormid kui ka nende eosed. Autoklaavis teostatakse steri-
lisatsiooni tavaliselt 20 minutit 115-120°C Juures, suurema-
te nSude puhul 30-60 minutit sama temperatuurl juures.

All jirgnevalt on esitatud temperatuuri vastavus aurusur-
vele nii atmosfidrides kui ka naeltes.

R8hk Atm Temperatuur RGhk lbs Temperatuur
0 100° 1 : 102°
0,5 ¢ - neiahy 5 109°
1,0 120,6° 10 115°
1,% 5 09 15 $as”
2,0 133,9 20 126°

PFYd tr T e o nilit et el s

Viikeste aineosakeste kdrvaldamiseks vedelikust kasu-
tatakse filtrimist l#bi vati, puusde, liiva, filterpaberi
Jne.

Mikrobioloogias on suurema tihtsusega just bakterite
eraldamine vedelikkudest.

Tinapieval kasutatakse selliseks filtrimiseks kOige-
pealt ) k 8 vu f11l treid, nagu Chamberland'i kiilin-
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laid, mis on valmistatud portselansavi ja rdniliivasegust,
kus urvete 12bimd8t reguleeritakse riniliiva hulgaga. Filt-
rid mirgitakse suuremate urvetega, alustades jirgmiselt:

L1 - Ll}’ kusjuures L5 - Ll3 filtreid ei 14bi bakterid. Meil
on kasutusel samad filtrid: QI’ 05, 03, ¢5, 07, oII’ mille
numbrid vastavad rahvusvahelisele numeratsioonile. Selliste
urvetega filtreid toodetakse 10 tiiiipi.

Berkefeldi filtrid on valmistatud rdnimullast, urvete
suuruse jirgi mirgitakse neid tihtedega W, N, V. Neid kdvu
filtreid v3ib kasutada korduvalt, kusjuures puhastamiseks
orgaanilisest ainest kuumutatakse neid vastavates pSletusahju-
des - muhvelahjudes.

KBige sagedamini leiavad aga iihekordset kasutamist
bY) pehmed £11¢trid, eriti just Seitzi asbestkettad,
mis kasutamisel asetatakse erilisesse metallstatiivi. Filt-
reeruvate viiruste suhtes kasutatavat materjali filtritakse
ka 14bi nitrotselluloosi v3i kolloidmembraanide, kusjuures
niit.kolloidmembraani urvete libimd3t reguleeritakse kolloo-
diumi kontsentratsiooni muutmisega lahustajas.

Filtrid steriliseeritakse enne kasutamist ja vastav
vedelik v3i materjal filtritakse, kasutades sealjuures kas
‘negatiivset v3i positiivset rBhku veejoapumba vO1 vaakuum-
aparsadi abil.

Filtrimisel kasutatakse imikolbi, mis on Uthendatud kum-.
mivooliku ja klaastoru abil vaakuumpumbaga iihelt poolt Ja
filtriga teiselt poolt.

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

Mikroobide e din-dine il kKo 8-
Xo o0b4is.

Mikroskoopi kasutatakse mikroobide uurimisel nende kuju,
asetuse, ehituse, suuruse ja vidrvumuse midramiseks.

flldse kasutatakse: 1) elusate mikroorganismide uurimist
peamiselt mikroobi kuju, kuid pealeselle ka liikuvuse md#ra-
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miseks. Siin uuritakse mikroorganisme eseme-~ ja katteklaasi
vahelises preparaadis, rippuvtilga-, pimevilja- ja faaskont-
rastse meetodi Jirgi; 2) surmatud mikroorganismide uurimist,
mis toimub peamiselt mikroobide kuju, asetuse ja ehituse miH-
ramiseks mitmesuguste erimeetodite jirgi valmistatud digepre-
paraatides ja peamiselt vdrvitud preparaatides.

K8ige sagedamini leiab rakendamist surmatud mikroobide
uurimine vdrvitud digepreparaatides.

Eigepreparaatide valmistamine.

1. Aigepreparaadi valmistamiseks v3etakse kas vedelkul-
tuurist v8i suspensioonist killviaasaga materjali, mis hGdru-
takse iihtlase Bhukese kihina esemeklaasl keskmises kolmandi-
kus laiali.

2. Ligepreparasdi valmistamiseks asetatakse killviaasaga
esemeklaasi keskosale vidike veetilk, v3etakse siis tahke sbot-
me pinnalt killvinSelagas kultuuri, suspendeeritakse mikroobi-
de kultuur ilhtlaselt veetilgas ja h3drutakse laiali Ghukese
kihina.

3. Kui on tiheda konsistentsiga materjal, nagu rdga,mida
jne., siis pannakse viike materjali osake killviaasaga ese-
meklaasile otsa lihedale ja asetatakse sellele teine eseme~
klaas, nii et mBlemal jusksid otsad kiitega hoidmiseks vabaks.
Materjal hdbdrutakse kahe esemeklaasi vahel {lhtlaselt lailali
ja eemaldatakse libistades esemeklaasid teineteisést, nii et
#digepreparaat katab -ilhtlase GShukese kihina vdrdselt 2/3 osa
kummagi esemeklaasi pinnast.

4, Verest lui ka mikroobide suspensioonist véib valmis-
tada #igepreparaati, nii et esemeklaas fikseeritakse vasaku
kiege horisontaalsel pinnal, materjali tilk asetatakse eseme-
klaasi paremale otsmisele kolmandikule. Siis vBetakse parema
‘kdega lihvitud dértega klaas Ja lihendatakse see vasakult
paremale esemeklaasi peal 45° nurga all vedeliku tilgale,nii
et vedelik valgub lihvitud klaasiserva ja esemeklaasi vahel
laiali. Siis libistatakse lihvitud klaas samas asendis kiire
htlase liigutusega paremalt vasakule; nii saadakse tihtlase
paksusega Higepreparaat esemeklaasil.
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Preparaadi valmistamise skeem: L
o5 Materjal asetatakse ilhtlase kihina esemeklaasile.
2. Preparaat lastakse Jhus kuivada.
3. Fikseeritakse.
4, Virvitakse.
5. Loputatakse veega.
6. Lastakse kuivada Bhus.
7. Asetatakse esemeklaasile 1 tilk seedridli ja uuritakse
mikroskoobis.
Preparaadi fikseerimisel on tihtsus selle tdttu, et
1) mikroobid surmatakse, 2) nad kleepuvad esemeklaasile ja
3) muutuvad virvidele vastuvdtlikumaks.
KBige lihtsam fikseerimise viis on leegil kuumutamine
1-3 sek. Kui mikroobid kuumutamisel deformeeruvad, siis kasu-
tatakse teisi fikseerimismeetodeid, nagu
ettiilalkoholi 10-15 minutit,
mettitilalkoholi 2=3 minutit,
atsetooni 5 minutit,
alkoholl ja eetrit &3 10-15 minutit, v3i kasutatakse fiksee~-
rimist osmiumhappe auruga.

Bioloogilised vyhpvi i

Bakterid on virvusetud, mistSttu nad on tavalisel mik-
roskoobilisel uurimisel ka raskesti ndhtavad, Seetdttu on
neid vajalik virvida. Varem kasutati mikroobide virvimiseks
looduslikke virve, nild on kasutusel peamiselt aniliin- v31
digemini kivisbetsrvavarvid, kuna lihteaineks valmistamisel
on kivistetdrv,

Vérvid on orgasnilised iithendid, kus bensooltuumas on
mdned vesinikuaatomid esendatud nii kromofoorse kui ka aukso-
kroomse rilhmaga. Kromofoorne rilhm annab virvuse virvile. !fhend,
sisaldades kromofoorset rilhma, pole éga veel virv, sest ta
pole suuteline fthinema vdrvitavate esemetega. Selleks on va-
jalik auksokroomne rithm, mis on elektroliiitilise dissotslat-
siooni vdimega ja ilhtlasi tthendis sooli moodustavate omadus-
tega. Nditeks: ¢N02- nitroriihm on kromofoorne riithm
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trinitrobensool
See on kollast vdrvi tthend - kromogeen, kuid mitte vHrv-
aine, sest ta el dissotsieeru elektroliititiliselt, seega ei
moodusta sooll hapetega ega alustega. Et sellest virvaine
saada, on vajalik auksokroomne rithm, nditeks -OH rithm, ja
saame pikriinhappe. ‘
RO, RO,

- +
0,N NO, %zn NO, + H

OH o
pikriinhape anioon

Virviosa on negatiivse laenguga, see on happeline virv ja
suuteline moodustama alustega sooli.

Auksokroomsed riihmad on: happelised -OH, sulfoonriihm
-50,0H; viimased on eriti tugevalt happelised sooli moodus~
tavate omadustega ilhendid, aluseline on —NHZ - riithm.

Aluseline ehk baasiline virv ioniseerub, nii et varvi-
osa molekul ehk katioon on positiivse laenguga.

Vdrvid on tavaliselt viarvitute hapete soolad, nagu
dddikhappe (CHJCOOH), vidivelhappe - (HZSOA) v31i soolhappe -
(HC1) soolad: need on aluselised virvid.

Happelised vdrvid on K-, Na-, Ca-soolad.

Vdrvid riihmitatakse kromofoorsete rilhmade jargi:

1) asovérvid ~N=N-
N
ot 7\
2) asiinvérvid \\é’,
J3) indamiinvarvid -N=  jne.

Tuumaine virvub baasiliste virvidega ja tsilitoplasma
happeliste vidrvidega.
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Mikroorganismide virvumine s3ltub nende raku isoelektri-
lisest tdpist ja ka keskkonna reaktsioonist.

Mikroobide virvumise kohta fiilisikalise teooria jdrgi ar-
vatakse, et vdarvumine toimub kahe komponendi ithinemisel, kus-
juures uut tthendit ei moodustu. Virvumine toimub kapillaar-
suge, osmoosi, adaorptsioonl v31i absorptsiooni alusel.Keemi-
lise teooria Jdrgi virvumisel moodustub ithinemisel uus iihend,
mille flsikalised ja keemilised omadused on erinevad lihte-
ainete omadusist. Vasturiikivaks sellele tecoriale on mikroo-
bide dekoloreerumine happe ja alkoholl toimel.

Arvata v3ib, et mikroobide virvumine on keemilise kui ka
ftitisikalise protsessi kombinatsioon.

Mikroorganismide vidrvimiseks kasutatakse viga mitmesugu-
seid vdrve, peamiselt aga baasilisi ehk aluselisi vérve.

Nendest on kasutusel sinised: metiileensinine, &aszuur,to-
luidiinsinine jne.; punased: bassiline fuksiin, safraniin, ru-
biin, neutraalpunane jne.; violetsed: gentsieanaviolett, me-
tiuiilviolett, kristallviolett jne.; rohelised: malahhiitrohe-
line, briljantroheline; pruunid: vesuvlin, bismarkpruun; mus-
tad: induliin ja koliinmust.

Happelistest virvidest kasutatakse eoslini, happelist
fuksiini ja neutraalsetest virvidest metiileenviolettl ja
azuureosinaate.

Mikroobide viarvimiseks lahustatakse vidrvid enamikul juh-
tudel algul alkoholis ja edasi lahjendatakse alkohoolset viar-
vilahust destilleeritud veega. Vidrvimiseks kasutatavad varvi-
lahused on tavaliselt madala kontsentratsiooniga, kdige in-
tensiivsemad on kuni 1%-lised lahused. Vdarvimisel madalama
kontsentratsiooniga virvilahusega on pikemaajalisel vdrvimi-
sel paremad tulemused kui lithema aja kestel kasutatava kont-
sentreeritud vidrvilahusega.

virvilahustele lisatakse mdningaid aineid nn.intensii-
vistajaid, mis pShjustavad mikroobide parema vdrvumise.Hap-
peliste virvide puhul on tdhtis, et virvilahus oleks enam
happeline ja leeliste vdrvide puhul leelisem. Seepirast kasu-
tatakse intensiivistajatena happeid, leelisi, fenooli, ani-
111n814 jne. VArvimisel sasgell kasutatav soojendamine voi
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kuumutamine on sama intensiivistava toimega.

Peale selle kasutatakse mikroobide vidrvimise protsessis
aineid, millel on tugev keemiline afiinsus nii virvile kui ka
mikroorganismile. Sellised ained on peitsid ja nendega toimi-
misel saab vdrvida objekte, mis muidu ei vHrvuks. Tiiilpiline
peits on ac.tannicum. :

Yé8rvilashunste valniastamins:

Ziehli karboolfuksiini lahuse valmistamine.

1 g aluselist fuksiini lahustatakse uhmris h3Srumisel
10 ml alkoholis, mida vdhehaaval lisatakse, siis pannakse
5 ml veeldatud ac.carbol.cryst. ja 18puks 100 ml destillee-
ritud vett.

varvilahusel lastakse 24 tundi seista ja siis filtri-
takse 14bi filterpaberi.

Loffleri metilleensinise lahuse valmistamine.
: K3igepealt valmistatakse metiileensinise killlastatud alko-

hoolne lahus, milleks vBetakse 2-3 g virvi 100 ml alkoholi

kohta.
Siis vGetakse

30 ml killlastatud alkohoolset metiileensinise lahust,

0,5 ml 2%-1ist kaaliumhildroksilidi ja

100 ml destilleeritud vett.

L't htrvirvimine:

Lihtvirvimist teostatakse iiksk3ik millise tihe vdrvilahu-
se kasutamisega. Sel juhul fikseeritud Higepreparaat virvi-
takse kas Loffleri metllleensinisega v3i Ziehll karboolfuksii-
niga 1:10 jne. Lihtvirvimisega virvuvad mikroobid preparaa-
dis Uhtlase virvusega ja seda kasutatakse just mikroobi puhas-
kultuuri puhul mikroobide nihtavaks tegemiseks ja nende kuju
midramiseks.

Mikroobe vidrvitud #igepreparaadis uuritakse mikroskoo-
bis.



Mikroskoop.

Mikroobid on viga viikesed, nende m88dud on tavaliselt
m88detavad mikronites (1/1000 mm) ja seetBttu saab neid nih-
tavaks teha ainult mikroskoobis.

Mikroskoop koosneb mehaanilisest ja optilisest osast.
Mehaanilise osa moodustab statiiv, millest alumine osa on
Jalg, mis on 8arniiriga iihenduses llemise osaga, mille kiilge
on kinnitatud esemelaud ja tlleval on tuubus. Tuubuse iilemi-
ses otsas on okulaar ja alumises revolvriga kinnitatud objek-
tiivid. Tuubus liigub makromeeter- ja mikromeeterkruvi abil,
kusjuures mikromeeterkruvi fiks ring on 0,1 mm.

Optiline osa on Abbé kondensor, okulaar, objektiivid,.
kusjuures valgusaparaat koosneb peeglist ja kondensorist dia-
fragmaga.

Objektiividest kasutatakse kuivi ja immersioonsiisteeme.
Objektiivi suurendus oleneb fookuse kaugusest: mida vihem on
fookuse kaugus, seda suurem on suurendus. Mikrobioloogiliste
virvitud preparaatide uurimisel on Abbé kondensor vGimalikult
iileval, diafragma t¥iesti avatud, pdevavalguse puhul kasuta-
takse tasapeeglit ning kunstliku valguse puhul n8guspeeglit.

Objektiiv annab t8elise suurendatud UmberpdSrdud kuju-
tise; vaadeldes seda kujutist okulaariga, mis toimib luubi-
na, saame ndiiva suurendatud pdripidise kujutise.

Mikrobioloogias kasutatakse virvitud preparaatide uuri-
-miseks immersioonobjektiive, mille kasutamisel asetatakse
preparaadile 1 tilk seedrifli, millel on valguskiirte murdu-
miskoefitsient 1,51, mis vastab peaaegu klaasi omale (1,52).
Sel puhul ei teki kiirte hajumist, Ja see homogeenne siisteem
v3imaldab objektiiviava ja mikroskoobi t&tv8ime suurendamist.

Tavalistel mikroskoopidel on eraldusvOime 0,2/&. Suu~
rendus on 600-1000 - 2500 kordne.
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T606Ulesanded.

Teostada klaasnBude ettevalmistus steriliseerimiseks;
valmistada puuvillkorgid katsutile, kolvile, pakkida
paberisse pipett, Petri tass ja portselanuhmer.
Tutvuda Kochi ning Pasteuri aparaadiga ja autoklaaviga.
Oppida tundma bakterite filtreid ja jdlgida filtrite
kasutamist.

Vaadata demonstratsiooniks viljapandud bakterite virve
kuivaineina.

Rihmaviisi valmistada Ziehli karboolfuksiini ja metii-
leensinise virvilahused. ¥
Valmistada preparaat staftilokokkide suspensioonist,
virvida Ziehli karboolfuksiiniga 1:10 10 minutit ja
uurida.

Valmistada preparaat sartsiinide lingagar-kultuurist,
virvida Lo6ffleri metiileensinisega 10 minutit ja uurida.
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3P YA L 1 kN A,
T e ema: BAKTERITE VARVIMINE JA NENDE MORFOLOOGIA.

Lid t-yArvinilsnestodid.

Eelmirie praktikum kisitles mikroobide virvimist {ildse
Ja lihtvirvimismeetodeid, mille abil on v8imalik ndhtavaks
teha paljude mikroobide kuju ja asetust, kui preparaat on
valmistatud mikroobide kultuurist. Kul on aga vaja kindlaks
teha mikroobide esinemist preparaatides, kus esinevad erine-
vad mikroobiliigid v3i kudede rakulised elemendid, sel juhul
on raske vahet teha mikroobide fiksikliikide vahel ja samuti
eristada neid rakulistest elementidest. See asjaolu tingibdb
keerulisemate liitvirvimismeetodite kasutuselevdtmise, mis
pBhinevad mikroobirakkude fitisikalis-keemilise koostise ise-
‘drasustel., Selliseld liitvirvimismeetodeid kasutatakse mik-
roobide eristamiseks koeelementidest kui ka erinevate mik-
roobiliikide omavaheliseks eristamiseks.

Grami meetod.

K8ige tildisemalt ja enam kasutatavam sellistest meeto-
ditest on Grami meetod, mille Christian Gram v8ttis 1883.a.
kasutusele mikroobide virvimiseks koelBikudes.

3eda varvimismeetodit on tHiendatud ja veidi muudetud.
Oluline on kasutada vdrvimist alati tthtlastes tingimustes
ja Uhtlaste aegadega, siis v3ib vastavalt hinnata ka tule-
musi.

Virvides mikroobe aluseliste vidrvilahustega, tavaliselt
gentsiaana- vdi kristallvioletiga, kinnistades virvi mikroo-
hidele peitsidega, Lugoli lahusega v0i pikriinhappega, vir-
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vub o0sa mikroobe selle pdhilahusega, nii et teatud aja kes-
tel alkoholi v3i atsetooniga toimimisel nad ei dekoloreeru,

ei anna vérvust dra. Neid mikroobe, mis sZilitavad oma tume-
violetse virvuse, nimetatakse gram-positiivseteks. Telne osa
mikroobe annab aga viarvi #@ra alkoholiga toimimisel ja neid
saab nahtavaks teha jirelvirvimisel kasutatava kontrastse
vdrvilahusega. Neid nimetatakse gram-negatiivseteks. Vasta-
valt Grami jirgi viarvumisele liigitatakse k3iki mikroobe kahe-
sugusteks: gram-positiivseteks ja gram-negatiivseteks. Eriti
oluline on selline jaotus just bakterite osas.

Grami meetodi jiargi virvimisel on aluseks rakus aset-
leidvad keemilised protsessid; mis on seotud fosforit sisal-
davate lhenditega peamiselt nukleiinhapete kujul. Gram-posi-
tiivsete mikroobide isoelektriline tipp on madalam, pH 2-3
piirides, gram-negatiivsetel aga kdrgem, pH 4-5 piirides. See
erinevus kahe erinevate mikroobide tiliipide rakuplasma reakt-
siooni happelisuses on tingitud madala isoelektrilise tépiga
fosforit sisaldavast {lhendist - ribonukleiinhappest. Rakuplas-
ma reaktsiooni mdjustav magneesiumribonukleaat on seoses teis-
te tihenditega rakus. Gram-positiivsetel mikroobidel on struk-
tuuri isedrasuse vdi rakukompleksi seoste erinevuse tdttu
pelju tugevamad happelised omadused ja selle téttu on nad
suutelised adsorbeerima suuremal hulgal aluselist vdrvi ning
seda siduma tugevamini kui gram-negatiivsed mikroobid.

Gram-positiivselt virvuvad elusad mikroobid; gram-nega-
tiivselt surnud mikroobid. Peale selle Grami meetodi jirgi
virvimisel esineva erinevuse v3ib leida mikroobide vahel ka
teisi erinevusi: nii annavad gram-negatiivsed mikroobid ker-
gemini plasmoliliisi, on madalamate antigeensete omadustega,
tundlikumad fagotsiitoosile jne.

1. Valatakse karboolgentsizanaviolett filterpaberiga kaetud
fikseeritud preparaadile, lastakse toimida 2 minutit.
(1 g gentsiaanavioletti,
10 ml 96° alkoholi,
2 ml veeldatud ac.carbol.cryst.,
100 ml destilleeritud vett).
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2. Pannakse peale Lugoli lahus ja lastakse toimida 1 minut.
(1 g Jodi puri,
2 g Kal.jodati,
300 ml destilleeritud vett).

3. Valatakse peale 96%°-ne alkohol, lastakse toimida kuni nih-
tava virvi eraldumiseni - 1 minut.

4. Loputatakse veega.

5. Jirelvdrvitakse Ziehli karboolfuksiiniga 1:10 30 sekundit.
(Karboolfuksiini asemel v3ib kasutada igasugust teist
kontrastset virvainet).

Preparaadis on gram-positiivsed mikroobid tumevioletsed
ja gram-negatiivsed mikroobid helepunased.

Ziehl-Neelseni meetod.

Ziehl-Neelseni vdrvimise meetod on iiks kOige sagedamini
kasutatavaid liitvirvimismeetodeid , mida kasutatakse
G.Mycobacterium'isse kuuluvate mikroobide kiirikseente ja
batsillide endospooride jne. uurimisel. Siin kasutatakse suh-
teliselt kontsentreeritud virvilahust raskesti vdrvuvate mik-
roobide nihtavaks tegemiseks. Need mikroobid oma keemilise
koostise tdttu, eriti rakus leiduvate rohkete lipoidide sisal-
duse t8ttu, mida leidub kOige enam rakuplasma membraanis ja
inklusioonides, olles kord virvunud, erinevad teistest mik-
roobidest sellega, et nad el dekoloreeru mineraalhapete ja
enamikul juhul ka alkoholi toimel. G.Mycobacterium'isse kuu-
luvatel mikroobidel pB8hineb selline omadus osalt ka rakus
esineval ainevahetusproduktil - milkoolhappel. Kasutades Ziehl-
Neelseni meetodit, on v8imalik jaotada mikroobe virvumise
jargi happekindlateks ja mittehappekindlateks.

1. Fikseeritud Higepreparaadile asetatakse filterpaber,selle-
le valatakse Ziehli karboolfuksiinilahus, soojendatakse
leegil kuni auru ilmumiseni ja lastakse toimida 2-5 minu-
gt ‘

( 1 g alusl.fuksiini,
10 ml 96° alkoholi,

5 ml veeld., ac.carbol.cryst.,
100 ml destilleeritud vett).
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2. Peale virvilahuse iravalamist valatakse peale 5%-line
H,S0, lahus (v81 25%-line HNO, V81 J%-line HC1 70%ses alko-
holis) laa;akse toimida 10-20 sek. (kuni punase vidrvuse
eraldumiseni).

3. Loputatakse preparaati veega.

4., Valatakse preparaadile 70-96°-ne alkohol ja lastakse toi-
mida 30 sek.-1l minut.

5. Loputatakse veega.

6. Jirelvirvitakse Loffleri metilleensinisega 1:3 20-30 sek.

7. Loputatakse veega.

8. Preparaat lastekse kuivada.

Virvitud preparaadis vdrvuvad happekindlad mikroobid
punaselt, teised mikroobid ja koeelemendid siniselt.

'S 9t aalne yirvyinmine.

Fikseeritud ja vdrvitud preparaatides muutuvad mikroobid
morfoloogiliselt, nende kuju deformeerub. Mikroorganismide
t8elise raku kuju ja m33tude mi¥ramiseks, samutil nende kaswvu
ja pooldumise uurimiseks v3ib kasutada elusate mikroobide
rakkude virvimist - vitaalset virvimist.

Vitaalseks virvimiseks kasutatakse vdimalikult mikroobe
vdhe kahjustavaid indiferentseid virve madalates kontsent- ;
ratsioonides. K3ige sagedamini v3etakse selleks metiileen-
sinise v81i neutraalpunase lahuseld lahjenduses 1:500, 1:5000,
1:10000, 1:100000 . Harvem leiavad rakendust toluidiinsini-
ne ja eosiin. Preparaat valmistatakse kas eseme- ja katteklaa-
si vahel v3i rippuvtilgameetodi JHrgi; v3ib kasutada eseme-
ja katteklaasi vahel preparaadi valmistamist Fickeri jargil
filterpaberiga. Fickeri meetodi jdrgl valmistatakse prepa-
rast jirgmiselt: esemeklaasile pannakse 1 tilk mikroobide
suspensiooni filsioloogilises lahuses v3i 2,5%-lises isotooni-
lises gliikoosilahuses ja kaetakse katteklaasiga. Uhe senti-
meetri kaugusele katteklaasist asetatakse esemeklaasile 1
tilk vastavat virvilahuse lahjendust (metiileensinine 1:5000)
ja tlhendatakse sils aasaga ettevaatlikult vdrvitilk katte-
klaasi servaga. Nilid vBetakse pintseti vahele filterpaberi
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riba, asetatakse see vidrvitilgale vastassuunas oleva katte-
klaasi direle ja imetakse sel viisil vdrvilahus ldbi mikroo-
bide suspensiooni. M3ne minuti jHirel on mikroobid virvunud
Ja v8ib uurida virvitud elusaid mikroobirakke mikroskoobis.

Faaskontrastmikzroskoop.

Elusate mikroobide morfoloogia uurimiseks kasutatakse
veel faaskontrastmikroskoopi.

ldiselt on teada, et mikroskopeerimisel s3ltub ndhta-
vus uuritava eseme kontrastsusest. KJ3ige kontrastsemad on
need esemed, millel valguse neeldumine on erinevates eseme
osades ebatthtlane. Kui valguskiired neid ldébivad, muutub
valguskiire intensiivsus ja sellecle reageerib histi inimese
silm. Sellise kontrastsusega on kdik virvitud preparaadid.

Uuritavad esemed, millel on iihtlane valguse neeldumine
k8ikjal, on halvasti nihtavad. Neil v3id olla erinev paksus
ja sellega orinev optiline tihedus. Valguse intensilvsus el
muutu nende esemete libimisel, toimuvad ainult valguslaine
faasi nihked ja seda inimsilm ei registreeri. Sellised on pre-
paraadid viarvimata elusmikroobidest.

Selliste uuritavate esemete kontrastsust v3ib tBsta mik-
roskoobi diafragma ava muutmisega ja kondensori langetamise-
ga, kuid sel juhul 'viheneb mikroskoobil ka valgustustugevus.

Selleks et paremini nihtavaks teha elusaid virvimata
mikroobe, kasutatakse faaskontrastmikroskoopi. See v8eti kasu-
tusele esmakordselt Zernicke poolt 1932.a. Mikroskoobis on
virvimata esemed tehtud nihtavaks nii, et valguskiirte faasi-
1ised nihked muudetakse amplituudseteks ja seda saavutatakse
erilisi ketaskondensoreid ja rdngasobjektiive kasutades. Siin
on valguslaine kiirte suunda muudetud 900 vdrra ja ketas-
kondensori libimisel neeldub tsentraalseist valguskiirtest
50%.
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Mikroobide negatiivne virvimine
ehk tausta virvimine.

Selleks, et mikrocobe uurida, véib vidrvida preparaadil
' ‘tausta, kusjuures kontrastselt on niéhtavad vidrvuscte bakteri-
rakukehad. Kdige enam leiab selleks kasutust Burri tudimeetod.
Hiina tus$ lahjendatakse 1:10 destilleeritud vees, lastakse
seista suuremate osakeste sadestamiseks Jja steriliseeritakse
pinnavedelik autoklaavis 15 minuti kestel 115% Juures. Siis
asetatakse 1 tilk tussi klaaspulgaga esemeklaasi otsale ja
selle tilga k8rvale asetatakse 1 tilk mikroobide suspensiooni.
MOlemad tilgad segatakse ja valmistatakse preparaat, nagu tuleb
valmistada vere Higepreparaati. Preparaat lastakse JShus kui-
vada, siis asetatakse sellele 1 tilk seedridli ja mikroskopee-
ritakse.

Tusi asemel v8ib kasutada 10%-list aluselist mettileen-
sinist, nigrosiinilahust v8i 3%-list kongopunase lahust.

Sellisel preparaadi tausta vdrvimisel on taust kas must
v8i kasutatud vdrvilahuse virvusega ja mikroobid on virvuse-
tute objektidena mikroskoobilisel uurimisel hdsti nihtavad.

Bakterite p8hivormid.

Kuju poolest liigitatakse bakteritel 3 pShivormi:

1) kerasarnased ehk kokid,
2) silindrilised ehk pulgasarnased ja
3) spiraalsed ehk kruvisarnased.

Vastavalt kuju isedrasustele ja asetusele v3ib jaotada
veel neid pShivorme.

Kokid on kerasarnased mikroobid, mille libimdot on l-Z/L
Vastavalt pooldumisele asetuvad iksikud liigid erinevalt.

Kuil kokid peale pooldumist eralduvad lkstelisest, nimeta-
takse neid mikrokokkideks - m i ¢ r o ¢ 0o ¢ ¢ u s. Peale pool-
dumist, jd#nud kahekaupa, paaristikku, nimetatakse kaksikkok-
kideks, diplokokkideks -~ d 1 p 1 0o ¢ o ¢ ¢ u s. Neljakaupa
esinevaid kokke nimetatakse nelikkokkideks ehk tetrakokkideks
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tetracoccus. Kul kokid asetuvad peale pooldumist
segipaisatud viinamarjakobardte taoliselt, on kobarkokid ehk
stafiilokokid - s ta ph y 1l oc o c ¢c u s. Ahelas asetunud
kokke nimetatakse ahelkokkideks ehk streptokokkideks -
streptococcus. Kul aga pooldumisel kolmes erine-
vas perpendikulaarses teljes on kokid asetunud pakikestena
8-kaupa, nimetatakse neid kaheksikkokid ehk sartsiinid - s a r-
¢ 1ina.

Peale selle ei ole kokkidel alati flhtlane kerasarnane
kuju, vaid nad v8ivad olla oa- v3i neerukujulised, mdnikord
ka lantsetikujulised v3i ovaalsed.

Pulgasarnased mikroobid v3ivad olla mitmesuguse asetu-
sega llksteise suhtes ja erineda kujult. K3igepealt v3ib pulga-
sarnaseid mikroobe liigitada: 1. Mikroobi, mille transversaal-
ne 1l#bimd8t pole longitundinaalsest palju lilhem, nimetatakse
bakteriks - baoc t e r 1 u m. Kui mikroobi mdotude vahe on
vdga vdike, nim, seda kokkobakteriks - ¢ o c ¢c o ba ¢c t e~
r 1 u m. Peale selle virvuvad bakterid gram-negatiivselt.

2. Kuil mikroobi longitudinaalne m36t on palju pikem trans-
versaalsest, siis nim. batsilliks - bac i1 1 1 u s. Peale
selle on osal batsillidel omadus moodustada eoseid ja nad
virvuvad gram-positiivselt.

Vastavalt asetusele liigitatakse neid: kui batsillid on
koos kahekaupa - d 1 pl obacillus, ahelas -s t r e p-
tobacillus,kobaras ~s taphylobacillius.

Pulgasarnased mikroobid pole aga alati iihtlase kooZigu-
ratsioonigé:

1) neil v&ib olla kohati pundumisi v3i okslikke moodustisi-

Myocobacter ium;

2) neil vdivad olla nuiataolised otsad - Cor yne b a ¢~
e r A nns

3) nende otsad on teravad, viljaveninud, mikroob on vartna-
kujuline - Fu s obacterium;

4) batsill on paksenenud v3i pundunud eose asetuse kohalt -
~Clostridiaunm

Kruvisarnastele - spiraalsetele mikroobidele on ise-
loomustav rakkude kSverdumine v8i keerdumine pikitelje
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suhtes:

1) Vibrio ~ vibrioon on k3verdunud komasarnane pulgake;

2) Spiril1lum- spirill - pulgasarnane mikroob, mille
rakukeha teeb 1-2 keerdu ilmber kesktelje.

PT65Ulesanded.

1. Valmistada Staphylococcus + Proteus vulgaris'e sus-
pensioonist digepreparaat, vidrvida Graml meetodi jérgi ja uur.
da.

2. Vdarvida tuberkuloosihaige ridgast tehtud valmisprepa-
raat Ziehl-Neelseni jHirgl ja uurida.

3. Valmistada preparaat stafillokokkide suspensioonist,
virvida Fickeri jirgi metiileensinise lahusega 1:500 ja uurida.

4, Tutvuda demonstratsiooni korras viljapandud Proteus
vulgaris'e kultuurisuspensioonist valmistatud preparaadiga
faaskontrastmikroskoobis.

5. Valmistada preparaat stafiilokokkidest Burri tusi-
meetodi jidrgi ja uurida mikroobide kuju ja asetust.

6. Gppida tundma bakterite pShivorme demonstratsiooni
korras viljapandud preparaatides.
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1137 praktilkamn

T e e ma:  BAKTERITE EHITUS.

Bakteriraku peenstruktuuri on v8imalik uvurida peamiselt
elektronmikreskoobis.V8ib uurida nii bakterirakku tervikuna
kui ka bakterirakust tehtud ultradhukesi 13ike, mille paksus
on kuni 0,144.Selline ultrafihukeste 13ikude metoodika vdimal-~
dab uurida bakteriraku kesta, tuumainet, rakuplasmas olevaid
inklusioone ja samuti k8igi teiste raku Uksikosade, nagu ndit.’
endospooride.ehitust.

Tavalisel mikroskoobilisel uurimisel on vOimalik bakteri-
rekust uurida peamiselt eoseid, kihnu, vibureid ja inklusioo~
ne. flksikute rakuosade nihtavaks tegemiseks ja eristamiseks
kasutatakse erilisi virvimismeetodeid. Kiesolevas Juhendié on
kirjeldatud sagedamini kasutatavaid ja lihtsamaid meetodeid
selleks otstarbeks.

Eoste vdrvimine.

tile 100 aeroobsel ja 50 anaeroobsel batsilliliigil tekib
teatud kasvumomendil rakus eos ehk endospoor. Selline eoste
moodustumine on sigimise protsess, milles tuume ilhtesulamise-
le jargneb tuumaine vihenemine. Osa tuumainet ja suurem osa
rakuplasmast kaob pirast seda, kui fertiilne osa sulgub tihe-
dasse eoskesta, Eosed on kas ovaalsed v3i timarad moodustised.
Eose kuju, suurus ja asetus on suhteliselt plsivad liigile
spetsiifilised omadused ja selle jirgi on v&imalik batsille
diferentseerida. Eos v8ib bakterirakus olla asetunud ekvatori-
~al®slt - raku keskosas, terminaalselt ~ raku otsas, subtermi-
" rnaalselt - raku keskosa ja ntsa vaheosas. Rakk kul sporangium
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{imbritseb eost kas mdne tunni vdi pHeva, puruneﬁ ja vabastab
sellega eose, mis v3ib jddda soikeolekusse aastalks. Kui mik-
roobi eosed satuvad sobivasse keskkonda, siis areneb eos vege-
tatiivseks vormiks. See areng on erinev ja i1seloomulik mik-

- roobiliigile. Tavaliselt pikeneb eos. Arenev vegetatiivne
vorm v3ib .1&bi murda eoskesta {lhes tema otsas, sama vO3ib toi-
muda ekvatoriaaléelt, kusjuures siis eoskest jH#Zb miitsina esi-
algu mblemasse rakuotsa. MOnede batsillide juures ei esine
sellist eoskesta l3hkemist, vaid vegetatiivmne vorm areneb pi-
devas eose pikenemise protsessis, kusjuures eoskest absorbee-
rub véi lahustub.

Eoste esinemist mikroobidel saab kindlaks teha Schaeffer-

Fultonl viarvimismeetodi jdrgi:

1. Mikroobide suspensioonist valmistatud aigepreparaat fik-
seeritakse leegil.

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

3. Loputatakse veega 30 sek.

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

5. Loputatakse veega.

6. Lastakse preparaat kuivada, uuritakse.

Eosed on rohelised ja bakterirakud punased.

Edhanvwde ' viryinilae

Kul bakteriraku seina viliselt timbritsev limakiht on
paksem ja {imbritseb piirdunult bakterirakku, sils nimetatakse
seda kihnuks. Kihn produtseeritakse elava rakuseina poolt.
Kihnud moodustuvad mikroobirakkudel enamasti elusas organismis.
Ainult Uksikutel mikroobidel esineb kihne ka kasvul kunstli-
kel stotmeil. Patogeensetel mikroobidel puudub kihn surnud
orgenismis ja kunstlikel sgstmeil. Kihn on neil iiheks pato-
geensuse ja virulentsuse tunnuseks. Mikroobl kihn on 4ldiselt
raskesti virvuv, teda saad nihtaveks teha.eriliste virvimis-
meetodite abil.
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Tusimeetod.

1. Esemeklaasi otsale asetatakse tilk tusddi lahjendatult dest.
veega 1:2 ~ 1:5, sellesse tilgasse suspendeeritakse aasa-
tdils mikroobikultuuri ja Higerreparaat valmistatakse nagu
vere Higepreparaat.

2. Preparaat lastakse Bhus kuivada, fikseeritakse killlasta-
tud HgCl, lahusega - 1 minut.

3. Loputatakse veega.

4, VHrvitakse 2%-lise gentsiaanavioleti vesilahusega kergelt
soojendades - 2 minutit.

5. Loputatakse veega.

o. Lastakse kuivada, uuritakse.

Mikroobid virvuvad violetselt, kihnud jddvad virvuseta
ning on tumedal taustal h#sti nihtavad.

Y-dbase-db e v eyl B,

Mikroobide liikumine toimub peamiselt viburite abil, ai-
nult osa v8ib liikuda riitmiliselt kontraktsioonide abil. Esma-
kordselt tiheldas mikroobide vibureid Ehrenberg 1863.a. Vibu-
rid on 8rnad niidikujulised moodustised, 1lEbimdddus O,OZ—O,OSFH
Nad on rekukehast kergesti eralduvad, ndit. mehhaaniliste
menetluste puhul, nagu preparaadi valmistamisel. Viburid on
asetatud enamasti mikroobiraku keha kiilge 45° nurga all ja
suunatud vastupidiselt lilkumissuunale. Mikroobide liikumige
kiirus on lo-aO;Lsekundls, see on suhtelicelt kiire liikumine.
Ebasobivates tingimustes kaotavad mikroobid viburid kas aju-~
tiselt v3di jaadavalt. :

Viburite hulk ja asetus on erinevatel mikroobiliikidel
erinevad. Liikuvaid baktereid liigitatakse viburite arvu ja
asetuse Jargl jHargmiselt:

1) monotricha - itks vibur fthes raku otsas,

2) amphitricha ~ ilks vibur kummaski raku otsas,

3) lophotricha - viburikimp {thes v5i mdlemas raku otsas,

h)vperitricha — hulk vibureid iUmbritsed flhtlaselt mikroobi-
raku kogu pinda.

Eriti ettevaatlikult valmistatud preparaadis on viimalik
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vibureid ndhtavaks teha intensiivsete virvimismeetodite abil.
Preparaadid viburite uurimiseks valmistatakse noorest
18 tunni vanusest lingagari kultuurist eriti puhastele eseme-
klaasidele. Selleks v3etakse ettevaatlikult kiilviaasaga tahke
stdtme pinnalt kondensvee lihedusest mikroobikultuuri, aseta-
takse katsutis olevasse 1-2 ml steriillsesse kaevuvette. Siis
lastakse katsutit seista 30~60 minutit toatemperatuuris, v3e-
takse kiilviaasaga v31i Pasteuri pipetiga ettevaatlikult vede~
liku pindmisest osast mikroobide suspensiooni ja asetatakse
puhtale esemeklaasile 3-5 tilka eraldi ilma laiali hGSrumata.
Materjal esemeklaasil lastakse Shus kuivada. Siis v3ib viarvi-
da kas h8betamismeetodiga vO1i Loffleri meetodi jdrgi.

Loffleri meetod.

1. Preparaadile asetatakse peits - 6 minutit.

(Peits: 1 ml alusl. fuksiini kiillastatud alko~-
hoolset lahust,
10 ml 25%-1ist tanniini vesilahust,
5 ml FeSO, kiillastatud vesilahust).

2, Loputatakse veega.

3. Lastakse Shus kuivada.

4. Freparaadile asetatnd filterpaberile valatakse Ziehli
karboolfuksiini, soojendatakse kuni auru ilmumiseni ja
lastakse toimida 4 minutit.

5. Loputatekse veega.

6. Kuivatatakse kergelt leegi kohal soojendades.

Mikroobid on vdrvunud intensiivselt punaseks ja viburid
on roosad kuni punased.

BPakterite tankinsioonkehads
v ryiminge.

Bakterite rakuplasmas on mitmesugused tweralised moodus-
tised erinevate funktsioonidega. Monedes mikroobides, nagu
difteeriatekitajais esinevad volutiin- ehk metakromaatilised
terad ehk Babes-Ernsti kehakesed. Need volutiinterad on ener-
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glat kasutavais raku ensiimaatilistes protsessides koondunud
metafosfaadid. Peale selle vOivad olla bakterirakkudes veel
toitainete varud ladestunud teradena, nagu tédrklis-—, gliiko-
geeni ~-,1*poidide, ribonukleiinhappeterad. Neid mitmesuguseid
inklusioone saab nihtavaks teha erinevate virvimismeetodite
abil. Volutiinterade nihtavaks tegemiseks kasutatakse kBige
sagedamini Neisser-Ginsi meetodit.

Nelsser-Ginsi meetod.

1. Preparaat fikseeritakse leegil.
2. Preparaadile valatakse virvilahuste segu:
1l g metfileensinist,
20 ml alkoholi 96°,
50 ml ac.acetic.glaciale,
950 ml aq.dest.
1 g kristallvioletti,
1 osa 10 ml alkoholi 96°,
300 ml ag.dest.
Selle seguga lastakse toimida 20-60 sek.
3. Toputatakse destilleeritud veega.
4. Lugoli lahus + 1% ac.lactic. 10-30 sek.
5. Loputatakse destilleeritud veega.
6. Valatakse preparaadile vesuviin 30-80 sek.
( 2 g vesuviini,
300 ml dest.vett).
7. Loputatakse destilleeritud veega.:
8. Xuivatatakse, uuritakse.

Neisser-Ginsi virvimismeetodi kasutamisel on oluline
silmas pidada vidrvide ja peitsi kasutamisel, et jdrjekorras
kasutatud lahuste toimeaegade suhe oleks 2:1:3.

Volutiinterad vidrvuvad mustjasvioletseks ja rakukehad
helepruuniks.

2 osa

Po6idlesanded.

1. Valmistada preparaat Bacillus mesentericus'e kultuurist
'

-32-



lingagarilt, vdrvida Schaeffer-~Fultoni jirgi ja uurida.

2. Valmistada preparaat tudimeetodi jérgi Klebsiella :
pneumoniae’ agarkultuurist ja uurida.

3. Proteus vulgaris'e kultuurist valmispreparaat virvida
Loffleri meetodi jdrgi ja uurida.

4. Corynebacterium diphteriee’kultuurist valmispreparaat vér-
vida Neisser-Ginsi meetodi jJérgi ja uurida.



N - PEAE-E LXK U 8.
Teema: MIKROORGANISMIDE MORFOLOOGIA.

Mikroskoobiliste meetoditega, kasutades nii liht- kui
ka liitvirvimise metoodikat, v&ib miirata peale bakterite
kindlaks ka seente, spiroheetide ja algloomade kuju, asetust
Ja osalt ehitust.

Seened.

Seened - Fungi kuuluvad mikroorganismide hulka. Need v3i-
vad olla kas {ilhe~ v3i paljuraksed mikroskoopilised moodusti-
sed. Neid rtilhmitatakse kuJu'Jurgiz pidrmseened, kiirikseened
Ja niitjad seened.

Pdrmseened -~ Saccharomycetes.

Pdrmseened kuuluvad Ascomycetes'e klassi. Parmseened
erinevad kdigepealt teistest seentest selle poolest, et nad ei
moodusta seenniidistikku e. mitseeli. Pérmseened on s3drjad
v8i ellipsoidsed ainuraksed liikumatud mikroorganismid.Pérmi-
rakk on 1l8bimddduga B-IO/L. Ta koosneb kestast ja rakuplas-
mast. Rakuplasmas on tuum ja esineb rohkesti inklusioone -~
volutiinterakesi., Pdrmseened paljunevad suguta teel - pungu-
mise ja pooldumise abil ja sugulisel teel - askospooridega.

Pirmseente kuju, asetust ja ehitust v3ib miirata mikros-
koobis, uurides eluskultuuri eseme- ja katteklaasi vahel v3i
rippuvtilgameetodi Jdrgi. Samuti vdib pirmseeni uurida liht-
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virvimismeetodiga, vdrvides neid ndit. metiileensinise lahu-
sega. Sel juhul on histi nihtavad metakromaatiliselt - tume-
roosakalt v8i tumevioletselt vdrvuvad volutiinterad, hélesini-
selt vdrvuv rakuplasma. Samuti vG1id rakkudel n¥ha mitmesugu-
ses suuruses viljasopistisi ~ pungi, mis nditab rakkude palju-
nemist.

Pirmisarnaste seente hulka kuulub ainurakne (2,5x4:6/&)
rakkude pikenemisega ebaniidistikku moodustav Candida albi-
cans. See on viike ovaalne punguv seen, millel esinevad niit-
jad moodustised, ovaalsed punguvad rakud.

Kiirikseened - Actinomycetes.

Kiirikseente nimetus tuleneb nende poolt aktinomilkoosi-
haige kudedes moodustuvaist kiirjaist druusidest. Kiiriksee-
ned or oma ehituselt bakterite ja seente vahepealsed mikro-
organismid. Sarnasus bakteritega avaldub nende morfoloogilises
ehituses: puhaskultuuris on {ihtlase niitja struktuuriga,kuid
sageli niidid on 18igustunud, nii et neid kuju jirgl on raske
eristada baktereist. Tuumaine on neil sarnaselt baktereile
jaotunud rakus ebailhtlaselt. Erinevalt baktereist paljunevad
nad eostega, niidi otsast eralduvate Shuoiididega, mdned 1lii-
gid paljunevad niitide fragmenteerumise teel. Kiirikseened
on ainuraksed niitjad moodustised, kusjuures niidid hargnevaﬁ
90° nurga all dihhotoomiliselt, erinedes sellega niitjatest
seentest, millel hargnemine toimub 45° nurga all. Patogeenne
kiirikseen moodustab organismis 0,5-1 mm 1Zbim30dus terakesi -
druuse, mis koosnevad keskosas seenniitide pdimistikust,mida
perifeerselt Uimbritsevad radiaarselt asetatud kiirjad kolvi-
taolised moodustised. Kiirikseene niidid virvuvad gram-posi-
tiivselt ja kolvitaolised moodustised gram-negatiivselt.

Niitjad seened.

Taolised on ainu~ kul ka paljuraksed, mitmesugused pea-
miselt hallitusseente hulka kuuluvad liigid. Seenniidid on
kaetud suhteliselt tiheda tugevastil valguskiiri murdva raku-
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kestaga. Seenniit v3ib olla eraldatud vaheseintega ilksiku-
teks rakkudeks. Rakuplasmas esineb rohkesti rakumahla sisal-~
davaid vakuoole ja mitmesuguseid inklusioone. Seenerakul vdib
olla kas tiks v81i mitu tuuma. Seenniitidel on omadus moodus-
tada niidistikku ehk miitseeli, mis vastavalt liigile v3ib olla
kas ainurakne v8i paljurakne. Sigimine v8ib olla suguta ja
suguline, kusjuures need generatsioonid vahelduvad. Suguta
sigimine erinevatel seeneliikidel v3ib olla viga mitmesugune.
KBige lihtsam vorm on, kus seentel tekivad seenniidis eosed -
endospoorid. Kdrgemalt diferentseerunud seenel tekivad ja val-
mivad eosed erilistes s80rjates eospesades - sporangiumides
v0i seenniidil eriliste osade ~ koniidide kandja otsas jJa
Tuiituvad sellest dra; neid nim. liilieosteks -~ koniidideks.
seente morfoloogia tundmadppimiseks kasutatakse mikroskoobi-
list meetodit, uurides seenniidistikust valmistatud preparaa-
t¢ nil natiivsel kujul kui ka virvitult. Peale tavalise mik-
coskoobi v8ib kasutada uurimisek: faaskontrastmikroskoopi.

Seenniidistikust preparaat valmistatakse ettevaatlikult
vGimalikult 1lma seenniite mehhaaniliselt purustamata, sest
ainult nii valmistatud preparaadis vdib téheldada ehituslikke
j» 11igi1le iseloomulikke iseirasusi. Seente morfoloogia tund-
mndppimiseks v8ib niitena vBtta kB8ige sagedamini looduses esi-
r+vgi1d hallitusseeni G.Mucor'ija G.Penicillium'i liike.

G.Mucor'i seenniidistik moodustud ilhestainsast rakust.
itseeld peal esinevad eospesade kandjad, mille otsas on Uma-
rad sporangiumid, milles tekivad ja valmivad eosed.

G.Penicillium'i seenniidistik or paljurakne ja sellel
arenevad iseloomulikud eostoed (koniidide kandjad), mis on
i'nislitaoliselt haralised moodustised; iga haru otsas on rida
dmarald kuuliteolisi eoseid.

Spiroheedid.

Spiroheedid erinevad oma kujult bakteritest ja selle tdttu
tuleb tundma 8ppida ka nende kui erilise rithma morfoloogilisi
omacusi eraldi.

Spiroheetide all kHsitletakse kruvisarnaselt pikitelje
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timber keerdunud vdi lainetaoliste loogetega niidi- v3i lin-

disarnaseid ainurakseid mikroorganisme. Mikroskoobilisel uuri-

misel oleneb spiroheetide kuju sellest, kas neld uurida virvi-
tult v81i natiivses preparaadis. Spiroheetide m33dud on kesk-

miselt 0,3-0,8 x 10-154 . flksikuid spirohesdiliike iseloumus~

tavad nende keha looked ja keerud ja vustavalt cellele klacal-
fitseeritakse nad jdrgmiselt:

l. G.Spirochaeta - mikroobirakk on elastse kesktel epa,milie
timber spiraalse trepiastmestikuna keeried rakukeha.

2. G.Cristispira - spiraalne rakukeha on rakuplasma vuhe-
seintega jagatud kambrikesteks, piki rakukeha kulgeb spi-
raalse lindina eriline membraan - crista.

3.. Ge Saprospira on peaaegu eelmisega sarnase ehitusegs,cris-’
tat asendab seljakuna paksenenud periplast.

4, G. Treponema on kitsaste silgavate ihtlaste ja korrapiraste
loogetega spiroheet sirgete,niidikestena viljaveninud ots-
tega. lLiiseerudb 10%~lises saponiinilahuses. ;

5. G. Leptospira on korrapiraste viga tihedate spiraalidega,
kusjuures niidikujulised otsad on konksutaoliselt kdver-
dunud. Spiroheet moodustabdb 1iikuhise1 sekundaarseld loo-
keld ja on reslstentne 10%-lise saponiinilahuse suhtes.

6. ".Borrelia on ebafihtlaste spiraalidega mikroorganism, mille
raku otstes on niidikesed.

Spiroheedid on aktiivselt liikuvad mikroorganismid, kus-
juures neil v3ib tiheldads paindumist, edesi-tagasi !iikumist
ja rotatsiooni ehk keerlemist iimber kesktelje.

Spiroheetide moifoloogia miiramiseks kasutatakse nende
uurimist viarvitud preparaadis kas Romanovski-Glemsa meetodi,
Fontana-Tribondeau' h8betamismeetodi v8i Grami meetodi Jhrgl
(gram-negatiivsed). Eriti oluline nende tipsema kuju mddrami
seks on uurimine natiivsel kujul. Selleks uuritiakse neid ka
pimevdl jameetodi jargi.
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Giemsa-Komanovski meetod.

Kigepreparaat lastekse Shus kuivada.
Fikseeritakse metiiilalkoholiga 3 min.
Romanovski~Giemsa vdrvilahus asetatakse lahjenduses 1:15
30 min -~ 12 t.
Loputatakse hdsti destilleeritud veega.
Lastakse kuivada, uuritakse.
Spiroheedid virvuvad roosakas-punaselt.

Fontana~Tribondeau' meetod.

Valmistatakse Bhukene Higepreparaat.
Ohus kuivanud preparaat fikseeritakse 96° -ge alkoholiga
3-5 min.
-4 korda valatakse peale Ruge' lahust.
(1 ml ac. acetic.glac.,
2 ml formaliini,
100 ml dest. vett).
(See on punaliblede 13hustamiseks).
Loputatakse 96%-se alkoholiga. Alkoholi jiék pre—
paraadil silidatakse pdlema ja kustutatakse kohe.
Valatakse preparaadile peits, soojendatakse leegil auru
ilmumiseni - lastakse toimida 30 sek.
(1 g tanniini,
20 ml dest. vett).
Loputatakse preparaati kraaniveega 30 sek. ja siis destil-
leeritud veega.
Valatakse preparaadile Fontana lahus - 60 sek.

(Fontana lahus: 5 g AgNO4 + 100 ml dest.
vett + moni tilk NH, OH kuni opalestsentsi
ilmumiseni)

Siis valatakse see #ra ja asendatakse uue lahusega, soojen-
datakse kergelt leegil (kuni preparaat omandab metalse
ldikega mustjaspruuni vdrvuse), lastakse toimida 3 min.
Loputatakse destilleeritud veega 15 sek.

lLastakse kuivada, uuritakse.
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Spiroheedid on pruunid v8i mustad.

Pimevil jameetod.

Pimeviljameetodit rakendatakse mikrobioloogias sageli
viikeste mikroorganismide uurimiseks kui ka {ildse elusmikroo-
bide kuju miiramiseks. Siin asendatakse Abbé valgusaparaat
eriliste pimeviljakondensoritega. Sellistest kondensoritest
ei 1H#bi objektiivi tsentraalsed valguskiired, sest neid takis-
tab kondensori alumisele pinnale asetatud must ketas v8i kon-
densori sees olev kumerpeegel. Kondensori ava peab olema suu-
rem kui objektiivi ava. Kondensorisse pHisenud Hirekiired
peegelduvad seal vastavalt kondensori ehitusele, tungivad
sellest 1li#bi, libivad esemelauale asetatud esemeklaasi ja
katteklaasi vahel oleva uuritava materjali. Kui kiired ei puu-
tu kokku uuritavas materjalis olevate mikroobidega v381 aine-
osakestega, pdrkavad nad vastu katteklaasi iilemist seesmist
pinda, peegelduvad ja vdljuvad kondensorist vastaspoolselt.
Sel juhul on taust must - tume. Kiired, mis pSrkavad vastu
aineosakesi, murduvad, tungivad 1dbi objektiivi edasi vaat-
leja silma. Refraktsiooni t3ttu saavad pimedal taustal vede-
likus olevad mikroobid ja muud aineosakesed helendavatena
nihtavaks.

Preparaat valmistatakse uuritavast materjalist Shukese
kihina eseme~- ja katteklaasi vahel. Uurimisel asetatakse kon-
densori filemisele osale esemeklaasi alla seedridli v3i glit-
seriin, mille valgusmurdumiskoefitsient on praktiliselt vdrdne
klaasi omale,ja sellega suureneb mikroskoobi toovdoime, kuna
on vilditud valguskiirte hajumine. Uurimisel mikroskoobis
kasutatakse tasapeeglit ja tdiesti avatud dlafragmat.

Algloomad-Protozoa.
Algloomad on ainuraksed mikroorganismid, kuid seal juures
vérreldes bakteritega tunduvalt keerulisema ehitusega. Rakule
vajalikeks talitlusiks on rakuplasma eristunud organellideks.

Algloomal v8ib rakuplasmal tiheldada seemist vedelamat osa -
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karjetaolise chitusega entoplasmat, milles asub tuum,kontrak-
tiilsed vakuoolid raku ekskreetidega ja toitainete varud in-
klusiconidena. VEline osa on homogeenne tihedama ehitusega -
ektoplasma, mis pinpal tiheneb pelliculdks. Algloomad palju-
nevad suguta -~ pooldumisel, pungumisel,méningad osadeks jagu-
nemisel ja su;uliselt kopulatsiooni ja konjugatsiooni teel.
41lglromad on 'iivuvad kas kulendite, viburite v81i ripsmete
abil. Liigi sillitamiseks ebasobivates elutingimustes moodus~
tuvad tsfistid. 3

Algloomad kunluvad peamiselt 4 alljargnevasse klassis:
1. Rhizopode - juurjalgsed,
2. Flagellata =~ viburlased,
3. Ciliata - ripsloomad,
4, Sporogzoa ~ sosloomad.

Erinevatesse klassidesse kuuluvate algloomade morfoloo~-
glat v8ib mikroskoobilisel uurimisel kindlaks midrata natiiv-
setes preparaatides eseme~ ja katteklaasi vahel, rippuvtilga- -
meetodi, pimeviljameetodi ja faaskontrastmikroskoobi abiljkuid
algloomi v3ib uurida ka virvitud preparaatides mitmesuguste
meetodite jirgil.

Mikrobioloogias on olulise tidhtsusega rida patogeenseid
algloomi, Nelst Rhizopoda klassist k8igepealt Entamoeba his-
tolytica, mille morfoloogiat v&ib uurida nii natiivses pre-
paraadis kul ka virvitult raun<hematokstiliiniga. Entamoeba
histolytica on 30-40u libimfddus ainurakne mikroorganism,mille

. kuju liikumisel tekkivate kulendite tdttu muutudb. Rakuplasmas
on tuum, milles asub kariosoom. Oluliseks tunnuseks mittepato-
geeraeist amdtbidest eristamiseks on neil rakuplasmas fagot-
sfiteseritud punalibled. Plisivermid -~ tsiistid ei sisalda puna-
libiexid, neis esinedb tavaliselt 4 tuuma.

gellatna klassist on tahtaa& G.Trypanosoma ja G.Leish-
menia. . Tr senosomn ‘sge kuuluvad mikroorganismid on umbes
1215 M snurused piklizud moodustised, millel laineliselt piki
rakuk:r4 kulgev unduleeriv membraan ldpeb vaba viburina. Re-
pEnoviki=ulemsa jargi varvitud preparaadis om rakuplasma var-
vurud Lelesiniselt,tuum ja membraan iihes viburiga punaselt.

G. Leishmapia'sse kuuluvad algloomad on patoloogilises
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materjalis viiksed ovaalsed 2-3 p( 1#bimB3duga viburiteta
moodustised, mis viirvuvad Romanovski-Giemsa jirgl helesini-
selt. Kultuurist valmistatud preparaadis on need algloomad
piklikuma kujuga ja viburiga. Kultuuris on neile iseloomu-
1ik rosetikujuline asetus, kusjuures viburid on suunatud
roseti keskele.

Sporozoa klassi G.Plasmodium'isse kuuluvad malaariateki-
tajad algloomad. Plasmoodid on pumaliblesisesed parasiidid,
neid v8ib uurida haige verest tehtud #igepreparaatides Roma-
novski-Giemsa jJirgi virvitult. Inimese punalibledes toimub
plasmoodi suguta sigimise faas. Nditena vaatleksime kdige
sagedamini esineva Plasmodium vivax'i arengut punalibles.
Suguta sigimise faasi algul on see plasmood vidike ovoidne
kehake, mille 14bim88t on 1/5 punalible 14bim68dust. Ta tun-
gib punaliblesse, areneb seal algsuurusest poole suuremaks
rongakeseks. Romanovski-Giemsa meetodi jérgl on rOngake Vir-
vunud siniseks, iiks osa rdngakesest on paksenenud ja moodus-
tab sdlmekese, mis virvub punaseks. See vorm moodustab nagu
pitsatsdrmuse. Siis hakkab rdngakujuline moodustis suurene-
ma. Sel ajal tekib punalibles eriline pigmendl kogunemine
Schiiffneri tdhnidena. Raﬁéad suurenevad, muutuvad ebakorra-
pirase kujuga ambdbitaolisteks moodustisteks, mis on terali-
selt pigmenteeritud. Siis omab plasmood ebakorrapirase ketta
kuju, mis tdidab kogu punalible. Punalible on ise suurenenud
ja kahvatu virvusega. Pigment koguneb plasmoodi keskossa rat-
takodara taoliselt, perifeerselt tekivad plasmoodis silgud,
siis hiljem segmenteerub keskosa ja tekib tiliipiline morula-
taoline moodustis. Siin on punalible tavaliselt 1,5 korda
normaalsest suurem. Plasmood jaguneb 15-20 osaks - merotsoidi-
dbks, mis punalible lagunemisel pHisevad vereringesse ja on
suutelised punaliblesse tungimisel uuesti algama arengut.
Selline areng sel plasmeodi 1iigil kestab 48 tundi.
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10.

PT58Ulesande d.

Valmistada Higepreparaat pirmseente suspensioonist, viarvi-
da Loffleri mettileensinisega 10 minutit ja uurida.

Candida albicans'i kultuurist valmispreparaat viarvida Grami
meetodi jirgi ja uurida.

Kiirikseente kultuurist tehtud valmispreparaat virvida
Grami meetodi jdrgil ja uurida.

GoMucor'i 1iigi kultuurist valmispreparaat vurviéa Loffleri
metiileensinisega 5 minutit ja uurida.

G.Penicillium'l kultuurist valmispreparaat vdrvida Loffleri
metiileensinisega 5 minutit ja uurida.

Valmistada digepreparaat lilemiste tagumiste molaaride ham-
bakaeltel olevast hambakatust, vidrvida Giemsa-Romanovski
meetodi jdargi ja uurida.

Vaadata suuspiroheetide demonstratsiooni pimevidljas.
Vaadata demonstratsiooniks vil japandud Leptospira, Tre-
ponema ja Borrelia preparaate.

Valmispreparaadis tundma 8ppida Plasmodium vivax'i morfo-
loogiat arengul punalibles.

Tundma Oppida demonstratsiooniks viljapandud valmisprepa-
raatides Leishmania, Trypanosoma ja Entamoeba morfoloogiat.
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V praktikum.,
T eema: MIKROOBIDE PUSIOLOOGIA.

Mikroobide morfoloogiasa
kordamine?’
Mikroobide resi1 oloogia.

Mikroobide filsioloogia kisitleb nende peamisi elulisi
funktsioone, nagu toitumist, liikumist, hingamist ja sigimist.
PShilise osa mikroobide uurimisel moodustab nende kasvatamine
kunstlikel sSttmeil, sest ainult kunstlikel sddtmeil on voi-
malik igakiilgselt uurida mikroobe.

Tdhtsamaks vdlisteguriks mikroobidele on toit, mis on
neil energiaallikaks ja siinteesi materjaliks. Mikroobiliigid
on toitumise poolest viga erinevad, nii et iga mikroobiliigi
toitumist v3ib nimetada omaette probleemiks. Osa mikroobe
ammutab endale vajalikud toitained viga lihtsaist iihendeist,
kuna osale on vajalikud keerulise struktuuriga orgaanilised
ained. Mikroobid toituvad osmoosi teel, kusjuures rakukestal
on selekteeriv vdime, omadus valida sobivaimat toitu. Mik-
roobirakud ammutavad toitaineid iimbritsevast keskkonnast,
mida nad kasutavad oma rakuplasma siinteesiks. See toimub terve
hulga keemiliste protsesside ndol. i

Mikroobide kunstlikel sootmeil on tdhtis koht mikrobio-
loogilistes uurimistes. Kunstlikkude stdtmete rakendamine
vdimaldab isoleerida mikroobide puhaskultuuri, sest looduses
esinevad peamiselt mitut 1liiki mikroobid koos. Kunstlikke
stttmeid kasutatakse suure hulga mikroobide kasvatamiseks,
nagu bakterilaalsete antigeenide ja vaktsiinide valmistami-
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seks.

Mikroobid arenevad keskkonnas ainult vee Jjuuresolekul,
kuna nad kasutavad toitumiseks vees lahustunud toitaineid os-
moosi teel. Neile on'vajalikud kdigepealt toitumiseks 1) ai-
ned, mis osutuvad limmastiku, siisiniku, hapniku ja vesiniku
-a11ikaiks, 2) mitmesugused anorgaanilised soolad, 3) vita-
miinid v81 kasvu faktorid.

Olulisemaks on siisiniku ja lédmmastiku allikad ja vasta-
valt .sellele, milliseist ilhendeist nad ammutavad need elemen-—
did, liigitatakse mikroobe: 1) au t o tr oo f s e d mik-
roobid, mis ei vaja toitumiseks orgaanilisi ilhendeid. Siin
on silisiniku allikaks enamasti Shu coz,karbonaadid Jja lémmastiku
allikaiks ammoniaak ja ammooniumsoolad ~ mitmesugused liht-
sad anorgaanilised iihendid, 2) he t er o troof s ed
mikroobid, mis vajaliku siisiniku saavad keerulise struktuuriga
orgaanilistest fihenditest, kuna ldmmastiku allikaks v@ivad
olla mitmesugused ained, nagu a) mineraalithendid, b) amiino-
happed, c¢) amiinohapped ja kasva faktorid. Heterotroofseid
mikroobe, kui nad kasutavad toitumiseks surnud orgaanilist
ainet, nim. me ta tro o f s e t e k s, ja kui elus orgaa-
nilist ainet ~paratroofseteks.

Mikroobe saab liigitada triiptofaani vajaduse jirgi: 1) osa

'nikroobo, mis ei kasva triiptofaani puudumisel, nH#it.Clostri-
dium tetani, 2) mikroobid, mis ise lBhustavad valkudest vaja-
1liku trtptofaani, n#it. Escherichia coli, 3) mikroobid, mis
algul kultuuris pole suutelised l8hustama, kuid hiljem 18hus-
tavad endale kasvuks vajaliku triptofaani.

Mikroobid vejavad st.tmeil kasvuks kas v31i minimaalsetes
hulkades mitmesuguseid anorgaanilisi tihendeid, nagu K,HPO,,
ugso‘, NaCl, FeSO,, CaCl, jne.; need soolad lahuseis ionisee-
rituna on kataliisaatoreiks rakus toimuvates keemilistes prot-
sessides. Osa elemente v3ib esineda sdttmeis klillaltkl suures
kopguses, nagu Na, K, Ca, Mg jne. 0,1% kuni 0,8%. Teiste ele-
mentide, nagu Fe, Cr, Cu jne. juuresolek on vajalik ainult
minimaalsetes hulkades, need mikroelemendid tavaliselt satu-
vad siitmeisse juba vajalikul hulgal koos teiste {ihenditega
vil veepa.



Stbtmeis on mikroobidele kasvuks vajalikud veel erilised
ained, kasvufaktorid. Kasvufaktoreiks nimetatakse selliseid
aineid, mille minimaalsete hulkade juuresolek, ilma et mik-
roob neid siinteesiks, toimib keemiliste protsesside kataliisaa-
torina v8i aitadb moodustada selliseid kataliisaatoreid. Sellis-
teks aineteks v8ivad olla rakuplasma silinteesiks mittevajalikud
amiinohapped, mitmesugused puriin- ja piliridiinderivaadid,eriti
.aga vitamiinid, nagu B~vit. kompleksi kuuluvad ained.

Mikroobide kunstlikud
s 6 06tmed.

Mikroobide kunstlikkude sddtmete kohta kehtivad jérgmi-
sed pBhinduded:
1) sétde peab sisaldama k8iki vajalikke aineid mikroobi
toitumiseks;
2) stdde peab olema steriilne, sest gmidu pole viimalik iso-
leerida puhaskultuurij; '
3) sbtotmel peab olema optimaalne vesinikioonide kontsent-
ratsioon;
4) sttde peab olema v8imaluse piirides selge’ ja libipaistev,
et kergem oleks miirata mikroobide kasvu olemasgolu.
Mikroobide stttmed el pea mitte ainult sisaldama mikroo-
bidele toitumiseks kBiki vajalikke elemente, vaid stttme fili-
sikalis-keemilised omadused peavad vastama mikroobide eksis-
teerimise optimaalsetele tingimustele. Sé5tmeil peab olema
optimaalne pH, niiskus, osmootsed omadused, konsistents jne.
Kui sdvde vastab k8igile neile nBudeile, siis on ta mikroo-
bidele kasvuks optimaalne. 3
Mikroobide sBdtmeid v3ib riihmitada jirgmiselt:
1) 1liht- ehk pBhisidtmed,
2) valik- ja diferentsiaaldiagnostilised sootmed,
3) stinteetilised stGtmed,
4) dehiidreeritud sddtmed. ;
Peale selle jagunevad veel stt6tmed vedelateks Jja
tahketeks sootmeteks.

—45-



Liht-~ ehk pBhisddtmed.

Lihavesi.

Enamiku sddtmete aluseks on lihavesi, mille valmistami-
seks vOetakse 500 g rasvata, kddlusteta ja kestadeta looma-
vdi hobuseliha, hakitakse peeneks ja asetatakse 1000 ml kae-
vuvette 12 tunniks matsereeruma, siis keedetakse 30 minutit
100°% Juures, kurnatakse ja asetatakse kolbidesse v0i pudeli-
tesse ja steriliseeritakse. Seda lihavett vdib kasutada soot-
mete valmistamiseks.

Lihapeptoonpul jong.

Lihaveele lisatakse 1 1 kohta juurde 10 g peptooni, 5 g
NaCl, keedetakse, reguleeritakse pH 7,6-8,2-le, filtritakse
ja steriliseeritakse mitmesugustes ndudes vastavalt vajadusele
kas katsutites v81i kolbides 20 minutit 115° C Juures autoklaa-
vis.

Martin'i peptoonvesi. ;

See valmistatakse pestud ja peeneks hakitud seamagudest,
vBetakse 250 g seamagusid 1000 ml destilleeritud vee kohta
ja 10 ml HC1l (erik. 1,18). Siis hoitakse 24 tundi 50° C juu-
res. Sel juhul 16hustab maolimanahas olev pepsiin valgud pep-
tooniks. Vdetakse vedelik, neutraliseeritakse ja steriliseeri-
takse 20 min. 115° ¢ Juures. Lihapeptoonpul jongl valmista-
miseks lisatakse Martin'i puljongit lihaveele vdrdses koguses.
Hottingeri pul jong. {

Vdetakse 500 g rasvata, kd8lusteta ja kestadeta liha-
tiukke ja asetatakse 1 1 keeva kaevuvette, keedetakse 15-20
min. 100° ¢ Juures. Siis hakitakse liha peeneks, reguleeri-
takse vedeliku pH 8,0 ja lastakse liha ja vee segu jahtuda
h5—h0°-n1, lisatakse juurde pankreatiini 0,5-1%. Aegajalt
loksutatakse ja reguleeritakse pH 7,7-8,0. Antud segule lisa-
takse 2-3% kloroformi. Suletakse pudel Ohuklindlalt kummikor-
giga. Pudelis ei tohi segu olla ile 2/3 kogu pudeli mahust.
Niitid asetatakse pudel termostaati 7-14 pHevaks. Vahepeal aeg-
ajalt loksutatakse ja iga loksutamise jdrel avatakse kork
kloroformi aurude eemaldamiseks. I.0puks filtritakse. Hottin-
geri pdljongit yﬁib kasutada lihapeptoonpul jongi kuil ka teiste
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sgotmete valmistamiseks, lahjendades seda veega 1:5 v&1 1:10
vastavalt vajadusele.

Taoliste pdhistotmetena v3ib kasutada taimseid autolii-
saate, nagu pdrmseente autoliisaati, linnasevett jne. mitme-
suguste sodtmete alustena.

Lihtsddtmeina on veel kasutusel vedelad loomsed produk-
tid, nagu piim, sapp jne.

Tahked stdtmed vSivad olla kdigepealt mitmesugused taime
sed produktid, nagu kartul, pdrgand, puuviljad jne., siis
leidb jt.

Enamikul Jjuhtudel saadaKse aga tahkeid sdGtmeid md3nin-
gate indiferentsete tahkestuvate ainete lisandamisel v3i kasu-
tatakse tahke stdtmena koaguleeritud valke, nagu vereseerumit
Jne.

Mikrobioloogia ajaloos kasutatl esmase tahke stdtme alu-
sena #%elatiini, mis valmistatakse vasika kontidest, peadest,
jalgadest jne. Zelatiin on keerulise struktuuriga valguline
ilhend, pShiline tarduv aine on kollageen. Zelatiini sulamis-
tdpp on 32-34° C. Tahke sidtme saamiseks lisatakse lihapep~-
toonpul jongile 10-15% zelatiini. Kuid sellisel tahkel s800t-
mel v3ib mikroobe kasvatada ainult 20-30° C juures, mitte
aga patogeensetele mikroobidele vajaliku 37%i6 juures. Selles
temperatuuris on 2elatiinsddde vedel ja pealegi veeldavad
zelatiini ka mikroobid oma proteoltititilise fermendiga.

Parimaks, v8iks Selda ideaalseks tahke stdotme aluseks
on agar-agar, mis saadakse Genus Florideae'sse kuuluvaist
merivetikaist kuivatamisel. Agar-agar sisaldab vdhe lammas-
tikithendeid, peamine koostisosa on pektiinitaoline geloos
poliisahhariidi paritoluga, mis pundub vees, lahustub keemi-
sel 92-95° ¢ Jjuures ja jahtudes tardub 40-50°C juures. Agar-
agar lahustub keemisel, tekib liimjas lahus, mis jahtumisel
tardub. Sootme tahkestamiseks lisatakse 1,5-2% agar-agarit
lihapeptoonpul jongile, et saada lihapeptoonagarit. Sellist
soodet ei veelda mikroobid oma fermentidega ja see piisib tah-
kena igasuguse vajaliku kasvutemperatuuri juures.

Need on tiéhtsamad liht- ehk pdhisdotmed, mida kasuta-
takse paljude mikroobide kasvatamiseks ja mis v&ivad olla
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aluseks valikstdtmete ja diferentsiaaldiagnostiliste soot-
mete valmistamisel.

Elektiivsed ehk valik- ja diferentsiaal-
dlagnostilised stdtmed.

Valiksddtmed saadakse, kui mikroobide kasvu soodustami-
seks on vajalik teatud ainete lisandamine, ndit. glikoosi
lisatakse 1-2% lihapeptoonpuljongile v31 -agarile.

Osale mikroobidest osutub vajalikuks 5-10% defibrineeri-
tud vere, vereplasma vdi -seerumi lisandamine lihtséotmeile.
M&ningail juhtudel on sddtmes vajalik kanamunakollane jne.
Elektiivesed stdtmed v3ivad olla Hdrmiselt keerulise koosti-
sega, sisaldada loomse piritoluga valke, amiinohappeid, mitme-
suguseid anorgaanilisi {ihendeid ja kaavufaktoreid.

Elektiivsed sootmed v8ivad olla koostatud selliselt, et
ainult teatud soovitud mikroobiliik kasvab histi vastaval
s8dtmel; teiste mikroobide kasvu pidurdamiseks lisatakse sdot-.
meile kas mdningaid vdrvaineid, kemikaale, sappi jne. v8i
kohandatakse s&bttme reaktsioon sobivaks ainult iithele liigile.

Tahtsaks valikssG6tmeks on nHit. L 6 £ f 1l er 1 s 8 6~
d e, mis valmistatakse kolmest osast vasika v3i lamba vere-
seerumist ja Uhest osast 1%-lisest glitkoos-lihapeptoonpul jon~
gist. Seda segu koaguleeritakse vastavas koagulaatoris I
paeval - 80° ¢ juures 2 tundi, II pHeval - 80-85° juures
1 tund ja 90-95° Juures 1 tund.

Sellist koaguleeritud tahket vereseerumsiodet kasuta-
takse patogeensete mikroobide, n#it. difteeriatekitajate
kasvatamiseks. :

Diferentsiasaldiagnostilisi
sﬁbtmeidvkasutaéikae mikroobide biokeemilise aktiivsuse
miiramiseks. Mikroobidel esinevate fermentatiivsete omaduste
nfdramiseks kasutatakse stisivesikuid, alkohole ja glilkosiide
sisaldavaid stGtmeid, millele on juurde lisatud indikaator
happelise reaktsiconi kindlakstegemiseks ja kiirimistoruke
vabaneva gaasi demonstreerimiseks.

K3igi eespool toodud stttmete kvalitatiivne Ja kvanti-
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tatiivne keemiline koostis pole tidpselt teada, kuna enamikul
juhtudel kasutatakse loomse v31i taimse piritoluga stdtme koos-
tisosi. ¢

Stinteetililised sbbtmed.

Stinteetilised stttmed on sellised, mille valmistamiseks
kasutatakse keemilisi flhendeid ja vett tipsetes hulkades v3i
kindlas vahekorras. Kasutades .selliseid stotmeid, v3ib uurida
. bakteri ainevahetusprotsessi ja miidrata illdse bakterite elulis-
te funktsioonide mehhanisme. Lilitades siin sootmest vidlja
méne aine v6i muutes tema kontsentratsiooni, v3ib mikroobi-
rakus tekkinud muutuste jirgi otsustada vastava aine vajalik-
kust mikroobile. Stinteetiliste sdttmete valmistamiseks kasu-
tatakse keemiliselt puhtaid aineid ja lahustatakse need bi-
destilleeritud vees.

Dehiidreeritud s66tmed.

Sageli on viiksemates laboratooriumides raskusi sidtme-
te valmistamisega. Selleks valmistatakse ttostuslikult iga-
pievases t88s k3ige sagedamini kasutusel olevaid stdtmeid
kuivstdtmetena pulbri kujul. Neid saab kasutada, kui pulbrit
lahustada vees 1,5-6% kontsentratsioonis ja segu keeta ees-
kirjade kohaselt, mis on kaasas vastavail stdtmeil.

S66tmete pi méaédramine.

Patogeensed mikroobid nduavad oma kasvu optimumiks tea-
tavat kindlat vesinikioonide kontsentratsiooni stdtmeis. Ena-
mik mikroobe kasvab neutraalses v3i ndrgalt leeliseses kesk-
konnas., Stttmete valmistamisel midratakse sdodtmes pH ja et
see tunduvalt el muutuks steriliseerimisel v38i mikroobide
kasvu kestel, selleks lisatakse sddtmeile regulaatoreid e.puhv-
reid. Need on ained, mis omavad afiinsust hapetele ja leelis-
tele, sellega neutraliseerivad sddtmele lisanduva happe kul
ka leelise, hoides alal stttme esialgse vesinikioonide kont-
sentratsiooni. Sootmeile lisatakse regulaatoreina tavaliselt
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fosforhappe Na- ja K- primaarseid ja sekundaarseid sooli, kus-
Juures peptoon ja lihavesi ise on ka juba puhvriteks.

: Mikroobide sodtme reaktsiooni sobivus s8ltub vesinikioo-
nide kontsentratsioonist - t3elisest happesusest. Seda mirgi-
me pH-ga. TOeline happesus s8ltub aga sddtmes olevate hapete
ja leeliste elektroliilitilisest dissotsiatsioonist teatud olu-~
korras. Dissotsiatsiooni ulatus lahuses aga oleneb happe v3i
leelise lahjendusest, temperatuurist, regulaatoreist jne.

T6elist ehk aktuaalset happesust - vabade H-ioonide kont-
sentratsiooni lahuses miiratakse 1) elektromeetriliselt ja
2) kolorimeetriliselt.

Elektromeetriliselt miiratakse tuntud ja tundmata lahus-
te potentsiaalide vahet. Kolorimeetrilisel meetodil peab stot-
mele lisatud indikaator muutma oma virvust, nii et virvivarjun-
did varieeruksid koos s00tme vesinikioonide kontsentratsiooni
muutustega.

Tavaliselt kasutatakse kolorimeetrilistest meetoditest
Michaelise meetodit. Sel puhul v@etakse terve rida indikaato-
reid, mille virvivarjundid sSltuvad pH-muutusist lahuses.Val-
mistatakse erinevate vesinikioonide kontsentratsiooniga stan-
dard-indikaatorlahused, mis virvuselt erinevad, Jja nendega
vérreldakse uuritava sddtme virvust vastava indikaatori lisan-
dusega.

Standard-indikaatorlahuste valmistamiseks kasutatakse
nitrofenoole destilleeritud vees jiargmiselt:

0,3% meta-nitrofenool erineva virvusega pH 6,8-8,4 piires,

0,1% para-nitrofenool . » pH 5,4-7,0 b
0,25% ¥ -dinitrofenool " " pH 4,0-5,6 "
0,05% < -dinitrofenool " o pH 2,8-4,4 ®

pH midramiseks Michaelise meetodi jargi vGetakse puust
plokkstatiiv 4-le katsutile. KOigepealt valmistatakse uuri-
tava vedelsdotme lahjendus destilleeritud veega 1l:3. SUotmed
on tegelikult puhverlahused, mida vdib destilleeritud veega
lahjendada, ilma et nende pH muutuks. Stdtme lahjenduseks
v3etakse kolbi 10 ml destilleeritud vett ja 5 ml stodet. Eda-
si asetatakse Jjirgnevalt katsutitesse, niit.: katsutisse
nr.l 6 ml sdtme lahjendust + 1 ml meta-nitrofenooli, kat-
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sutisse nr.2 6 ml sddtme lahjendust + 1 ml dest. vett, katsu-
tisse nr.3 6 ml destilleeritud vett.

Katsutid asetatakse statiivi ja neljandale kohale stan-
dard-indikaator metanitrofenooliga. Siis vOrreldakse ldébival-
gustusel standard-indikaatori varvust vastavalt stéddet ja
metanitrofenooli sisaldava katsutiga ja hinnatakse iihesuguse
varvuse esinemisel pH.

: Kartulssstme valmistamine.

£

Puhtaks pestud kartulid kooritakse hdbenoaga ja 1diga-
takse kuupjateks kogu suuruses. Kuupjad tilkid asetatakse ndus-
se destilleeritud vette.  Siis 18igatakse puuriga 4-5 cm kdrgu-
sed silindrikujulised tilkid ldabimdtdus 1-1,5 cm ja poolitatakse
pikuti diagonaalselt. Tiikid kuivatatakse filterpaberiga ja
asetatakse Roux' kartulsddotme katsutitesse. Katsuti pdhja ase-
tatakse mdni ml vett véi 5%-list gliitseriinpuljongit kuni kar-
tuli alumise osani. Kartulstdtmed steriliseeritakse autoklaa-
vis 120° ¢ Juures 20 minutit. Peale steriliseerimist aseta-
takse stdtmed ldngasendisse jahtuma.

Etlvitehaltka.

Mikrobioloogilistes uurimistes on tidhtsaim koht kiilvide
teostamisel ja kultuuridest preparaadi valmistamisel. See te-
gevus peab toimuma teatud kindlate viljakujunenud ratsionaal-
sete vOtetega, mis tagavad to0 edukuse ja iihtlasi ka ohutuse.
Seal juures tuleb veel erilist tdhelepanu osutada sellele, et
kogu t06 kestel meid uUmbritsevast keskkonnast, Shust,eil satuks
juhuslikud mikroobid katsuteisse ega reostaks kultuure. Sel-
lise reostuse vidltimiseks hoitakse avatud klaasndud kides ling-
asendis ja nende suudmed kuumutatakse leegil pdrast avamist °
ja enne vattkorgiga sulgemist, et katsuti v3i kolvi avale
juhuslikult langenud mikroobid hiviksid.

Bakterioloogilised kiilvid uuritavast materjalist kunst-
likkudele sdtmetele katsuteis ja kolbides tehakse vilksemate
materjalihulkade puhul killvindela v3i -aasa abil ja suuremate
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hulkade puhul Pasteuri pipetiga v8i gradueeritud pipetiga.
Kiilvid sd6tmeplaatidele tehakse killvinSela ja Drigalski kepi-
kese abil. :

Katsutitesse v3ib teha kfllve kahel viisil, nii et korra-
ga on kies ainult iiks katsuti v5i mBlemad katsutid.

Esimesel juhul tehakse killvi jirgmiselt: léngasendis
katsuti killvatava materjaliga v8etakse vasakusse kitte esi-
mese kolme sOGrme vahele, nii et katsuti toetub pdidla ja
esimese s3rme vahele pShjaga kie dorsaalsele pinnale. Sel juhul
on ka katsuti sisu kogu ulatuses hdsti nihtav. Paremasse kitte
vBetakse esimese kolme sdrme vahele pliiatsi asendis kiilviaas
(v61i -ndel), nii et killviaasa ja klaaskepikese osa 20 cm ula-
tuses oleks vaba. Killviaas steriliseeritakse leegis kuumuta-
misega kuni h5dgumiseni, siis lastakse kergelt leegist 1&bi
ka traadi jooteosa klaaskepikese killjes. Selle Jdrel lastakse
klilviaas jahtuda. Siis vOetakse katsutilt puuvillkork kerge
kruviva liigutusega parema kie peopesa ja viienda sOrme v31
dorsaalselt neljanda ja viienda sdrme vahele, kuhu see kork
J&db kogu kilviprotsessi ajaks. Siis kuumutatakse leegll kat-
sutl suudmeosa. Niliid v3etakse kiilviaasaga katsutist materjal
ettevaatlikult ilma katsutl seinu ja suudmeosa puutumata.

Selle jérel kuumutatakse leegil katsuti suudmeosa, katsutl
suletakse puuvillkorgiga endise kruviva liigutusega ja ase-
tatakse statiivile. Niiiid vbetakse vasaku kiega katsuti,ndit.
léngagarsdotmega eespool kirjeldatud asendis, nii et sddtme
pind illespoole jHidb. Jillegi avatakse katsuti parema kiega
nagu eelmisel korral, kuumutatakse suudmeava, viiakse kiilva-
tav materjal killviaasaga katsutisse sdotmele. Kiilvi teosta-
mist lihtlingagarile alustatakse katsuti pShjast, libistades
aasa sUotmepinnal tihedate siksakjoontega kogu ulatuses.
Siis kuumutatakse leegil katsuti suudmeosa, suletakse vatt-
korgiga ja asetatakse statiivile. Selle jirel steriliseeri-
takse killviaasa leegil kuni h38gumiseni, lastakse leegist
1ibi ka jootekoht jaal les sils asetatakse
kt1lviaas selleks ettenihtud statiivile.

Teisel juhul on erinevus ainult selles, et vOetakse ees-
pool kirjeldatud asendis vasakusse kitte 2 katsutit, s.o.
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killvatava materjali kui ka sdotme katsutid, nii et endale on
lihemal killvatava materjali katsuti. Katsutitelt eemaldatakse
vattkorgid samuti parema kiega, kusjuures korgid jdivad peo-
pesa ja viienda s8rme ning neljanda ja viienda sOrme vahele.
Kiilviaas on samuti paremas kies ja kiilv tehakse nagu eelmisel
juhul, siis kuumutatakse enne ja pdrast killvi mB8lemad katsuti
suudmeavad korraga ja suletakse katsutid. Muu osa killviprotses-
sist on eespool kirjeldatud.

Vedelstotmeisse tehakse killvid samal viisil. Uldse ees-
pool kirjeldatud katsutite avamine ja sulgemine toimub alati
steriilsetes tingimustes bakterioloogiliste menetluste libi-

" viimisel.

Pistekiilv katsutis piistasendis tahkesse siotmesse tehakse
nii, et kiilvatav materjal viiakse killvinBelaga sBttmesamba
keskosas katsuti pShjani. Pisteklilvi v3ib ka teostada nii, et
vasakus olev s8ttmega katsutli asetatakse avaga alla ja paremas
kies plistasendis olevale kiilvindelale lastakse vabalt langeda
sbotmega katsuti, nii Selda vajuda katsuti raskusega.

Kilve stotmeplaatidele Petri tassides v8ib teha sekto-
relsse killviaasaga v3i -nSelaga. Vasakusse kftte vOetakse
sotmeplaat (kaas jd#b avatult lauale), seda hoitakse verti-
kaalasendis, nii.et Petri tassi kiiljeosa takistab Shust mik-
rocbide langust stotmele ja siis paremas kdes oleva killviaa-
saga tehakse killv siksakjoonena stdtmele.

Kiilvi tahkesse agaisﬁﬁtmesse tehakse jdrgmiselt:
k8igepealt sulatatakse piistagarsttde katsutis vesivannis kee-
mistemperatuuri juures ja Jahutatakse vesi vesivannis h5—h8°C,
8.0 temperatuurini,vkua agar on veel vedel ja mikroobid ei
hivi. Niiid kiilvatakse vastav materjal agarisse kas pipetiga
v8i killviaasaga jne. Korgiga kaetud katsuti vGetakse reaaegu
horisontaalasendis peopesade vahele. Edasi-tagasi roteerides
seguneb materjal ilhtlaselt sdttmega. Selle jirel eemaldatakse
katsutilt kork, kuumutatakse suudmeosa leegil ja valatakse
sisu Petri tassile, hoides kaant avatud stdtmepinna kohal.
Siis suletakse Petri tass ja lastakse tahkuda horisontaalsel
pinnal.
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Rippuvtilgameetod.

Rippu4tilgameetod1t kasutatakse elusmikroobide uurimi-
seks, peamiselt nende kuju ja liikuvuse miiramiseks.Selleks
kasutatakse Kochi kambrikesega esemeklaase ja katteklaasi.
VBetakse vdike mustaks virvitud puust plokk, asetatakse selle-
le katteklaas. Katteklaasi geskosale pannakse killviaasaga
uuritava mikroobide suspensiooni vdi vedelkultuuri tilk. Eseme-
klaasil olev {imar 88nsus e. Kochi kambrike piiratakse vase-
liinribaga ja nilid asetatakse esemeklaas GOnsusega allapoole
tilgakohta, nii et katteklaas kleepub vaseliiniga esemeklaasi
kiilge ja tilk juHb BOnsuse keskossa. Siis podratakse kiire
sujuva liigutusega esemeklaas normaalasendisse, nii et ta 30n~-
suse kohale jHi#b katteklaasi kiiljes rippuv tilk. Selliselt
valmistatud preparaat asetatakse mikroskoobi alla ja uuritakse
kuivsisteemi objektiividega. Kdigepealt otsitakse ndrga suu-
rendusega liles tilga d4ris. Samal ajal vihendatakse mikros-
kocbi valgustustugevust diafragma osalise sulgemisega ja kon-
densori langetamisega, nii et paremini oleks nihtav virvuse-
tu tilk. Siis vahetatakse tugev suurenduse objektiiv, ja mak-
romeeterkruvi abil silma kontrolli all langetatakse objektiiv
kuni katteklaasini. Sellejirel juba tdstetakse mikromeeter-
kruvi abil tuubust ja fookustatakse preparaat, nii et hele-
dad mikroobid on histi nihtavad tumedamal taustal.

Tooilesanded.

1. Morfoloogia kordamiseks vdrvida valmispreparaat Grami
meetodi jargi ja midrata kuju, asetuse, virvumuse ja
ehituse jargi, millise mikroobiliigi v3i liikidega on
tegemist preparaadis.

2. Jilgida demonstratsiooniks viljapandud mikroobide soot-
meid. :

3. Masrata lihapeptoonpuljongis pH kolorimeetriliselt Micha-
elise peetodi Jargi.

4, Valmistada kartulsdbde.

5. Tutvuda termostaadi ja koagulaatoriga.
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6. Escherichia coli suspensioonist teha kiilv lihapeptoonpul-
jongisse kiilviaasaga.

7. Stafiilokokkide suspensioonist teha kiilv kiilvindelaga piist-
agarstdotmesse.

8. Rippuvtilgameetodiga uurida Proteus vulgaris'e liikuvust.

¥ praktikun

T e e m a: PUHASKULTUURI ISOLEERIMINE. OHU JA VEE MIKROBIO-
LOOGILINE UURIMINE.

Teostatud Kdilvide wa A m il ones

Eelmisel korral teostatud kiilvide kontrollimisel tulebd
vaadelda, kas kultuurides esineb ainult killvatud mikroobiliik
v8i on leida seal juhuslikult sattunud muid mikroobe.

Escherichia coli annab pul jongis kasvades iihtlase higu-
suse ja vidikese sademe katsuti pdhjas. Preparaadi valmista~-
miseks tuleb vOtta materjali aasaga katsuti pdhjas olevast
sademest, selleks eelnevalt vidltides vedeliku loksutamist
katsutis. rvides preparaati 1:10 lahjendatud Ziehli karbool-
fuksiiniga 5 minuti kestel, on selles mikroskoobilisel uurimi-
sel niha ebakorrapirase asetusega liihikesi Umarate otstega
pulgakesi,kolibaktereid.

Pilstagarisse tehtud pistekiilvis tuleb vdtta preparaadi
valmistamiseks materjali ettevaatlikult sodtme pinnalt piste
kohalt ja see iihtlaselt laiall hGdruda viikeses veetilgas ese-
meklaasil. Ohus kuivanud ja leegis fikseeritud preparaadi
virvimisel Grami jdrgi on niha preparaadi uurimisel gram-posi-
tiivseid kobarja asetusega kerajaid baktereid,stafiilokokke.
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Loomulikes tingimusis, s.t. k8ikjal looduses leidub mit-
mesuguseid mikroobe enamasti ilheaegselt koos paljude liikide-
na. Seepdrast tuleb arvestada, et uuritavas materjalis vdib
samaaegselt leiduda mitmesuguseid erinevaid mikroobiliike.
Mikroobide samastamiseks ehk identifitseerimiseks {lhe vdi tei-
se liigina on laboratoorses praktikas tingimata vajalik eral-
dada sootmeil iksikuid liike, s.t. isoleerida mikroobi puhas-
kultuur.

K81iki mikroobide puhaskultuuride isoleerimise meetodeid
v3ib eraldada kahte riihma:

1) meetodid, mis pBhinevad mikroobide mehhaanilisele eralda-
misele;

2) bioloogilised meetodid, mis vdimaldavad uuritavat mikroobi
eraldada oma erinevate omaduste poolest teistest temaga
koos esinevatest liikidest.

' Esimesse rithma kuuluvad Jdargmised meetodid:

1. Kiulv Drigalski kepikese abil sddtmeplaadile.

VBetakse steriilsed Petri tassid ja valatakse tassl pdhja
vesivannis keetmisel sulatatud lihapeptocnagarsbdde. Peale
s60tme tiielikku tardumist kuivatatakse tassid 20-30 minuti
kestel termostaadis 37° C juures.

Steriilse jahtunud killvinBela v3i aasaga vBetakse uuri-
tavat ainet, asetatakse tassi pBhjas asuvale sdttme pinnale,
t3stes vasaku kHega iihest killjest Petri tassi kaant vaid nii-
palju, et kiilvindel pilust sisse mahub. Siis vdetakse leegis
steriliseeritud ja tiielikult jahtunud Drigalski kepike (vii-
mane kujutab roobitaolist k8veraks painutatud klaaspulgakest)
Ja'haﬁrutakee sellega kiilvimaterjal tahke stdtme pinnal laia-
1i. Seejuures hoitakse vasaku kiie pdidla ja nimetissdrmega
tassi kaant {lhest killjest vihe k8rgemal tassi pdhja kohal nii,
et Drigalski kepike sisse mahuks. Sama kde kolmanda ja neljan-
da sOrme abil keeratakse tassipBhja laual ringi, kuna parema
kidega liigutatakse Drigalski kepikest {lhes suunas edasi-tagasi.
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Ettevaatlikult liikudes Drigalski kepikese painutatud kiil jega
mdtda stdtme pinda 15-20 sekundi jooksul, h3drutakse killvi-
materjal hajali iile kogu sootme. Seejuures ei tohi kepikest
hoides sellele vajutada, kuna vastasel korral v3ib agarsdddet
18hkuda. Siis vBetskse kepikese painutatud killg tassist ja
lastakse selle kaas langeda aluselé. Osa kiilvimaterjalist {ihes
mikroobidega jddb painutatud kiiljele. Sama pulgakesega,mida
hoiti Bhus, nii et see kuhugi vastu ei puutuks, hddrutakse
vajaduse korral veel teise ja kolmanda Petri tassi sddtme pin-
da. Mitme tassi kasutamine {iheks kiilviks on oluline siis, kui
killvimaterjal sisaldab viga suurel hulgal mikroobe. Siis steri-
liseeritakse Drigalski kepike leegis. Killviga Petri tassid
asetatakse pShjaga llespoole ja tehakse mirkmed killvi kohta
tassi pShjale. Siis asetatakse killvid termostaati 379%.¢ juurde
24 tunniks. Igast eluvdimelisest mikroobist areneb paljunemi-
sel palja silmaga nihtav pesa, mida v3ib tavaliselt niha juba
Jargmisel pdeval. \

Jirgmisel pieval vaadeldakse kiilvi fulemusi, hoides Petri
tassi vertikaalselt vastu valget, pdhjaga enda poole. Juhul,
kui killvimaterjal sai hi#sti laiali hdOrutud, on niha sdBtme
pinnal erineva kuju, vidrvuse ja suurusega mikroobipesi, mis
asuvad ithtlaselt hajali iile kogu pinna. Kui aga materjal puu-
dulikult laiali h33ruti, v3ib nzha tassi keskosas erinevaid
pesi tihedalt koos ithtlase limase katuna, kuna tassi perifee-
rias on stdde laias ulatuses puhas, ilma {lhegi pesata.

Juhul kui iiks ja sama materjal killvati eespool kirjelda-
tud viisil jhirgemddda kolmele Petri tassile, on esimesel tas-~
sil niha pesi kBige rohkem ja kdige tihedamalt, teisel tassil
horedamalt, kuna kolmandal on kdige vihem pesi, mis paikne-
vad histl isoleeritult iile kogu sootme pinna. Niiiid uuritakse
algul mikroskoobiliselt, siis palja silmaga v3i luubiga nende
suurust, kuju, vidrvust, pinda. Kul nditeks vdeti kiilviks
materjal, mis sisaldas Escherichia coli't ja Staphylococcus
aureus't, siis on niha sdotmel kahesugused pesad: suuremad
enam libipaistvad sinakashallid kolibakterite pesad ja viahemad
kumera pinnaga kuldkollast vdrvust stafiilokokkide pesad.

Eraldi se;svad erinevad pesad mirgitakse dra klaasipliiat-
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siga, vbetakse neist nGelaga vidhe materjali, tehakse dige-
preparaadid esemeklaasil viikeses veetilgas ja virvitakse
Grami meetodil. Nimetatud preparaatide pBhjal veendutakse,et
suuremad lamedamad ' sinakashallid pesad sisaldavad ainult
gram-negatiivseid pulgakesi, kolibaktereid, kollast virvi
vihemad pesad aga gram-positiivseid kobarjaid stafiilokokke.
Sel teel kontrollitud pesadest v3etakse steriilse kiilvindela-
ga materjali ja killvatakse eraldi stttmeile - Escherichia
coli pesast lihapeptoonpuljongi, Staphylococcus aureus'e pe-
sast lingagarile v3i veriagarplaadile. Kilvid asetatakse jdl-
le termostaati 37° C juures 24 tunniks.

Kolmandal pdeval kontrollitakse kiilve Grami jirgi virvi-
tud preparaatides ja uuritakse puhaskultuurina isoleeritud
mikroobide morfoloogilisi, kultuurilisi jt. omadusi.

2. Joonkililv stotmeplaadile.

Puhaskultuuri isoleerimine v3ib toimuda Petri tassi vala-
tud lihapeptoonagaril ka jhirgmisel meetodil: uuritavat killvi-
materjali vOetakse aasaga v&} nBelaga. Vasaku kdega vOetakse
Petri tassi pdhi lihapeptoonagariga, ja hoides seda silmade
kérgusel peaaegu vertikaalselt, tdmmatakse ettevaatlikult
paremas kies histi lapiti hoitud killviaasaga stotme pinnale
paralleelsed jooned, mis asetsevad iUlksteisest vdhemalt pcole
sentimeetri kaugusel. Igale joonele jéatab kiilviaas kordkcrralt
vihem mikroobe. Isoleeritud pesi leidub peamiselt viimastes
joontes. Neid kontrollitakse ja killvatakse eraldi sddtimeile
nii, nagu eespool kirjeldatud.

3. Lahjendusmeetod.

vdetakse rida (5 ja enam) katseklaase, milles igailhes
on 9 ml lihapeptoonagarsidddet, ja sulatatakse stdde vesivannis
keetmisel. Siis lastakse vesi jahtuda vesivannis kuni 45° ¢
ja asutakse killvl tesstamisele. V3etakse killvimaterjali gra-
dueeritud pipetiga 1 ml v31 kiilviaasaga iiks aasatiis ja kiill-
vatakse cee ilhte katsutisse 9 ml sodtmega. Siis segatakse
kfllvatud materjal sSotmega histi segi, veeretades katsutit
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kiirelt peopesade vahel (seejuures viltides agarsdttme tardu-
mist). Seejirel vBetakse samast katsutist uue steriilse pipe-
tiga 1 ml v3i iks aasatdis ja kiilvatakse edasi jirgmisesse
katsutisse 9 ml s8dtmega, mida taas libi segatakse. Nii tehakse
{ihest katsutist teise tBusvad lahjendused kuni viimase katsu-
tini ja asetatakse need jdlle vesivanni 45° ¢ Juurde. Siis
vBetakse nii palju steriilseid Petril tasse, kui olil: katsuteid,
ja valatakse iga tassi p8hja ithe katsuti sisu ning lastakse
tarduda. Seejirel asetatakse kiilvid termostaati e Juurde.
Histi isoleeritavaid iiksikult asetsevaid pesi vGib tdheldada
tassides kOrgemate materjali lahjendustega.

Sellist lahjendust v6ib 1ldbi viia ka vedelsdttmeis,milleks
kasutatakse suuremal arvul sdﬁtmegd katsuteid. Viimastes lah~
jendustes v8ib sel teel leiduda vaid ‘iiks mikroobirakk, mis pal-
junedes annab soovitud puhaskultuuri. Nimetatud menetlus on
aga tillikas ja leilab praegusel ajal harva rakendamist.

4, Uherakukultuuri saamine.

Felmiste meetodite abil saadud puhaskultuuride kohta ei
saa alati vidita, et need oleksid arenenud ainult tthest mik-
roobirakust. Lahjendatud suspensioonist on vOimalik mikros-
koobi all vastava kapillaarpipeti abil kinni piiiida {ihtainust
mikroobirakku., Selleks on ehitatud mitmesuguseid mikromani-
pulaatoreid kapillaarpipeti hoidmiseks ja sellega iiksikraku
pillidmiseks. Viga peene otsaga kapillaarpipett suunatakse
mikroskoobi kontrolli all erilises kambrikeses rippuvtilgana
asuvasse mikroobide suspensiooni. Mikroskoobil kasutatakse
seejuures kas pimevidlja v8i helevilja kondensorit. T66 mik~
romanipulaatoriga nduab suurt vilumust ning eeldab pdhjali-
kumat ettevalmistust nimetatud teel {lherakukultuuri saami-
seks.

Bioloogilised meetodid puhaskultuuri saamiseks on jirg-
mised:

1. Aine kuumutamine.

Eostega mikroobe on vdimalik eraldada eosteta mikroobi=-
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dest, arvestades fakti, et eosed taluvad kuumutamist 80-100°C
pikema aja jooksul, kuna vegetatiivsed vormid surevad liihema
v61i pikema aja jooksul juba 60° C Juures. Kuumutades uuritavat
materjali vesivannis 15-20 minutit 80° C v81 2-3 minutit 100°C
juures ja kiillvates seejirel stttmeile, on vdimalik saada ainult
eostega mikroobide kasvu.

2. Isoleerimine plektiivae sb6tme abil.

Puhaskultuuri saamiseks kasutatakse sagell stdtmeid, mis
oma koostise tSttu soodustavad teatud mikroobiliigi kasvu, pi-
durdades tugevalt teiste liikide arenemist. Nimetatud scttmeld
kasutatakse tavaliselt eelkultuuridena, kust omakorda tehakse
Umberkillve mitmesugustele stttmetele.

3. Inokuleerimine katseloomadele.

MOnede patogeensete mikroobiliikide puhaskultuuride saa-
miseks stistitakse vastavat uuritavat materjali vastuvdtlikku-
‘dele katseloomadele. Nakatatud organismis paljuneb vastav pa-
togeenne mikroob kdige kiiremini ja sageli peaaegu puhaskul-
tuurina. N#iteks siistitakse Diplococcus pneumoniae VG&i
Bacillus anthracis'e isoleerimiseks. - uuritavat materjali
valgetele hiirtele kdhuSSnde v3i naha alla. Loom sureb in-
fektsiooni tagajirjel ja tema verest tehtud kilvidest v3id
isoleerida patogeenne mikroob puhaskultuurina.

Ghraslelidanvate gikeroodbide
RN T L nln e,

Ohus leidub loomulikes tingimusis alati suuremal vAi
vihemal hulgal mitmesuguseid mikroobe, nagu kokke, batsille,
hallitusseente eoseid jt. Siseruumide Bhus, eriti siis, kui
ruume harva tuulutatakse ja halvasti koristatakse, v3ib peale
selle leiduda inimese hingamisteedest pdrinevaid (ka pato-
geenseid) ‘mikroobe. Halvasti koristatud ruumides v3ib leidu-
da {lhes kuupmeetris BShus viiga palju mikroobe, seejuures eri-
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ti rohkesti talveperioodil.

Peale mikroobide tlldarvu Bhus arvestatakse veel Shu mik-
rofloora sanitaarse niitajana inimese suu jJa nina limaskesta -
delt pdrinevate streptokokkide arvu tthe kuupmeetri uuritava
ruumi Shu kohta.

S8ltuvalt ruumide puhtusest ja aastaajast on siseruumi-
de 8hu mikrofloora arvuline koostis viga k3ikuv, nagu ilmned
ka alljirgnevast tabelist.

Kriteerium eluruumide Shu sanitaarseks hinnanguks Tetsi

jdrgi /mikroobide arv 1 m -8 Shus/

Ry TEAE! S BRI
Phu hinnang mikroobide | neist Ikrooblde | neist
ildarv streptokok+ ildarv strepto-
ke " kokke
puhas < 1500 <16 4500 <36
reostunud - P 2500 >36 7000 >124

Mikroobide arvu miiratakse Ghus mitmel meetodil:

1. Tdpsemaid tulemusi saab elektrijoul todtavate seadel-
distega (nditeks Krotovi aparaat), milles teatud kindel hulk
dhku (keskmiselt 25-250 1) tugeva jduga aspireeritakse apa-

' raadis olevale sdbtmepinnale, millele fikseeruvad Bhus leidu-
vad mikroobid ja nende eosed.

2. Filtratsioonimeetodil imetakse teatud hulk Shku 1l¥bi
reservuaari, milles adsorbeeriva pinnana on klaasipuru {ihes
steriilse veega v3i jille erilised membraanfiltrid mikroobide
fikseerimiseks. Membraanfilter vdi adsorbeeriva aine uhtevede-
1lik killvatakse seejdrel mitmesugustele sddtmetele.

3. Lihtsaim,kuid vihem tdpsem on juba Robert Kochi poolt
rakendatud sadestusmeetod. Selleks hoitakse horisontaalselt
asetatud Petrl tassid steriilse sddtmega lithemat v3i pikemat
aega avatuna uuritavas Shus. Seejdrel suletakse tassid kaanega
ja asetatakse termostaati oy do juurde ning 24 tumni jdérel
loetakse sdtmepinnal kasvanud pesade arv.

V.L.Omel janski arvestuse Jirgl sadeneb 100 el2 suurusele
stdtmepinnale 5 minuti véltel ligikaudu samapal ju mikroobe,
kui neid on 10 1liitris Shus. Nimetatud arvestuse pdhjal saab
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ligikaudselt miirata ka mikroobide arv {lhe kuupmeetri Shu
kohta.

Pesade arvu loendatakse Petri tassis palja silmaga v3i
luubi abil. Juhul, kui pesi on tassil viga palju, kasutatakse
nende loendamiseks Wolffhiigeli ruudustikku Jja arvestatakse
keskmine pesade arv 1 cm2 sdtmepinna kohta (1lxhemalt vt. lk.
66).

Shukillvi vaatlemisel torkab silma kasvanud mikroobipesade
struktuuri suur mitmekesisus. V3ib tiheldada erinevusi pesade
suuruses, kujus, konsistentsis, virvuses ja pinna iseloomus.
Eriti hiisti nihtavad on nimetatud struktuurilised iseidrasused
binokuluarse luubi v3i mikroskoobiga uurimisel. Mikroskoobiga
MBU-2 on vBimalik uurida pesa struktuuri suurenduses 35-119
korda nii pealt- kui ka l¥bivalgustuse juures. Sel teel on
eriti histi ndhtavad pesa struktuurl kdik isedrasused. Vilkeste
pesade 15bimddt v31idb olla vihem kuil 1 mm, keskmistel pesadel
1-4 .mm, kuna suurtel v3ib see olla 5 mm ja enam. Osa pesi on
virvusetud, teised aga vdrvilised, mis sSltub mikroobide pro-
dutseeritud pigﬁentidest - virvaineist. V3ib leida valge,halli,
kollase, oranzi, pruuni, roosakaspunase ja teiste varvivarjun-
ditega pesi. Kujult on pesad kas ilmarad v31 ebakorrapirased.
Pesade #ddris v3ib olla tthtlaselt kaarjas v81 lainjas, sagar-
line, hambuline, narmaline, vahel nagu niritud servadega.Kiilg-
vaates v3ib pesa olla lame, flhtlaselt kumer, vahel sissetdm-
bega tsentris v3i vastupidi - nibutaolise tipuga keskel. Kon-
sistentsilt on pesad pehmed, kdvad, limased v3i kuivad. Pesa
struktuur v8ib olla homogeenne,. peeneteraline, jdmedateraline,
kiudjas vdi lokitaoliselt lainjas.

Mikroobipesa kuju tahkel sddtmel on igale liigile ise-
loomulik ning oluliseks tunnuseks nende identifitseerimisel.’

Mikroobilde arvu mdiramise
meetodidid.

Mikrobioloogilistel tcddel osutub sageli vajalikuks md&a-
rata mikroobide arv uuritavates vedelikkudes ja suspensiooni-
des. Selleks kasutatakse mitmesuguseid uurimismeetodeid:
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1. Mikroobirakkude loendamine.

Mikroobirakkude arvu mddramiseks mingis suspensioonis
kasutatakse kindla suurusega loenduskambreid. Neisse paiguta-
takse teatud kogus suspensiooni ja loendatakse siis mikroskoo-
bi all mikroobirakkude arv vaateviljas niha oleva kambri ruu-
dustikus valemi jairgi: N= -%gggig- ; kus a- kambri ruudu itl-
je pikkus mm-:tes,T- kambri siigavus ja n- mikroobirakkude kesk-
mine arv {ihes ruudus.

Wrighti jdrgi saab mikroobide arvu middrata vdrvitud dige-
preparaatides, mille valmistamisel on segatud uuritavat sus-
pensiooni ja inimese verd vdrdses koguses. Kuna normaalse ini-
mese vere punaliblede arv on suhteliselt konstantne (meestel
5 miljonit punaliblet ilhes mm3—s,) siis loendatakse okulaar-
mikromeetri abil mitmes vaatevidljas kokku kuni 500 punaliblet
ja neile vastav arv mikroobe ja arvutatakse selle alusel mik-
roobide arv 1 ml-s suspensioonis.

2. Elusate mikroobide arvu midramine.

Selleks segatakse kindel kogus uuritavat vedelikku vesi-
vannis sulatatud ja 45° ¢ temperatuurini Jjahutatud agarsddt-
mega ning valatakse vdlja Petri tassi. Peale 48-tiynilist kas-
vu termostaadis 37° ¢ juures (vajaduse korral toimub osa kiilvide
kultiveerimine ka toatemperatuuri juures) loendatakse Petri
tassil sddtmel kasvanud mikroobipesade arv.

3. Mikroobide arvu midramine suspensiooni
higususe alusel.

Voérreldakse uuritavate mikroobide suspensiooni hiigusust
standardsuspensioonide higususega, milles on mikroobide arv
teada. Vajalikke standardsuspensioone toodetakse ja vdal jas-
tatakse tsentraalsete mikrobioloogia instituutide poolt.Tdp-
semalt saab miirata mikroobide arvu selleks konstrueeritud
nefelomeetrites vastava skaala abil kdrvalt valgustatnd sus-

ipensiooni hiigususe jirgi.
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4, Mikroobide kaalumine.

Kindla tihedusega mikroobide suspensiooni saamiseks kaa-
lutakse analtititilistel kaaludel tahkel stttmel kasvavast puhas-
kultuurist vdetud mikroobe niiteks 1 mg ja suspendeeritakse
siis kindlas hulgas vees.

Olgu tdhendatud, et kdik iilalmainitud mikroobide arvu
mdiramise meetodid nduavad viga tipset tehnikat, kuid anna-
vad seejuures ainult ligilihedasi tulemusi.

VYee mikrobilol ovogtiine
uurimine.

Ookeanid, mered, jirved ja teised veekogud on paljudele
mikroobiliikidele looduslikuks keskkonnaks -~ biosfddariks. Mik-
roobide arv antud veekogu vees on seda suurem, mida enam lei-
dub selles orgaanilisi aineid. Seepirast on asustatud punkti-
de naabruses asuvate veekogude vesi palju rikkalikuma mikro-
flooraga kui asustamata rajoonides. Eriti palju on leida mik-
roobe veekogude pShjamudas, kus on ligi 1000 miljonit mikroobi
1 g mudas. ,

Veekogud v3ivad reostuda ka patogeensete mikroobidega,
niiteks inimeste ja loomade pesemisel, pesupesemisel, eriti
aga reovete juhtimisel veekogudesse. Ajajooksul sadenevad need
mikroobid veekogude pdhja ja hukkuvad, talumata konkurentsi
vee loodusliku mikroflooraga. Kdige ksuem piisib veekogudes elu-
vBimelisena eosteta bakteritest normaalse soolemikrofloora
esindaja - Escherichia coll ehk Bacterium coli.

Joogiveeks kasutatav vesi peab olema eriti puhas ning
selle kOlblikkuse hindamiseks on plistitatud vastavad normid.
Puhas hea joogivesi ei tohi sisaldada mitte rohkem kui 100
mikroobi {thes milliliitris. Peab mirkima, et praktiliselt on
raske mifrata uuritavas veeproovis eluvdimeliste mikroobide
1ldarvu. Seepirast piirdutakse ainult aeroobse, metatroufse
ja mesofiilse mikrofloora miiramisega, mis sanitaarselt on
olulisema t#dhtsusega ja mida saab tavalistel stdtmetel kulti-
veerida.
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Mikroobide iildarvu saab aga midrata sel teel, et teatud
kogus uuritavat vett filtreeritakse libi membraanfiltri,mille
jdrel filtrile jJiZnud mikroobid virvitakse 1%-lise karbool-
eriitrosiiniga ning loendatakse mikroskoobis okulaarmikromeetri
abil., Mikroobide arv 1 ml uuritavas vees (x) miidratakse vale-
mi jargi:

X = ’

S . N
R
kus S = filtri pindala ruutmikronites,
okulaarmikromeetrli vilja pindala ruutmikronites,
mikroobide arv, mis leitud vaadeldud preparaadis
okulaarmikromeetri viljal,

V - filtreeritud vee kogus milliliitrites.

Juhul, kui tahetakse miZirata eluvdimeliste aeroobsete
mesofiilsete mikroobide arvu 1 ml-s uuritavas vees, toimitakse
Jjdérgmiselt:

Uuritav vesi lahjendatakse steriilse kraaniveega 1:10,
1:50, 1:100 jne. 0Osa vett kiillvatakse aga lahjendamata kujul.
Vesivannis 100° C Juures sulatatud lihapeptoonagarstdde jahu-
tatakse katseklaasides kuni 45° C. VBetakse steriilsed Petri
tassid ja asetatakse lauale kaanega iilespoole. Uuritavat vett
voetakse steriilse gradueeritud pipetiga 1l ml ja viiakse see
kiirelt Petri tassi pShjale, tdstes tihest ktiljest tassi kaant
vaid niipalju, et pipetiots sinna sisse mahub. Sils v3etakse
vesivannist 45° C temperatuurini jahutatud agarsédde, mida on
katsutis 10-12 ml, ja tBstes jdlle tassi kaant ihest Kkilljest,
valatakse sttde Petri tassi pShjale. Selleks, et s8dde iihtla-
selt valguks kogu tassi pdhjale ja seguneks veega, tuledb tassi
ettevaatlikult kBigutada ringikujuliselt liigutades. Siis jie~
takse tass lauale kuni agari tiieliku tardumiseni. Analoogili-
selt toimitakse kdigi vee lahjendustega. K3igile killvidele mir-
gitakse tassi pShjale lahjendused ja asetatakse siis termos-
taati 24 tunniks 37%C juurde. : :

Jérgmisel pdeval loendatakse luubi abil Petri tassides kas-
vanud pesad. Juhul, kul sﬁﬁtmeplagdil on kasvanud enam kui
300 pesa, tuleb loendamisel abiks votta Wolffhiigeli ruudustik.
Viimane kujutab endast mustale alusele paigutatud klaasplaati.

s
N
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Aluse ja klaasplaadi vahele paigutatakse Petri tass pShjaga
lilespoole. Klaasplaadil asub 1 cm2 suurusega ruutudesse jao-
tatud ruudustik. Eriti tiheda kiilvi korral on lugemise hdlbus-
tamiseks osa ruutsentimeetrilise pinnaga ruute (ruudustiku
tsentris ja diagonaalselt) jaotatud veel ilheksaks viikeseks
ruuduks. Ruudustiku alla asetatud Petri tassil loetakse pesa-
de arv vihemalt kiimnes eraldi asetatud ruudus. Saadud andmeist
arvutatakse keskmine pesade arv 1 om?® kohta (n). Viimane v&i-
maldab omakorda srvutada kogu pesade arvu tassis oleval sbotme-
pinnal. Selleks gntatakse valemit: x - "'ra « n, kus x - pe-
sade Ulldarv tassis, r -~ tassi raadius (seda on ruudustiku all
lihtne m#irata) ja T - konstant 3,14. Kuil nditeks pesade kesk-
mine arv ithes ruudus (n) oli 10, siis 5 cm raadiuse korral oleks
pesi tassis
X m 107 331k « 255 7854
Saadud pesade arv korrutatakse veel veelahjendusega ja saadak-
se eluvdimeliste mikroobide arv 1 ml vees. Erinevate lahjen-
duste killvi tulemused 1 ml vee kohta liidetakse ja jagatakse
kasutatud tasside arvuga, saadakse seega keskmine aritmeetiline
suurus. Viimane {imardatakse kiimne ulatuses kolmekohalise arwvu
puhul ja saja ulatuses nelja- kuni viiekohalise arvu puhul.
Aluseks v3ib votta vee puhtuse hindamisel alljirgnev
‘tabel:
Vee mikrobioloogiline hinnang Miquel'i jérgi.

0 - 10 mikroobi 1 ml-s vees - Hirmiselt puhas,
10 - 100 - -t ~ viga puhas,
100 - 1000 " ="— - puhas,
1000 - 10000 - -". - keskmine,
10000 - 100000 - - - kGlbmatu ,
100000 -~ ja rohkem - -t - tdiesti kOlbmatu.

T HB8 U1 e ande:d;

1. Valmistada preparaat Escherichia coli pul jongkultuurist,
virvida 1:10 lahj.Ziehli karboolfuksiiniga 5 min.

2. Valmistada preparaat Staphylococcus aureus'e kultuurist
plistagaris, virvida Grami jirgi ja uurida mikroskoobiliselt.
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Valmistada mikroobide suspensioonist preparaat, virvida
see Grami jirgil ja uurida mikroskoobis.

Teha kiilv mikroobide suspensioonist lihapeptoonagarile
Petri tassis Drigalski kepikese abil suspensioonis asuvate
bakterite puhaskultuuride iseoleerimiseks.

. Lugeda Petri tassides lihapeptoonagaril, mis hoiti

avatult Shu k#es 5 minuti jooksul, kasvanud mikroobipesi
ja arvutada Omel janski meetodi jirgi mikroobide arv 1 mJ
Shus.

Uurida pesastruktuuri Ghukiilvides binokulaar-mikroskoobiga.
Teha vee kiilv eluvdimeliste mikroobide arvu middramiseks
uuritavas vees.
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ViII praktikum

T e e m a: VEE MIKROBIOLOOGILINE UURIMINE. MIKROOBIDE
KEEMILINE AKTIIVSUS.

Pylias vl tueryd - 1soleéri-
mine (jirg).

Eelmisel korral mikroobide suspensioonist tehtud kiilvis
lihapeptoonagaril Petri tassis otsitakse erineva struktuuri-
ga ja eraldi seisvaid pesi. Sodtmel tuleb leida vHikesi iUma-
raid kuldkollase virvuséga ja suuremald lamedamaid sinakas-
halle pesi. Uurimiseks v3ib vOtta ainult neid pesi, mis asu-
vad liksikult ega puutu servaga kokku mdne teise pesaga. Kuld-
kollast virvust pesast tehtud preparaadis (Grami jirgi virvi-
tud) peavad leiduma ainult kobarja asetusega stafillokokid,
kuna sinaka virvusega pesast tehtud preparaat (1:10 lahj.Ziehli
karboolfuksiiniga 5 min.) n#itadb ainult bakterite olemasolu.
Stafiilokokkide pesast, mis on kontrollitud puhtuse suhtes, te-
hakse iimberkiilv steriilse ndelaga veriagarplaadi iihele sektorile
Kiilvi tehakse joonkiilvina, nagu eelmises praktikumis kirjel-
datud. Peale selle tehakse samast pesast siksakkillv lingagari-
le, mille meetodit on kirjeldatud V praktikumis.

Suuremast, virvuseta pesast, mis kontrollpreparaadis ndi-
tab kolibaktereile tiilipilisi morfoloogilisi omadusi, tehakse
Umberkiilv lihapeptoonpul jongisse ja véiksesse kirjusse ritta.

Juhul, kui eelmises praktikumis tehti kiilv ebasteriilselt,
v8ib tassil leida peale lilalnimetatud pesade veel helekollaseid,
valgeld ja muu vidrvusega pesi, mis kuuluvad Bhust reostusena
sissesattunud erinevatele mikroobiliikidele.
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Yea kgl Yyt el v us te
lugemin e(jdrg).

Eelmisel korral tehtud veekillvides kasvanud pesi loenda-
takse Wolffhiigeli ruudustiku abil. Viimase abil midiratakse ka
Petri tassi raadius, mis on oluline pesade iildarvu kindlaks-
tegemiseks. Juhul, kui kasv on sdBtmel viga tihe, tuleb lugeda
pesi viikeste ruutude abil, mis jagavad iga 1 cm2 suuruse ruu-
du iheksaks osaks. Arvutamine toimub nii, nagu kirjeldatud
eelmises praktikumis.

Stisivesikute fermentat-
s 1 0o0n.

Mikroobi identifitseerimiseks ei piisa {lksi morfoloogi-
liste omaduste tundmadppimisest. Erinevad mikroobiliigid vdi-
vad morfoloogiliselt olla tdiesti sarnased, kuid erineda rea
teiste, niiteks biokeemiliste omaduste poolest. Mikroobide
keemiline aktiivsus v3ib olla viga erinev, sBltudes vastava
1iigi spetsiifiliste fermentausteemide mitmekesisusest Jja vilis
keskkonna tingimustest.

ttht v81 teist substantsi ldhustavat fermenti ‘mikroobi-
rakus v8ib kindlaks teha sel teel, et kultiveeritakse mikroo~
bi vastavat substantsi sisaldavas sottmes. Kui mikroob kasvab
stbtmes, muutes viimase koostist, kusjuures on leida lisatud
substantsi lammutusprodukti, siis vihjab see mikroobi vasta-
vat substantsi lammufava fermendi olemasolule. Seda pBhimdtet
rakendatakse praktiliselt fermentatiivsete omaduste poolest
erinevate mikroobiliikide diferentseerimisel. Mikroobide b;o-
keemiliste omaduste mélramisel kasutatakse peamiselt nende
jérgmisi omadusi:

1) voimet kiirimise teel 13hustada mitmesuguseid sisi-
vesikuid, alkohole ja gliikosiide happe v3i happe ja gaasi
tekitamisega, mis n#itab mikroobi sahharolillitilist toimet;

2) vdimet lammutada valkaineid v31i nende laguprodukte,
mis tBendab mikroobi proteoliliitilise toime olemasoju.

Mikroobide sahharoliiiitiliste omaduste uurimiseks kasuta-
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+rakse mitmesuguseid vedelaid ja tahkeid diferentsiaal-diag-
nostilisi s6otmeid. Need koosnevad kolmest komponendist:.

1) sGétme pdhiainest ehk substraadist, milleks on tavali-
selt peptbown esi v6i lihapeptoonagar;

2) uuritavast siisivesikust, alkoholist voi glitkosiidist;

3) keemilises. ainest,indikaatorist, mis muudab virvuot
siisivesiku fermentcerimisel tekkinud hapete toimel.

Substraat ice el tohl sisa’dada mingisuguseid teisi siisi-
vesikuid, kuna vastasel korral voib saada ebadigeid tulemusi.

Uuritav siisivesik, alkohol v3i gliikosiid, mida tavaliselt
lisandatakse sdttmele kontsentratsioonis 4 - 2%, peab olema
keemiliselt puhas.

Mikrobioloogilistel tdddel kasutatakse suhkrutest pen-
toose (nagu arabinoos, ksilloos, ramnoos), heksoose (gliikoos,
levuloos, mannoos, galaktoos), disahhariide (maltoos, laktoos,
sahharoos), trisahhariide (rafinoos), poliisahhariide (inuliin,
dekstriin, glilkogeen, tdérklis), peale selle alkohole (gliitse-
riin, manniit, dultsiit, sorbiit, adoniit, inosiit) ja gliiko-
siide (salitsiin, amiigdaliin).

Indikaatorina kasutatakse mikrobioloogias kdige sageda-
mini jargmisi:

Andrade indikaator.

Lisandatakse 100 ml 0,5%-lisele hapufuksiini vesilahuse-
le 16 ml normaalset NaOH lahust. Saadud indikaatorlahust lisan-
datakse 100 ml séotme kohta 1 ml. Happelises keskkonnas oman-

dab vastav sidde punase vArvuse.

Broomtiimoolsinine.

Valmistatakse 0,04%-1ise vesilahusena, mida lisatakse
stiitrele vahekorras 1:10, voi 1,5%-lise 2lkoholilahusena,
mida lisandatakse 10 ml iihe 1iitri sodtmele. [Jappelises kesk-
konnas on indikaator kollast, leelisec sinist ja neutraalses
keskkonnas rohelist virvust.

Fenoolpunene.

Lisatakse 1%-list fencolpunase vesilanxst 1 liitrile 886t~
mele 2 ml. Happelises keskkonnas an kollane, leelises punakas-
violetne. @&

Puhaskultuurina isoleeritud mikroobide sanhharoliilitilise
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toime uurimiseks kasutatakse mitmesuguseid iilalkirjeldatud
siisivesikuid, alkohole ja gliikosiide sisaldavaid vedelaid di-
ferentsiaal-diagnostilisi sodtmeid. Need sisaldavad tavaliselt
10 g pebtooni Ja 5 g keedusoola 1 1iitri destilleeritud vee
kohta, millele siis lisandatakse 1-2% siilsivesikut ja indikaa-
torilahust ettenihtud koguses. Katseklaasi valatud sodtmele
lisatakse juurde {ilhest otsast kinnijoodetud vidike klaastoruke
slisivesiku 18hustumisel tekkinud gaasiliste produktide sedas-
tamiseks. Viimased kogunevad torukese kinnijoodetud filemisse
otsa ja suruvad selles asuva vedeliku nivoo allapoole.

Tavaliselt steriliseeritakse nimetatud sdctmed voolava
auru sterilisaatoris (Kochi aparaadis) 100° ¢ Juures 3 pideva
Jooksul, iga pdev 30 min. Kuna aga mBned siisivesikud vdivad
ka selle temperatuuri juures lagunduda (ksiloos, arabinoos Jt.)
steriliseeritakse vastavad lahused filtreerimisel 1libi bakte-
rite filtrite.

Mikroobide biokeemiliste omaduste uurimiseks kasutatakse
laboratoorses praktikas kdige sagedamini neljast suhkrust ja
thest alkoholist( gliikoos, maltoos, manniit, laktoos ja cah-
haroos)koosnevat katsutite komplekti, mida nimetatakse "viike=~
seks kirjuks reaks". Sageli on aga vaja kasutada tdpsemaks
uurimiseks suuremat kirju rea komplekti ksiiloosi, sorbiidi,
dultsiidi ja teiste siisivesikute, alkoholide, glitkosiidide
lisandusega.

Tahkeid diferentsiaal-diagnostilisi siotmeid kasutatakse
peamiselt Salmonella ja Shigella perekonda kuuluvate mikroo=-
biliikide isoleerimiseks uuritavast killvimaterjalist - roo-
jast, uriinist jne. Peaaegu k3ik vastavad mikroobid, erine-
valt jimesooles esinevast Escherichia coli'st, ei fermenteeri
laktoosi. Seepiarast lisandatakse laktonsl tahketesse diferent-
siaal-diagnostilistesse sddtmetesse.

Tahketest diferentsiaal-diagnostilistest sdttmetest on
kdige tuntumad Endo, Drigalski, Levine', Smirnovi ssdde ja
broomtilmool-laktoosagar.

Endo_sddde.

Lisandatakse 100 ml lihapeptoonagarile 1 g laktoosi i«
indikaatorina baasilise fuksiini ning naatriumsulfiti (;Azbuj)
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segu, mis on valmistatud jérgmiselt: katseklaasi vdetakse 1 ml
baasilise fuksiini ktillastatud alkoholilahust, millele lisan-
datakse Yahehaaval 10%~1ist N32803 vesilahust kuni fuksiini
virvitustumiseni, s.o. kuni kahvaturoosa vdrvuseni. Saadud
kahvaturoosat virvust lahus lisandatakse sulatatud laktoos-
agarisse ja segatakse hoolikalt. Endo sdddet valmistatakse
v8imalikult enne tarvitamist ning hoitakse kaitstult valguse
eest. Escherichia coli pesad on Endo stdtmel punased pronksi-
taolise lhiikega, kuna laktoosi mittefermenteerivad bakterid
kasvavad sddtmevirvi oransroosade pesadena.

Drigalski sodde.

Vdetakse 1000 ml lihapeptoonagarit, millele lisandatakse
15 g laktoosi, 150 ml lakmustinktuuri ja 10 ml 0,1%-list
kristallvioleti vesilahust. Sddde on sinakasvioletne ning
laktoosnegatiiveed bakterid kasvavad sellel sama vdrvi pe-
sadena. Escherichia coli pesad on sddtmel punased.

Levine!ssdde.

Ststmesse on 100 ml lihapeptoonagari peale lisatud 2 g
laktoosi, 2 ml 0,5%-1list metileensinise-ja 1,5 ml 2%-list
eosiini vesilahust. Stdde on violetset virvust, sama virvust
on ka laktoosnegatiivsete bakterite pesad. Escherichia coli
pesad on sinakasmusta virvust. 3

Smirnovi sddde.

Sisaldab 1000 lihapeptoonagari kohta 10 g laktoosi, 7,5
ml 1,2%-1ist broomkresoolpurpuri alkoholilahust ja 2,5 ml
0,6%-1ist metlileensinise vesilahust. Stdde on sinakasviolet-
ne. Escherichia coli pesad on stttmel kollakasrohelist vidr-
vust, laktoosnegatiivsete bakterite pesad sinakasvioletsed.

Broomtimool-laktoosagar.

900 ml lihapeptoonagarile lisatakse 10 g laktoosi.Peale
so6tme steriliseerimist lisatakse steriilselt 100 ml 0,04%
list broomtiimool-sinise vesilahust. Escherichia coli pesad on
sé6tmel kollased, laktoosnegatiivsete bakterite pesad sinist
vdrvust.

Tselluloosi fermentatsioon.

Tselluloosi fermertatsioon toimub looduses pidevalt vee-
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kogude pdhjamudas, maapinnas, sdnnikus, loomade sooltes. Nime-
tatud protsess, mida pShjustab ferment tsellulaas, v3ib toi-

muda viga mitmesuguste, vastavat fermenti produtseerivate mik-
roobide elutegevuse toimel nii aeroobselt kui ka anaeroobselt.

Aeroobse kiirimise demonstreerimiseks vdetakse kolbi 1 cm
k8rgune kiht kraanivett, millele on lisandatud 0,1% ammoonium~
kloriidi, 0,5% K2H'Po4 ja kriiti. Kolbi riputatakse filterpa-
beri ribad ja vedelikule lisandatakse tselluloosi fermentee-
rivaid mikroobe sisaldavat mulda v3i jSemuda. Aja jooksul,
keskmiselt 3-4 nddala viltel, laguneb paber 28-35° ¢ juures
vedelikku ulatuvas osas.

Tselluloosi fermentatsiooni tulemusena tekivad viga mitme-
sugused produktid, nagu 81li- ja dddikhape, etiiiilalkohol, siisi-
nikdioksiiid, vesinik, metaan. Tselluloosi fermenteerivatest
mikroobidest on tuntud Bac. cellulosae hydrogenicus, Bac.cel-
lulosae dissolvens, Clostridium thermocellum, Proteus nadsoni,
mitmesugused seened, kiirikseened jt.

Mikroobide pigmnmendial

Paljudele mikroobidele on iseloomulikuks omaduseks virv-
ainete - pigmentide moodustamine. Vastavalt sellele on mik-
roobi pesad tahkel sddtmel virvilised. Kui on tegemist vees
lahustuva pigmendigd, siis virvub vastavalt ka sidde, milles
kasvab kultuur.

Pigmendi tekkimiseks on vajalik hapniku juurdepdds mik-—
roobidele ja ainult iiksikud 1iigid valmistavad pigmenti an-
aeroobseis tingimusis. Samuti on pigmendi tekkimiseks vajalik
optimaalne keskkonna temperatuur, kuna sellest k8rgemas tempe-
ratuuris kaotavad paljud mikroobid pigmendi produtseerimise
vOime.

Pigmentide keemilise koostise kohta on senini vihe teada.
Nende riihmitamisel v8etakse aluseks nende lahustuvus. Erista-
takse:

1) vees lahustuvad pigmendid, nHiteks Pseudomonas aeruginosa
sinist virvust pigment, pliotsilaniin;
2) vees mittelahustuvad, kuid alkbholis ja teistes orgaanilis-
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tes lahustes lahustuvad pigmendid. Siia kuulub niiteks
Sarcina lutea kollane pigment, Serratia marcescens'i pu-
nane pigment;

3) vees, alkoholis ja teistes orgaanilistes lahustajates
mittelahustuvad pigmendid, n#itena v3ib esitada Azotobac-
ter chroococcum'i pruunikasmusta pigmenti.

Mitmesuguste mikroobide pigmentidest on eriti niitlikud

Jjargmiste 1iikide omad:

Serratia marcescens -~ punane pigment,

Pseudomonas aeruginosa - rohekassinine pigment,

Sarcina lutea, Staphylococcus citreus ~ sidrunkollane
pigment,

Staphylococcus aureus - kuldkollane pigment,

Staphylococcus albus -~ valge pigment,

Aspergillus niger -~ must pigment,

Azotobacter chroococcum - pruunikasmust pigment.

Koli~indeksi ja koli-tiitri métramine.

Inimeste ja loomade vdljaheidetega satub vdliskeskkonda
suurel hulgal jdamesooles esinevaid mikroobe, kusjuures nende
seas v3ib olla ka patogeenseid liike. Reoveega veevirgi-, jOe-
- v81 kaevuvette sattunud patogeensed mikroobid vdivad seal
piisida eluvdimelistena mitme nidala jooksul s8ltuvalt iihe v3i
teise 1iigi resistentsusest. Nakatatud vee joomine keetmata
kujul v8ib olla laialdaste taudide pBShjusecks elanikkonnas.
Patogeensete mikroobide uurimine vees on aga seotud raskus-
tega ning sageli ei anna positiivseid tulemusi. Vidliskeskkonna
reostumise indikaatorina ehk n#itajana kasutatakse seepirast
normaalse soole mikrofloora esindajate mikroobide uurimist,
mis on tehniliselt palju lihtsam menetlus kuil patogeensete
mikroobide avastamine. Juhtum, kui uuritavas vedelikus lei-
takse suurel hulgal kolibakterit (Escherichia coli't),vihjab
vedeliku #dsja asetleidnud fekaalsele reostumisele, seega aga
ka patogecensete soolebakterite esinemise vBimalusele. On teada,
et viliskeskkond el ole kolibakteri loomulikuks biosfdzriks.
Peadb aga arvestama seda asjaolu, et kolibakterit leidub mitte
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tiksi inimese jdmesooles, vaid ka loomade, lindude,roomajate,
kalade ja putukate soolestikus. Siiski on v8imalik eraldada
inimese ja soojavereliste loomade jimesoolest pirinevat koli-
bakterit,‘mis telste Escherichia coli variantide hulgas ilksi
on sanitaarse tihtsusega. Nimelt fermenteerib esimene siisi-
vesikuid ja produtseerib indooli 43° C juures, milleks pole
v8imelised killmavereliste loomade ja insektide kolibakterid.

Sanitaar-hiigieeniliselt on oluline mitte iiksi kindlaks
teha Escherichia coli olemasolu fakt ilhes v81 teises objek-
tis, vaid mddrata seda ka kvantitatiivselt. Selleks rakenda-
takse kahte niitajat: 1) koli~-tiitrit ja 2) koli-indeksit.

Koli-tiiter on vihim uuritava aine hulk milliliitriies
v8i grammides, milles leidub veel eluvdimeline kolibakter.

Koli-indeksiks nimetatakse Escherichia coli arvu Uhes
liitris uuritavas vedelikus.

Veevdrgivee uurimisel piirdutakse sageli koli-indeksi
midramisega, kasutades selleks membraanfiltreid. Membraan-
filtrid kujutavad endast nitrotselluloosist kettaid erineva-
te pooride 1Zbimddduga.

Mida vdiksem on pooride 14bimd3t, seda aeglasemalt filt-
reerub uuritav vesi 14bi filtri ja vastavalt sellele on vdik-
sem ka filtri number. Sanitaar-bakterioloogiliseks uurimiseks
kasutatakse meil filtreid nr.2,3 ja &, kuna nr.5 on selleks
Juba liiga suurte pooridega.

Enne kasutamist steriliseeritakse vastavad membraanfilt-
rid keetmisel destilleeritud vees 10-15 min. jooksul. Samuti
keetmisel, p3letamisel leegis v3i autoklaavis steriliseeritak-
se membraanfiltri hoidmiseks vajalik Seitzi f£iltri statiiv.
Peale seda, kui Seitzi filtri statiiv tthes seesoleva membraan~
filtripga on asetatud imikolvile ja ilhendatud vaakuum- v8i vesi-
joapumbaga, filtritakse uuritav vesi kindlas koguses 1ibi sea-
deldise. Filterketas vBetakse steriilsete pintsettidega sta-
tiivist ja asetatakse Endo (v3i mdne teise tahke diferentsiaal-
diagnostilise s@btme) pinnale Petri-tassis. Ketas tuleb asetada
vastu sgddet nii, et vahele el jddks Shumulle. Tassid aseta-
takse termostaati 37° C juurde 24 tunniks. Uhte Petri tassi
mahub 3-4 membraanfiltrit. Stdtme lahustunud osade difusiooni

o [ R



t8ttu 1#bi filtri pooride areneb filtri pinnale Jédnud koli-
bakterite kasv Endo sdttmel l#ikivate punaste pesadena. Koli-
bakterite pesad loendatakse ja kontrollitakse suvaliselt,mdned
neist mikroskoobi all Grami jHrgl viArvitud preparaadis ning
killvi teel Buli?'i s88tmele. Filtreeritud vee hulga ja memb-
raanfiltril kasvanud kolibakterite pesade arvu alusel arvesta-
takse koli-indeks.

Membraanfiltrite abil v3ib mHérata ka koli-tiiter. Selleks
filtritakse 14bi mitme filtri erinevad hulgad uuritavat vett.
Diferentsiaal-diagnostilise sttme pinnale kasvama asetatud
ketastel tehakse kindlaks Escherichia coli olemasolu ithes v3i
teises vee hulgas (pesi ei loendata ). Koli~tiiter ja samuti
koli-indeks midratakse vastavate tabelite abil, millest tiht-
sam on Petrovitdl koostatud.
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Koli~indeksi ja koli-tiitri arvestus

membraanfiltrite abil

(Petrovitsi jargi).

KiIvatud vee Bulk ml-tes
o R T e W B P R

Koli~
indeks

Koli-
tiiter

+ .+ + 4
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Koli-tiitri ja koli-indeksi mi#ramiseks kasutatakse kiil-
vimeetodit Bulif'i v3i Eijkmanni stdtmeile. Midramine toimub
mitmes etapis. Algul killvatakse uuritav vesi vedelsdttmesse
katsutites ja kolbides ning kultiveeritakse $3%¢ Juures 24
tunni jooksul. Selles temperatuuris fermenteerub {lhes gaasi-
produktsiooniga stttmes asuv glitkoos v3i manniit ainult nende
kolibakterite toimel, mis on sanitaarse tdhtsusega. Siis tehak-
se Escherichia coli fermentatsiooni niitavast kolvist ja katsu-
tist Umberklilv tahketele diferentsiaal-diagnostilistele (ta-
valiselt Endo) sodtmetele selleks, et kontrollida, kas on te-
gemist kolibakteritega.

Iga veeproovi uurimiseks vGetakse tavaliselt 2 kolbl ja
10 suurt katsutit scotmetega ilhes kddrimistorukesega. Igasse
kolbi kiilvatakse 100 ml ja katseklaasidesse 10 ml uuritavat
vett.

Veevirgivee uurimisel vdetakse vett steriilsesse ndusse
peale kraani kuumutamist leegiga ja pdrast vee voolamist ava-
tud kraanist vihemalt 10 min. jooksul. ;

Kaevudest vdetakse vett batomeetriga, s.o. seadeldisega,
willes asuvat steriilset pudelit saab vee v3tmiseks soovitud
siigavuses avada ja sulgeda. Lahtiste kaevude ja veekogude vee
vurimisel kasutatakse aga kiilvatavaid vee hulki - 100 ml,

10 ml, 1 ml ja 0,1 ml.

Peale killvide hoidmist 43° C juures 24 tunni jooksul
valitakse need kolvid ja katseklaasid killvidega, kus on ndiha
kasvu ja gaasiproduktsiooni kiddrimistorukestes.

Veevirgi- ja kaevude vee nurimisel nimetatud meetodil
kasutatakse tulemuste miiramiseks all jirgnevat tabelit:



arvestustabel (killvatud vee hulk 300 ml).

Koli~-indeksi ja koli-tiitri

PosItiiv-T Positiivsete kolbide arv

sete i p i 2

katse- IEH— koli- oli- koli- koli- 1i-

klaaside |indeks | tiiter indeks tiiter {ndeks iiter

arv
0 g >333 4 250 1 91
2 § 3 333 8 125 18 56
2 Y 4 143 13 77 27 37
3 25 91 18 56 38 26
4 14 71 24 42 52 19
5 18 56 30 33 70 14
6 22 45 36 28 92 11
i 27 37 43 23 120 8
8 31 ] 51 20 161 6
9 36 3 28 60 17 230 4
10 40 25 69 14 D230 {h
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N4iiteks: olgu Escherichia coli kasvu suhtes positiivseid
katseklaase 2, kolbe aga mitte tihtegi positiivset. Horison-
taalse ja vertikaalse rea ldikumisel saame klitte vastava koli-
indeksi 7 ja koli-tiitri 143.

Kontrolliks tehakse paarist katseklaasist ja kolvist,kus
Escherichia coli kasv oli positiivne, steriilse kiilviaasaga
timberkillv tahkele sddtmele (Endo, Levine' v8i muu diferent-
siaal-diagnostiline sédde). Pirast 24-tunnilist kasvamist
37° ¢ juures kontrollitakse pesi Grami jirgi virvitud prepa-
raadis. Kasvanud kolibakterite pesadest tehakse eeskirja jargi
veel teistkordne {imberkiilv ja kidrimisproov Buli#'i vdi Eijk-
manni s&dtmes 43° C juures 24 tunni jooksul. Juhul, kui on
middratud ainult koli~tiiter, siis on vGimalik seda limber ar-
vutada koli-indeksiks ja vastupidi.

Koli-indeksi saamiseks jagatakse arv 1000 koli-tiitri
arvule ja omakorda: koli-tiitri saamiseks jagatakse arv 1000
koli-indeksi arvule.

Nimetatud joogivee kvaliteedi nditajad -on normeeritud
Riikliku lileliidulise Standardiga(fOCT-287h—54).

Koli-indeks ei tohi olla veevdrgi- ja iildkasutatavate
kaevude vetes suurem kui 3 ja koli-tiiter mitte vihem kui 300.
Lahtised veekogud loetakse soodsateks, kui koli-tiiter on
neis vihemalt '111.

; Moskva veevirgi vee koli-tiiter ei tohi olla koguni alla
500, koli-indeks aga mitte {lle 2.

SN Btmed kolist i -1 t2:4 o dranis
s e k s.

Buli?'i s@dbde sisaldab 1 1 lihapeptoonpul jongi kohta-
12,5 g manniiti ning indikaatorina 6 ml 1%-list neutraalpuna-
se vesilahust. S88de valatakse 250 ml mahuga kolbidesse &

50 ml ja suure mahuga katsutitesse 4 5 ml.

Eijkmanni sodde sisaldab 1 1 destilleeritud vee kohta
100 g peptooni, 50 g keedusoola ja 100 g glitkoosi. Stdde vala-
takse kolbidesse 4 10 ml ja katsutitesse &4 1 ml.

M3lemad sddtmed steriliseeritakse voolava auruga 3 pieva
jooksul 4 30 minutit.
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1.

T6ouUlesanded.

Jitkata puhaskultuuride isoleerimist:

Valmistada preparaadid erinevatest pesadest vdetud
materjalist mikroskoobiliseks uurimiseks. Stafiilokokkide
preparaat virvida Graml jirgi, kolibakterite oma - 1:10
lahj. Ziehli karboolfuksiiniga 5 min.

Kontrollitud kolibakterite pesast teha iimberkillv liha-
peptoonpul jongisse ja viikesesse kirjusse ritta, stafiilo-
kokkide pesast joonkiilv veriagarile ja ldngagarile.

Lugeda Wolffhiigeli ruudustiku abil pesade arv veekiilvis
ja mdirata mikroobide arv uuritud vees.

Miirata koli-tiiter Buli?'i jirgi ja tutvuda membraanfilt-
rite kasutamisega.

Oppida tundma mikroobide sahharoliliitilist toimet ja mit-
mesuguseid diferentsiaal-diagnostilisi sédtmeid.

Tutvuda mitmesuguste pigmentidega mikroobide puhaskultuu-
rides.

Teha Escherichia coli, Bacillus subtilis'e ja Staphylo-
coccus aureus'e kiilv piimaagarile peptonisatsiooni uuri-
miseks jirgmisel praktikumil.
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YIII.prak it i Kums.

Teema: MIKROOBIDE KEEMILINE AKTIIVSUS.

Fol¥rctAaA it tr i hdndanll e

Vee kiilve Buli?'i sodtmesse uuritakse peale 24~tunnilist
kasvu termostaadis T juures. Neis katsutites v3i kolbides,
kus esines inimestelt v8i soojaverelistelt loomadelt périnev
Escherichia coli, on toimunud manniidi fermenteerimise tule-
musena gaasi kogumine k#irimistorukesse. Osa positiivseid
kolbe vdi katsuteid vBivad ndidata neutraalpunase reduktsioo-
nist tingitud indikaatori virvuse muutust.

Vastavates katsutites on Bulir'i stttme punane vidrvus
muutunud kergelt fluorestseeriva virvinguga kollaseks.

Vdarvaine reduktsiooni puhul kaotab vdrvaine oma tavalise
virvingu, muutudes kahvatuks leukoilhendiks. Hapniku rikkali-
ku juurdepiidsu puhul taastub esialgu vidrv. Redutseeruvate vir-
videna on tuntumad metiileensinine, neutraalpunane, tioniin,
lakmus jt. Redutseeriv toime on tugevalt v#lja kujunenud Esche-
richia coli'l, Salmonella paratyphi'l ja veel mdnel teisel
mikroobil. p

Koli-tiitri ja koli-indeksi mﬁﬁramiseks eraldatakse posi-
tiiveed kolvid ja katsutid (kus om n#ha gaasimulle k#érimistorus
Ja sbitme virvuse muutust) negatiivsetest. Tulemusi loetakse
vastavast tabelist eelmises praktikumis kirjeldatud viisil.

Kontrolliks tehakse paarist katsutist, kus Escherichia
colil kasv oli positiivne, steriilse killviaasaga ilmberkiilv tah-
kele diferentsiaml-~dlagnostilisele stttmele Petri tassis, nagu
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samuti eespool mirgitud.

Escherliofita coli ja-Aerobacter
aeregenes'e @ilferentseerinmnine.

Paljud erinevad mikroobiliigid v6ivad rea omaduste poo-
lest olla sarnased. Antud asjaolu v3ib pdhjustada raskusi
nende samastamisel. Escherichia coli, inimeste ja loomade Soo-
lekanalis esinev saprofiilit, - on oma morfoloogiliste ja teatud
biokeemiliste omaduste poolest sarnane Aerobacter aerogenes'ele
mis esineb tunduvalt harvemini inimeste ja soojavereliste loo-
made roojas kui Escherichia coli. Ligikaudu pooled Escherichia
coli titved fermenteerivad sahharoosi, seega kOikil vidikese kir-
Ju rea siisivesikuid, har = Jé gaasi produktsiooniga, nagu ilm-—
neb juuresolevast tabelist.

Escherichia coli ja Aerobacter aerogenes'e
omadused viikeses kirjus reas.

Tabel.

glikoos maltoos manniit laktoos sahha-

roos
Escherichia coli hg hg hg hg hg=
Aerobacter aerogenes hg: hg hg hg hg

E R e e e A

Seletus: hg - fermentatsioon happe ja gaasl produktsioo-
niga,
hg.t - positiivne v4i puuduv fermentatsioon.

Nimetatud asjaolu t8ttu ei ole vdimalik fermentatsiooni
alusel vidikeses kirjus reas eristada Escherichia coli't Aero-
bacter aerogenes'est.

Escherichia coli leid koli-~tiitri middramisel uuritavas
vees vihjab teatavasti antud vee vidrskele fekaalsele reostu-
misele. Aerobacter aerogenes'e leid iiksi, ilma tilillpilise
Zscherichia coli leiuta, nditab aga mitte virsket, vaid mdnda
aega tagasi toimunud fekaalsele reostumisele. Nimetatud pdh-
jusel on vastavate bakteriliikide eristamine praktilise tiht-
susega. 83~



susega.

Olles fermentatsiooni poolest sarnased vdikeses kirjus
reas, erinevad Escherichia coli ja Aerobacter aerogenes teine-
teisest mitmesuguste teiste omaduste poolest, millest olulise-
mad leiavad kasutamist nelja all jirgneva reaktsiooni ehk tes-
tina:

1) indoolitest,

2) metiliilpunase test,

3) Voges-Proskaueri test,

4) tsitraattest.

Indoolitest.

Valkude bakteriaalsel roiskumisel soolekanalis tekib
amiinohappest -~ triiptofaanist indool. Viimane t;kib ka Esche-
richia coli ja mdnede teiste bakterite kultiveerimisel liha-
peptoonpul jongis v3i peptoonvees. Suhkru, nHiteks gliikoosi
juuresolek stdtmes pidurdab aga reaktsiooni teket.

Triiptofaani molekuli kiilgahela eraldamisel tekkinud in-
dooli v5ib kindlaks teha mitmesuguste vidrvusreaktsioonidega.
Tuntuim on indooli sedastamine para-dimetiililamiido-bensalde-
hiltidiga Ehrlich-Pringsheimi v8i Ehrlich-Bthme reaktiivides.

€ - CH, ~ CH - CO0K CH
+ CH-COCOOH+N
Ng, —> Sy Ty

NH RH

Triiptofaan. Indool.

Lisandatakse 2-3 pideva vanusele uuritava mikroobi pul-
jongkultuurile mdned tilgad Ehrlich- Pringsheimi reaktiivi
ja loksutatakse ettevaatlikult katsuti sisu. Siis lisatakse
méned tilgad tugevalt lahjendatud NaNO, lahust (1:10.000),
mis tugevdab reaktsiooni. Katsuti loksutamisel vdrvub niiiid

vedelik kiirelt roosakaspunaseks.
Amiiilalkohol véi eeter ekstraheerivad tekkinud vidrvaine.
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Escherichia coli annab positiivse, Aerobacter aerogenes
aga negatiivse indoolireaktsiooni.

Metiiilpunase test.

Escherichia coli produtseerib glilkoosi fermenteerimisel
tunduvalt enam happelist produkte kui Aerobacter aerogenes.
Kui lisandada 3~4 pdeva vanusele mikroobi gliikoos-pul jongkul-
tuurile 5-6 tilka 0,02%-list metiililpunase alkoholilahust, siis

- .virvub intensiivse happeproduktsiooni puhul (kultuuri pH on

vihem kui 5) vedelik punaseks. Reaktsioon loetakse positiiv—
seks. Vihese happeproduktsiooni puhul (pH on suurem kui 5)
vdrvub aga vedelik kollaseks ja seda loetakse negatiivseks
reaktsiooniks.

Escherichia coli annab positiivse, Aerobacter aerogenes
aga negatiivse metiiilpunase testi.

Voges-Proskaueri test.

MBned mikroobid, nagu Aerobacter aerogenes, Bacillus
mesentericus ja rida teisi annavad glilkoosi fermentatsiooni
vaheproduktina atsetiiil-metiililkarbinooli. Viimane oksiideerub
Shu kies ja leeliste juuresolekul diatsetililiks, mis, iUilhine-
des peptoonis leiduva guanidiiniga, tekitad punase virvuse
stfitmes.

CHBCHZOCOCB3 atsetiiiil-metiliilkarbinool
-H,
CH300 OCCH4 diatsetiitil
punane VArvus positiivne Voges-Proskaueri
reaktsioon.

Voges-Proskaueri reaktsiooni voib teostada kahel viisil:

1. Selleks ettendhtud portselanaluse siivendites segatak-
se vdrdses koguses (4-5 tilka kumbagi) kultuurivedelikku 30%-
lise NaOH lahusega. Materjali vStmiseks kasutatakse tavali-
selt Pasteuri pipette. Segu jdetakse 30 minutiks seisma. Posi-
tiivse reaktsiooni puhul virvub see aeglaselt punaseks.

2. Lisatakse uuritava mikroobi glilkoospul jongkultuurile
2-3 ml 10%-1ist NaOH lahust, asetatakse katsuti termostaati
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37° ¢ juurde ja loetakse tulemused (positiivael juhul punane
virvus) 24 tunni méddumisel.

Viimane meetod on enam aegandudev ja seega vihem prakti-
line.

Escherichia coli annab negatiivse, Aerobacter aerogenes
aga positiivse Voges-Proskaueri reaktsiooni.

Tsitraattest.

.

Aerobacter aerogenes kasvab siinteetilises Koseri sodt-
- mes, milles ainsaks slisiniku allikaks on sidrunhapu naatrium.

NI, H,PO, g

CGH707N3 28 Koseri scotme
NaCl y 5 8 koostis.
MgS0, . 7 H,0 0.2k

K2HP04 1lg,

H20 1000 ml.

Kasvu esinemisel muutub muidu vesiselge sidde kergelt
higuseks. Uhtlasi niitab kasvu olemasolu mdne tilga tugevalt
lahjendatud (1:250 000) fenoolpunase vesilahuse lisandamine,
millest vedelik viArvub Brnpunaseks. Kasvu puudumisel jadb
sddde selgeks ning fenoolpunase lahuse lisandamicel el tekil
punast vArvust.

Tsitraattesti tulemusi loetakse 4 pHeva vanustes killvi-
des.

Escherichia coli annadb negatiivse, Aerobacter aerogenes
aga positiivse tsitraattesti.

Nimetatud nelja reaktsiooni alusel erinevad Escherichia
coll ja Aerobacter aerogenes jargnevalt.



Tabel.
Escherichia coli ja Aerobacter aerogenes'i
erinevad omadused.

Metldll- Voges-— Tsitraat—
Indool punane Proskauer test
Escherichia coli + > e ¥
Aerobacter derogenes - - £ +

Fhrlich-Pringsheimi reaktiiv indooli

sedastamiseks.
p - dimetiiilamiidobensaldehiiiidi 5 8,
metiitilalkoholi (96%) 50- ml;
soolhapet (erikaaluga 1,19) 50 ml.

Indikaatorlahus metiililpunase testiks.
Lahustatakse 0,01 g metiliilpunast 30 ml-s etililalkoholis,
tiiendatakse siis destilleeritud veega kuni 50 ml-ni.

Pialhira s Rl st aund 48 0186 ¢ Iw
mine (jirg).

Eelmises praktikumis puhaskultuuri saamiseks tehtud

. Escherichia coli ja Staphylococcus aureus'e killvides kont-
rollitakse nimetatud mikroobide morfoloogilisi, kultuurilisi
ja biokeemilisi omadusi.

Kultuuridest tehtud Grami jirgl virvituds preparaatides
peavad leiduma {ihes gram-negatiivsed bakterid ja teises gram-
-positiivsed kobarja asetusega staftilokokid.

Escherichia coli puljongkultuuris tehakse Ehrlich-Prings-
heimi reaktiiviga kindlaks indooli teke. Vdike kirju rilda
niitad Escherichia coli'le tiiiipilist siisivesikute fermentat-
siooni happe ja gaasi produktsiooniga.

Veriagaril on niha kuldkollase pigmendiga Ummarguste
pesade {imber hemoliilitilist vitndit - Staphylococcus aureus‘e
iseloomulikku omadust.

Juhul, kui Escherichia coli v3i Staphylococcus aureus'e
kultuurides on mikroskoobilisel uurimisel leida k3rvalfloorat
(niiteks Escherichia coli preparaadis stafiilokokke vé1 koguni
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sartqiine) Ja-mittetiifipilisi kultuurilisi v31i biokeemilisi
omadusi, siis on tegemist mitte puhaskultuuriga. Viimase saa-

miseks tuleb korrata eelmistes praktikumides kirjeldatud puhas-
kultuuri saamise menetlust.

BRikrpsedidsr asvyu ool
mine vedelsddtmes.

Felmistes praktikumides kisitleti mikroobide iseloomulik-
ku kasvu tahkel stdtmel erinevat laadi pesadena. Mikroobihe
uurimisel ja nende samastamisel on oluline p&drata tdhele-
panu ka nende kasvu iseloomule vedelsdidtmes. Escherichia coli
pul jongkultuuris on ndha vedeliku thtlast higusust, kusjuures
pShjas esineb viiksem sade. Seevastu streptokokid kasvavad
puljongstttmes teralise sademena katsuti pShjas, kuna pealmine
vedelik J#db tdiesti selgeks. Bacillus mesentericus annab ve-
delsddtme pinnal naastulise kelme, kusjuures ka vedelik on
higunenud. Bacillus anthracis'e puljongkultuuri pBhjas v3ib
nsha vatitaolist pehmet sadet.

Nimetatud omadustele tuleb kultuuride uurimisel alati
tihelepanu pbdrata., eriti siis, kui on tegemist veel samas-
tamata kultuuriga. ;

Valkude lammutamine
sk oo id e ool L.

Vdliskeskkonnas esinevad valgumolekulid ei pddse muutu-
matul kujul mikroobirakku. Assimilatsiooniks on kdlvulised
natiivsete valkude molekulidest palju vdhemad molekulid, mis
tekivad mikroobide ekstratsellulaarsete valke lBhustavate
ehk proteoliiiitiliste fermentide toimel.

Valkainete lammutamine toimudb nii maapinnas, vees, pGhja-
mudas, soolekanalis kul ka surnud organismides. See areneb
aeroobsete ja anaeroobsete roiskumist pBhjustavate mikroobide
elutegevuse toimel. Mikroobide viga mitmesuguste proteoliiliti-
liste fermentide, proteinaaside, peptidaaside, desaminsaside,
dekarboksiilaaside jt. poolt lammutatakse yalkained Jarkjar-
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gult lihtsamateks tthenditeks, kus vaheﬁrodhktidbna tekivad
mitmesugused halva 1l8hnaga tlhendid, alifaatsed happed, rois-
kumisalkaloidid,aromaatsed iihendid jne. LOppproduktidena teki-
vad NH,, CO0,, H,0, H,S, Ny, Hy, CH, Jt. Valgu lammutamisel

tekkinud ammoniaak ja ammooniumsoolad omakorda hapendatakse
maapinnas leilduvate nitrifitseerijate bakterite poolt sal-
peetris~ ja salpeeterhappeks ja nende sooladeks. Viimaseild
kasutavad taimed oma valguithendite siinteesiks.

Kui uurida mikroskoobiliselt preparaatl, mis tehtud rois-
kuvast lihast vBetud materjalist, v0ib lelda selles erineva
kuju ja asetusega mikroobe: gram-positiivseid kobarja ase-
tusega stafiilokokke, liihikesi gram-negatiivseid pulgakesi
(Proteus vulgaris, Proteus mirabilis jt.), jimedamaid gram-—
-positiivseid pulgakesi (Bacillus subtilis, Bacillus mesen-
tericus, Clostridium putrificum, Clostridium sporogenes) ja
teisi roiskumist pBhjustavaid mikroobe.

Laboratoorses praktikas kasutatakse mikroobide uurimi-
sel nende mitmesuguste proteoliliitiliste fermentide m#iramist:

1, Hemoliiitilise toime uurimine.

Hemoliilitilise toime sedastamisel on kSige nditlikumaks
meetodiks uuritavate mikroobide killv veriagarplaadile Petri
tassis. Veriagaris on vBetud 5% virsket inimese, oina,kiili-
liku v81i hobuse verd 95% sulatatud ja 45-48° C-ni jahutatud
lihapeptoonagari peale., Mikroobid killvatakse laiali hdSrumi-
se teel Drigalski kepikesega ¥d1 joonkillvina Petri tassile.
Hemoliisiini produtseerivate mik:oobipesade {imber tekib puna-
liblede lahustumisest ldbipaistev vidvnd, nditeks Staphylococ-
cus aureus'e kultuuris veriagaril. Taolist hemoliiitilist toi-
met nimetatakse ﬁ-hemoluﬂeiks, millest eristatakse veel
& -hemoliliisi. Viimane esineb nditeks Streptococcus viridans'i
kultuuris veriagaril. Sel puhul on pesade'umber rohelise vir-
vusega mitte tilesti libipaistev viéond.

2. 2elatiini veeldamine.

Paljudel mikroobidel avaldub proteolilitiline toime ze-
latiinssdtme veeldamises. Selleks tehakse uuritavast mik-
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réobist ndelaga pistekillv selatiinstotmesse katsutis ja kas-
vatatakse kilvi 22° C juures, kuna e Juures gelatiinsoode
suladb, SGdde hakkadb ferment 2elatinaasi toimel pinnalt veeldu
ma, kusjuures sdltuvalt mikroobiliigist voib see protsess are-
neda viga erinevalt: naelakujuliselt (Vibrio comma), sukalkuju-—
liselt (Staphylococcus aureus), kihiliselt (Pseudomonas aeru-
ginosa), lehtrikujuliselt hargnevate vi#tidena (Bacillus an-
thracis) jne. Takalises gelatiinsdotmes areneb gZelatiini veel-
damine kaunis aeglaselt 3-7 pdeva jooksul ja veelgi kauemini.

= Peptonisatsioon.

Piimaagarile kiilvatud Bacillus subtilis'e, Staphylococcus
aureus'e v0i mdnede teiste mikroobiliikide kultuurides vdib
tiheldada kaselini peptonisatsiooni ferment kaseinaasi toimel.
Viimane viljendub libipaistva votndi esinemises pesade iimber.

4, Ammoniaagi miZiramine.

Ammoniaagi tekke sedastamiseks mikroobide desaminaaside
v0i ureaasi toimel kasutatakse Nessleri reaktiivis immutatud
filterpabeririba. Viimane riputatakse vattkorgi vahelt katsu-
ti sisemusse nii, et see stotmega kokku el puutuks. Vattkork
surutakse siigavamale katsutisse, kaetakse pealt plastooliga
- ja hoitakse 24-48 tundi 37° C juures.

Muutub paber kollaseks v6i pruuniks, siis eraldub kul-
tuurist NH,.

5. Vddvelvesiniku midramine.

Vddvlit sisaldavate amiinohapete, nagu tsiistiin, metio-
niin jt. fermentatiivsel 1l8hustamisel tekib viadvelvesinik.
Viimane v6ib tekkida samuti vd#vlit sisaldavate anorgaanilis-
te tthendite (sulfaatide, sulfitite, tiosulfaatide) redutseeri-
misel desulfuratsiooniprotsessis mdoningate maapinnas ja mere-
mudas asuvate mikroohide elutegevuse toimel.

Vddvelvesiniku midramiseks riputatakse kontsentreeritud
Plumbum aceticum'i lahuses mirjaks tehtud filterpaberi riba
korgi vahelt uuritava mikroobi pul jongkultuuriga katsutisse,
nii et riba sdBtmega kokku el puutuks. Kultuuri hoitakse 375
C Juures 2-4 pHeva jJjooksul. Kul tekidb kultuuris H.S, siis
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muutub paberi alumine ots tumehalliks v3i mustaks.
6. Indooli tekkimine.

Indool tekib mikroobi puljongkultuuris heterotsiiklilise
amiinohappe - trilptofaani 18hustumisest ferment trilptefanaasi
toimel, Selle miiramine on kirjeldatud juba eespool.

Nitraatide taandamine.

Looduses toimuva ldmmastiku ringkiigu ilheks liiliks on
limmastikhappesoolade taandamine limmastikushappesooladgks ,
ammoniaagiks ja vabaks ldmmastikuks. Seesugust mikroobide te-
gevust nimetatakse denitrifikatsiooniks.

Paljud mikroobid, nagu Escherichia coli, Vibrio comma,
Proteus vulgaris jt. taandavad nitraate nitriitideks,millega
nende tegevus 13peb. Denitrifitseeriva toime uurimist kasuta-
takse laboratooriumis isoleeritud kultuuride samastamiseks.
Selleks lisatakse harilikule lihapeptoonpuljongile 0,25% kee-
miliselt puhast naatriummitraati (Naxoj), killvatakse uuritavad
mikroobid sisse ja kasvatatakse kiilve termostaadis b ) oulle - Juu=-
res, Nitriitide olemasolu kultuuris tehakse kindlaks Griessi
reaktiiviga, mida lisatakse mdned tilgad kultuurile. Roosa~
kaspunase virvuse tekkimine on positiivse reaktsiooni tunnuseks.

Griessi reaktiiv koosneb kahest lahusest, mis valatakse
kokku ja siilitatakse klaaskorg%;a pudelis.

1. ol-naftiiilamiin 0,2,
Aqua destillata 20 ml,
Acidum aceticum'i 12%-line lahus 150 ml.

2. Acidum sulfanilicum 0,5,

Acidum aceticum'i 12% ~line lahus 150 ml.

T806uUulesanded.

1. Hinnata killvitulemused Buliri sddtmes, teha kontrollkiil-
vid Endo stdtmele ja mdirata koli-tiiter vastava tabeli
pdhjal.

2. Tutvuda Escherichia coli ning Lerobacter aerogenes'e bio-
keemiliste omadustega ja nende mikroobide diferentseczrimize
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meetoditega.

3. Teostada indooli mi¥ramine, metiliilpunase ja tsitraattest
ning Voges-Proskaueri reaktsioon uurimiseks antud kultuu-
ridega,

4, L8petada puhaskultuuri isoleerimine.

‘Teha Grami jdrgi virvitud kontrollpreparaadid isoleeritud
kultuuridest ja kontrollida viimaste lkultuurilisi ning
biokeemilisi omadusi. :

5. Tutvuda erinevate mikroobiliikide kasvu iseloomuga liha-
peptoonpul jongis.

6. Tutvuda mikroobide proteoliiitiliste omaduste midramlse
meetoditega.

7. Miirata nitriitide olemasolu uuritavates kultuurides
Griessi reaktiiviga.

IX praktikumnm

T e e ma: INIMESE KEHA JA MAAPINNA MIKROFLOORA UURIMINE.
MIKROOBIDE HINGAMINE. HAPPEKAARIMISED.

Inimese keha mikrofl B or a.

Inimest Umbritsevas viliskeskkonnas on massiliselt mit-
mesuguseid mikroorganisme, mis satuvad kontakti inimese naha-
pinna ja limaskestadega. Teatud mikroorganismid on filloge-
neetilise arengu viltel kohandunud inimese kul peremeesorga-
nismiga, elutsedes plisivalt inimese vilisnahal, limaskesta-
del, soolekanalis ja avaldades antagonistlikku toimet juhus-
likult vastavasse keskkonde sattunud mikroobiliikidele.

Inimese nahapinnalt v8ib leida stafillokokke, sartsiine,
happekindlaid baktereid, difteroide. Pllsivalt esineb siin
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valget pigmenti produtseeriv Staphylococcus epidermidis.
Inimese suuldne limaskestal leidub mikrokokke, batszille
Ja laktobatsillide perékonda kuuluvaid mikroobe.
Igemevoltides ja hambakatus on mikrokokke, streptokokke,
vibrioone, spirille, mitmesuguseild spiroheete, pHrmisarnaseid
organisme, vahel ka algloomi.

Soole mikrofloora uurimine.

Kui maolimaskestal ja kaksteistsdrmiksooles on mikroobe
viga vihe, siis juba peensoole alumises 13igus, eriki aga
Jédmesooles, viib leida massiliselt mitmesuguseid mikroorganis-
me. Ligikaudu fiks kolmandik rooja kuivainest kcosneb mikroo-
bidest. Rooja killvides lihtagarstdtmeil; mis lkultiveeritud
tavalistes, aeroobsetes tingimustes, domineerid gram-negatiiv-
ne mikrofloora tiiskasvanul. Peale Escherichia coli vdib roo~
jas leida Alcaligenes faecalis't, Aerobacter aercgenes't, Pro-
teus vulgaris't, Pseudomonas aeruginosa't jt. gram-negatiivsel:
baktereid. Kasvatades roojakiilve erisBotmetel anaeroobseis
tingimusis, v3ib leida suurel arvul Clostridium'i perekonda
kuuluvaid gram-positiivseid batsille, laktobatsille, mikro-
kokke ja bakteroide. Rooja uurimisel pimevil jameetodil v38ib
leida selles vibrioone, spirille ja spiroheete koos teiste
misroobidega. Seentest v8ib leida roojas Candida, Geotrichum,
Cryptococcus, Penicillium liike, algloomadest Entamoeba coli,
Entamoeba hartmanni, Endolimax nana jt.

Vaststindinud lapsel on esimestel tundidel peale siindi-
mist mekoonium ehk esiroe enamasti steriilme. Kuid 4=24 tun-
ni moddumisel kujuneb vilja iseloomulik soole mikrofloora.
Normaalsel emapiimaga toidetud imikul on roe kollakaspruun,
pehme ja hapu 18hnaga. Domineerid Lactobacillus bifidus,selle
k3:-val Lactobacillus acidophilus, Streptococcus faecalis,vihe-
mal miiral esined kolibaktereid ja stafiilokokke. Kunstlikult
toidetud imikul aga on roojas, mis ise on tumepruunl vidrvuse
ja roiskuva 1l8hnaga, kolibak*tereid, enterokokke, mdningaid
Clostridium'i perekonda kuuluvaid liike ja vihesel mdidral
Lactobacillus acidophilus't.

Kui teha preparaadid t¥iskasvanu ja emapiimaga toidetud
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terve imiku roojast, vidrvida need Grami Jjirgi ja uurida mik-
roskoobis, siis v3ib tdheldada juba esimesel pilgul erinevusi
nende mikrofloora koostises. Tiiskasvanu roojast tehtud pre-
paraadis torkab silma mikrofloora suur mitmekesisus, kusjuu-
res kdige enam on leida gram-negatiivseid baktereid, vihemal
midral jdmedaid gram-positiivseid pulgakesi ilksikult véi lithi-
keste ahelatena, streptokokke, staftilokokke, pdrmseeni jt.
Imiku rooja preparaadis on seevastu tthtlane mikrofloora, mis
koosneb peaaegu ainult gram-positiivsetest sirgetest voi vihe
kdverdunud pulgakestest. (Lactobacillus bifidus). Ainult vihe
on leida gram-positiivseid kokke Jja peasegu illdse mitte gram-
-negatiivseid baktereid.

Nahapinna mikrofloora uurimine.

Nahapinna mikrofloorat on kdige lihtsam uurida Jjirgmi-
sel meetodil: Petri tassile valatakse vidlja vesivannis sulata-
tud lihapeptoonagarsidde, lastakse hanguda ja jagatakse see-
Jdrel tassi pBhi klaasipliiatsiga sektoriteks. Igale sektori-
le tehakse sOrmekiilv. Selleks tostetakse hetkeks tassi poShi
st68tmega tassi kaanest vidlja peaaegu vertikaalsesse asendisse
Ja puudutatakse momendiks sodtme pinda sektori keskosas s8r-
meotstega. Seejuures el tohi stddet katki vajutada. Tassi pdhi
asetatakse JjHlle kaane sisse ja Petri tass termostaati Sy Gl o
Juurde 24~ks tunniks. Iga nahapinnal leidunud eluvdimeline
mikroob annab stdtmel paljunedes pesa.

Suuddne limaskesta mikrofloora uurimine.

Inimese suuddne limaskestal, eriti kurgumandlitel, v3ib
leida peale mitmesuguste mittepatogeensete mikroobide ka pa-
togeenseid liike, niiteks hemolUiitilisi streptokokke. Kurgu-
mandlitelt vBetakse materjalil steriilse vatitampooniga.Isik,
kellelt vBetakse materjali, peab asuma nioga vastu valgus-
allikat v3i akent, et oleks lilevaade kurgukaartest. Vasaku
kdega surub killvimaterjall vGtja steriilse spaatli abil histi
avatud suus keele alla ja tombab paremas kies hoitud tampoo-
ni otsaga korraks file kummagi kurgumandli. Sama tampooniga
tehakse ka kiilv veriagarile Petri tassis. Tassi pShi, mis
klaasipliiatsiga Jjaotatud sektoriteks, hoitakse vasaku kide-
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ga vertikaalselt n#o kdrgusel. Paremas kies hoitud tampooni~-
otsaga tehakse paralleelsete tSmmetega joonkiilv v8i siksak~
killv Uhest sektori piirist teiseni, Killve jilgitakse pdrast
24-48 tunnilist hoidmist 37° ¢ juures. Ststmel v&ib leida mite
mesuguseid pesi. Sagedamini v8ib niha kollase v8i valge pig-
mendiga stafiilokokkide je ilma pigmendita viga viikesi strep-
tokokkide pesi, millest viimased v8ivad anda &£- v8i P- hemo~
luilsi.

Maapinna mikrofloora jJja
mikroobide hingamine.

Maapind on loomulikuks keskkonnaks paljudele mikroobide-
le ja ildse nende suurimaks reservuaariks looduses. Pinnases
v0ib leiduda mitmesuguseid baktereid, seeni, spiroheete, alg-
loomi, filtreeruvaid viirusi ja bakteriofaage, mis asuvad
tiksteise suhtes mitmesuguses siimbioosi-, siinergismi- v8i ante-
gonismivahekorras. Maapinnas v6ib leiduda ka patogeenseid
mikroobe, millest eriti kaua vdivad plisida eluv8imelistena
mitmesuguste batsillide eosed.

Mikroorganismide arv 1 g pinnases v8ib kdikuda viga suu-
res ulatuses, s8ltudes paljudest asjaoludest, eriti aga orgaa-
nilise aine hulgast maapinnas. Peale selle s83ltub pinnase
iseloomust ka mikrofloora koostis, Liivane pinnas, mis on 8hu-
rikkam, sisaldab suuremal aryul aeroobseid mikroorganisme,
kuna veerikas soine v51 savine pinnas on rikkam anaeroobse-
test mikroobidest.

Mikroobide elutegevuseks vajaliku energia veabanemine toi-
mudb erinevat laadi hingamisprotsessina.

Aeroobse hingamistilibiga mikroobid vajavad vaba hapnik-
ku keskkonnas.

Fakultatiivsed ehk volilised anaeroobid vdivad areneda
vaba hapniku esinemisel keskkonnas, aga ka selle puudumisel,
kohandudes keskkonna tingimustele.

Obligaatseld anaeroobe kahjustatakse nende elutegevuses
ning nad hdvinevad juhul, kui imbritseva keskkonna vaba hap-
niku sisaldus tiletab teatud minimaalse partsiaalrdhu vHértu-
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se (10-40 mm Hg samba rBhust). Oma elutegevuseks vafalikku
energiat ammutavad obligaatsed anaeroobid suhkrute, alkoholide
Ja orgaaniliste hapete astmelisest lammutamisest mitmesugus~
tes kiHrimisprotsessides.

Anseroobsete mikroobide kultiveerimine.

Obligaatsete anaeroobide kultiveerimisel kSrvaldatakse
vaba hapnik sddtmest ja hoitakse kultuurid hapniku eest kaits-
tult kogu kultiveerimise perioodil. Selleks kasutatakse mitme-
suguseid meetodeid:

1. Anseroobe kultiveeritakse sdotmes, millele on lisanda-
tud hapnikku absorbeerivaid aineid, nagu vidrskeid koetlikikesi,
toore v81 steriliseeritud kartull ttikikesi, gliikoosi jne. Enne
materjali killvamist sdotmele keedetakse viimast 10-30 min.
vesivannis 100° C Juures, mille tagajirjel eraldub sBdtmest
Shk tthes hapnikuga.

Kaitseks hapniku sissepddsemise eest kaetakse vedelsdtt-
med 2-3 cm kdrguse steriilse vaseliindlikihiga.

2, Anaeroobilde killvid asetatakse paksude seintega ndus-
se - anaerostaati, millest 8hk vaskuumpumba abil eemaldatak-
se. Hapniku tH#ielikuks k8rvaldamiseks v8idb seda meetodit kom-
bineerida hapniku absorbeerimismeetodiga. Selleks asetatakse
anaserostaatli lahtise tassi pdhja thes killvatud sbtdtmetega
mdni gramm acidum pyrogallicum'i ja selle k3rvale lahtisesse
kdrgemasse ndusse 10-15 ml 10%-1ist KOH lahust. Peale dhu
eemaldamist anaerostaadist vaakuumpumba abil lastakse jérsu
1iigutusega leelist sisaldav ndu {imber kukkuda plirogallus-
hapet sisaldavasse ndusse. Tekkiv segu, itlalnimetatud vahe-

- korras voib absorbeerida hapnikku 100 ml mahuga Shuruumist.

3. Hapnikku v3ib asendada inertse gaasiga. Selleks las-
takse vastavate torude kaudu vedelsdttmest 1dbi vesinikku vdi
limmastikku, kuni kogu 8hk eemaldub. Seejirel suletakse klaas-
torude otsad ja kultiveeritakse kiilve termostaadis.

4, Uhel ja samal stdtmel v3ib kultiveerida ithes anaeroo-
bidega mingeid obligaatselt aeroobseid mikroobe. Kasutades
vaba Shu hapnikku, loovad need anaeroobidele soodsad tingi-
mused. Selleks 1813&takse steriilse noaga Petri tassi vala-
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tud stttmekihist vdlja keskmine kitsas riba ja kiilvatakse
fihele killjele uuritavad anaseroobid, teisele aga aeroobide,
néiteks Serratia marcescens'i kultuur. Tassl kaas ja pShi pea-
vad histl tihedalt kokku kiima ja see vahe suletakse veelgl
parafiiniga, mille jirel asetatakse tass termostaati.

Mulla kiilv aeroobsete Jja anaeroobsete mikroobide
uurimiseks.

Nii aeroobse kul ka anaercobse hingamistilibiga mikroobi-
de esinemist mullas v3ib demonstreerida jirgmiselt:

Vdetakse pinnasest steriilse kilhvlikesega mulda 3-4 om
stigavusest kihist, milles leidub tavaliselt k3ige suuremal
arvul mikroobe. Mulda hddrutakse steriilses uhmris vihese hul-
ga steriilse veega ja saadud segu asetatakse steriilsesse kolbdi,
lisatakse veel vett ja loksutatakse kolbi 10-~15 min. jooksul
selleks, et dispergeerida mulla tahketele osistele adsorbeeru-
nud mikroobid. Pirast mBneminutilist kolvi seismist vBetakse
pealmist vedelikku, mida kasutatakse kiilviks. :

Aasatils mullasuspensiooni kiilvatakse Kitt-Taroszzi sBot-
messe. Seejirel kuumutatakse katsutit sddtmega vesivannis
80° ¢ juures 15-20 min. jooksul vegetatiivse mikrofloora hévi-
tamiseks. Eluviimelistena siilivad aga mitmesuguste mikroobi-
de, sealhulgas ka anaeroobide eosed.

Uks aasatdis mullasuspensiooni killvatakse tahke siintee-
tilise Simmonsi stdtme pinnale.

Kilvid asetatakse termostaati 37° C juurde 24-48 tunniks.

ritt-Tarozzi sodde.

Stode sisaldab lihapeptoonpul jongis merisea, kilfiliku v5i
vasika virske maksa tiikikesi, mida lisatakse katsutisse 8-10
ml puljongi kohta 5-6 tiikikest. S60de, kaetud steriilse vase-
11indlikihiga,steriliseeritakse autoklaavis 30 min. 1 Atm
Juures.

Simmonsi stbde.

Stsde on sama koostisega kui Keseri sgdde (vt.VIII prakti-
kum), millele on aga lisandatud 2% agar-agarit. Stdtmel kas-
vavad aeroobse hingamistiilibiga mikroobid, mis on vSimelised
{htlasi kasutama ammooniumfosfaati ainsa limmastiku- ja sid-
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runhappe-naatriumi ainsa siisinikuallikana.
Happekddarimised.

Happekidrimised on sidrased siisivesikute, alkoholide, glii-
kosiidide fermentatsioonid, milles mikroobide fermentide poolt
pShjustatud kiirimisel tekivad peamiste produktidena orgaani-
lised happed.

Kddikhape tekid peamiselt etiililalkoholi hapendumise taga-
Jdrjel dddikhappebakterite fermentide toimel. Kddrimine toi-
mudb 4-16%-lises alkoholilahuses ja jaib seisma, kuil kidrivas
segus tekib 10-13% #Hdikhapet. A#dikhappe bakterid on mitte-
liikuvad lithikesed pulgakesed. Neist tuntumad on Acetobacter
acetl, Acetobacter pasteurianum, Acetobacter ranceans jt.

Piimhappe kidirimist demonstreerib meile igapidevases elus
harilik piima hapendumine, kus piimasuhkur mikroobide fermen-
tide toimel 1Ghustub piimhappeks ja seejuures piimast sadestub
kaseiin,

Tuntumad piimhappebakterid on gram-positiivsed Strepto~-
coccus lactis, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus plan-
tarum jt.

Olihappefermentatsiooni all mdistetakse niisugust siisi-
vesikute, alkoholide, piimhappe ja selle soolade lBhustumist,
mille puhul tekivad 8lihape, siisihappegaas, vesinik, butiiiil-
alkohol ja rida teisi orgaanilisi happeid. Seda kidrimist pdh-
justavad mikroobid on obligaatsed anaeroobid ja neid leidub
lajaldaselt maapinnas, sBnnikus, inimeste ja loomade sooltes,
Juustus ja mujal. Tuntumateks Glihappek#iirijateks on Clostri-
dium butyricum, Clostridium pasteurianum, Clostridium lento-
putrescens jt.

Addikhappektirijate mikroobide uurimine.

Lahjendatud G6lle v8i veini seismisel tekid mdne pieva
Jjooksul 3rn sile kelme, mis hiljem muutudb tihedamaks. Uhtlasi
on tunda ndrka didika 1ldhna. Vedeliku pinnal on arenenud H&a-
dikhappebakterid.

Kddikhappebakterite uurimiseks tehakse preparaat eseme-
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klaasil Shu kies seisnud veinist ja virvitakse metiileensini-

sega 5 minutit. Preparaadis on niha lithikesi viikesi pulga~

kesi, mis asuvad ilksikult, kahekaupa v31 pikemate ahelatena.

MBnes preparaadis v3ib leida pikki niitjaid ja kadvjalt pai-

sunud involutsioonivorme. Peale #éddikhappebakterite vdib lei-
da preparaadis suuri ovaalse kujuga pirmseeni.

Olihappek#irijate mikroobide uurimine.

Vastavate mikroobide sedastamiseks asetatakse kolvis
olevasse glilkoosilahusesse tiikk vana juustu ja kiilvatakse
sisse viike tilkk s@nmmikut. Mikroobid arenevad 30-37° C Juures
kolvl pdhjas, kus on anaeroobsed tingimused. Kolvist eritub
ridstunud voi 1Bhna.

Preparaadi tegemiseks vGetakse uurimismaterjali kolvi
pShjast aasaga. Preparaat virvitakse Graml jdrgi. Mikros-
koobilisel uurimisel ¥3ib ti#heldada jimedaid pikki pulgake-
si, osalt Uksikult v31 jdlle lithikeste ahelatena.Kohati on
pulgad kiivjalt paisunud ja raku sees on niha subterminaalse
v31 terminaalse asetusega eost, mis Grami meetodil ilmneb
virvumata iimmarguse tdpina. Olihappebakterid on gram-positiiv-
sed.

Piimhappekiddrijate mikroobide uurimine.

Preparaat valmistatakse esemeklaasll aasatdiest keefiri-
massist ja h3drutakse laiali histi Ghukeseks kihiks. Metiileen-
sinisega 5 min. kestel virvitud preparaadis on ndha kaseiinl-
massis siin ja seal kahekaupa v31 lilhikeste ahelatena paikne-
vaid ja ahela pikitelje suunas vidhe viljavenitatud kokke.
(Streptococcus lactis).

Peale piimhappebakterite v5ib leida preparaadils iiksikuid
pirmseente rakke ja pikemaid Oidium albicans'i niite.

To6o6#lesanded.

1. Vdrvida Grami jirgi ja uurida preparaati imiku roojast.

2. Virvida Grami jargi ja uurida preparaati tilskasvanud
inimese roojast,

3. Teostada sBrme nahalt kiilv agarplaadl sektorile.
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4, VBtta steriilse vatitampooniga naabri kurgumandlitelt
killvimaterjali ja killvata joonkillvina veriagarplaadi sek-
torile.

5. Teostada mulla kiilv Kitt-Tarozzl stttmesse ning kuumutada
seejirel katseklaasi vesivannis 80° ¢ Juures 20 min. jooksul.

6. Teostada mulla killv Simmonsi stdtme pinnale.

7. Valmistada ja uurida rikmenud veinist preparaat, mis virvi-
tud metiileensinisega 5 min.

8. Valmistada ja uurida preparaat Grami Jjérgi 8lihappekidri-
Jjatest mikroobidest.

9. Valmistada ja uurida keefirist preparaat, mis virvitud me-
tilleensinisega 5 min.

X praktikumnm

T e ema: INIMESE KEHA JA MAAPINNA MIKROFLOORA UURIMINE.
MIKROOBIDE FUSIOLOOGIA-ALASTE KUSIMUSTE KORDA-
MINE. INIMESE KEHA MIKROFLOORA (jirg).

Eelmisel korral tehtud s3rmenaha puutekiilvis on ndha
mitmesuguse kuju ja virvusega pesi. Sagedamini on leida valge
pigmendiga stafillokokkide pesi.

Veriagarile tehtud kurgulima kiilvis v8ib leida suure-
maid ja vihemaid, £~ ja /S-hemoluﬂai andnud pesi.

MAAPINNA MIKROFLOORA (jirg).

Kitt-Tarozzi stbtmes v5ib niha katseklaasi pShjas higu-
sust, kuna stbtme pealmine pind on selge. Aasaga vdetakse
materjali koetlikikeste vahelt, tehakse preparaat esemeklaasil,
millelt enne leegis fikseerimist kdrvaldatakse filterpaberil
ribaga vaseliindli. Grami jirgi vdrvitud preparaadis vdibd
niha gram-positiivseid pulgakesi.
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Simmonsi sdotmelt vdetud mikroobide uurimisel 1:10 lahj.
karboolfuksiiniga virvitud preparaadis on ndha mitmesuguse
kuju ja asetusega pulgakesi ja kiirikseente niite.

T56tHlesanded.

1. Valmistada sSrmenaha puutekillvi erinevatest pesadest Grami
Jdargi vdrvitud preparaat. ;

2, Teha sama kurgulima killvist.

3. Teha Kitt~Tarozzi sdbtme pBhjas olevast sademest Grami

; jérgl virvitud preparaat.

4. Valmistada Simmonsi stdtmel kasvanud erinevatest pesadest
preparaat ja virvida eriitrosiiniga 5 min.

5. Korrata mikroobide fiisioloogiat ja valmistuda praktilisteks
harjutusteks kiillvitehnika alal.

XL 2 pivi i A kvu m,
T eema: VALISKESKKONNA TEGURITE TOIME MIKROOBIDELE.

Mikroobide elutegevus on pidevalt seotud viliskeskkonna-
ga. Mitmesugused viliskeskkonna fillsikalised, keemilised ja
bioloogilised tegurid mdjuvad sellele nii kahjustavalt kui ka
soodustavalt. Arstiteaduses illdse, eriti aga mikrobloloogias,
leiab viga laialdast rakendamist paljude viliskeskkonna te-
gurite toime mikroobidele. Nii niiteks kasutatakse fiiisikalis~
test teguritest kdrgete temperatuuride mikroobe kahjustavat
toimet sterilisatsioonil, madalaid temperatuure aga viiruste
siilitamisel. MBningate keemiliste ilhendite toimel pShineb
desinfektsioon, kemoteraapia. Bioloogilistest teguritest on
.antibiootikumid ja bakteriofaagid muutunud nakkushaiguste
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tildtunnustatud profiilaktika~ ja ravivahendeiks. Filiisikalised,
keemilised ja bioloogilised viliskeskkonna tegurid tingivad
ka mikroobide muutlikkuse.

Fuldsixagliste teoegurite
201 ne A kT obtdels.

Valguse toime mikroobidele.

Valgus avaldab mikroobidele kahjustavat toimet. Enamik
mikroobe kasvab ja paljuneb ainult pimeduses, mist3ttu vildi-
takse ka valguse juurdepiisu termostaati. Eriti ohtlikud on
piikesekiired, mis surmavad mikroobe juba paari tunni viltel.
Mikroobidele mSjuvad kahjustavalt esmajoones lithikese laine-
plkkusega kiired - valgusspektri ultravioletne, violetne ja
sinine osa.

Piikeseklirte kahjustav toime mikroobidele avaldud eri-
ti demonstratiivselt Buchneri katses, mis vilakse libi jérg-
miselt. Uuritavast kultuurist tehakse tihe kiilv tahkele stitt~
mele Petri tassis. StUtme pinnale asetatakse mustast pabe-
rist 18igatud sterillsed tihed, mis Buchneri klassilises kat-
ses moodustavad s3na "typhus®., Avatud Petri tassile lastakse
toimida phikesekiirtel 1-1,5 tunni vHltel, siis eemaldatakse
paberist tdhed, suletakse Petri tass ja paigutatakse see 24
tunniks termostaati 37° C juures. Kultuuri kasv ilmneb ai-
nult sel stdtme alal, mis o0li kaetud mustast paberist tihte-
dega, "kirjutades"™ stdtme pinnale vastava sBna. Sootme kat-
mata pinnal aga hdvisid mikroobid piikesekiirte toimel.

Temperatuuri toime mikroobidele.

Korged temperatuurid avaldavad mikroobidele kahjustavat
toimet. VOrreldes eostega on seejuures eriti tundlikud mik-
roobide vegetatiivsed vormid. Nii h#vivad viimased juba 60-70°
C juures 10-20 minuti viltel, eosed aga kuumas aurus 320%
Juures 15 minuti ja kuumas kuivas Shus alles 160° Juures
1-2 tunni vdltel.

Madalad temperatuurid mikroobe ei hdvita. Nii paljune-
vad moned mikroobiliigid i Ja veel -~ 30 kuni-40° C juures.
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Oma eluvdime aga séilitavad mikroobid isegi vedeldhu, s.o0. ~
180° ¢ Juures.

Eoseld moodustavate mikroobide suuremat resistentsust
kdrgete temparatuuride toimele, vdrreldes eoseid mittemoodus-
tavate mikrooblidega, nditadb jérgmine katse: Escherichia coli
(eoseid mittemoodustav mikroob) ja Bacillus mesentericus'e
(eoseid moodustav mikroob) puljongkultuure keedetakse vesi-
vannis 5 minuti vdltel. Siis tehakse m3lemast katsutist kiilvi-
aasaga kontrollkiilvid lihapeptoonpuljongisse ja paigutatakse
need 48 tunniks termostaati temperatuuriga 37° C. Escherichia
coll puljongkultuurist tehtud kontrollkillvis kasvu ei ilmne,
kiill aga ilmneb kasv Bacillus mesentericus'e pul jongkultuurist
tehtud kontrollkiilvis.

Keemniiliste tegurite todime
mtkProo0dideloe.

Rida keemilisi tihendeid avaldab mikroobidele kahjustavat
toimet. Osa neist mBjub bakteriostaatiliselt, s.t. kasvu péars-
sivalt, osa aga bakteritsiidselt, s.t. mikroobe surmavalt.
Bakteriostaatiliselt m8jud enamik kemoterapeutilisi preparaa-
te. Bakteriostaatilise toime mdiramiseks lisatakse uuritavat
ainet mitmesugustes kontsentratsioonides sdttmetele, milledel
kasvatatakse vastavald mikroobe. Bakteritsiidselt mdjuvad de-
sinfektsiooniks kasutatavad keemilised tlhendid. Bakteritsiidse
toime midramisel toimitakse erinevate uwuritava aine kontsent-
ratsioonidega teatud ajavahemike viltel mikroobidele ja paigu-
tatakse need siis normaalsetesse kasvutingimustesse.

Mitmesuguste desinfektsiooniks kasutatavate ainete bakte-
ritsiidse toime vérdlevaks hindamiseks mHdratakse nende fe-
noolikoefitsient.

Fenoolikoefitsiendi mddramine.

Fenoolikoefitsiendi all mBistetakse aine bakteritsiid-
se toime aktiivsuse suhet fenooli bakteritsiidse toime ak-
tiivsusesse, mille viirtus on tinginuélikult ilks. Fenooli-

koefitsient saadakse, jagades aine maksimaalse bakteritsiid-
set toimet avaldava lahjenduse fenooli maksimaalsele bakte-'
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ritsiidset toimet avaldavale lahjendusele. Eelduseks on, et
vastavad viHrtused midrati standardsetes tingimustes : vieti
v8rdsetes hulkades iihesuguse tihedusega sama kultuuri suspen-
sioon, {lhesuguse toimeaeg ja temperatuur, sama keskkond jne.
Kui n#iteks fenool surmab Escheriochia coli kultuuri 5 minuti
vHltel lahjenduses 1:100, vuritav aine aga sama kultuuri sa-
muti 5 minuti vdltel lahjenduses 1:1200, on uuritava aine
fenoolikoefitsient 1200 = 12, s.t. uuritav aine on Escheri-
chia coli suhtes 12 korda aktiivsem kui fenool.

Sema aine bakteritsiidse toime aktiivsus mitmesugustele
mikroobiliikidele on erinev, mist8ttu femoolikoefitsiendi
miliramisel tuleb alati mdrkida kasutatud mikroobiliik. Kui
selline mirge puudub, on kasutatud Salmonella typhi kultuuri.
Otstarbekohane on miirata fenoolikoefitsient Escherichia coli,
Staphylococcus aureus'e ja Bacillus cereus'e suhtes, sest Esche-
richia coli on resistentseim socole mikrofloorasse kuuluv mik-
roob, Staphylococcus aureus resistentseim eosteta mikroodb, Ba-
oillus cereus aga moodustab eoseid.

Fenoolikoefitsiendi mdiramise niitena mdidrame klooramii-
ni fenoolikoefitsiendi Staphylococcus aureus'e kultuuri suh-
tes. 3

1. VBetakse kaks viiest katsutist koosnevat katsutite
rida, millest esimesse valmistatakse destilleeritud veega fe~-
nooli lahjendused 1:20, 1:40, 1:80, 1:160 ja 1:320 ning tei-
se klooramiini lahjendused 1:200, 1l:400, 1:800, 1:1600 ja
1:3200. Vedeliku hulk {lhes katsutis peab olema 8 ml.

Vastavate labjenduste saamiseks valmistatakse eelnevalt
5¢-lise fenooll ja 0,5%-lise klooramiini alglahused. Edasi
pipeteeritakse alglahused ja destilleeritud vesi katsutites-
se vastavalt jirgnevale skeemile:
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:}3: Vedelik 1 - 3 s 5
5%~-1ise fenooli
alglahus ml-tes 8,0 4,0 2,0 1,0 0,5
; destilleeritud
vesl ml-tes - 4,0 6,0 7,0 755
4 | Saadud_lahjendus 1320 1:40 1:80 1:160 1:320
0,5%-11se kloor-
amiini alglahus
II ml-tes 8,0 4,0 2,0 1,0 0,5
destilleeritud
vesi ml-tes - 4,0 6,0 7,0 74,5
saadud lahjendus 13200 17500 T:800 1 T:1800 (173300 !




2, 24-tunniline Staphylococcus aureus'e puljongkultuur
ja katsutid fenooli ning klooramiini lahjendustega asetatak-
se 10 minutiks vesivanni 20° ¢ Juures, et ilhtlustada mdlema
aine lahjenduste ja kultuuri temperatuuri.

3. KBikidele fenooli ning klooramiini lahjendustele 1i-
satakse 0,1 ml Staphylococcus aureus'e puljongkultuuri ja
katsutid asetatakse tagasi vesivanni 200 'c Juures.

4, K8ikidest katsutitest tehakse kiilviaasaga kontroll-
kiilvid lihapeptoonpul jongisse 5,10, 15, 20 ja 25 minuti jirel.
Kontrollkiilvide katsutitele hargitakse nii fenooli v3i kloor-
amiini lahjendus kui ka selle toimeaeg ja paigutatakse need
" siis 48 tunniks termostaati 37° C juures.

48 tunni moodumisel registreeritakse kontrollkiilvide
tulemused sGbtme higunemise jdrel ja arvutatakse fenooli-
koefitsient. On otstarbekohane koondada kontrollkiilvide tu-
lemused jargmisse tabelisse, mirkides seejuures kasvu +-ga
Jja kasvu puudumist O-ga:

Desinfitseeriv Toimeaeg minutites
aine Lahjendus b 10 i 20 25

1320

Fenool 1:40

1:80

1:160
1:320

1:200

Klooramiin 1:400

1:800

-1:1600 ®

1:3200

-106-



Bioloogiliste togurite
toime mikroobidele.

Antibiootikumide bakteriostaatiline toime
‘mikroobidele.

Antibiootikumideks nimetatakse bioloogilisi v31 nende
eeskujul saadud siinteetilisi preparaate, mis kahjustavad pa-
togeensete mikroobide ainevahetust haige organismis. Antibi-
ootilisi aineid kui vahendeid vditluses olemasolu eest pro-
dutseerivad seened, kiirikseened, bakterid ja batsillid,mis
kuuluvad pdhiliselt maapinna mikrofloorasse. Antibiootilisi
aineid produtseerivad ka korgemad taimed, samuti on tuntud
loomse pHritoluga antibiootikumid: MOningaid antibiootikume
(penitsilliin, streptomiitsiin, levomiitsetiin, biomiitsiin,
terramiitsiin jt.) iseloomustab viga tugev toime mikroobidele
vihese kahjustava toime juures inimorganismile, mistdttu nad
leiavad lalaldast kasutamist haigete ravis.

P6hiliselt avaldavad antibiootikumid mikroobidele bak-
teriostaatilist, s.t. kasvu pdrssivat toimet, mdjutades mit-
mesuguseld mikroobirakule elulise tidhtsusega fermentsiisteeme.
Igale antibiootilisele preparaadile on omane kindel toime-
mehhanism, mille aluseks on mdju teatud kindlale mikroobiraku
fermentsilsteemile. U'ksikute mikroobiliikide fermentsiisteemi-
de vahel esineb aga erinevusi. Sellest tingituna toimib iga
antibiootiline preparaat ainult teatud kindlatele mikroobi-
liikidele, s.t. omab kindlat toimespektrit.

Erinev on ka sama mikroobiliigi fiksiktiivede tundlikkus
teatud antibiootikumi suhtes. See tundlikkus v3ib muutuda
vastava ravi viltel, kusjuures vdivad kujuneda isegi nn.resis-
tentsed tiived, mis ei allu enam antud antibiootikumi toimelyp
Resistentsus antibiootilise preparaadi suhtes on spetsiifili-
ne - see tihendab, et niiteks streptomiitsiinravi viltel are-
neb haigusetekitajal ainult streptomiitsiinresistentsus, kus-
juures sdilid tundlikkus teiste antibiootikumide suhtes.

Halgusetekitajate tundlikkuse miiramine antibiootiliste
preparaatide suhtes omab suurt tdhtsust kliinikus, v3imalda-
des rakendada ratsionaalset ravi. Selleks kasutatakse mitme-
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suguseid meetodeid. Tavalistes diagnostilistes laboratooriumi-
des on levinumaks meetodiks mikroobide penitsilliin-, strepto-
miitsiin-, levomiitsetiin- ja biomiitsiintundlikkuse miiramine
vastavate antibiootikumidega immutatud diagnostiliste paber-
ketastega. Taolisi kettaid toodab farmatseutiline t@dstus.
Nende kasutamise metoodika on jirgmine:

1. Uuritavast mikroobitilvest (v5i vahetult haigelt vde-
tud uurimismaterjalist) tehakse tihe killv lihapeptoonagar-
plaadile. Petri tass jagatakse klaasipliiatsiga 4 sektoriks.
Ige sektori keskele ssbtme pinnale asetatakse pintsetiga iiks
diagnostiline ketas - ilhele penitsilliiniga, teisele sfrepto-
miltsiiniga, kolmandale levomiitsetiiniga ja neljandale biomiit-
siiniga. Kui erinevate antibiootikumidega immutatud kettad on
sama virvusega, tuleb sektorid mirgistada. Killvy paigutatakse
18 tunniks termostaati 37° C Juures.

2., Kettaist difundeeruvad antibiootilised preparaadid
stotmesse, pdrssides neile tundlike mikroobide kasvu. Selle
tulemusena jH#db vastava ketta iimber kasvuvaeba tsoon, mille
18bimd6t v3imaldadb hinnata uuritava mikroobi tundlikkust an-
tud antibiootikumi suhtes.

‘ Kasvuvaba tsooni 14bimd5t (koos ketta enda 1libim33dduga)
mdBdetakse joonlauaga. Sellest 14bimdSdust olenevalt hinna-
takse mikroobi tundlikkust j&Ergmiselt:

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

kasvuvaba tsooni 1#bim85t 15~25 mm - uuritav mikroob
on antud antibioetikumi suhtes tundlik ( ++ );

kasvuvaba tsooni 1¥bim56t kuni 15 mm - uuritav mikrood
on antud antibiootikumi suhtes vihetundlik ( + );

kasvuvaba tsoon puudub - uuritav mikroob pole antud
antibiootikumi suhtes tundlik, s.t. on antud antibiootikumi
suhtes resistentne. g

Bakteriofaagi 1liilitiline toime mikroobidele.

Bakteriofaagid kujutavad endast viirusi, mis kutsuvad
esile tundlike mikroobide 1lillisi ehk lahustumise. Bakterio-
faagid on spetsiifilised - igale mikroobiliigile v3di isegi
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tilibile toimivad ainult neile omased bakteriofaagid. V8ib
esineda ka faagiresistentseid tiivesid, mis ei allu spetsiifi-
liste bakteriofaagide toimele. Bakteriofaagid tingivad ainult
elusate aktiivselt pal junevate mikroobirakkude 1liitisi.

Bakteriofaagide lilitiline toime mikroobidele avaldub nii
vedelsootmes kui ka tahkel sbtotmel. Bakteriofaagil aktiivsuse
hindamiseks midratakse selle tiiter - suurim bakteriofaagi lah-
Jendué, mis tingib veel vastava tundliku tive lutisi. Tiitri
vdirtusi viljendatakse tavaliselt bakterflofaagi lahjenduse
1:10 astmega -~ niiteks 10'5. Praktiliselt kasutatakse bakterio-
faage nakkushalguste profiilaktikas ja ravis, samutli nende mik-
robioloogilisel dilagnoosimisel. Diagnostilisel otstarbel kasu-
tatakse bakteriofaage kolmel viisil:

1. Uuritavast materjalist bakteriofaagl isoleerimine ja
samastamine. Bakteriofaagl spetsiifilisuse t3ttu lubab selle
sedastamine uuritas materjalis oletada ka vastava haiguseteki-
taja olemasolu.

2. Haigusetekitaja sedastamine ja samastamine uuritavas
materjalis spetsiifiliste bakteriofaagidega nn. bakteriofaagi
tiitri tSusu reaktsiooni abil. Spetsiifilise bakteriofaagi
tiiter tduseb vastava mikroobiliigi leidumisel uuritavas mater-
jalis faagiosakeste hulga suurenemise tottu.

3. Uuritavast materjalist isoleeritud mikroobide puhaa—
kultuuride samastamine spetsiifiliste bakteriofnagidega.

Bakteriofaagi liiitiline toime vedelsdbtmes.

Diisenteeriatekitajate Shigella flexmeri kultuuri kiilva-
takse killvindelaga kahte lihapeptoonpul jongisse. Kiilvid pai-
gutatakse 3-4 tunniks termostaati 37° ¢ juures. Selle aja m&o-
dudes v8id tdheldada sdttme Srna higustumist kultuurl kasvu
t8ttu. Siis lisatakse {ihte katsutisse aasatiéis Shigella flex-
neri bakteriofaagi ja paigutatakse mSlemad katsutid 18-20
tunniks tagasi termostaati. Katsutis, millesse lisati bakte-
riofaagil, muutub stdde mikroobide 1liitisi tagajdrjel tidiesti
1l4bipaistvaks. Teises katsutis aga on sdode higune mikroobi-
de intensiivse pal junemise tulemusena. ;
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Bakteriofaagi lilitiline toime tahkel
stbtmel.

Dilsenteeriatekitaja Shigella flexneri kultuuri killva-
takse kahele lihapeptoonagarplaadile. Uhele plaadile tilgu-
tatakse paar tilka Shigella flexneri bakteriofaagi ja paigu-
tatakse mélemad kiilvid 18-20 tunniks termostaati 37° C Juures.
Kontrollkiilvis toimub {ihtlane kultuuri kasv kogu sddtme pin-
nal. Teises killvis puudub kultuuri kasv kohtades, kuhu sat-
tusid bakteriofaagi tilgad.

Bakteriofaagi tiitrimine vedelsddtmes.

Pipeteeritakse steriillselt 10 katsutisse-4,5 ml lihapep-
toonpul jongit. Esimesse katsutisse lisatakse 0,5 ml uuritavat
bakteriofaagi (n#it. Shigella flexneri bakteriofaag). Edasi
pipeteeritakse esimesest katsutist teise 0,5 ml vedelikku,
teisest kolmandasse 0,5 ml vedelikku jne. kuni 9-nda katsu-
ting, millest vBetud 0,5 ml vedelikku ei kanta {ile 10-ndasse
katsutisse, vaid heldetakse kBrvale. Selliselt saadakse kat-
sutite rida, milles iga jdrgnev katsuti sisaldab eelnevast
10 korda vihem bakteriofaagi (10’1- 10‘9). Viimane katsuti
el sisalda 11ldse bakteriofaagi ja on kontrolliks.

Kdikidesse katsutitesse lisatakse ilkks tilk vastava mik-
roobi (Shigella flexneri) 24-tunnilist puljongkultuuri ja
paigutatakse need 18-20 tunniks termostaati 37% ¢ Juures.
Bakteriofaagi tiiter vastab bakteriofaagi lahjendusele vii-
mases katsutis, milles scode jHi tdiesti ldbipaistvaks, s.t.
milles toimus veel tdielik kultuuri liis.

MIKROOBIDE S- JA R- VORMID.

Mikroobide liigisisene muutlikkus v&ib avalduda dis-
sotsiatsioonis, mis pShiliselt ilmnedb S~ ja R- vormlide esi-
nemises. Nimetus S~ vorm on tuletatud ingliskeelsest sdnast
smooth -sile, R- vorm aga ingliskeelsest sdnast r o u g}:
kare. Vastavalt sellele nimetatakse S— vormi ka silevormilks
Ja R~ vormi karevormiks.
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Mikroobide S~ ja R~ vorme on vdimalik eristada neid ise-
loomustavate tiilipiliste erinevuste pdhjal:

1. S~ vormid kasvavad tahketel stdtmetel siledate niis-
kete ldikivate korrapirase didrisega pesadena; R- vormide pe-
sad on aga karedad, kuivad, tuhmid, korrapdratu #irisega.

2. Vedelstétmeis tingivad S- vormid so8tme htlase higu-
nemise, R- vormid aga kasvavad sademena.

;o Fiisloloogilises keedusoolalahuses annavad S- vormid
thtlase piisiva, R- vormid aga teralise ebapilisiva suspensiooni.

4. S~ vormid on R- vormidest blokeemiliselt aktiivsemad.

5. S- vormid on tavaliselt R- vormidest virulentsemad.
Erandi selles suhtes moodustavad tuberkuloositekitajad (Myco-
bacterium tuberculosis), katkutekitajad (Pasteurella pestis),
siberikatkutekitajad (Bacillus anthracis) ja mdningad strepto-
kokid.

6. S~ vorme fagotstiteeritakse halvemini kui R- vorme.

7. S~ vormide tundlikkus bakteriofaagide suhtes tiletab
vastavate R- vormide) tundlikkuse.

8. Mikroobide S~ vorme isoleeritakse tavaliselt haiguse
#dgedas perioodis, R- vorme aga kroonilise haiguskuluga hai-
geilt. :

9. S~ vormide antigeenne struktuur on tdiuslikum R- vor-
midega vOrreldes.

ik roeobide B~ ja Q=¥ 0 Y I 14"

Liigisisese muutlikkuse tulemusena vGivad mikroobide 1lii-
kuvad vormid kaotada oma viburid, s.t. liikuvuse. MGnedel mik-
roobiliikidel on v8imalik eristada liikuvaid vorme liikumatu-
test vormidest nende erineva kasvu tOttu tahkeil stotmeil. Need
erinevused on eriti tiiipilised Genus Proteus'esse kuuluvatel
mikroobidel: liikuvate vormide pesi iimbritseb Orn vine, mis
vG61ib vohada {ile kogu sddtme pinna; liikumatutel vormidel aga
selline vine puudub. Liikuvald vorme nimetatakse H~ vormideks,
liikumatuid O- vormideks. Need nimetused on tuletatud saksa-
keelsetest sOnadest H a u ¢ h (vine) H- vorm ja o h n e
Hauch (ilma vineta) 0- vorm.
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Mikroobide H~ vorme on k3ige parem eristada 0,8-1%
agarit sisaldavail lihapeptoonagarplaatidel, millel pesi
{imbritsev vine vohab eriti intensiivselt.

MIKROOBIDE INVOLUTSIOONIVORMID.

Involutsioonivormide arenemine on samuti itheks mikroobi-
de lilgisisese muutlikkuse avalduseks. Mikroobide involutsioo-
nivorme nimetatakse ka degeneratsioonivormideks. Nende arene-
. mine v8ib toimuda niiteks kultuuri vananedes st8tmes kuhjuva-
te toksiliste ainevahetusproduktide toimel. Selline involut-
sioonivormide arenemine esineb sageli vibrioonidel, iseloomus-
tudes mikroobirakkude suurenemise ja limardumisega.

T561U1l1lesanded.

1. Demonstratsiooni korras tutvuda Buchneri katsega.

2. Sooritada Escherichia coli ja Bacillus mesentericus'e eri-
nevat termoresistentsust niitav katse.

3. Miirata klooramiini fenoglikoefitsient Staphylococcus au-
reus'e suhtes., ’

4, Miirata diagnostiliste ketastega Staphylococcus aureus'e,
Escherichia coli, Proteus vulgaris'e, Sarcina lutea ja
Pseudomonas aeruginosa kultuuride penitsilliini -, strepto-
mitsiini-, levomiitsetiini~ ja biomiitsetiinitundlikkus.

5. Demonstratsiooni korras tutvuda bakteriofaagi lillitilise
toimega vedelstbtmes.

6. Demonstratsiooni korras tutvuda bakteriofaagi liitilise
toimega tahkel s&dtmel,

7. Demonstratsiooni korras tutvuda Salmonella typhi (S~ vorm)
ja Bacillus authracis’'e (R- vorm) kasvuga lihapeptoonaga-
ril ja lihapeptoonpul jongis.

8. Demonstratsiooni korras tutvuda Proteus vulgaris'e (H-
vorm) kasvuga lihapeptoonagaril.

9. Valmistada Vibrio metschnikovi noorest ja vanast kultuu-
rist preparaadid, vdrvida need 1 min. 1:10 lahjendatud
Ziehli karboolfuksiiniga ja uurida mikroskoobiliselt.
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XII praktikum

Teema: IRP!!TSIOON.

Eeslamilise prekiti kil tO68de
l13petamine.

Temperatuuri toime mikroobidele.

Fenoolikoefitsiendi méiramine.

Antibiootikumide bakteriostaatiline toime
mikroobidele.

Infektsiooni- ja immuunsusdpetus.

Infektsiooni ehk nakkuse all m8istetakse kdiki bioloogi-
1lisi protsesse tervikuna, mis kulgevad organismis patogeen-
sete mikroobide organismi sattumisel ja seal paljunemisel.
Nakkushaigus kujutab endast i#tht ddrmist infektsiooni arengu-
astet. Seega on nakkus tunduvalt laiem m8iste kui nakkushail-
gus.Haigusetekitajast sdltuvana iseloomustub nakkushaigus mit-
mesuguste kliiniliste stimptoomidega, mis v8ivad olla erine-
valt vdlja kujunenud ja esineda erinevates kombinatsioonides.

Immuunsuseks nimetatakse oréanismi vastuvdtmatust haiguse-
tekitajale v3i mingisugusele organismile v38rale ainele. See
vastuvBtmatus on tagatud pdarilikult saadud j. individuaalselt
omandatud organismi enesekaitsemehhanismi kaudu, mis takistab
mikroobide tungimist organismi ja nende paljunemist seal, sa-
muti mikroobide poolt eritatavate toksiliste ainete kahjusta-
vat toimet. ;

Organismi enesekaitsemehhanismis on killlaltki suur osa-
tihtsus antikehadel. Antikehade tihinemine antigeeniga kutsub
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esile terve rea katsutis palja silmaga nihtavaid fenomeene -
aglutinatsiooni, pretsipitatsiooni, 1liisi jne. Neid fenomee-
ne nimetatakse immuunsusreaktsioonideks. Varem piliiiti mainitud
reaktsioone seostada mitmesuguste erinevate antikehadega,mida
vastavalt nimetati aglutiniinideks, pretsipitiinideks; liusii-
nideks jne. Need terminid leiavad sageli tingimuslikku kasu-
tamist ka tdnapieval, olgugl et praegu on tBestatud ilhtse
antikeha olemasolu. Antigeen kutsub esile organismis fihtse
antikeha tekke. See antikeha v3ib pBShjustada antigeeniga iihi-
nedes mitmesuguseid reaktsioone vastavalt reaktsiooni tingi-
musile ja keskkonnale, milles toimub {lhinemine.

Infektsiooni~ ja immuunsusprotsesside laboratoorne uuri-
mine hdlmab nii haigusetekitajate mBningate omaduste miira-
mist kui ka organismi mitmesuguste reaktsioonide uurimist.
Praktiliselt taotletakse sellcga k3ige sagedamini nelja ees-
mirki:

}) midirata uuritavast materjalist isoleeritud mikroobi-
de patogeensed, virulentsed ja toksilised omadused, :

2) seroloogiliselt diagnoosida nakkushaigusi,

3) hinnata organismi immuunsust,

4) leida vBimalusi efektiivsete spetsiifiliste immuun-
seerumite ja vaktsiinide valmistamiseks nakkushaiguste pro-
fiulaktika ja ravi otstarbel.

Katseloomad ja nende
aakatanisyiilsild,

Katseloomade nakatamist bioloogilise uurimismeetodina
kasutatakse paljude infektsiooni~ ja immuunsusalaste kilsi-
muste lahendamisel. Pavalisteks katseloomadeks mikrobioloo-
gla laboratooriumis on valged hiired, merisead ja kitlikud,
harvemini valged rotid, ahvid, kassid, koerad jt.

Katseloomi kasvatatakse ja hoitakse vivaariumis vérgus-
tatud puu- v31i metallpuurides. Valgete hiirte tarvis v3ib
kasutada ka klaasitatud puure v3i klaaspurke. Katseks on
k81blikud ainult tdlesti terved hea toitumisega loomad. Sel~-
liste loomade olemasolu eeldab hiisti valgustatud Shurikast
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vivaariumi {lhes seal valitseva korra ja puhtusega, samuti
tiisvddrtuslikku ratsionaalset vitamiinirikast toitu.

Kiillaldase jdrelkasvu kindlustamiseks paigutatakse val-
ged hiired ja merisead puuridesse pesakonniti. Valgete hiirte
pesakond moodustatakse 10-12 emasloomast ja 1-2 isasloomast,
merisigade oma aga 4-5 emasloomast ja ilhest isasloomast. Kiliili-
kute paaritamiseks paigutatakse emasloom paariks pdevaks isas-
looma puuri.

Nakatamiseks valitud loomi jélgitakse fihe ni#dala viltel,
kaalutakse neid ja m83detakse nende kehatemperatuuri. See v3i-
maldab viltida haigete loomade sattumist katsesse. Katseloo-
made kehatemperatuuri md8detakse rektaalselt. Normaalne keha-
temperatuur valgetel hiirtel on 37-390; merisigadel 37,8-39,5°;
kitilikuteX ja valgetel rottidel 38,5-39,5°.

Vahetult enne nakatamist miirgistatakse katseloomad. Sel-
leks kasutatakse valgete hiirte ja rottide puhul Ziehli kar-
boolfuksiini virvilahusega jisemete vdrvimist (vasak eesmine,
vasak tagumine jne.). Kililikuid ja merisigu on parem mirgis-
tada metallnumbritega, mis vajutatakse katseloomade kd3rva.

Katseloomade nakatamist teostatakse pBhiliselt siistalde
ja nBeltega, mis eelnevalt steriliseeritakse keetmisel destil-
leeritud vees 20 minuti viltel. Katseloomade nakatamiseks
mdeldud pooltahkest ja tahkest materjalist valmistatakse sus-
pensioonid steriilses fiisioloogilises keedusoolalahuses .Sus-
pensioone valmistatakse steriilsetes uhmrites,. kusjuures uuri-
tav materjal h33rutskse algul tihtlaseks massiks ja siis lisa-
takse vidhehaaval juurde filsioloogilist keedusoolalahust .Sitke
materjali uhmerdamist kergendab steriilse kvartsliiva v&i
klaasipuru lisamine. Ohumullide eemaldamisel siistlast aseta-
takse nSelale steriilne vatitups, et viltida mikroobe sisal-
davate vedeliku pisipiiskade laialipritsumist.

Mikroobiliikide patogeensus on erinevate loomaliikide
suhtes erinev. Suuresti s8ltub eksperimentaalse nakkuse areng
ja kulg nakatamisviisist, sageli ka katselooma soost ja vanu-
sest. Need asjaolud sunnivad vastavalt uuritavale mikroobi-
liigile ja lahendatavale {ilesandele valima katselooma, selle
sugu, vanust, nakatamisviisi. Nii niiteks kasutatakse tati-
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tSve (malleuse) tekitaja Actinobacillus mallel sedastamiseks
uuritavas materjalis ainult isaste merisigade intraperitone-
aalset nakatamisviisi. Tuberkuloosi bioloogilist diagnoosi-
mist on aga vdimalik teostada merisigadel, kasutades mdlemast
soost loomade nakatamist mitmesuguste nakatamisviisidega.

Stistekoht tébdeldakse eelnevalt etiililalkoholiga v3i joo~
diga.

PShilisteks katselaomade nakatamisviisideks on perku-
teanne, intrakutaanne, subkutaanne, intramuskulaarne,intra-
peritoneaalne, intravenoosne, intratserebraalne, peroraalne
ja intranasaalne nakatamisviis.

Valgete hiirte nakatamist teostatakse tavaliselt ilma
abiliseta, fikseerides katselooma vasemas kies. Selleks tOs-
tetakse loom parema kiiega sabapidi puurist vilja lauale,kus
hiir ennast pBgeneda pliides pingule tSmbab. Niiild haaratakse
tal vasema kie pSidla ja esimese s8rmega kOrvadest ja tur-
jast, ptiratakse seljaga vasema peopesa poole, tdmmatakse
parema kiiega sabapidi jille pingule ja fikseeritakse saba
vasema kie 4.,5.s8rme ja peopesa vahele. Sfistal vGetakse va-
basse paremasse kiitte.

Merisigu ja kiiilikuid nakatatakse abilisega, kes fik-

_ seerib katselooma vajalikus asendis. Merisiga hoiab abiline
parema kiega esijlisemete kohalt, vasema kiega aga tagajise~
meist, Kiillikuid hoiab abiline kiteritikusse mihituna siiles
v8i laual. Kasutatakse ka erilisi puukaste.

Nakatatud katselooml hoitakse eraldi ruumides. Nendes
ruumides valitsev reziim peadb viltima haigusetekitajate levi-
ku v8imaluse loomalt loomale, samuti loomalt inimesele.Tar-
bekorral kaalutakse nakatatud katseloomi pericodiliselt ja
mBddetakse nende kehatemperatuuri.

Uksikute nakatamisviiside tehnika.

l.Perkutaanne nakatamine. Perku-
taanseks nakatamiseks epileeritakse (pirikarva) katselooma
kiil jel umbes 2 x 2 cm alal karvad ja h83rutakse uuritav ma-
terjal kas tervesse v81 skarifitseeritud nahasse. Materjali
nahasse hSdrumliseks kasutatakse steriilset siledaotsalist
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klaaspulka. Loom jifidb fikseerituks materjali kuivamiseni nahal.

Perkutaanset nakatamisviisi kasutatakse praktiliselt nii-
teks katku diagnoosimisel, kui on tegemist materjaliga, mis
peale arvatavate katkutekitajate (Pasteurella pestis) sisal-
dab suurel hulgal ka teisi mikroobe.

2. Intrakutaanne nakatamine.Intra-
kutaanset nakatamist teostatakse samuti pirast karvade epi-~
leerimist. Nakatamiseks kasutatakse histi peeni teravaid nde-
lu. N8el viiakse nahasse peasegu paralleelselt nahapinnale
avausega {llespoole nii, et n8ela 18ikepind kumenduks libi
epidermise. Materjali intrakutaansel siistimisel tekib kubel.
Stistitava materjali annus on 0,1-0,2 ml.

Intrakutaanset nakatamisviisi kasutatakse mikroobide
toksiinide uurimisel, samuti mitmesuguste allergiliste naha-
reaktsioonide teostamisel jne.

3, Subkutaanne nakatamin e, Subku-
taanne nakatamine on ttheks levinumaks katseloomade nakatamis-
viisiks, mida kasutatakse mitmesuguste nakkushaiguste (siberi
katk, tulareemia, katk jne.) diagnoosimisel. Stistekoht v3id
olla erinev, kuid sobivamaks tuleb pidada kubemepiirkonda.
Kui siistematerjal immitseb 1libi siisteava tug-si,'vaib viima~-
se sulgeda kolloodiumiga immutatud vatitupsuga. Selleks ots-
tarbeks v8ib kasutada ka slisteava tidtlemist leegil kuumuta-
tud klaaspulgaga. Slistitava materjali annused: valgetel hiir-
tel 0,2-0,5 ml, merisigadel 0,5-1 ml, kiitilikutel 1-2 ml.

4, Intramuskulaarne nakatamine.
Intramuskulaarsel nakatamisel siistitakse materjal tavaliselt
tagajiseme lihastesse., Siistitava materjali annused: valgetel
hiirtel 0,25 ml, merisigadel 2 ml, kiiilikutel 5 ml.

Intramuskulaarset nakatamisviisi kasutatakse ainult eri-
listel niidustustel, niiteks anaeroobsete mikroobide uurimi-
sel.

S InSraperittonesaalne nakata
m i n e. Intraperitoneaalsel nakatamisel tuleb hoiduda vi-
gastamast katseloomade k8huBBneelundeid. Selleks hoitakse
loomi sistimisel vertikaalselt peaga allapoole, mille tule-
musena kdhuddneelundid vajuvad diafragmale. Nakatamist teos-
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tatakse teravate, kuld lihikese 13ikepinnaga nSeltega. Siiste-
kohaks on keskjoonest veidi killgmisem kBShu alumine osa. Nahk
ldbitakse teravnurga, lihased aga tiisnurga all. N&ela kBhu-
08nde sattumisel on tunne, nagu oleks nBel vajunud tithjusesse.
Stistitave materjali annused: valgetel hiirtel kuni 1 ml, meri-
sigadel kuni 5 ml, kiiiilikutel kuni 10 ml.

Intraperitoneaalset nakatamisviisi kasutatakse niiteks
botulismi, malleuse, mitmesuguste rikketsiooside jt. nakkus-—
haiguste diagnoosimisel.

6. Intravenoosne nakatamine. Intra-
venoosselt nakatatakse valgeid hiiri ja kiiilikuid, merisigadel
vilakse aga tarbekorral uuritav materjal vahetult siidameddnde.
Hiirtel teostatakse veenisiseseid sllsteid sabaveeni, kiililiku-
tel kbrva #direveeni, mis asub kSrva pindmisel serval. Saba-"
veeni slistimisel paigutatakse hiir eelnevalt 5-10 minutiks ter-
mostaati 27° ¢ Juures, mis soodustab veenide tditumist., Edasi
paigutatakse katseloom metallkarpi, mille pdhjas vdi killjes
on avaus. Selle avause kaudu vBetakse hiire saba karbist vilja
Jja surutakse sabajuure kohal pintsetiga kinni (pintseti haru-
dele on tBmmatud kummivooliku tikid). Nuild fikseeridb stistija
katselooma saba otsmise kolmandiku vasaku kie ptidla ning esi-
mese sdrme vahele, h&drub seda ksillooliga immutatud vatitup-
suga ja viib siis nSela veeni paralleelselt nahapinnale, abi-
line aga eemaldab pintseti sabajuurelt. Kui nBel on veenis,
vialjub vedelik silstlast juba kerge survega; kui ndel pole vee-
nis, nduab siistimine jdudu, kusjuures saba osa tllevalpool siis—
tekohta tursud ja léheb valgeks. Hiirte intravenoosseks naka-
tamiseks sobivad peened teravad, kuid lithikese 10ikepinnaga
ndelad.

Kiiiliku intravenoossel nakatumisel surub abiline k8rva
ddreveeni kdrvajuure kohal k#ega kinni. Venoosse paisu suu-~
rendamiseks v3ib hddruda k8rva kuuma veega immutatud vatitup-
suga. Kul on tegemist viga halva veeniga, v3ib kdrvanahka h&3-
ruda ka kstilooliga. Siistija v8tadb kdrva otsmise kolmandiku
vasaku kie pdidla ja esimese s8rme vahele ja viib ndela vee-
nil paralleelselt nahapinnale, abiline aga laseb kdrvaveeni
lahti.
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Stistitava materjali annused: valgetel hiirtel kuni 1 ml,
kiitilikutel kuni 5 ml.

Intravenocosset nakatamisviisi kasutatakse eksperimentaal-
.8e tuberkuloosl uurimisel, samuti botulismi toksiini sedasta-
misel, kiiilikute immuniseerimisel jne.

Merisigade nakatamisel stidamesse on katselooma mugavam
fikseerida jisemeist vastava laua killge seljaga allapoole,
kuid teda v3ib ka k#es hoida. Siistija leiab palpatoorselt sii-
dame tiputBuke koha, mis tavaliselt asub 1 cm mddkjatkest {llal=-
pool vasemas roidevahemikus. N8el viiakse siidamesse tiputduke
kohal. Kul n8el on sattunud siidameddnde, tuleb slistlasse verd
Juba kergel aspiratsioonil. Materjali tuled slistida stidamesse
aeglaselt. Siistitava materjali annus on kuni 2 ml. Tipselt
sama metoodikat kasutatakse ka vere vOtmiseks slidamest.

7. Intratserebraalne nakatami-

n e. Intratserebraalset nakatamisviisi kasutatakse kdige
sagedamini mitmesuguste viiruste isoleerimiseks valgetel hiir-
tel. Nakatamiseks vdetakse noored katseloomad kaaluga 10-12

g, kelle koljuluudevahelised sutuurid pole veel 18plikult lub-
Jastunud. Vasaku kide pdidla ja esimese sOrmega haaratakse
hiirel kdrvust ja turjast nii, et looma péa jHHks lamama va-
saku kie teisele sGrmele parema poolega lillespoole. Siistekohaks
on silma tagumist nurka ja vdlist kuulmekdiku itlhendava sirge
keskpunkt. Koljuluu l#ibistamise Jirel on tunne, nagu vajuks
ndel tithjusesse.

Intratserebraalset nakatamist on kfige parem teostada
nn. tuberkuliinsiistia ja terava, kuid lilhikese 18ikepinnaga
ndelaga. Siistitava materjali annus on kuni 0,05 ml.

8. Peroraalne nakatamine. Peroraalsel
nakatamisel v3ib materjali segada katseloomade toildu hulka.
Kul on aga tarvis nakatada katseloomi teatud kindlate mater-
jaliannustega, tuleb need viia vahetult seedetrakti. Valgetel
hiirtel kasutatakse selleks tavaliselt L- tdhe kujulisi klaas-
kaniilile, mis lhendatakse siistlaga v8imalikult liihikese kummi-
vooliku abil. Klaaskaniliili ots viiakse hiirele keelepirale,
mis vﬁimaigab viia uuritavat materjali doseeritult sobgitorus-
se. Manustatava materjali annus valgetel hiirtel on 0,1-~0,2 ml.
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Fii valgetel hiirtel kul ka teistel katseloomadel v3id
kasutads peroraalseks nakatamiseks mitmesugusest materjalist
valmistatud vastavaid sonde.

Peroraalset nakatamisviisi kasutatakse niiteks toidu-
toksikoinfektsioonide dlagnoosimisel.

9 Intranasaalne nakatamine. Intra-
nasaalseks nakatamiseks kasutatakse eeternarkoosis olevaid
katseloomi, tilgutades neile uuritavat materjali ninas38rmeis-
se. Seejuures tuleb silmas pidada, et liiga sligava narkoosi
puhul muutub katselooma hingamine pindmiseks, mis takistab
uuritava materjali aspireerimist. Kul narkoos pole aga killlal-
daselt siigav, turtsub katseloom uuritava materjali lihtsalt
vilja. Nakatamisel hoitakse katseloomi vertikaalasendis.Manus-
tatava materjali annused: valgetel hiirtel 0,03-0,05 ml, meri-
sigadel ja killlikutel kuni 2 ml.

Intranasaalset nakatamisviisi kasutatakse mitmesuguste
viiruslike nakkushaiguste ja rikketsiooside diagnoosimisel.

Uuritava mater jali védtmine
Ja darigiisekaisaatnine’

P&hinduded uuritava materjali vitmisel ja mikro-
bioloogia laboratooriumi saatmisel.

Uuritav materjal v3etakse ja saadetakse mikrobioloogia
laboratooriumi nurimiseks viga mitmesugustel eesmdrkidel.
Neist sagedasemad on:

1. Nakkushaiguste mikrobioloogiline diagnoosimine.

2., Mikroobide ravimresistentsuse mddramine.

3. Bakterikandjate avastamine.

4, Sidematerjali ja ravimite steriilsuse kontroll.

5. Vee~ ja tolduainete sanitaar-mikrobioloogiline
kontroll.

Vaatamata uuritavale materjalile ja uurimise eesmirgi-
le, on olemas terve rida ydhinBudeid, mis tuleb tdita mater-
jali vdtmisel ja mikrobioloogila laboratocriumi uurimiseks
saatmisel. Nende pdhinBuete kohaselt: bt
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1. Materjal vBetakse steriilsete vahenditega (silstlad
je ndelad, pintsetid, skalpellid, vatt-tampoonid, pipetid,
lusikad jne.) :

2. Materjal saadetakse laboratooriumi steriilsetes sule-
tud katsutites, kolbides, pudelites, purkides jne.,mille pak-~
kimisviis peab viltima ka klaasesemete purunemisel mikroobide
levikuvdimaluse. ;

3. Materjali vBtmiseks ja saatmiseks vajalikke esemeid
el tohi tdddelda desinfitseerivate vahenditega.

4, Uurimiseks saadetakse valikuliselt just see materjal,
mis peab sisaldama kGige enam ySimalikke eluvdimelisi haiguse-
tekitajaid. Niiteks tuleb vBtta verd kBhutiiifuse tekitaja Sal-
monella typhi 1soleerimiseks v8imalikult esimestel halgus-
pievadel, diisenteeriahaige roojast valida limatombukesi jne.

5. Uurimismaterjalis tuleb kindlustada haigusetekitajai-
le optimaalsed s#éilimistingimused. Selleks saadetakse r.iiteks
materjal laboratooriumi mitmesugustes konservantides, selja-
ajuvedelik soojalt pakituna jne.

6. Materjali saatmine uurimiseks peab toimuma vahetult
parast selle votmist.

Mainitud p&hinBuete eesmdrgiks on viltida viliskeskkon-
nas esinevate mikroobide sattumist uuritavasse materjali,
uuritavas materjalis leiduvate v3imalike haigusetekitajate
hivimist ja nende levikut viliskeskkonda.

Saatekirja. koostamine.

Iga mikrobioloogia laboratooriumi uurimiseks saadetav
materjal tuleb varustada saatekirjaga. Kuil materjal on v8etud
haigelt, siis mirgitakse saatekirjas:

1. Haige perekonna-, ees- ja isanimi.

2. Haige vanus.

3. Uuritav materjal ja soovitud uurimise eesmirk.

4, Haige kliiniline diagnoos.

5. Haigestumise kuupidev.

6. Materjali v3tmise kuupiev.

7. Raviasutus.
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Epidemioloogiliselt seotud haigestumiste puhul tuled
saatekirjas mirkide ka lithike epidemioloogiline anamnees.

Materjali saatmisel bakterikandjate avastamiseks mirgi-
takse saatekirjas, kas uuritav on varem pSdenud vastavat nak-
kushaigust ja miliises asutuses v81i ettevBttes ning kellena
tsétab. ;

Sidematerjali ja ravimite saatekirjas tuledb mirkida ma-
terjali steriliseerimise kuupHev.

Vee saatmisel uurimiseks kirjeldatakse lfihidalt veealli-
kat ja selle kasutamisotstarvet. Tolduainete saatekiri pead
sisaldama andmeid, mis seletaksid mikrobioloogilise uurimise
vajadust, vastava toiduaine hulka, selle siilitamis- ja rea-
liseerimisv8imalusi.

K8ikidel uuritava materjall saatekirjadel peab olema vas-
tav kuupdev ja saatja arsti allkiri.

Uuritava materjali vitmine
haigelt jJa saatmine mikro-
bPioloogie 1aboratooriumil,

Haigelt mikrobioloogiliseks uurimiseks vBetavaks mater-
Jaliks v8ib olla veri, uriin, roe, kurgu- ja ninalima, selja-
ajuvedelik, nahaketud Ja juuksekarvad, mida jne. Peale vasta-
vate 1illdiste pShinduete tuleb sageli iga materjali vdtmisel
ja laboratooriumi uurimiseks saatmisel tHita ke rida ndudeid,
mis on iseloomulikud just antud materjalile ja selle uurimis-
essmirgile.

Ver i. Verd v3idb vitta mikroskoobiliseks , bakterio-
g loogiliseks, bioloogiliseks ja seroloogiliseks uurimiseks.

M;kroskoobiliseke uurimiseks vB8etakse verd sSrmest,
lastel ka kannast v3i kSrvanibust, kasutades selleks Francki
ndela. Sobivaim aeg on keha temperatuuri tdusuperiocod, mil
haigusetekitajaid leidub veres tavaliselt kBige enam. Haige-
voodi juures valmistatakse Higepreparaadid, tarbekorral ka
preparaadid paksutilgameetodil. Viimasel juhul lihtsalt puu-
dutatakse esemeklaasiga paar korda veritsevat s6rme (kanda,
kS8rvanibu) ja lastakse veretilkadel kuivada.

Kdige parem on saata laboratooriumi fikseerimata prepa-
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raadid. Fikseeritud preparaatide saatmisel tuleb saatekirjas
mérkida tarvitatud fikseerimismeetod.

Bakterioloogiliseks ja bioloogiliseks uurimiseks v3etakse
verd kubitaalveenist steriilse silstla ja ndelaga, piliides seda
samutl teha temperatuuri tdusuperioodil. Verékiilve on kdige
parem teostada vahetult haigevoodi juures. Xul vastavad voima-
lused aga puuduvad, saadetakse laboratooriumi defibrineeritud
verl v8i tsitraatveri. Defibrineerimiseks v3etakse veri ste-
riilsesse klaashelmeid v8i klaasikilde sisaldavasae kolvi ja
loksutatakse 8-1C minuti viltel. Tsitraatvere saamiseks vde-
takse veri katsutisse, mis sisaldab 1,2 ml steriilset 5%-list
naatriumtsitraadilabust 10 ml vere kahta. Naatriumtsitraadi~
lahus v3ib olla ka siistlas. Bakterioloogiliseks uurimiseks
vBetakse verd 10-20 ml, millest piisab ka bioloogiliseks uuri-
miseks.

Seroloogiliseks uurimiseks v3etakse verd katsutisse sa~
muti kubitaalveenist steriilse siistla ja ndelaga. Vere vdt-
mine peab toimuma enne s8tki. Peale s66kil saadakse sageli
piimjat seerumit, mis pHirsidb immuunsusreaktsioonide kulgu.
Immuunsusreaktsioonidele pdrssivalt m3jub ka hemoliifitiline
seerum. Hemoliifisi Zrahoidmiseks tuleb verd v3tta aeglaselt
‘Jahtunud kuiva siistlaga, vdltides seejuures vahu teket. Ka
silstlast katsutisse lastakse veri aeglaselt mdtida katsuti
seina. Kui mikrobioloogia laboratoorium asub kaugel, v3id
verd seroloogiliseks uurimiseks saata postiga kuivanud til-
kadena filter- v8i vahapaberil. Seroloogiliseks diagnoosimi-
seks tuleb verd saata korduvalt, et jilgida antikehade tiitri
diinaamikat haiguse viltel. Seroloogiliseks uurimiseks vie- °
takse tavaliselt 5-7 ml verd.

Ur iin. Uriini mikrobioloogiliseks uurimiseks vle~
takse hommikul. Meestel tohib kasutada urineerimisel saa-
dud uriini, naistel aga tuleb v8tta uriini steriilse kateet-
riga. Mitmesuguste neeruhaiguste diagnoosimisel (niiteks
neq;utuberkulooa) osutub tarvilikuks uurida eraldi m3lema
neeru uriini. Selleks vdetakse uriini ureetritest nende ka-
teteriseerimisel. Katsuteid parema ja vasema neeru uriiniga
tuleb hoolikalt mirgistada. Haigusprotsessi lokaliseerumisel
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ihte neeru kuulub viimane sageli operatiivsele eemaldamisele.
Voimaliku laboratoorse eksituse korral v8ib aga eemaldada
Just terve neeru, mis v8idb pShjustada haige surma. Mikrobio-
loogiliseks uurimiseks vOetakse uriini tavaliselt 10-15 ml.

R o e. Rooja v3etakse mikrobioloogiliseks uurimiseks de-
fekatsioonil v8i vahetult pirasoolest rektaaltampoonidega,
klaastorukestega, plastmassist pulkadega jne. Killve on k3ige
parem teostada vahetult haigevoodi juures. Vastavate v&ima-
luste puudumisel saadetakse Toe (samuti rektaaltampoonid,
klaastorukesed jne.) laboratooriumi mitmesuguste konservanti-
dega katsuteis. Kui roe sisaldab limatombukesi, m111e§ haigu-
setekitajaid leidub tavaliselt k3ige enam, saadetakse uurimi-
seks just neid. Rooja saatmiseks laboratooriumi on kGige pare~
mad spetsiaalsed tavalise korgi ja vdikese metall-lusikakese-
ga varustatud katsutid, mis asetatakse vastavatesse metall- ja
puuiimbristesse. Saadetava rooja hulk on 1-2 g. 3

Kurgu-ja ninalima. Kurgu- ja ninalima vie~-
takse mikrobioloogiliseks uurimiseks steriilsetesse katsu-
titesse monteeritud vatt-tampoonidega. Vajaduse korral kasu-
tatakse kurgulima v&tmisel spaatlit, millega surutakse alla
keelepsira. Kui kurgus on niha katte, tuleb uurimiseks vitta
esmafoones just neid. Mingil Jjuhul ei tohi kurgulima vdtta
peale kuristamist desinfitseerivate vahenditega v3i kurgu
to8tlemist antibiootikumidega.

Seljaajuvedeldk. Seljaajuvedelikku vle-
takse mikrobioloogiliseks uurimiseks steriilsesse katsutis-
se lumbaalpunktsioonil. Laboratooriumi saatmisel tuleb kat-
suti soojalt sisse pakkida, et kaitsta temperatuuri kdiku-
mistele tundlikke meningokokke. Viltida tuleb ka katsuti
loksutamist, mis v8ib takistada tuberkuloosse meningiidi
diagnoosimisel tihtsust omava "4dmblikuv8rgu" teket. Selja-
ajuvedelikku vBetakse mikrobiolocgiliseks uurimiseks 8-10 ml.

Nahaketud ja juuksekarvad. Naha-
kette ja juuksekarvu vBetakse mikrobioloogiliseks uurimiseks
pintsetiga, valides esmajoones kahjustatud juuksekarvu. Naha-
kette ja juuksekarvu on k8ige parem saata laboratooriumi
kahe esemeklaasi vahel.
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M & d a. Mida vdetakse mikrobloloogiliseks uurimiseks
steriilsesse katsutisse mddakollete avamisel v31 punktsioonil,
samuti juba avanenud m¥dakoldeist. MHda tuleb vAtta elusa ja
nekrootilise koe piirilt, kus elujdulisi mikroobe leidub kBige
enam. Kui mida on vihe, v3ib seda vOtta steriilse vatt-tam-
pooniga.

Mida mikroskoobiline
uurimine.

Mida on {theks haigelt vOetavaks uurimismaterjaliks,mille
teke v3ib olla tingitud viga mitmesugustest mikroobidest:
kokkidest, bakteritest, tuberkuloositekitajatest (Mycobacte-
rium tuberculosis), kiirikseentest jne. Kuna ravi erinevate
mikroobiliikide puhul on erinev, on midatekitajate madramisel
suur tdhtsus.

Mida uuritakse nii mikroskoobiliselt kui ka bakterio-
loogiliselt. Bakterioloogilist mida uurimist késitletakse
erimikrobioloogia kursuse praktikumides, siinkohal aga puu-
dutatakse vaid 1ltthidalt mida mikroskoobilist uurimist hai-
gelt vBetava materjali mikrobioloogilise uurimise niitena.

Mikroskoobiliseks méda uurimiseks tuleb valmistada
kaks preparaati, virvides neist iihe Grami, teise Ziehl-Neel-
seni jirgi. Killalt vedelast midast valmistatakse preparaa-
d1d kiilviaasaga, paks sitke materjal aga t3mmatakse laiall
kahe esemeklaasi vahel (nagu rdga korral).

Midatekitajast vdib anda teatud ettekujutuse ka méda ise~
loom. Nii n#iteks on Pseudomonas aeruginosa'le iseloomulik
sinakasroheline virske puuviljaplShnaga mdda, kiirikseente
puhul vGib midas tzheldada nédpndelapeasuurusi teril (druu-
sid),Proteus vulgaris'e poolt tingitud m#da on sagell pruun-
ja vidrvusega ning v3ika 1l8hnaga jne.

X 'r 00D B e tokie YA 2.

M&ned patogeensed mikroobiliigid valmistavad spetsiifi-
1isi toksiine e. miirkaineid, mis inimese v3i looma organis-
mi sattudes kutsuvad esile iseloomulikke kahjustusi nende
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elundeis v3i kudedes. Mikroobide toksiine liigitatakse ekso-
toksiinideks ja endotoksiinideks.

Eksotoksiine eritavad mikroobirakud neid Umbritsevasse
keskkonda’, siilitades ise seejuures oma eluvdime. Endotoksii-
nid on vahetult seotud mikroobiraku protoplasmaga ja vabane~
vad ainult surnud mikroobide lagunemisel. Eksotoksiini valmis-
tavad difteeria tekitaja Corynebacterium diphtheriae, teeta-
nuse e. kangestuskramptdve tekitaja Clostridium tetani, botu-
lismi tekitaja Clostridium botulinum jt. Endotoksiini valmis~
tavad Escherichia coli, kBhutiiiifuse tekitaja Salmonella typ—
hi, koolera tekitajea Vibrio comma, katku tekitaja Pasteurella
pestis jt. 2

V8rreldes endotoksiinidega, on eksotoksiinid tunduvalt
tokailiaemad,'ternolabiilsonad Ja lihtsama keemilise struktuu~
riga. Vastandina endotoksiinidele avaldavad nad valikulist
kahjustavat toimet teatud kindlaile organismi elundeile ning
kudedele ja seda vald 13imetusjirgu moddudes, kutsuvad orga~
nismis esile neid neutraliseerivate spetsiifiliste antitoksit-
nide tekke ja vOivad muutuda anatoksiinideks e.toksoidideks,
kaotades toksilisuse ning sdilitades antigeensed omadused.

Toksiini toimivust hinnatakse minimaalse surmava annuse
e. dosis letalis minima e. lithendatult Dlm jdargi. Toksiini
Dim-ks nimetataekse vihimat toksiini annudt, mis teatud aja
véltel surmab kindla keaaluga katselooma. Nii nditeks nimeta-
takse Corynebacterium diphtheriae eksotoksiini Dlm-ks' seda
vihimat toksiini annust, mis siilatituna naha alla surmab 250
g raskuse merisea 96 tunni vHltel.

Clostridium tetani eksotoksiini Dlm m¥Hramine.

1. Valmistatakse steriilselt ftisioloogilise keedusoola
lahusege 1:1000 Iahjendatud toksiini alglahus.

2. Pipeteeritakse nelja katsutisse sterillselt 1 ml fusio-
loogilise keedusoola lahust. Esimesse katsutisse lisatakse
1 ml toksiini alglahust., Sellest katsutist viiakse pHdrast lok-
sutamist telse katsutisse {ile 1 ml vedelikku, edasi teisest
katsutist kolmandasee ja kolmandast katsutist neljandasse
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péirast loksutamist samuti 1 ml vedelikku. Iga katsuti tarvis
vBetakse uus pipett. Nii saadakse toksiini lahjendused 1:2000,
1:4000, 1:8000 ja 1:16000.

3. Hiirtele sfistitakse tagajiseme reielihastesse 0,2 ml
toksiinl lahjendusi. Kui ttbtatakse tihe stistlaga, silstitakse
algul suuremaid, siis vilksemaid lahjendusi.

Obpieva mitdudes hakkavad katseloomadel ilmnema esimesed
' teetanuse nihud: spastilised sabalihaste ja silstekohale kBige
l#hemate lihasgruppide kontraktuurid, mis algul levivad teis-
tele sama kehapoole, hiljem aga ka vastaspoole lihaseile.Are-
nedb nn. "astsendeeruv teetanus®, mis pdhjustab katselooma
surma 2-3 GUpheva viltel.

Toksiini Dlm-ks on toksiini suurim lahjendus, mis veel
tingis katseloomade surma.

T58U1lesanded.

1. Registreerida Escherichia coli ja Bacillus mesentericus'e
erinevat termoresistentsust nditava katse tulemused. ;

2. Arvutada klooramiini fenoolikoefitsient Staphylococcus
aureus'e suhtes.

3. Hinnata diagnostiliste ketastega mi#ratud Staphylococcus
aureus‘e, Escheriochia coli, Proteus vulgaris'e, Sarcina
lutea jJa Pseudomonas aeruginosa kultuuride penitsilliin-,
streptomiitsiin-, levomiitsetiin- ja biomfitsiintundlikkuse
miiiramise tulemusi.

4, Tutvuda vivaariumiga.

5. Nakatada katseloomi Klebsiella pneumoniae puljongkultuuri-
ga, kasutades selleks mitmesuguseid nakatamisviise.

6. Koostada saatekiri mikrobioloogia laboratooriumi saadeta-
vale uurimismaterjalile.

7. Teostada miida mikroskoobiline uuring.
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X11I - praktitkum

Teema: IMMUUNSUSREAKTS IOONID.

Katseloomade lahkamine
Ja - RHikrobiloloogiiline wnrisine.

Katseloomade lahkamise ecesmdrgiks on elundite makros-
‘koopilise ja mikroskoopilise leiu, samuti elundkillvide varal
selgitada, milline mikroobiliik leidus loomale sitistitud mater-
Jalis, millist toimet avaldab uuritav mikroobiliik katselooma-
le Jne.

Naketatud katselooma lahkamisel ja mikrobioloogilisel
- uurimisel tuleb tiita teatud pdhinBudeid. Nende pShinduete
kohaselt: ;

1., Nakatatud katseloom lahatakse ja mikrobioloogiliselt
uuritskse v3imalikult kiiresti pHrast surma v8i surmamist,
Lahanguni sjilitatakse laip kiilmas.

2. Lahangut, samuti lahangumaterjali kiilve ning prepa-
raate tehakse steriilsetes tingimustes.

3. Lahangumaterjalisse el tohi enne kiilve sattuda desin~
fitseerivaid vahendeid.

4, Laiba jiinused kahjutustatakse.Parimaks kahjutustamis-—
viisiks on p3letamine. V3ib kasutada ka desinfitseerivaid
vahendeid ja kuumutamist autoklaavis.

5. Makroskoopiline lahanguleid, samuti mikrobioloogilise
uurimise tulemused protokollitakse.

6. Nakatatud katselooma lahkamisel ja lahangumaterjali
uurimisel tuleb vdltida igasugust haigusetekitajate leviku-
v8imalust.
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Nakatatud katselooma lahkamise pdhinduded on kehtivad
ka koolnute lahkamisel ja mikrobioloogilisel uurimisel.

Lahkamisele kuuluvad nii pirast nakatamist ise surnud
kul ka teatud aja msddudes surmatud katseloomad. Valgeid
hiiri ja merisigu surmatakse tavaliselt eetriga vdi kloro-
formiga, kiiilikutele siistitakse kdrvaveeni 10-20 ml Bhku.
Tarbekorral v3ib valgeid hiiri dekapiteerida teravate kitiri-
dega. Parem on surmata katseloomi tiitipilise kliinilise pildi
arenedes, mitte aga nende surma ocotama jizdes.

Mikrobioloogiliseks uurimiseks v@etakse lahangul mater-
Jali mitmesuguseist elundeist ja kudedest. Alati tuleb algul
teha killvid, siis vBtta materjali varuks steriilsetesse Petri
tassidesse ja 18puks valmistada #ige- v8i puutepreparaadid.

Tahketele stttmetele tehakse killv killviaasaga, vedelsdbt-
metesse viiakse pintsetiga viikesed elunditiikikesed.Vastavatel
niidustustel valmistatakse ilksikelundeist suspensioonid uhmri-
tes steriilse filsioloogilise keedusoola lahusega, mis siis
killvatakse stttmetele v31i uuritakse mikroskoobiliselt.Scot-
mete valik s8ltub uuritavast materjalist ja arvatavast haigu-
setekitajast.

Kigepreparaadi valmistamisel h&8rutakse pintsetiga fik-
seeritud elundi v&i koetilkikese 13ikepind vastu esemeklaasi.
Puutepreparaadi valmistamisel vdetakse elundi- vdi koetiikike
pintsetiga, kuid preparaadi saamiseks puudutatakse l3ikepinda
ainult ettevaatlikult esemeklaasiga. Puutepreparaat annabdb
teatud ettekujutuse nii koestruktuurist kui ka mikroobide
paigutamisest kudedes.

Lahanguinstrumendid (mitmesuguses suuruses k#drid,pint-
setid, veresoonesulgurid jne.) steriliseeritakse keetmisel
iestilleeritud vees 20 minuti viltel ja tuuakse lahangule
atiltilalkoholiga tdidetud keeduklaasis. Lahangu kiigus enne
tarvitamist, samuti iga iliksikmanipulatsiooni jdrel sterili-
seeritakse instrumendid veel leegis, kastes neid enne alko-
1011, KoeJaHnuste/kBrvaldamiaeks instrumentidelt on otstarbe-
<ohane neid enne alkoholi kastmist veega immutatud vatitiikist
Ldbi tOmmata.

Lahangu hdlbustamiseks kinnitatakse laialisirutatud
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laip steriilse paberiga kaetud alusele. Tavaliselt kasutatakse
alusena valgete hiirte puhul kork- v3i puulauakesi, merisiga-
de ja killlikute lahkamisel aga erilisi operatsioonilaudu.Vii-
maseid v3ib asendada ka vastava suurusega lauakestega, mille
servadesse on 180dud naelad. Rinna- ja k8huddne avamiseks kinni-
tatakse loomad kBhuga, koljudBne avamiseks aga seljaga illes-
poole. Hiirte kinnitamiseks kasutatakse notprdelu, torgates
need 1&51 Jisemete. Suuremad katseloomad seotakse jisemeidpi-
di operatsioonilaua killge. Lauakesed koos neile kinnitatud
katseloomadega asetatakse lahanguks kilvetti, mille pShjas on
desinfitseerivat vedelikku (5%-line 1liisool,3%~-line kloor-
amiin jne.).

Enne lahkamist teostatakse laiba vilisvaatlus, mirkides
esinevad muutused, siis niisutatakse katselooma karvakate kor-
ralikult 5%-lise liisooliga (v3i méne muu desinfitseeriva vahen-
diga).

Lahangut alustatakse rindkere avamisega, siis avatakse
k8hudds ja vastavate niidustuste juures ka kolju. Kddridega
tehakse nahalfik alalBuast stimfiliisini ning edasi 18iked jdase-
meteni ja prepareeritakse nahk kdrvale (mitte vigastada muskli-
kudet!). Nahaaluses sidekoes v3ib tiheldada veresoonte laiene-
mist, verevalumeid, turset, limfisSlmede suurenemist jne. Kui
limfisSlmed on suurenenud v3i sisaldavad mida, tehakse neist
kiilvid ja preparaadid.

Edasi totdeldakse nfilitud katseloom alkoholiga ja avatakse
rindkere. Selleks vdetakse pintsetiga kinni mddkjitkest ja
tehakse selle alla vdike sisseldige. Sisseldikesse viiakse
kddride Ulks haru ja 13igatakse 1ibi k&humusklid, minnes modda
roidekaart algul iihele, siis teisele poole. Roided 1digatakse
1ldbi, tehes kHdridega kaks 10iget mSlemalt poolt rindkere
looma alaldua suunas ja heidetakse saadud kolmnurkne rindkere
eesmise seina osa kOrvale. >

Avatud rinnaddnes registreeritakse v&imalik vedelik, pos-
ratakse tihelepanu siildame ja kopsude pindmisele makroskoopi-
lisele leiule. Pintsetiga fikseeritakse siidame kodadepoolne
osa, kiiridega 13igatakse dra sildametipp ja siidamed8nest vde-
takse verd uurimiseks Pasteuri pipetiga (hiirel v3ib seda
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teha ka kilviaasaga). Jirgnevalt 15igatakse kopsud rindkerest
vidlja.

Avanud k3huddne 18ikega simfiilsini, pdsratakse tihele-
panu vedeliku olemasolule, kShukelme ja kBhuBdneelundite mak-
roskoopilisele leiule. Tavaliselt vdetakse uurimiseks mater-
Jali maksast ja pdrnast. Tihtis on ka nende elundite suurus
Ja neis nihtavad v&imalikud haiguskolded. Neerud kuuluvad uuri-
misele vaid vastava niidustuse puhul.

Kol juBdne avamine osutub kdige sagedamini tarvilikuks
valgetel hiirtel mitmesuguste neuroviiruste uurimisel. Katse-
loom fikseeritakse seljaga tllespoole. Pea ja kaela karvakate
niisutatakse alkoholiga ja kdrvetatakse. Katselooma pea fik-
seeritakse kaela kohal vasakus kdes hoitava pintsetiga ja
loigatakse kiiridega Hra kdrvad ilhes koljut katva nahaga.Kol-
juluud toddeldakse alkoholiga. Viikeste teravate kddride
iks haru viiakse kolju3dnde 1#bi parema kuulmekiigu ja ringi-
kujulise 13ikega eemaldatakse koljulagi. M8lemad harud koos,
viilakse kiirid peaaju alla tagant ette ja, 15iganud 1libi sel-
jaaju, t8stetakse peaaju vilja.

Pirast lahangut steriliseeritakse lahanguinstrumendid
keetmisel destilleeritud vees 20 minuti vHltel, puhastatakse
Ja kuivatatakse. Laiba jéHnused kahjutustatakse.

Fagotsutoos.

Fagotsiitoosil on organismi enesekaitsemehhanismis suur
osatihtsus ja seda esmajoones just bakteriaalsete nakkuste
puhul. Sisuliselt kujutab fagotsiitoos endast mittespetsiifi-
list protsessi., Spetsiifilised opsoniinid ja bakteriotropii-
nid aga soodustavad valikuliselt vastavate bakterite fago-
tsiitoosi, andes protsessile spetsiifilise iseloomu.

Laboratoorselt v3ib fagotsiitoosi uurida nii in vivo kui
ka in vitro.

Fagotsiitoosi uurimine in vivo.

Fagotsiitoosi in vivo uuritakse sageli valgete hiirte
kBhuddnes, Selleks:
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1. Katselooma kShu33nde siistitakse 2 ml steriilset liha-
peptoonpul jongit. Ténu leukotsiititide positiivsele kemotaksi-
sele peptooni suhtes koguneb neid suurel hulgal kBhukelmevede-
1ikku.

2, 2-4 tunni pirast silstitakse kB3huddnde 0,5-1 ml tihe-
dat uuritava mikroobi suspensiooni filsioloogilises keedusoola
lahuses.

3. KBhudfnest aspireeritakse siistlaga eksudaat Higepre-
paraatide valmistamiseks 10-15 minutit pidrast mikroobide
kultuuride stistimist. Kui tahetakse uurida fagotsiitoosi dilnaa-
mikas, korratakse eksudaadi vOtmist teatud ajavahemike jarel.

Eksudaadi saamiseks viiakse ndel kdhu3dnde, hoides hiirt
Pea allapoole. Siis surutakse nBel vastu. kShukoopa seina ja
pridevalt aspireerides podratakse hiir jille peaga lilespoole.
Kigepreparaatide valmistamiseks hddrutakse materjal kas otse
ndelaga voi killviaasaga esemeklaasidele laiali.

4, Leegil ettevaatlikult fikseeritud preparaati virvitak-
8e paar sekundit Loffleri metiileensinisega.

Preparaadi mikroskoobilisel uurimisel on niha suurel hul-
gal leukotsiiiite, mille tuumad on vdrvunud tume-, protoplasma
aga helesiniseks. Protoplasmas paigutuvad siniselt vdrvunud
mikroobirakud. Kohati on leukotsiitidid mikroobirakke lausa

téis kiilutud.

Kui uuritakse Mycobacterium tuberculosis'e fagotsiitoosi,
viirvitakse preparaadid Ziehl-Neelseni jirgi. Sel juhul on fa-
gotsiifitide helesinises protoplasmas kontrastselt niha puna-
8eid mikroobirakke. Fagotsiiteerimata mikroobirakkude konglo-
meraate imbritsevad suurel hulgal leukotsiildid. See pilt meenu
tab punase tuumikuga siniseid rosette.

Fagotsiiteosi hindamiseks loetakse fagotsiiteeritud mikroo-
bide hulk sajas leukotsiiidis. Jagades saadud arvu sajale, saa-
dakse fagotsiitaarniitaja.

Fagotsiitoosi uurimine in vitro.

Fagotsiitoosi in vitro uuritakse kas katsuteis v3i Pas-
teuri pipettides, mis sisaldavad vastavat mikroobide suspen-
siooni ja leukotsiiite. Enne preparaatide valmistamist hoitak-
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se mikroobide suspensiooni koos leukotsliitidega teatud aeg
termostaadis.

Fagotstitoosi uurimist in vitro kasutatakse mitmesuguste
nakkushaiguste diagnoosimisel, midrates nn. opsoniin -~ fago-
tsiitaarindeksi. Selle mi¥idramiseks vOetakse {lhte katsutisse
uuritava haige vereseerumit, vastavate mikroobide suspensioo-
ni ja leukotstilite, teise aga normaalvereseerumit uuritava
haige vereseerumi asemel. MSlemas katsutis mitiratakse fagotsii~-
taarntiitajad., Jagades uuritava vereseeruml fagotslitaarniitaja
normaalvereseerumi fagotstitaarniitajale, saame otsitava opso-
niin - fagotsiitaarindeksi. Opsoniin - fagotsiitaarindeks on
seega seda suurem, mida k8rgem on vastavate spetsiifiliste
opsoniinide tiiter uuritavas vereseerumis. Spetsiifiliste op-
soniinide tiiter tduseb aga vastava nakkushaiguse puhul.

Pret sipl tatsiloenir ekt
8 100 n.

Pretsipitatsioonireaktsioon kujutab endast antigeeni
viljasadestumist lanusest spetsiifiliste antikehade toimel.

Reaktsiooni puhul tekkivat sadet nimetatakse pretsipi-
taadiks, reaktsioonist osav3tvaid antikehi pretsipitiinideks
j.. antigeeni pretsipitinogeeniks.

3 Pretsipitatsioonireaktsioon iseloomustub véga kdrge tund-
likkuse ja spetsiifilisusega. Nii niiteks on selle reaktsioo-
ni abil vBimalik sedastada valku lahjenduses 1:100000 ja enam,
miirates seejuures ka valgu liigilise kuuluvuée. Reaktsiooni
kasutatakse valkude diferentseerimiseks kohtuarstiteaduses,
nakkushaiguste diagnoosimisel, mikroobide antigeense stiuk-
tuuri uurimisel, nende toksilisuse midramisel jne.

Paljud bakteriaalsed pretsipitinogeenid on termostabiil-
sed, mis v8imaldab antigeeni saamiseks uuritavat materjali
keeta 106° C juures., Pretsipitatsioonireaktsiooni termosta-
biilse antigeeniga nimetatakse termopretsipitatsioonireakt-
siooniks - niiteks Ascoli termopretsipitatsioonireaktsioon
siberi katku diagnoosimisel.

Pretsipitatsioonireaktsioon v#ljendub kahel kujul:
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l.Antigeeni ettevaatlikul kihistamisel immuunseerumile
tekib vedelikkude kokkupuutepinnal valkjas rdngas - pretsi-
pitatsioonirdngas, mistdttu seda reaktsiooni sageli nimeta-
takse rdngaspretsipitatsioonireaktsiooniks.

2. Antigeeni lisamisel immuunseerumile tekivad vedeli-
kus vHikesed helbed ja terakesed, mis sadestuvad teatud aja
mdbdudes.

Viimasel ajal leiab {lha laialdasemat kasutamist pretsi-
pitatsioonireaktsioon gel~is. Tavaliselt tarvitatakse gel-ina
tdlesti lHdbipaistvat agarit. Reaktsioon toimub katsutites
v81 Petr. tassides. Seerum ja antigeen difundeerivad agaris
teineteisele vastu. Nende kokkupuutekohal tekib valkjas pret-
sipitaat.

Pretsipitatsioonireaktsiooniks kasutatavaid spetsiifili-
81 immuunseerumeid tavaliselt ei lahjendata v81 lahjendatakse
flisiloogilise keedusoola lahusega ainult 1:2-1:5, killl aga
lahjendatakse flisioloogilise keedusoola lahusega antigeeni.
Reaktsiooniks kasutatavad seerumid ja antigeenid peavad olema
télesti lgbipaistvad, katsutid kitsad (mitte tile 0,75 cm libi-~
m88duga).

RBngaspretsipitatsioonireaktsiooniks pipeteeritakse kat-
sutisse 0,5 ml seerumit. Pasteuri pipetiga kihitatakse see-
rumile peale 0,5 ml antigeeni, lastes antigeenil ettevaatli-
kult mdtda katsuti seina alla valguda. Positiivse reaktsioo-
ni korral tekidb valkjas pretsipitatsioonirdngas vedelikkude
kokkupuute pinnal 5-10 minuti viltel. Reaktsiooniga Uheaeg-
selt tuleb teha kolm kontrolli:

1) spetsiifiline seerum + spetsiifiline antigeen,

2) spetsiifiline seerum + ftisioloogiline keedusoola

lahus,

3) normaalne seerum + uuritav antigeen.

R3ngaspretsipitatsioonireaktsiooni vaadeldakse tumedal
foonil (niiteks katsutite taha asetatakse must paber).

Spetsiifilisi diagnostilisi pretsipiteerivaid seerumeid
Ja neile vastavaid kontrollantigeene toodavad diagnostiliste-
le laboratooriumidele vaktsiinide ja seerumite instituudid.
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AT tYnat sl oon i raaktsloon

Aglutinatsioonireaktsioon kujutab endast mikroobide,sa~-
muti teiste rakkude kokkukleepumist antikehade toimel. Reakt-
sioon toimub ainult elektroliititide juuresolekul. Seega on
aglutinatsioonireaktsiooniks tarvis kolm komponenti:

1) rakususpensioon antigeenina ehk aglutinogeenina,

2) immuunseerum antikehadena ehk aglutiniinidena,

3) fusioloogiline keedusoola lahus (0,85%) elektro-

litdina.

Olgu mainitud, et aglutinatsioonireaktsioon v31ib tege-
likult olla tingitud mitte ainult antikehadest - nii nHiteks
kutsuvad viirused esile hemaglutinatsiooni.

Liikuvatel bakteritel esineb raku kehas somaatiline ehk
O-antigeen ja viburites viburiline ehk H-antigeen. Need anti-
geenid kutsuvad organismis esile vastavalt 0- ja H-aglutinii-
nide tekke.

O-aglutiniinide toimel kleepuvad kokku mikroobirakkude
kehad, andes peeneteralise O-aglutinatsiooni. O-aglutinatsioon
iseloomustudb suhteliselt aeglaselt tekkiva viikestest kompakt-
setest terakestest koosneva sademega, mis raskesti homogeni-
seerub loksutamisel.

H-aglutiniinide toimel kleepuvad kokku mikroobirakkude
viburid, andes suurehelbelise H-aglutinatsiooni. H-agluti-
natsioon iseloomustub suurtest helvetest suhteliselt kiires-
ti tekkiva mahuka sademega, mis kergesti honogoniseeiub loksu-
tamisel.

Aglutinatsioonireaktsioon on spetsiifiline ja tehniliselt
lihtne, mistdttu seda kasutatakse laialdaselt nakkushaiguste
diagnoosimisel. Reaktsiooni v3ib rakendada:

l. Uuritavast materjalist isoleeritud mikroobide samas-
tamisel tuntud seerumite abil.

2. Antikehade sedastamisel haige seerumis tuntud mik-
roobide abil.

Mikroobide samastamiseks aglutinatsioonireaktsiooni
abil kasutatakse aglutineerivaid diagnostilisi seerumeid.
Selliste seerumite saamiseks immuniseeritakse kiitilikuid, oi-
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naid, hobuseid jt.loomi, sfistides neile korduvalt tdusvais
annusels teatud kindla mikroobiliigi kultuuri suspensiooni.
Immuniseerimiseks tarvitatakse nii elusaid kui ka surmatud
mikroobe.s Tavaliselt alustatakse immuniseerimist surmatud
mikroobidega, siis minnakse ille elusatele mikroobidele,mis
tagab kBrge tiitriga aglutineerivate seerumite saamise. Aglu-
tineeriva seeruml tiitriks loetakse seda kdrgeimat seerumi
lahjendust, mis kutsub veel esile vastava mikroobi agluti-
natsiooni. :

0~ ja H~ seerumite saamiseks immuniseeritakse loomi kas
0- v81 H- antigeeniga. O- antigeeni valmistamisel toimitakse
mikroobidele etiiiilalkoholiga v38i kuumutatakse neid vesivannis
kahe tunni viltel 100° C Juures, H~ antigeeni valmistamisel
aga toimitakse neile formaliiniga. 0~ antigeeni valmistamis-
metoodika pShineb selle antigeeni suuremal alkoholi- ja ter-
mor:sistentsusel vSrreldes H- antigeeniga. Formaliin vihen-
dab 0- antigeeni aktiivsust, millega seletub selle kasutamine
H- antigeeni valmistamisel.

Uuritavate mikroobide samastamiseks kasutatakse viima-
sel ajal pShiliselt ainult nn. spetsiifilisi adsorbeeritud
diagnostilisi aglutineerivaid seerumeid. Need seerumid sisal-
davad vaid spetsiifilisi aglutiniine, kuna aga grupiaglutinii-
nid on neist eemaldatud Castellani aglutiniinide adsorbtsioo-
nireaktsiooni abil.

Diagnostilisi aglutineerivaid seerumeid toodavad vasta-
vad instituudid, turustades neid veetustatult ampullides. La-

- boratooriumis lahustatakse selline kuivseerum destilleeritud
vees, Lahustamiseks v3etav vee hulk vastab seerumi mahule
enne kuivatamist ja on mirgitud ampulli etiketil.

Etiketil vGib olla mdrgitud ka seerumi tiiter. Spetsii-
filistel adsorbeeritud diagnostilistel aglutineerivatel seeru-
mitel pole tiiter tavaliselt midrgitud ja neid kasutatakse la-
boratooriumis eelneva lahjendamiseta. Mirgitud tiitriga seeru-
meid lahjendatakse peale destilleeritud vees lahustamist filsio-
loogilise keedusoolalahusega.

Haige vereseerumis antikehade sedastamiseks aglutinat-
sioonireaktsiooni abil vBetakse haigelt 5-7 ml verd(vt.prakti-
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kum XII ). Laboratooriumis vabastatakse verehilive katsuti
seinast steriilse klaaspulga v31 killvindelaga ja asetatakse
katsutli killmutuskappi verehiiiibe ja fiksikute rakuliste elemen-
tide settimiseni. Seerumi saamist v3ib kiirendada tsentrifu-
geerimisega. Kul laboratooriumi tuuakse vdrskelt vGetud hal-
vasti hiliibinud veri, paigutatakse see eelnevalt 1-2 tunniks
termostaati. Reaktsiooniks k8lblik on libipaistev mittehemo-
liutitiline seerum. Antigeenina kasutatakse nii elusate kui ka
surmatud mikroobide suspensioone. Ka instituudid toodavad vas-
tavaid nn. diagnostikume. O- ja H- aglutiniinide mHZramiseks
kasutatakse 0~ ja H~ dilagnestikume.

Eristatakse mikro- ja makroaglutinatsiooniresktsiooni,
kusjuures makroaglutinatsioonireaktsiooni vdib teostada nii
esemeklaasil kui ka katsutis. Makroaglutinatsioonireaktsiooni
nimetatakse tavaliselt lihtsalt aglutinatsioonireaktsiooniks.

Mikroaglutinatsioonireaktsioon.

Mikroaglutinatsioonireaktsiooni kasutatakse praktfliselt
harva. Puhtale katteklaasile vdetakse Pasteuri pipetiga tilk
lahjendatud seerumit (haige seerum lahjenduses 1:10, diag-
nostiline aglutineeriv seerum lahjenduses 1:100). Sellesse
tilka suspendeeritakse killvindelaga uuritavat kultuuri voi
diagnostikumi ja tehakse harilikul viisil rippuv tilk (vt.
praktikum VI). Kontrolliks valmistatakse rippuv tilk uuritava
kultuuri v8i diagnostikumi suspensioonist fiisisloogilises
keedusoolalahuses. Uuritava kultuuri suspendeerimisel tuleb
silmas pidada, et suspensioon peab olema tdiestl hemogeenne.

Esemeklaasid rippuvate tilkadega paigutatakse termos-
taati 37° C juures, uurides neid mikroskoobiliselt 10, 20,

30 ja 45 minuti jHrel. Positiivse reaktsic “‘ni korral on niha
kokkukleepunud mikroobe viikeste longlome: .atidena. Vabalt
liikuvaid mikroobe pole v3i on niha vaild tiksikuina. Nega-
tiivse reaktsiooni puhul liiguvad kSik mikroobid nii nagu
.ntrollis. Preparaatide pikemaajalisel seismisel langevad
mikroobid tilga alumisse ossa, andes wi.iisvli prs’’ilvse
reaktsiooni.

Liikumatutel mikroobidel on mikroaglutinatsioonireakt-
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sioon ebaselge.

Aglutinatsioonirecktsioon esemeklaasil.

Seda reaktsiooni kasutetakse kBige sagedamini mikroobide
samastamisel. Puhtale esemeklazasile vietakse Pasteuri pipetiga
tilk <diagnostilist aglutineerivat seerumit ja selle kdrvale
kontrolliks teise pipetiga tilk fiisioloogilist keedusoola-
lahust. MBlemasse tilka suspendeeritakse kiilvindelaga uurita-
vat kultuurdi nii, et suspensioonid saaksid tdiesti homogeen-~
sed. Kiilvindela tuleb kummmtada pirast kultuuri lisandamist
igale tilgale, et Hdra hoida seerumi sattumist kontrolltilka.

Reaktsiooni kiirendamiseks soojendatakse esemeklaasi
ettevaatlikult leegil ja kallutavate liigutustega segatakse
tilkade sisu, viltides seejuures nende kokkuvoolamist.Aglu-
tinatsiooni tekkimist jélgitakse palja silmaga v51i luubi abil
tumedal foonil. Positiivse reaktsiooni korral moodustuvad
~ seerumitilgas teralised v81 helbelised mikroobide konglome-
»raadid, vedelik aga muutub lEbipaistvaks. Kontrolltilk peab

Jidma fihtlaselt higuseks.

Aglutinatsiooni puudumisel asetatakse esemeklaas nn.
"niiskesse kambrisse" -Petri tassi, mille pdhjas on veega
niisutatud filterpaber ja sellel kaks klaaspulka esemeklaasi-~
de alusena. Niiskes kambris hoitakse esemeklaas 5-10 minutit
v3imaliku aeglaselt tekkiva aglutinatsioonireaktsiooni kind-
lakstegemiseks, Esemeklaasi v84ib asetada niiskesse kambrisse
ka kohe pirast uuritava kultuuri suspendeerimist tilkadesse.

Aglutinatsioonireaktsiooniks esemeklaasil kasutatakse
diagnostilisi aglutineerivaid seerumeid fiisioloogilise kee-
dusoolalahusega 1:100 lahjendatult. Adsorbeeritud spetsii-
filisi seerumeid el lahjendata.

Uuritav kultuur peab olema 24-tunniline, tahkel sEdtmel—
tavaliselt ldngagaril. O- seerumitega tdstades vdetakse kul-
tuur’ langagari iilemisest servast, H- seerumitega todtades
Aga kondensatsioonivedeliku piirilt.

Aglutinatsioonireaktsioon katsutis.
teaktsioonl kasutatakse kBige sagedamini antikehade se-
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dastamiseks hailge vereseerumils. Uuritavast seerumist valmis~
tataekse rida lahjendusi fu;ioloogiliae'keedusoolalahusega -
tavaliselt 1:50 - i:1600. Selleks tehakse esiteks seerumi
alglahjendus 1:25, vGttes 0,4 ml seerumit ja 9,6 ml fiisio-
loogilist keedusoolalahust (tarbekorral v3idb seerumi alg-~
lahjenduse valmistada ka viiksemas mihus, vittes 0,1 v3i

0;2 ml seerumit ja vastawalt 2,4 v3i 4,8 ml flisloloogilist
keedusoolalahust ).  Edasi pipeteeritakse seitsmesse katsu-
tisse 1 ml fiisioloogilist keedusoolalahust . Esimesse katsu-
tisse lisatakse 1 ml seerumi alglahjendust. Sellest katsu-
tist viiakse pipetiga I ml vedelikku teise, teisest kolman-
ddsse, kolmandast neljandasse, neljandast viiendasse ja viien~
dast kuuendasse katsutisse. Vilmasest katsutist lihtsalt
eemaldatakse 1 ml vedelikku. Seitsmes kamtsuti sisaldab ainul€
filsioloogilist keedusooRalahust ja jh#b.kontrolliks (nn.anti—a.
geeni kontroll). o8

K8ikidesse katsutitesse lisatakse 1-2 tilka.antigeeni »
(antigeeni tihedus on umbes 10 miljardit mikroobirakku 1 ml-is)
Ja pirast loksutamist paigutatakse katsutid .termostaati 37°C
Jjuures. Termostaatl pafgutatakse ka katsuti seerumi alglah-.’
Jendusega, nn. seerumi kontroll, kuhu antigeeni ei lisata.
Reaktsiooni hinnatakse 2 ja 24 tunnit pirast palja silmaga-
v8i aglutinoskoebiga.

Positilvse reaktsiooni kerral mwutub katsuti sisu iibi-
paistvaks, katsuti pdhja aga kogune® peeneteraline (0~ aglu-
tinatsioon) v3i suurehelbeline (H- aglutinatsioon) sade, mis
kergel loksutamisel iiles kerkib. Amtigeeni kontroll peab jHi#~
ma {ihtlaselt h#guseks, seerumi komtroll aga libipaistvaks.

Madratavate antilkehade tiiter vastab sellele seerumd
suurimale lahjendusele, milles or veel t¥heldatav aglutinat—
sioon. Igale aglutinatsioonireaktstoonile on omane teatuq
kindel diagnostiline tiiter - vihim seerumi lahjen us, mille
Juures positiivsel reaktsioonil on juba diagnostilici vHHr-
tust.

Vajaduse korral uuritakse veresecrumit nitme antizeeni-
ga, valmistades siis selleks vastav arv seerumilahjenduste

ridu,
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Vahel kasutatakse lahjendatud antigeene. Nendega tddta-
des tehakse seerumi lahjendused 0,5 ml mahus ja lisatakse
vastavat antigeeni samuti 0,5 ml. Seejuures tuleb silmas pi-
dada, et selline antigeeni lisamine lahjendab seerumit kahe-
kordselt. Nii niiteks lisades antigeeni seerumi lahjendusele
1:200, saame tegelikult lahjenduse 1:400.

Reaktsiooni tarvis kasutatakse nn. seroloogilisi katsu-
teid suurusega 10 x 0,8 - 1 cm.

KBhutiiiifuse cs~roloogilisel diagnoosimisel kasutatavat
aglutinatsioonireaktsiooni katsutis nimetatakse Widali reakt-
silooniks, brutselloosi puhul aga Wrighti reaktsiooniks.

T584Ul1lesanded.

1. Lahata Klebsiella pneumoniae pul jongkultuuriga .intraperi-
toneaalselt nakatatud valge hiir, selle pSrnast ning mak-
sast teha killvid ja valmistada preparaadid. Viimased vidr-
vida Grami jirgi ja uurida mikroskoobiliselt.

2, Mi#rata mitmesuguste mikroobiliikide fagotsiitaarniitaja
valgete hiirte kdhuddnes.

3. Teostada rdngaspretsipitatsioonireaktsioon.

4, Samastada tundmatu kultuur aglutinatsioonireaktsiooniga
esemeklaasil aglutineerivate diagnostiliste seerumitega.

5. Midirata haige vereseerumis Salmonella typhi 0- ja H- anti-
kehad aglutinatsioonireaktsiooniga katsutis Salmonella
tyohi 0~ ja H~ diagnostikumidega.
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XIV. " praktikums

Teema: IMMUUNSUSREAKTSIOONID.

Eelmise praktiku mi tb68de
ldpetamine.

Ketseloomade lahkamine ja mikrobioloogiline
uurimine.
Aglutinatsioonireaktsioon.

Vieer ecgrup.ids

Tnimese eriitrotsiilidid on kaetud suure hulga mitmesugus-
te antigeenidega, mida seni on veel killlaltki vihe uuritud.
Need antigeenid kuuluvad kolme rilhma:

. 1. Heterofiilsed antigeenid -~ need on inimesele mitte-
spetsiifilised looduses laialdaselt levinud antigeenid,
niiteks Forssmani antigeen.

2. Liigispetsiifilised antigeenid - antigeenid, mis
esinevad eranditult k3ikidel inimestel.

3. Tiittbispetsiifilised ehk isoantigeenid esinevad kill
inimestel, kuid mitte k3ikidel. Isoantigeenidest sSltuvad
veregrupid, mistdttu neid ka grupiantigeenideks nimetatakse.

K4iesoleva ajani on kindlaks tehtud 28 isoantigeenl, mis
jaotuvad 9 antigeenide siisteemi.

Praktiliselt on k8ige suurema téhtsusega ABO siisteemi
kuuluvad antigeenid A ja B. Nendele antigeenidele vastavad
antikehad anti -A ehk « ja anti- B ehk . ABO slisteemi anti-
geenide jirgi eristatakse 4 pdhilist veregruppi:

g I ehk 0-(null) grupp - erlitrotsiiitides poie A ja B anti-
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geene, vereseerumis leiduvad £ ja ﬂ
antikehad;

II ebhk A- grupp- eriitrotstitdid sisaldavad A antigeeni,

vereseerumis leiduvad f5 antikehad;

TII ehk B -grupp -erltrotsiliidid sisaldavad B antigeeni,
vereseerumis leiduvad K antikehad;

IV ehk AB- gri pp- eriitrotsiiidid sisaldavad A ja B anti-.
geene, vereseerumis & ja ﬁantikehad
puudnvad.

Eespool toodust nihtub, et inimese vereseerumis el lei-
du antikeni, mis v3iksid reageerida tema enda eriitrotsiititi-
des leiduvatc ABO sfisteemi kuuluvate antigeenidega. See on
ka tdlesti loomulik, sest vastasel korrsl toimuks antigeen-
antikeh. reaktsiooni tulemusena eriitrotsilitide kokkukleepu—
mine - !amaglutinatsioon sellele jdrgneva hemeliiilsiga.

Ver~gruppi.e .diramine osutub viga tihtsaks kliinikus
seoses ve: etransfusioonige ehk vereiilekandega, samuti m3nin-
gate verehaigustepa. Tnimest, kellele tehakse vereillekannet,
nimetatakse retsipiendiks; inimest aga, kellekt v3etakse verd,
doonoriks. Loonori eriitrotsiiidid el tohi sisaldada antigeene,
mis v6iksid reageerida retsipiendi vereseerumis leiduvate
antikehadega. Kui n'iiteks retsipient kuulub A- gruppi, tohibd
talle file kanda A~ ju ¢~ grupi verd. Talesti keelatud on B-
Ja AL grupl vere ulekandmine, mille eriitrotstiidid reageerik-
£id kohe retsipiemdi secrumis leiduvate f5 antikehadega.

P8hiliste veregruppide jirgi nimetatakse 0- grupiga
irimesi uni. ersaalsetsks doonoriteks ja AB- grupiga inimesi
universaalseteks retsipientideks. Alati tuleb siiski vere-
ilexandel eelistada doonori verd, mis vastaks retsipiendi
veregiupile.

Olgu mainitud, et A ja B antigeenid lelduvad mitte ai-
nult ertitrotsiitides, vaid ka “eistes kudedes ja isegl sekree~
tides.

Telstest antigeenidest vdib nimetada MNSs ja Lewisi siis—
teemi kuuluvaid antigeene. Suur t4hisus on Rhesus (Rh) siis-
teemi kuuluvatel antigeenidel.

1940.2a8tal immuniseerisid Landsteiner ja Wiener kuufi-



kuid ahvide Macacus rhesus erfitrotsilitidega. Selgus, et immu-
niseeritud kiillikute vereseerum aglutineeris mitte ainult
Macacus rhesus'e, vaid ka enamiku inimeste eriitrotsiiite. Ini-
mesi, kelle ®riitrotsiiidid sisaldavad Rh- stisteeni antigeene,
nimetatakse rhesus-positiivseteks, kellel need aga puuduvad,
rhesus-negatiivseteks. Inimese vereseerumis vdivad esineda
antikehad anti-rhesus, mis vahel tingivad verelilekandejirg-
seid tlsistusi, samuti vaststindinute hemoliliisit®be. Rhesus-
negatiivsetele retsipientidele v¥ib iile kanda ainult rhesus-
negatiivsete doonorite verd, rhesus-positiivsetele retsipien-
tidele aga nii rhesus-positiivsete kui ka rhesus-negatiivse-
te doonorite verd. :

. Kohtuarstiteaduses tvleb silmas pidada, et !a-siisteemi
kuuluvad antigeenid ei eritu sekreetidega.

Veregruppide mH¥dramine.

Veregruppide miframiseks algutineeritaxse uuritava isiku
eriitrotsiilite 0~, A~ ja B~ grupi vereseerumitegu. Uuritavalt
isikult vBetakse verd sBrmest Francki ndeliara. Vii s8rm kui
ka Francki ndel desinfitseeritakse eelnevalt a;koholi, siis
eetriga. Veritsevat . “rme puudutatakees Xxolm korda puhta eseme-
klaasiga, saades viimasele kolm veretilka. Pesteuri pipetti-
dega tllgutatakse esimese veretilga kbrvale tilk 0O- grupl
vereseerumit, teise tilga kdrvale tilk A- grup® ja kolmanda
tilga kBrvale tilk B- grupi verescerumit (1paswereseerumi
tarvis vdtta eraldi pipett!). Vastavad vere- ja .seerumitilgad
ilhendatakse ja segatakse teise esemeklaasi nurkedega, kasutaz-
+ des iga tilgapaari jaoks eraldi nurka.

Hemaglutinatsiooni teket jilgitakse palja =ilmaga, eseme-
klaasi tilkadega valgel foonil ettevaatlikult edasita,asi
kallutades. Hemaglut.irnatsioon iseloomustub aigzul punaste
terakeste, sils suuremate konglomeraatide tekkega,kusjuures
vedelik ise muntub libipaistvaks. Reaktsiooni jJHlgitakse 5
minuti vdliel, tarbaekorral kasutade:s ni.cket kambrit.



Reaktsiooni tulemused ilksikute seerumitega, s&ltuvalt
uuritava vere gruppidest, on toodud alljHirgnevas tabelis.

j

Veregrupp 5 S : = “'mB ;
A + - + {

B + - i
AB + +}

Komplemendil sidumise
Y & kt8 %00 n:

Komplemendi sidumise reaktsioon (KSR) on {lks tundlike-
maid ja spetsiifilisemaid seroloogilisi reaktsioone, mida
kasutatakse nakkushaiguste mikrobioloogilisel diagnoosimisel.
Selle reaktsiooniga v8ib midrata nii tundmatut antigeeni tun-
tud immuunseerumitega (antikehadega) kui ka vastupidi: miz-
rata seerumis tundmatuid antikehi tuntud antigeenidega.

KSR viiakse 14bi kahes jirgus ja see koosneb kahest
silsteemist: p 3 hi st steemist (nn. bakterioliliiti-
line silsteem) ja 1ind ikaatorsiisteemist
(nn. hemolilitiline aﬁate.m). PBhisiisteemi kuuluvad antigeen
(kas tuntud v3i miiratav), antikehad (kas midratavad vdi tune
tud) ja komplement. Indikaatorististeemi kuuluvad eritrotsiil-
d1d (antigeen) ja spetsiifiline hemoliliitiline seerum (anti-
kehad).

PBhislisteemis tekib immuunseerumi reageerides spetsiifi-
lise antigeeniga kompleks antigeen + antikeha, mis adsorbee-~
rib, seob komplemendi. Kul antigeen ja antikehad pole vastas-
tikku spetsiifilised, siis kompleksi antigeen + antikeha el
teki ja komplement jHEd#b vabaks. PBhislisteemis kulgenud reakt-
sinon jH¥b aga silmale nihtamatuks. Selleks, et seda reakt-
sicout silwale nzhtavaks teha, lisatakse pdhisiisteemile indi-~
kiatorstisteen.

Judikaavnrsusteanris on eridtroteilildid tthinenud spetsiifi-
liste aniikebacege hemoliisiinidega, s.t. on tekkinud komp~
le''s antigeen + aniikeha, mis on vBimeline siduma vaba komp-
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lementi. Komplemendi sidumine selle kompleksi poolt v#ljen-
dub juba silmaga nihtavas reaktsioonis - hemoliiisis. Seega
niitab indikaatorsiisteem vaba komplemendi olemasolu - kui vaba
komplementi on, tekib hemolilils, kui ei, siis hemolulisi ei teki.
Vaba komplemendi olemasolu aga s3ltub reaktsioonist pdhisiis-
teemis: kui reaktsioon oli negatiivne, on komplement vaba,

kui positiivne, siis komplement on juba seotud. Seega posi-
tiivse KSR-1 korral hemoliiiisi ei toimu, negatiivne KSR ise-
loomustub. aga hemoliliisiga.

Komplemendi sidumise reaktsiooni komponendid.

Ertitrotstidid. KSR-is kasutatakse 3%-list
oina eriitrotsiiitide suspensiooni filsioloogilises keedusoola-
lahuses. Steriilselt vBetud veri defibrineeritakse ja eriitrot-
stiidid pestakse tsentrifugeerimisel kolm korda fiisioloogilise
keedusoolalahusega. Selleks filtritakse defibrineeritud oina
verl 13bi marlifiltri tsentrifuugil katsutisse, lisatakse samas
koguses fiisioloogilist keedusoolalahust Jja tsentrifugeeri-
takse 10 minutit 2000 tiiru minutis. Pipetiga eemaldatakse
katsutist vedelik, sademes olevatele eriitrotsiiitidele vala-
takse peale filsioloogilist keedusoolalshust , katsuti sisu
loksutatakse segi ja tsentrifugeeritakse uuesti.

Pirast seda korratakse kogu toimingut veel {iks kord. Kui
eriitrotsiilitidepealne vedelik on siis tiiesti ldbipaistev ja
virvuseta, v3ib eriitrotsiilite reaktsiooniks kasutada. Tarvi-
liku suspensiooni saamiseks v3etakse sademest 3 ml eriitrot-
stiite ja 97 ml fiisioloogilist keedusoolalahust .

HemluUuutiline seerum KSR-iks vajalik
hemoldiitiline seerum saadakse kuﬂlikutelt'neid oina eriitrot-
siiitidega immuniseerides. Selleks siistitakse kiiilikutele intra-
venoosselt 2~%5 ml 50%-1list oina eriitrotsiiitide suspensiooni
3-4 korda 2~3 pdevaste vaheaegadega. Tavalistele diagnostilis-
tele laboratooriumidele toodavad hemoliiiitilist seerumit insti-
tuudid,

KSR~is kasutatakse hemoliiiitilist seerumit 3-4 kordses
tiitris, s.t. kui seerumi tiiter on n#iteks 1:1500, v3etakse
reaktsiooni seerum lahjenduses 1:500. Hemoliiitilise seerumi
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tiitriks nimetatakse seda seerumi maksimaalset lahjendust,
mille 0,5 ml on v3imeline esile kutsuma 0;5 ml eriitrotstiiiti-
de hemolillisi 0,5 ml lahjendatud komplemendi juuresolekul ilhe
tunni viltel 37° C juures.

Eomplemen t. Komplemendina kasutatakse virsket
merisea vereseerumit. Enne KSR~1 li#biviimist tuleb komple-
ment alati tiitrida nn. “"komplemendi t@dennuse™ mitiramiseks.

Valmistatakse komplemendi alglahjendus 1:10 (0,4 ml
komplementi + 3,6 ml fiisioloogilist keedusoolalahust ) ja
pipeteeritakse see tdusvates hulkades 0,05 - 0,5 ml vasta-
valt skeemile katsutitesse. Edasi lisatakse filsioloogilist
keedusoolalahust nii, et vedeliku #ildmaht katsutites oleks

1,5 ml ja paigutatakse katsutid termostaati 45 minutiks 37°C
Juures.

Samaaegselt valmistatakse hemoliilitiline siisteem. Selleks
segatakse vOrdsetes hulkades hemoliiitiline seerum ning 3%~line
oina eriitrotsiiitide suspensioon ja paigutatakse see 30 minu-
tiks termostaati 37° C Juures sensibiliseerimiseks, s.t. hemo-
lisiinide tthinemiseks eriitrotsiititidega.

Hemoliilitilist siisteemi lisatakse komplemendiga katsuti-
tesse 1 ml ja pirast loksutamist paigutatakse need taas ter-
mostaati - seekord 30 minutiks. Selle aja mtddudes hinnatakse

"komplemendi tiitrimistulemused, midrates katsutid, kus toimus
hemoliiis. Hemolillisi puhul muutub vedelik libipaistvaks roosa-
kaspunaseks, meenutades lakki (nn. "lakkveri"). Hemoliliisi
Puududes Jjudb vedelik higuseks.

Komplemendi tiitriks nimetatakse seda komplemendi vihi-
mat hulka, mille juures toimub veel tiielik hemoliilis. KSR~is
kasutatakse nn. komplemendi tobannust, mis tiletab komplemendi
tiitri 20-25% vdrra. Praktiliselt vastab see annus komplemen-
di hulgale eelviimases katsutis, milles toimus veel tHielik
hemolilis. Komplemendi hulga suurendamise vajadus on tingitud
sellest, et nii uuritav seerum kui ka antijeen vdivad teatud
métral kahjustada komplemendi aktiivsust, avaldada nn."anti-
komplentaarset toimet".

Antigeen. KSR-is kasutatakse mitmesuguseid anti-
geene, mis valmistatakse mikroobidest, normaalsetest ja pato-
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b .4

Komplemendi tiitrimise skeem.

Katsuti numbe Kontroll
1 2 3 4 6 7 8 o B R o SR

Komplement

lah jenduses

1:10 ml-tes 10,05 0,1}0,15} 0,2 0,310,235 10,4 | 0,4% 0,% 0,5 -

Fiisioloogili-

ne keedusoola:

lahus ml-tes ;1,45 | 1,4 ;1,35; 1,3 13211310 13,1 1340 1,0 1591 2,5

Termostaati 37° C Juures 45 minutiks

Hemoluiltili- 0,5

ne siisteem ml 3%~

ml-tes 1,0 1,0 {1,0 | 1,0 1,041,0 1,0 (1,0 1,0 1ine 1,0
oina
erlitro-
tsiiiiti-
de sus~
pensi-
oon

Termostaati 37° C juures 30 minutiks.




loogiliselt muutunud kudedest jne. Antigeen kuulub samuti
tiitrimisele vGimaliku antikomplementaarse toime tdttu.Sel-
leks lisatakse antigeeni vihenevais annuseis komplementi ja
hemoliilitilist slisteemi sisaldavatesse katsutitesse. Antigeeni
tiitriks nimetatakse seda antigeeni suurimat annust, mille
Juuresolekul toimub tHéielik hemoliiis,s.t. suurimat annust,
mis ei avalda antikomplementaarset toimet. Véimaliku anti-
komplementaarse toime tiielikuks vHltimiseks v3etakse anti-
geen reaktsiooni pooles tiitris.

S e er um KSR-is kasutatav seerum kuumutatakse eelne-
valt vesivannis 56° C Juures 30 minuti vdltel, s.t. inakti-
veeritakse. Inaktiveerimine taotleb nii seerumis leiduva komp-
lemendi kahjustamist kui ka reaktsiooni soodustavat seerumi-
kolloidide stabiliseerumist.

Haige seerum v3etakse KSR-i lahjenduses 1:5 (0,1 ml
seerumit + 0,4 ml filsioloogilist keedusoolalahust) , spet-
siifilised immuunseerumid aga olenevalt nende aktiivsusest
mitmesugustes lahjendustes - 1:20 ~ 1:1000.

FUusioloogiiline kee dusoaoilass
1l ahu s. See valmistatakse keemiliselt puhta naatriumklo-
riidi lahustamisel destilleeritud vees (0,85%-line lahus).
Filsioloogiline keedusoolalahus steriliseeritakse autoklaa-
vis 1 atm. juures 20 minuti viltel.

KSR-iks kasutatavat klaasmaterjali (katsutid,pipetid,
kolvid jne.) ei tohi kasutada muuks otstarbeks.

Komplemendi sidumise reaktsiooni metoodika.
r

KSR vilakse 1ibi kahes jirgus termostaadis aye s Jjuures.
Esimeses jirgus kulgeb reaktsioon pBhististeemis 60 minuti,
teises jirgus aga indikaatorsiisteemis 30-60 minuti viltel.
Iga komponenti vdetakse 0,5 ml, nii et reaktsiooni {ildmaht
on 2,5 ml. Seejuures lahjendatakse eelnevalt komplement ja
antigeen filsioloogilise keedusoolalahusega selliselt, et
iga 0,5 ml lahuse kohta tuleks {lks tdBannus komplementi v3i
antigeeni. Uuritavat seerumit lahjendatakse vahetult reakt-
sioonikatsutites, v3ttes 0,1 ml seerumit ja 0,4 ml fisioloo-

gilist keedusoolalahust. Alljérgnevalt on toodud KSR-1 p8hi-
skeem.
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KSR~-1 pBhiskeem
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Ratsuti j_ TR 0. TR R S e Telne jATEk )
number |Seerum , antigeen,; rlisioloo- ; komp- Indikaa-
ml-tes | ml-tes giline lement| ter- torsiis- ter-
keedusool mos- teem mos-
lahus of el L Lk e
ti 377 ¢
2 0,1 0,5 0,4 0,5 37°C 1,0 Nures
. : guuresi B — Y [} M1,
2 0,1 ” 0,9 g 4 2= 1 e iy ol
tiks —— e o o
3 - 0,5 0,5 0,5 1,0




Esimene katsuti on reaktsioonikatsuti, milles positiiv-
se reaktsiooni puhul hemoliliisi ei toimu. Teine katsuti on
seerumi kontrollkatsuti ja kolmas antigeeni kontrollkatsuti.
Nendes katsutites peab toimuma t#ielik hemolilils. Kui kontroll-
katsutites hemoliilsi pole, ei saa reaktsiooni hinnata ja see
tuleb korrata. Ajaliselt hinnatakse KSR~1i tulemusi vahetult
peale termostaati, vahel ka teistkordselt jirgmisel pideval.

Positiivse KSR-1 intensiivsust mirgitakse plussidega
Jérgmiselt: g

+ + + + hemoliiisi pole -~ vedelik on vdrvusetu, tugev

eriitrotsiliitidest sade;

+ + + selgesti eristatav hemoliiiisi puudumine - vede-
1ik on roosaka vadrvusega, tugev eriltrotsiliiti-
dest sade;

+ + osaline hemolills - vedelik roosakaspunane,sel-
gesti tdheldatav eriitrotsiiitidest sade;

+ peaaegu téielik hemoliiiis -~ vedelik intensiiv-
selt virvunud roosakaspunaseks, minimaalne
eriitrotsiiitidest sade;

4+ praktiliéolt tdielik hemolilils - vedelik inten-
siivselt virvunud roosakaspunaseks, p3hjas vae-
vu tiheldatav pilvjas eriitrotsilitidest sade;

~ tdielik hemolilis - vedelik intensiivselt virvu-
nud roosakaspunaseks, ilma igasuguse sademeta -
nn. "lakkveri".

MSningate nakkushaiguste diagnoosimisel v3id KSR-i pShi-
skeemis esineda flksikuid muudatusi, kuid reaktsiooni pdhim3t-
teline {ilesehitus jiHb alati samaks.

T8dUlesanded.
1. Valge hiire elundkiilvidest valmistada preparaadid, vidrvida
need Grami jidrgi ja uurida mikroskoobiliselt.
2. Hinnata aglutinatsioonireaktsiooni tulemused.
3. Vastastikku naabriga mi#rata veregrupid.
4, Teostada komplemendi sidumise reaktsioon reaktsiooni pdhi-
skeemi jHrgi.
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XV -prra-ktd k um

T e e m a: FILTREERUVATE VIIRUSTE MORFOLOOGIA JA KASVATAMINE.

Filtreeruvate viiruste hulka kuuluvate mikroorganismide
pBhilisteks tunnusteks on:

1. Nad on vdiksed: enamik ei ole nihtavad tavalises mikroskoo-
bis, filtreeruvad 13#bi portselankurnade kui ka kolloidmembraa-
nide, mida ei 1ibi bakterid.

2, Viirused el kasva kunstlikkudel s8dtmetel, vaid ainult elu-
sates organismides, kudedes ja koerakkudes.

3. Viirustel peaaegu puudub iseseisev ainevahetus vihearenenud
fermentslisteemist tingituna. Selle t3ttu arenevad nad rakusise-
selt ja on sageli erilise afiinsusega just teatud koerakkude-
le, niit. ndrvikoele jne.

Filtreeruvad viirused on 14ibim33cus 10-400 mpe ,nii et
ainult suuremad neist (200 mp,aiates) on ndhtavad tavalises
mikroskoobis. Mikroskoobilisel v8i elektronmikroskoobilisel
uurimisel nihtavaks tehtud viiruste korpuskulaarseid moodus-
tisi nimetatakse viiruste elementaarkehakesteks.

Viiruste elementaarkehakesed v3ivad olla kerajad, kuupjad
v8i niitjad moodustised.

Viiruste elementaarkehakeste nihtavaks tegem.seks v3ib
kasutada mitut v3imalust:

1. Tavaline mikroskoobiline uurimismeetod. Selleks kasutatakse
kdigepealt virvimismeetodeid, kus virvaine objekti pinnal sa-
destudes muudab seega uuritava objekti paremini nihtavaks.Vii-
ruste elementaarkehakesed virvitakse sel juhul Romanovski-
Glemsa, Pascheni, Macchiavello v3i Fontana meetodi Jirgi.
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2. Elementaarkehakesi saab suurematel viirustel nihtavaks
teha, kasutades pimevil jameetodit nihtava valguse abil. Ka
sel juhul niivad viirused tegelikkusest suuremad ja on nih-
tavad tavalises mikroskoobis.

3. Viiruste kuju uurimiseks kasutatakse fotografeerimist
ultraviolettkiirguses, selleks kasutatakse ultraviolettspekt-
rist teatud lainepikkust, niit. Iainepikkuse 257 mp Juures
on histi eraldatavad 75 mu 14bim33duga elementaarkehakesed.
4, Viiruste kuju uurimiseks kasutatakse fluorestsentsmikros-
koopiat.

5. Parimad v3imalused viiruste uurimiseks loob elektronmik-
roskoop. Praegu v3ib eraldada elektronmikroskoobis 1 mu
18bim33duga aineosakesi ja kasutada suurendust kuni 200 000
korda.

6. Viiruste uurimiseks v3ib kasutada ka faaskontrastmikros-
koopi.

Nende uurimismeetodite abil on v3imalik nihtavaks teha
viirusi, s.o. niha nende elementaarkehakesi ja miirata nende
kuju.

Viiruste elementaarkehakeste suurust saab 1) otseselt
m38ta elektronmikroskoobis, 2) miirata filtrimisel, kasuta-
des selleks tuntud urvete 14bimd8duga ultrafiltreid; 3) v3dib
miarata tsentrifuugimisel. Selleks kasutatakse ultratsentri-
fuuge, mille kiirus on 80 000 - 160 000 tiiru/min. Tsentri-
fuugimisel saab miHrata viiruse suurust selle jirgi, et tea-
tud aja jooksul jHdvad kindla suurusega alneosakesed peatuma
teatud vedelikusamba kdrgusel. Tavaliselt miliratakse elemen-
taarkehakeste suurus k3igi kolme erineva meetodi jhrgi.

Elementaarkehakeste virvimine Pascheni jirgi.

Vdrvilahused:
A. 0,3 g baas. fuksiini,

10 ml etiiilalkoholi.
B. 5 g fenooli,

95 ml aq.dest.
Virvimiseks segatakse 1 osa A lahust ja 9 osa B lahust ja
filtritakse. 2
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Loffleri peits:

100 ml 20%-1ist ac.tannic.vesilahust,

50 ml kiillastatud resoh vesilahust,

10 ml baas. fuksiini killlastatud alkohoolset lahust.

Lastakse seista ja filtritakse.

Vérvimine:

l.Preparaat asetatakse 3 minutiks destilleeritud vette, las-
takse Bhus kuivada.

2, Asetatakse 5 minutiks absoluutsesse alkoholi, valatakse
eetriga lile ja lastakse Shus kuivada.

3. Valatakse peale Loffleri peits, kuumutatakse auruni ja
toimitakse 5-10 minutit.

4, Loputada hidsti veega.

5. Valatakse virvilahus (A + B), kuumutatakse ettevaatlikult
kuni auru ilmumiseni 1 minut, siis lastakse seista 10 minutit.
6. Pestakse kiirelt dectilleeritud veega, kuivatatakse filter-

paberiga.
ROugevaktsiini viiruse elementaarkchakessd on tumepuna-
sed.
Virvimine Macchiavello jargi.
Vdrvilahused:

1) 0,25%-line baasiline fuksiin fosfaatpuhvris pH 7,4,

2) 0,5%-line acid.ocitric. vesilahus,

3) 1%-line metiileensinise vesilahus.

1. Preparaat lastakse Bhus kuivada, siis asetatakse preparaa-
dile pandud filterpaberile 0,25%- line baas.fuksiini lahus
4 minutiks.

2. Loputatakse kiiresti 0,5% ac.citric. lahusega.

3. Loputatakse kraaniveega.

4, Virvitakse 1%-lise metiileensinise lahusega 10 minutit.

5. Loputatakse veega.

5. Lastakse kuivada 8hus.

Elementaarkehakesed on sinised.
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1.
2.
3.
b,

5.

7.
80

9.

Virvimine Morozovi meetodi jérgi.

Valmistatakse rdugevaktsiini viirusest Bhuke Higepreparaat.
Kuivanud preparaadile valatakse peale dest.vesi 10-15 min.
Lastakse kuivada.
Valatakse peale A lahus 1 min.
( A lahus: 1 ml ac.acetic.glac.,
2 ml 40% formaliini,
100 ml dest.vett).
Loputatakse veega.
Valatakse peale B lahus, soojendades aurumiseni 30-60 sek.
( B lahus: 1 g acid. carbol. oryst.,
5 g tanniini,
100 ml dest.vett).
Loputatakse destilleeritud veega 30 sek.
Fontana lahus 1-2 min.lastakse toimida soojendades
(kirjeldatud Fontana-Tribondeau m. juures koostis)
Loputatakse dest. veega.

10.Kuivatatakse, uuritakse.

Elementaarkehakesed mustad, suhteliselt suured hele-

kollasel foonil.

B 1ok Lo nmikrio s’ k-6 0P

1930.aastal voetl kasutusele elektronmikroskoop, mida

peagl laialdaselt rakendati arstiteaduses just viiruste ja ka
muude mikroobide ehituse uurimiseks.

Elektronmikroskoobis uurimiseks valmistatakse preparaa-

did kolloodiummembraanile 10 m/Al paksusega. Parema kontrast-
suse saamiseks kaetakse Ghukese kulla, kroomi, uraani v8i
méne teise metalli kihiga. Sel viisil valmistatud preparaa-
tide uurimisel saab uuritavaist objektidest reljeefse pildi.

Elektronmikroskoop erineb tavalisest mikroskoobist jharg-

miselt:

1.

2.
3.

Tavaline valgusallikas on siin asendatud elektrontoruga,
mis on elektronide allikaks.

Flaasliitsed on asendatud elektromagnetitega.

Fujutis on fookustatud fluorestseerival ekraanil ja tule-
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mused registreeritakse fotoplaadil.

4. Valguskiired tavalises mikroskoobis libivad Shu ja klaasi,
siin aga elektronide voog ldbib vaakuumi.

5. Kujutist ei fookustata l#itsede liigutamise abil, vaid
elektromagnetilises poolis magnetvilja tugevuse muutmi-
sega. 2

6. Kui elektronid libivad objekti, siis osa absorbeeritakse,
osa hajub ja kontrastsus, mlis preparaadis tekib, registree-
ritakse tundlikul plaadil v8i fluorestseerival ekraanil.

7. Elektronmikroskoobis v3ib miidrata esemete kuju, pikkust,
laiust ja siigavust.

Praktiliselt on elektronmikroskoobi eraldusvdime 1 kuni

2 mit ja suurendus 6000 kuni 80 000 korda koos fotograafilise

suurendusega kuni 200 000 korda.

Inklusioonkehaad.

Viirusnakkuste puhul kahjustatud kudedes v3ib leida mi-
ningatel juhtudel kas koerakkude plasmas v3i koguni tuuma-
siseselt tundmata pdritoluga moodustisi. Neid nimetatakse
inklusioonkehakesteks ehk sulundkehakesteks. Inklusioonkehad
on idmarad, ovaalsed v3i ebakorrapirase kujuge moodustised.
Nad vOivad olla ilhtlase v3i teralise struktuuriga. Nad on
ktillaltki suured, lébimdddus 1-30/L Ja h#ésti nihtavad tavali-
ses mikroskoobis. Inklusioonkehakeste kindlakstegemiseks val-
mistatakse kas histoloogilised 18igud v3i tehakse kudedest
gigepreparaadid. Kasutatakse erilisi vdrvimismeetodeld, niit.
lyssa viiruse inklusioonkehakesi saab nihtavaks teha Muromt-
sevi meetodiga.

Muromtsevi meetod
(modifitseeritud).

1. Marut8bise koera ajust valmistatud Zigepreparaat fikseeri-
takse seguga alkohol + eeter aa, 25 minutit 37° C Jjuures.

2, Loputatakse veega.

3. Kuivatatakse filterpaberiga.

4, Asetatakse peale Mansoni virvilahus 1:50 10 minutiks.
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(Mansoni virvilahus: 2 g metlleensinist,
5 g booraksit,
- 100 ml dest.veyt.)
5. Asetatakse preparaadile 10%-lise ac.tannic.vesilahus 10
minutiks.

6. Loputatakse veega. Kuivatatakse f;1terpaberiga.
7. Valatakse iile alkohol + atsetoon @z seguga.
8. Kuivatatakse filterpaberiga.

Negri kehad on violetsed, ajurakud hallid, ejurakutuumad
sinised. '

Vidruste kasvatamine
kanaembrtos.

Arenevas kanacmbrtios, nii kestadel, ekstraembrilonaal-
Ses vedelikus ku. ka rebukotis on ideaalsed kasvutingimused
paljudele viirustele. Seega ieiavad kanmembrtiod kasutamist
viiruste pal jundamiseks nii teaduslikus uurimistéds, disg-
nostikas kui ka viirusvaktsiinide valmistamisel.

Viiruste kasvatamiseks valitakse valgete leghorni kana-
de kuni 5 pieva vanad viljastatud munad. Mune inkubeeritakse
kiilllaldase niiskuse ja hea ventilatsiooni juures termostaa~
dis 37,5 - 38° ¢ juures 5-12 pideva enne nakatamist. Areneva
embriioc vanus on erinev erimeetodite rakendamisel kui ka eri-
nevate viiruste kasvatamisel. Inkubeerimise ajal, enne kui
ka pirast nakatemist, on munad asetat d aukudega varustatud
metallstatiividele piistasendis, tombi otsaga illespoole.

Kanaembriiote nakatamine peab toimuma aseptilistes tingi-
mustes ja steriilses keskkonnas; tavaliselt seda teostatakse
steriilsetes boksides, kusjuures tootajal on steriilne kittel,
niomask, miits ja steriilsed kummikindad. Nakatamiseks vajali-
&ud ‘menipulatsioonid sooritatakse steriilsete riistade,nagu
Pipettide vdi stistaldega.

Enne nakatamist valgustatakse kanaembriiod ovoskoobiga
18b1, mirgitakse pliiatsiga munakoorele Bhuruumi- ja embriio
asend ja vajaduse korral ka lubikoore avamise koht, n#it.
koorionallantoisikestale nakatatud materjali viimisel. Sel
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juhul tuleb valida koht lubikoorel, mille all el ole suur?
veresooni.

Kanaembriiot v3ib viiruste kasvatamiseks kasutala. nit
et nakatatakse koorionallantoisi kesta v31i materjal viiak-e
allantoisiddnde, amnioni3dnde, rebukotti, allantotriveen. vdi
embriioelundeisse, nagu ajju, maksa Jne. Sagedamini neist leia-
vad kasutamist koorionaliantoisikesta, allantoisiddne, rebu-
koti ja amnioniddne nakatamine.

Voorionallantoisi kestale viirusliku materjali viimine
teostatakse Jjirgmiselt:

Selleks kasutatakse 7-12 pdeva vanus<id kanaembriloid.
Libivalgustamisel mirgitakse lubikoorel avamise koht vastaval®
eespool mainitud nduetele. Lubikoor puhastatakse nii avamise
kohal kui ka Shuruumi kohal alkoholiga vdi jood-alkoholiga, =
koholil jd&dk siliidatakse leegil pdlema ja kustutsiakse kohe.
Lubikoor avatakse tavaliselt hambapuuriga karborundketia
2bil, labides lubikoore kolmnurgakujuliselt (iga kiilg umbes
0,5 em). Siis eemaldatakse lubikoore kolmnurk steriilss nela
abil. Asetatakse kestale 1 tilk steriilset flisioloogilist
lahust. Ldbitakse nBelaga ettevaatlikult liibikoorealune tihe
kest tilga kohal ilma vahenditult selle all olev:® xocorional-
lantoisi kesta vigastamata. Fiisloloogiline lahus .mendub lu-
bikoorealuse kesta ja koorionallantoisi kesta vali=.e ja sel
kohal" tekid kunstlik Shuruum areneva embrio {imberpaigucuse
t8ttu kogu ulatuses, nii et tditub loomulik Shuruum. Rui
seda ei toimu, siis imetakse loomuliku Bhuruumi tehtud viikse
ava kaudu pikkamisi'kummiballooniga 8hk loomulikust Ghuruu—
mist, et soodustada muna sisu Umberpaigutast. NiUI! eraldatak-
se kolmnurkse ava kohal tihe kest ja selle kelmnurkse ava
kaudu viiakse vajalik materjal steriilse pipeti v&i silstia
abil koorionallantoisi kestale 0,05 ~ 0,1 ml kogu=zes. Kohe
peale nzkatamist kaetakse ava sterlilse katteklaasiga para-
fiin-vaseliin sepn abil ja viimasega suletakse ka ava loomu-
like fhuruumi kohal. Muna inkubeeritakse niifid vajsliku aja
kestel edasi asendis, et kunstlik Shuruum em {llal.

Kuna sellel meetodil embriio ilmberasetusega sijiski vOi-
vad tekkida traumad, embriiod hdvivad, on hakatud eelistanua
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v3imaluse korral allantoisi 8%nde materjali siistimist, mis

on palju lihtsam. Selleks v3etakse 10-11 pdeva vanused embriiod.
Mirgitakse Ghuruum ja tehakse steriilsesse lubikooresse vas-
Lava néela v81 naaskliga ava Bhuruumi keskkohta. Li#bi selle
ava slistitakse 18-20 mm pikkuse siistlanSelaga, muna verti-
kaalses aserd*'s olles, vajalik materjal koguses 0,1 ml allan-
toisi 33nde ja ava suletakse parafiiniga v0i parafiin-vase-
1iini seguga.

Rebukotti nakatamiseks kasutatakse 5-10 pdeva vanu-
seid embriioid. Muna asetatakse statiivile, nii et Bhuruum
JBdb paremale ja embrilo alla. Siis siistitakse materjal 1Hbi
desinfitseeritud muna lubikooresse tehtud ava kaudu 3-4 cm
pikkuse ndelaga kas 1ldbi Shuruumi keskosa vO1i ilalt alla
embriiole vastaspoolt ja viiakse materjal rebukotti koguses
0,2-0,3-1,0 ml.

Viirusliku materjali amnioni 38nde viimiseks kasuta-
takse 6-~11 pieva vanuseid kanaembriloid. Desinfitseeritud
lubikoor avatakse Bhuruumi piiril ja eemaldatakse kogu Shu-
ruumi ulatuses. Avatakse ettevaatlikult lubikoorealune kest
ja eemaldatakse samuti kogu ndhtava osa ulatuses. Fikseeri-
takse steriilsete pintsettidega ettevaatlikult amnion 1liébi
koorionallantoisi kesta ja silma kontrolli all juba siisti-
takse materjal tdmbi otsaga ndelaga amnioni &6nde2 koguses
0,05-0,1 ml. Peale nakatamist suletakse lubikoore ava eri-
lise klaaskuplikesega parafiin-vaseliini segu abil. Embriioid
inkubeeritakse edasi plistasendis, Shuruum iilespoole.

Nakatatud kanaembriioid inkubeeritakse termostaadis
35 < 38%¢ juures 3-7 pieva kestel, olenevalt uuritavast
viiruse liigist. Siis avatakse aseptilistes tingikustes
embriiod, eraldatakse kooriomallantoisi kest, asetatakse
see gliutseriinis kahe klaasi vahele ja uuritakse muutusi,
mis avalduvad sageli nihtavate valkjate pSletikuliste koﬁle—
tena sellel klaasjal kestal veresoonte {imbruses. Koemuutusi
v3ib uurida ka histoloogiliselt. Viiruse olemasolu ja hulka
miiratakse embriionaalseis vedelikes kui ka koorionallantoi-
81 kestas viiruse neutralisatsiooni testiga vastavate im-
muunseefumite abil. See osa tuleb erimikrobioloogias tap-
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semale -kisitlusele.

Eoeaknl tusyrid vl pruete
kasvatamiseks.

Viimasel ajal leiavad viiruste uurimiseks {lha sagedami—'
ni rakendamist koekultuurid. Enamik viirusi areneb hésti
koekultuurides. Koekultuurid on suhteliselt iihtsad kisitada
ja kergesti rakendatavad vastavates killialtki lihtsalt sisus-
tatud viroloogia laboratooriumides.

Viirused arenevad hdsti kunstlikes tingimusis, organis-
mist eraldatud kasvavais koerakkudes.

Koekultuuridena leiavad kasutust: 1. Inimese embrtionaal-
sed koed. Selleks vastav materjal saadakse inimesel terapeu-
tiliseks otstarbeks vajaliku 12-18 nddala vanuse embriio eral-
damisel operatsioonidel. Embriliolt kasutataksé naha-musklikude,
kopsukude ja mdnikord ka teisi elundeid.

2. Inimesz postnataalseist kudedest leiavad kasutamist ope-
ratsioonidel eemaldatud neerukude, testised, tonsillid, pre-
puutsiumikude, uterus, kilpni#re jne.

3. Eriti sageli kasutatakse koekultuuridena ahvi neerukudet
Ja testiseid.

4, Viimasel ajal leiavad koekultuuridena kasutamist inimeselt
opereeritud pahaloomuliste epiteliaalsete kasvajate eriliselt
kohandatud koekultuurid, nagu Hela ja HeP jne. kultuurid.
Hela kultuur on saadud inimese emakakaela epidermoidkartsi-
noomist. 2

K3ige sagedamini kasutatavad koekultuuride meetodid on
jdrgmised:

1. Suspendeeritud koerakkude v3i koetlikikeste kultuur
Maitlandi jirgi.

Selleks leiavad sagedamini kasutamist inimese embrio-
naalsed koed ja ahvi neerukude. Peenustatud koetiikikesed
asetatakse Erlenmeyeri kolbi suspendeerituna soGtmes, las-
takse seista 3-4 pAeva ja vahetatakse toitelahus enne viirus-
liku materjali lisamist. Sodtmele v3ib indikaatorina lisada
fenoolpunast, mis niitab kaudselt viiruste arengut koekultuu-
ris, sellega et viirus, turgides koerakkudesse, purustab.need
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Ja h#diiridb hapete moodustumise rakkudes, mis vH#ljendudb siis
pH muutuses.

2. Fikseeritud koerakkude v3i -tilkikeste kultuur kat-
suteis kas liikuval v31i statsionaarsel printsiibil.

5iin kaetakse katsuti seinad hepariniseeritud kana-
plasmaga, seejidrel asetatakse koetilkikesed tihtlaselt laiali
katsutisse, lirsatakse juurde veidi kanaembrilo ekstrakti, mis
koaguleerib plasrma ja nii fikseeruvad koetilkikesed katsuti
seinale, Nild licatakse katsutisse stdde v31i toitelahus, mida
vahetatakse ks kcrd enne viirusliku materjali lisamist. Sel-
llised <oekultuuride katsutid asetatakse liikuva printsiibi
rakxendemisel 1¢-~1. korda/tunnis pddrlevasse trumlisse nii
enne kui ka paArast viirusliku materjali lisamist. Sel puhul
uhab toitelahus pidevalt kultuuri.

Sama fikseeritud koekultuuri v3ib kasutada ka statsin-
naarses ehk paigalasendis kasvatamiseks. Sel puhul on katsu-
tia 5° nurga all ldingasendis. Koettlkikeste fikseerimiseks
katsutli seinale v3ib kasutada soojendamist 45° ¢ Juures.See
fikseerilt knetiikikeced katsuti seinale ja nad pilsivad seal
ka toitelahuse lisandamisel.

J. Triipsiiniga toddeldud koerakkude kultuur Dulbecco
Jargl.

$1in kasutatakse Uhekihilist ihtlast (neeru- v3i testi-
sekoe) koerakxude kihti Petri tassi pBhjal. Selle saamiseks
asetntakse retri tassi trilpsiniseeritud koerakkude suspens
sioon toitelahuses. Kui Petri tassi pdhja katab ilhtlane the-
kihiline kxcerakkude kiht, sils asetatakse sinna viiruslik
materj=1 viza madalas kontsentiratsiocnis. Lilhikese ajavahe-
miku jHirele kaetakse pinnalt toitelahuseagariga, mis niitid
lokaliseerib viiruse piirkonnas, kus ta nakatas koerakud.Vii-
ruse paljunumleel hivib nakatatud koerakk iihes nsabruses ole~
vrate ‘koerakkudega 24-48 t. middumisel ja neile kohtadele
Jddvad heledad laigud - "negatiivsed kolooniad". Dulbecco
Jarpgd tekib selline nele laik iihe viiruseosakese toimel,nii
et sel viicil on vOimalik tiitrida viirusi, 1isoleerida
viiruse "puhaskultuuri" jne. Sama fthekihilise koekultuuri
pil jundamist vi'lL teha katsutites, nHit. trilipsiniseeritud
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ahvi neerukoerakud asetatakse toitelahuses katsuteisse,rakud
kinnituvad klaasi seinale ja moodustavad paljnnemisel;ﬁhekihi-
lise {thtlase katte, mis 6-7 pdeva pirast on sobiv viirusega
nakatamiseks.

K8iki neid eelmainitud koekultuure iseloomustab, et nad
lhekordselt valmistatakse ette viiruste pal jundamiseks, seal~
Juures neid samu koekultuure ei siilitata jadrgnevateks todo-
deks korduvate killvipassaa%ide kaudu.

4, Mitmesugused inimpiritoluga rakkude koekultuurid,mida
sdilitatakse laboratooriumis in vitro kasvatamisel ja kasuta-
takse vajadusel viiruste pal jundamiseks.

Selliselt leiavad kasutamist triipsiiniga eraldatud koe-
rakud, mida kasvatatakse ilhekihilise kultuurina kas katsutis
v31 kolvia. Enne jirgnevat passaazi tavaliselt eraldatakse
tthtlase kihina kasvavad rakud triipsiiniga ja rakkude sus-
pensioon toitelahuses annab jirgmises passaagis jidllegl uues-
t1 tlhekihilise koerakkude kasvu vastaval pinnal ehk madratsil.
Niisugusena paljundatavad koekultuurid on niit. inimeselt
eraldatud emakakaela epidermoidvihi rakkude kultuur HeLa Jjne.

Organismist steriilselt eraldatud koed 13igatakse Ja
peenustatakse suurtes iimara pdhjaga nBudes 1-2 mm 14bim33du~
ga tikikesteks. Kuivamise véltimiseks lisatakse nbusse puh-
versoolade lahust. Sellist koesuspensiooni v&ib sdilitada

R s juures isegi 19-29 pieva kestel.

VHiksematest koeosakestest ja rakkudest valmistatakse
suspensioon vastavas stdtmes ja kasvatatakse kas katsutites
v81 lamedate killgedega kultuuripudelites, mis on suletud Bhu-
kindlalt kummikorkidega. Koekultuuri v3ib kasvatada 2-4 ni-
dalat 35-36° C juures, kui vahetada sdtdet 3-5 pdeva Jhrele.

Klaasipind ise v3ib esineda koekultuurile kasvuks vaja-
liku madratsina. Klaasmadratsilt eemaldatakse selline koe-
kultuur, nii et rakud eraldatakse trilpsiinilahusega v31i ver-
seeniga (ettileen-diamiin-tetra-atseethappega), mis aseta-
takse kultuuripinnale,ja 37° ¢ juures loksutatakse katsutit
kies 30 minuti kestel. Siis eralduvad iksikud rakud,ja tsentri-
fuugimisel 10 minutiga 200-1000 t/min,eraldatakse vedelik.
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Saadud rakud suspendeeritakse Hanksi puhverlahusesse ja st&tme
lisandamisel asetatakse edasi uutesse ndudesse kasvama.

Rakkude arv miliratakse lugemisel hemotsiitomeetri abil
Ja tihedus edasikiilviks peab olema 150 000 - 300 000 rakku/ml.
Kul seda rakkude suspensiooni kasvatada 4-5 pHeva, siis are-
neb klaasmadratsil ilhtlane tthekihiline kultuur. Rakukihi kasvu
v8ib kontrollida mikroskoobis ndrga suurendusega. :

Elundirakke kasvatatakse esialgselt sSStmes, mis sisal-
dab 50% inimese seerumit, 2% kanaembriio ekstrakti ja 48%
Hanksi lahust pH juures 7,4. Hanksi lahuse koostis on jirg-
mine: A lahus: 160 g NaCl, 8 g KC1, 4 g MgS0,.7 H,0 lahusta-
tud 800 ml vees ja siis 100 ml vees lshustatud 2,8 g CaCl2
segada ning lisada vett kuni 1000 ml-ni. Seda lahust sHili-
tatakse 2 ml kloroformi lisamise jirel 5° ¢ Juures.

B lahus: 3,04 g NaZHP04.12 Hy0, 1,2 g KH,PO, -Jja 20 g glikoosi
lahustatud 800 ml vees, lisada 100 ml 0,4%-list fenoolpunase-
lahust ja vett kuni 1000 ml-ni ning 2 ml kloroformi. Vdetakse
1l osa A ja 1 osa B lahust ja 18 osa vett, segatakse, filtri-
takse 1ibi bakterite kurna ja enne kasutamist lisatakse ste-
riilset 1,4%-list Na.HCO3 lahust 2,5 ml iga 100 ml Hanksi lahu-~
se kohta,

Koekultuuride sddtmeina on kasutusel peale inimese vere-
seerumi veel teised toitelahused, n#it. lisatakse sé5tmele
5%-1ist laktalbumiinhildrolilsaati ja 10% vasika seerumit Hanksi
lahuses. g :

Slinteetilised stttmed Hela kultuuride kasvatamiseks on
sageli viga keerulise koostisega, niit. Eagle' lahus sisal-
dab 13 amiinohapet ja 8 vitamiini; selleie lisatakse 10% ini-
mese seerumit.

Viimasel ajal leiab edukat kasutust sgdde nr.199, mis oma
keerulise koostise tB8ttu sageli valmistatakse kesklaboratoo-
riumis ja on saadaval t56ks niiBelda valmissBBtmena. Selle
t8ttu on teda praktiliselt lihtne kasutada koekultuuride kas-
vatamiseks.

Viirust paljundatakse koekultuurides 5-10 pHeva.

Vilruste olemasolul koekultuurides tekib tsiitopatogeenne
efekt -~ koerakkude degeneratsioon. Sel juhul ei moodusta rakud
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fthtlast kihti madratsil, puuduvad rakkudevahelised sillake-
sed, ralkud on muutunud kujuga, eemalduvad madrdtsilt, raku-
tuumad on pilknootilised. Tsiitopatogeense efekti jérgi saab
miirata viiruse arengut iildse koekultuuris, kuid mitte seda,
millise viiruse liigiga on tegemist.

Viiruse 1iiki on v3imalik m#drata v81i viirust samastada,
lisades koekultuurile juurde vastavaid immuunseerumeid tslito-
patogeense efekti vdltimiseks. Ainult vastav tililbispetsiifi-
line seerum neutraliseerib viiruse koerakke kahjustavaid oma-
dusi.

Bikeit st akt e nor ol opin:

Riketsiad on bioloogiliselt asetuselt vahepealsed viikes-
tele bakteritele ja suurematele viirustele. Nad sarnanevad
viirustega selle poolest, et arenevad elusates koerakkudes,
kuid erinevad sellega, et kasvavad lillijalgsete seedetraktis,
tehes 14bil seal teatud arenguastme. Bakteritele on nad sar-
nased, kuna on kindla kujuga ja killlaltki suured - nZhtavad
tavalises mikroskoobis.

Oma kujult meenutavad riketsiad kokkobaktereid, on kera-
jad v61 ovaalsed moodustiseé, mille moddud on 0,25 x 0,35,9 ’
kuid v3ib esineda ka suuremaid vorme. Nad on asetatud kas
ilksikult, paarikaupa v01 liihikestes ahelates, vdrvuvad gram-
negatiivselt. Romanovski-Giemsa jirgi viErvuvad nad purpur-
punaselt. Samuti v31ib neid virvida Macchiavello jdrgi.~Nende
tipsemat kuju ja ehitust saab miirata elektronmikroskoobili-
sel uurimisel. ;

T8 61Ulesanded.

1. Oppida tundma rdugevaktsiini viiruse elementaarkehakesi,
pimevdl jameetodl jdrgl demonstreeritavas preparaadis.

2, Oppida tundma rBugevaktsiini viiruse elementaarkehakesi
Pascheni jirgi virvitud ja demonstratsiooniks vilja-
pandud preparaadis.

3. ROugevaktsiini viiruse elementaarkehakestega tutvuda de-
monstratsiooniks viljapandud preparaatides Fontana ja
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Macchiavello jdrgi vidrvitult.

4. Koera ajust tehtud valmispreparaat virvida Muromtsevi
meetodil jérgil ja uurida viiruse inklusioonkehakesi.

5. Jdlgida demonstratsiooni kanaembriiote nakatamisest rduge-
vaktsiini viirusega koorionallantoisi kestale ja rebu-
kotti.

6. Jilgida demonstratslooniks esitatud rBugevaktsiini vii-

vrusega nakatatud koorionallantoisi kestal olevaid muu-
tusi. \

7. Jdlgida demonstratsiooni korras normaalse koekultuuri
kasvu ja viiruse pdhjustatud tsiitopatogeenset efekti
koekultuuris. .

8. Tutvuda demonstratsiooniks v#ljapandud Rickettsia pro-
wazekii kujuga Romanovski-Giemsa jirgi virvitud prepa-
raadis.

XVI praktikum
Teema: BAKTERIAALSED PREPARAADID.

Nakkushaiguste spetsiifilises ravis, profiillaktikas ja
diagnoosimisel kasutatakse viga mitmesuguseid bakteriaalseid
Preparaate. Nende tootmiseks on NBukogude Liidus loodud terve
virk nn. vaktsiinide ja seerumite teadusliku uurimise insti-
tuute. K3iki selliste instituutide poolt toodetavaid bakte-
riaalseid preparaate kontrollitakse enne turustamist Moskvas
asuvas L.A.Tarasevitdi nimelises Riiklikus Meditsiiniliste
Ja Biloloogiliste Preparaatide Kontrollinstituudis. Selline
kpntrollsustoem tagab ainult teatud kindlatele nduetele vas-
tavate preparaatide turustamise. Peale igapievase tootva
t88 tegelevad instituudid ka teadusliku uurimistddga, mille
pBhiliseks eesmfirgiks on {lha efektiivsemate preparaatide loo-
mine ja nende sHilitatavuse paremustamine.
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Bakteriaalseid preparaate turustatakse klaasampullides
Ja pudelites. Iga ampull v8i pudel peab olema varustatud
etiketiga,millel on mirgitud preparaati valmistanud insti-
tuut, preparaadi nimetus, hulk, seeria number, riikliku kont-
rolli kuupiev ning number ja kuupHev, milleni on tagatud pre-
paraadi tarvitamisk8lblikkus. %

Siilitama peab bakteriaalseid preparaate 3¢ Juures
kuivas pimedas kohas. K8ige parem on selleks kasutada killmu-
tuskappi.

Bakteriaalsete preparaatide siilitatavuse parendamiseks
turustatakse neid sageli veetustatult. Veetustamist teosta-
takse lilofiliseerimismenetluse abil, mille puhul ainete vee-
tustamine toimub ktilmutatult vaakuumis.

Enne bakteriaalse preparaadi kasutamist tuleb hoolikalt
kontrollida, kas ampull v8i pudel on terve ja preparaat pole
aegunud. '

Bakteriaalseid preparaate v3ib jagada ravi-profiilekti-
listeks ja diagnostilisteks preparaatideks.

Ravi-profiilaktilised preparaadid.

Ravi-profiilaktiliste preparaatide hulka kuuluvad vakt-
siinid, ravi-profiilaktilised seerumid ja bakteriofaagid.

Vaktsiine liigitatakse elusvaktsiinideks, surmatud vakt-
siinideks, keemilisteks vaktsiinideks ja anatoksiinideks.

Elusvaktsiinidena kasutatakse nii mikroobe, mis pole
virulentsed vaktsineeritavale loomaliigile v31 inimesele
(n#iteks rdugevaktsiin), kui ka vihendatud virulentsusega
(attenueeritud) mikroobe. Elusvaktsiinide valmistamiseks
kasutatavate tilvede virulentsust on vihendatud viga mitme-
sugusel viisil. Calmette ja Guerin saild oma kuulsa tuberku-
loosivéktsiini BCG, kasvatades virulentset Mycohacterium
bovis'e kultuuri 13 aastat sappil sisaldaval kartulstdtmel.
Pokrovskaja toimis katku vaktsiini saamisel Pasteurella pes-
tis'e kultuurile spetsiifilise bakteriofaagiga, Elbert ja
Gaiski tulareemia vaktsiini saamisel Pasteurella tularensis'e
kultuurile aga spetsiifilise immuunseerumiga. Rida vaktsiine
on ssadud virulentsete mikroobide korduvate passaagide tule-

-165~-



musena 14bi vastuvGtmatute katseloomade organismi - niiteks
marutdve ja gripi vaktsiinid.

Surmatud vaktsiinide valmistamisel toimitakse mikroobi-
dele formaliiniga v3i kuumutatakse neid 56-60° C Juures.
Viimasel ajal kasutatakse mikroobide surmamiseks ka ultra-
violettkiiri ja ultrahelilaineid. Surmatud vektsiinidest kasu-
tatakse disenteeria, kohutiilifuse, koolera, liakaktha, tdhnilise
soetdve, puuglentsefaliidi jt. vaktsiine.

Keemilised vaktsiinid ei sisalda terveid mikroobirakke,
vaid ainult nendest saadud spetsiifilisi antigeene. Tuntu-
maks keemiliseks vaktsiiniks on Aleksandrovi ja Hefeni polii-
vaktsiin NIISI, mis sisaldab kBhutilifuse tekitaja Salmonella
typhi, paratitifuste A ning B tekitajate Salmonella paratyphi
A ning Salmonella paratyphi B, dfisenteeria tekitajate Shigella
flexneri ning Shigella sonnei ja koolera tekitaja Vibrio com—
ma spetsiifilisi antigeene, samuti teetanuse tek%taja Clostri-
dium tetani anatoksiini. v

Anatoksiinidest on tuntumad teetanuse ja difteeria ana-
toksiinid.

Vaktsiine liigitatakse veel monovaktsiinideks, divakt-
siinideks, trivaktsiinideks jne. vastavalt sellele, kui mit-
me nakkushaiguse tekitajaid v3i nende éntigeenseid komponente
vaktsiinid sisaldavad.

Tlvede pdritolu jirgi liigitatakse vaktsiine ka auto-
vaktsiinideks ja heterovaktsiinideks. Autovaktsiinideks nime~
tatakse vaktsiine, mis on valmistatud sama indiviidi organis-
mist isoleeritud mikroobidest, kelle vaktsineerimiseks seda
vaktsiini kasutatakse. Autovaktsiinid on viiga efektiivsed,
kuid nende lalaldast kasutamist piiravad tehnilised raskused.

Ravi-profiilaktiliste seerumitena kasutatakse meditsiinis
loomseid imuunseerumeid ja rekonvalestsentide ning vastavat
nakkushaigust kunagi pddenud inimeste seerumeid. Viimaseid
v3ib kasutada ainult siis, kui tegemist on nakkushaigusega,
mille l#ibipddemisel antikehad siilivad elu 1dpuni. Hiljuti
on hakatud kasutama ka seerumitest saadavat y~ -globuliini,
mis annab veel paremaid tulemusi. See on tingitud sellest, et
¥ ~ z1lobuliini manustamisega viiakse organismi pdhiliselt
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aipult antikehi, seerumi stistimisega aga satuvad sinne sageli
ka kahjulikult m3juvad teised ained. .

Loomsete immuunseerumite saamiseks immuniseeritakse loomi
vastavate halguste tekitajatega. Loomadest on selleks sobi-
vaimad hobused, andes hulgaliselt kdige enam seerumit.

Ravi-profiilaktilisi seerumeid liigitatakse antitoksi-~
listeks, antibakteriaalseteks ja antiviiruslikeks seerumiteks.
Antitoksilisi seerumeid kasutatakse niiteks difteeria ja tee-
tanuse ravis ning profiilaktikas. Antibakteriaalseid ja anti-
viiruslikke seerumeid kasutatakse kiesoleval ajal pGhiliselt
ainult nakkushaiguste profiilaktikas, niiteks katku, puugient-
sefaliidi, leetrite jne. nakkushaiguste puhul.

Bakteriof;agid kuuluvad samuti esijoones just profiilak-
tiliste bakteriaalsete preparaatide hulka. Nii niiteks on
ldtunnustatud efektiivseteks proftilaktilisteks preparaati-
deks dusehteeria, kdhutiiifuse Jja koolera bakteriofaagid.

Diagnostilised preparaadid.

Dlagnnstilisi bakteriaalseid preparaate vdidb liigitada
nakkushaiguste seroloogilisel diagnoosimisel, mikroobide sa-~
mastamisel ja allergiliste nahareaktsioonide teostamisel vaja-
likeks preparaatideks.

Wakkushaiguste seroloogilisel diagnoosimisel on vajalikud
mitmesugused diagnostikumid ja antigeenid, mida p3hiliselt
kasutatakse aglutinatsiooni-~ ja komplemendil sidumise reakt-
sloonides.

Diagnostikumid- kujutavad endast kindla kontsentratsioo-
niga surmatud mikroobirakkude suspensioone. Need suspensioo-
nid el tohi peale loksutamist sisaldada mingisuguseid helbeid
ega terakesi, mis v8iksid JHljendada positiivset aglutinat-
sloonireaktsioonl. Antigeene valmistatakse mikroobirakkudest,
samuti patoloogiliselt muutunud v3i normaalsetest kudedest.
Normaalsetest kudedest valmistatakse niiteks sfitifilise sero-
loogilisel diagnoosimisel (Wassermanni reaktsioonis) kasuta-
tavaid antigeene.

Mikroobide samastamisel on vajalikud mitmesugused diag-
nostilised seerumid ja bakteriofaagid. Diagnestilisi seeru-
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meid kasutatakse aglutinatsiooni, pretsipitatsiooni ja komp-
lemendi sidumise reaktsioonides. Diagnostilisi seerumeid
saadakse loomadelt neid vastavate mikroobidega immuniseeri-~
des. Viimasel ajal on hakatud valmistama nn. fluorestseeri-
vaid antikehi, s.t. fluorestseerivate virvainetega (fluoro-
kroomidega) mirgistatud antikehi. Selliste antikehadega on
luminestsentsmikroskoobi abil mikroobe v8imalik sedastada

Ja samestada vahetult uuritavas materjalis. Vahetult uurita-
vas materjalis on mikroobe vdimalik sedastada ja samastada
ka bakteriofaagi tiitrl tSusu reaktsiooni abil, milleks kasu-
tatakse spetsiifilisi diagnostilisi bakteriofaage. Samade
bakteriofasgidega on vdimalik samastada uuritavast materja-
list isoleeritud mikroobe.

Allergilisteks nahareaktsioonideks kasutatakse aller-
geene, mis kujutavad endast mitmesuguste menetlustega saa-
dud mikroobide koostisosi ja ainevahetusprodukte. Neist
tuntumad on tuberkuliin, brutselliin, tulariin, malleiin
Ja mdningad teised, mida kasutatakse vastavalt tuberkuloosi,
brutselloosi, tulareemia ja malleuse diagnoosimisel.

Autovaktsiini valmistamine.

Autovaktsiine kasutatakse tavaliselt siis, kul pole saa-
dud rahuldavaid ravitulemusi kemoterapeutiliste ja antibioo-
tiliste preparaatidega, samuti heterovaktsiinidega. Sageli
on sellisteks juhtudeks ravimresistentsete kokkide poolt teki-
tatud midapBletikud.

Autovaktsiini valmistamismetoodika on jérgmine:

1. Midakolle toddeldakse alkoholiga ja avatakse ste-
riilse skalpelliga. Mida vBetakse killvindelaga terve ning
nekrootilise koe piirilt ja kiillvatakse tilvede isoleerimiseks
veri~ v31 lihapeptoonagarplaatidele. Killvid paigutatakse
24 tunniks termostaati 37° C juures.

Luubi abil valitakse 2-~3 tliipilist pesa ja valmistatakse
neist preparaadid. Viimased virvitakse Grami Jjdrgi ja uuri-
takse mikroskoobiliselt. Kuil pesad koosnevad ainult kokkidest,
tehakse neidt killvid neljale lingagarile. Killvid paigutatakse
24 tunniks termostaati 37° C Jjuures.
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Lingagaril kasvanud kultuuride puhtust kontrollitakse
samuti Grami jirgi virvitud preparaatide mikroskoobilisel
uurimisel. Kui tegemist on puhaskultuuridega, on need vakt-
siini valmistamiseks kOlblikud.

2. Mikroobide suspensiooni saamiseks pipeteeritakse
igale liangagarile 2 ml steriilset filsioloogilist keedusoola=
lahust. Katsutid asetatakse 15 minutiks ldngasendisse sel~-
liselt, et vedelik kataks sddtme pinna. Eraldunud kultuuxid
pestakse stttmelt maha katsuteid likshaaval peopesade vahel
edasi~tagasi rullides. Uksikutelt lidngagaritelt saadud mik-
roobide suspensioonid pipeteeritakse ithte steriilsesse kat-
sutisse, viltides seejuures sddtme vigastamist pipetiga.

3. Mikroobide surmamiseks kuumutatakse suspensiooni 60
minuti viltel vesivannis 60° C juures. Peale kuumutamist
tehakse suspensioconist killviaasaga kontrollkiilv lihapeptoon-
pul jongisse ja paigutatakse see 72 tunniks termostaati 37°%
juures. Kontrollkilvi tulemuste selgumiseni sd@ilitatakse
mikroobide suspensiooni kiilmutuskapis. Kui kontrollkiilvis
pole kasvu, on suspensioon valmis. Kasvu korrel kuumutatakse
suspensiooni uuesti vesivannis 60° ¢ juures, kuid ainult 30
minuti vdltel. Peale kuumutamist tehakse jdlle kontrollkillv,
milles ei tohi olla kasvu. Tarbekorral kuumutatakse suspensi-
oconi teistkordselt 30 minuti vHltel.

4, Surmatud mikroobide suspensioonist valmistatakse vakt-
sineerimiseks kasutatavad lahjendused, s.t. standardiseeri-
takse vaktsiin ja lisatakse konservandina karbolhapet. Kirjel-
datud viisil valmistatud suspensioon sisaldab umbes 25 mil-
jardit mikroobirakku ithes ml-s. Vaktsineerimiseks on otstar-
bekohane kasutada kolm autovaktsiini lahjendust: 500 miljo-
nit, 2,5 ja 5 miljardit mikroobirakku 1 ml-s. Need lahjendu-
sed valmistatakse jirgmise skeeml kohaselt:
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Autovaktsiini [Algsuspensioo- husioloogilist 5%-11st karbol-

lahjendus ni ml-tes teedusoolala - (hapet ml-tes
ust ml-tes

500 miljonit

mikroobirakku Oy 8,8 1,0

1l ml-s

2,5 miljardit

mikroobirakku

1l ml-s 1,0 8,0 1,0

5 miljardit

mikroobirakku

1l ml-s 2,0 7,0 1,0

Valmis autovaktsiini.lahjendust on kdige otstarbekoha-
sem siilitada steriilsetes penitsilliinipudelites. :

Olgu mainitud, et vaktsiinide standardiseerimisel kasu-
tatakse k3ige sagedamini nn. higususe standardeid, samuti
nefelomeetrilist meetodit. Tarbekorral v3ib kasutada vere
vB8i seljaajuvedeliku rakuliste elementide lugemiskambreid.
Tarvilikud vaktsiinide kontsentratsioonid v3ivad olla erine-
vad.

5. Autovaktsiini manustamisskeem v3ib olla mitmesugune.
_Alati alustatakse aga vaktsineerimist viiksemate vaktsiini-
annustega, neid jérk-jdrgult tGstes., Siistitakse autovaktsii-
ni naha alla. Eespool toodud autovaktsiini kontsentratsioo-
nide juures voib kasutada jirgmist manustamisskeemi:

= 490 -



ekt 5 et

SESSSSZEssEzss=S E 2 F Pt P P Pt At F Pt E i P i T P A E T+ F E P
Vaktsi Vaktsii] Vakt- | Vakt- | Vaktsiil Vakt— | Vaktsi] Vakt- |Vaktslil
neeri- | n1 lah~{ siini | sinee+4 nl lah- | 8iini | neeri-| siini [ni
mis~ Jendus | hulk ! rimis<4 jendus |hulk | mis- lahjen+ hulk
pédev ml-tes pdev ml-teg phey dus ml| ml~-tes
1 500 mil-] 2,5 mil-] | 5 mil-
jonit 042 15 jardit 0,2 29 jardit 0,4
5 - 0,2 5 Ry g - 0,4 b 3 § . 0,5
5 -t 0,3 19 - 0,4 33 P 0,6
y 4 - 0,4 23 e 0,6 29 ~Me 0,7
9 - 0,6 29 =N 0,6 37 - 0,8
13 - 0,8 25 - 0,8 39 - 0,9
13 - 1,0 27 -f 0,8 41 - 1,0




Autovaktsiini manustamisele ei tohi jargneda tugevat
kohalikku v6i {ildist reaktsiooni.

T80uulesanded.

1., Demonstratsiooni korras tutvuda mitmesuguste bakterioloo-
giliste preparaatidega.

2. Demonstratsiooni korras tutvuda autovaktsiini valmistami-
sega.
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