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1. UVOD

Bakterije so starejSe od Cloveka, od dinozavrov ... Nastale so zelo zgodaj v zgodovini
zemlje in Zivijo Se danes, takSne kot so bile pred milijoni let.

Kot vemo vsi, nas mali, mikroskopsko majhni organizmi obdajajo povsod, koder
Zivimo in se gibljemo. Tu organizmi so v zraku, na tleh, na pohistvu... Ti organizmi nam
ne Skodijo, ker je naSe telo na njih odporno. NaS imunski sistem se uspeSno bojuje z
vecino teh organizmov, vendar so nekateri organizmi nam vseeno Skodljivi. Ti so tako
imenovane patogene bakterije , ki pri ¢loveku in tudi Zivalih povzrocajo razne bolezni. Ti
organizmi so tako majhni da jih ne moremo videti s prostim ofesom. Opazovati jih
moramo z mikroskopom. Ce pa jih Zelimo opazovati s prostim ofesom se mora razviti
veliko bakterij, tako da nastanejo bakterijske kolonije. To lahko nastane ko imajo bakterije
dovolj hrane za cepitev, se pravi ob ugodnih pogojih. Tem pa spada Se ugodna
temperatura, ki pa je odvisna od posameznih bakterij.

2. Vrste bakterijskih kolonij (premer vecji od 1mm):

OBLIKA
tocCkaste kroglaste vretenaste nitaste koreninaste
ROBOVI KOLONIJ
Raven valovit konicast resast nazobcan

VZDIGNJENOST (Profil) KOLONILJ

PlosScata konveksna bradavicasta  vzdignjena zelo izbocena konkavna
STRUKTURA KOLONIJ
Enotna (amorfna) zrnasta (granulirana) vlaknasta
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- BARVA KOLONIJ (rumena, oranzna, zelena, bela, ¢rna, rdeca...)

- PROSOJNOST (opticne lastnosti kolonij); prozorne, prozorne, motne.

3. BakterioloSka gojiSca

so razlicne me3anice hranilnih snovi, ki jih potrebujemo za gojenje mikroorganizmov.
Sestavimo jih tako da jih prilagodimo potrebam posameznih bakterij. Glavne sestavine gojiS¢

SO:

Voda

Peptoni

Mesna voda (juha)

Mesni ekstrakti

Kvasni ekstrakti

Anorganske snovi

Agar (pridobivamo ga iz morskih alg in je ester galaktona in
Zveplove kisline)

Ogljikovi hidrati

Glede na vsebnost agarja loc¢imo trdnost gojiSca:

Glede na sestavo:

Tekoca gojiSca (tem ne dodamo agarja)
Poltekoca g. (tem dodamo od 0,1 - 0,5% agarja)
Trdna g. (dodamo 1 - 2% agarja):

0 Globoki agar

0 PoSevni agar

0 Goijisca v petrijevki

- Naravna gojiSca (mleko, kri, krvni serum)

- Polsinteti¢na g. (kombiniramo naravne snovi in sinteti¢ne)

- Sinteti¢na g. (tu poznamo kemicno sestavo gojiSca)

Glede na uporabnost:

Osnovna g. (tekoca ali trdna): peptonska voda, navadni
bujon, navadni agar, Zelatina in mleko

Obogatena g. (Ce osnovnim dodamo kri, krvni serum...)
Bogatitvena g. (tekocCa g., ki pospeSuje razvoj posameznih
vrst bakterij, ki smo jih izolirali)

Diferencialna g. (vsebujejo snovi, ki omogocajo, da se
kolonije ene vrste razlikujejo od drugih)

Selektivna g. (zavirajo razvoj enih in pospeSujejo razvoj
tistih, ki ji Zelimo izolirati)

Gojisca za ugotavljanje biokemicnih lastnosti bakterij (pri
njihovi identifikaciji vsebuje razlicne dodatke, ki jih
bakterije presnavljajo)
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Hranilna gojiS¢a uporabljamo za zasajevanje bakterijskih kultur. To je postopek
prenaSanja mikroorganizmov iz njihovega Zivljenjskega okolja na hranilno gojisce ali iz enega
gojisS¢a na drugo. Bakterije, ki zrastejo na gojiS¢u po zasajanju vzorca, tvorijo primarno
kulturoe. Kulture, ki jih dobimo s presajanjem kolonij z gojiSCa na gojiSCe, imenujemo
subkulture.

Ko zasejemo vzorec na gojiSCe, ponavadi zrastejo razlicne vrste bakterij, ki so bile v
dolocenem vzorcu. Tako kulturo imenujemo meSana kultura (torej skupek kolonij dveh ali
vec vrst).

Kadar je v materialu le ena bakterijska vrsta, bo na gojiS¢u zrasla cista kultura
(skupek kolonij ene vrste)

Za zasajevanje uporabljamo sterilna gojis¢a in tudi vsi pripomoci morajo biti sterilni.
Ce pa niso jih moramo sterilizirati.

4. Sterilizacija

je postopek, s katerim popolnoma unicimo vse bakterije.

Nacini sterilizacije:

Sterilizacija (so postopki, s katerim unic¢imo vse bakterije)
Dezinfekcija (namenjeni za unicenje patogenih bakterij)

- Pasterizacija (segrevamo do 80 stopinj celzija in uni¢imo vecino
bakterij, ne uni¢imo pa njihovih endospor)

- Sterilizacija poteka s suho toploto - seZiganje, segrevanje do Zarenja, deflambiranje,
sterilizacija v suhem sterilizatorju (temp. do 180 stopinj celzija) in sterilizacija z infrardec¢imi
zZarki (do 200 stopinj celzija) .

- Sterilizacija z vlaZno toploto — segrevanje pod in nad 100 stopinj celzija.

- Sterilizacija z UV Zarki in ionizacijskimi Zarki.
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5. VAJA

Glavni namen pri tej vaji je bil, da spoznamo bakterije, koliko jih je kje vse se
nahajajo (WG, tla v laboratoriju, pipa, kljuka, miza v menzi...) oz. v tekocinah (voda s pipe,
akvarijska voda, mineralna voda). Poleg tega pa smo hoteli spoznati tudi postopek

.....

poskus in nekatere vrste sterilizacije.

5.1 POSTOPEK

a) Material in pripomocki

b) Postopek

Petrijevka s hranilnim agarjem
Erlenmajerice

Eza

Gorilnik

Baby palcka

Sterilne pipete

Vzorci (bris)

Voda iz pipe

Voda iz akvarija

Mineralna voda

Najprej smo naredili pasterio poizkus, pri katerem smo najprej pripravili juho,
ki smo jo razli¢no obdelali. Ta je bila na zacetku bistra in rumena, nato smo jo nalili v
8 erlenmajeric ter jo razli¢no pokrili.

Priprava posameznih erlenmajeric:

1.
2.

3.
4.

v

v prvo erlenmajerico smo natocili juho in jo pustili odprto;

v drugo smo nalili prekuhano juho (pasterizacija) in jo
pokrili z zamaSkom iz vate;

v tretjo smo nalili prekuhano juho in jo pusti odprto;

v Cetrto smo nalili prekuhano juho in jo pokrili z
plutovinastim zamaSkom;

v peto smo nalili sterilizirano juho in jo pustili odprto;

v Sesto smo nalili sterilizirano juho ter jo pokrili z vato in alu
folijo;

V sedmo smo nalili sterilizirano juho ter jo pokrili z
zamaSkom iz vate, vanjo pa smo dali tudi ravno cevko;

v osmo pa smo nalili sterilizirano juho ter jo pokrili z
zamaSkom iz vate, vanjo pa smo dali zavito cevko.

Ko smo vse to pripravili smo pocakali nekaj dni in potem zapisali rezultate.
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V drugem delu smo na bakterioloSka gojiSca prenasali vzorce bakterij iz razlicnih
povrsin. Najprej smo petrijevko razdelili na Stiri dele, nanjo zapisali vse potrebne informacije
(ime delovne povrSine, razred, datum) ter sterilno prenesli bakterije iz okolja v petrijevko.
Vzporedno pa smo pripravili tudi kontrolno petrijevko, da smo se prepricali, da so petrijevke
res sterilne. Prenos smo naredili tako, da smo z baby palcko vzeli vzorce iz razlicnih povrSin
on jih vijugasto prenesli na gojiS¢a. Tako smo vzeli vzorce iz tal v garderobi, iz WC pipe,
kljuke v ucilnici ter mize v menzi. Dve petrijevke pa smo pustili odprte na zraku 10 min, nato
smo jih zaprli in pocakali nekaj dni da so se razvile kolonije. Podatke smo si potem zapisali.

V tretjem delu vaje smo uporabili tekocCe brise. Tu smo s pipeto prenesli nekaj kapljic
mineralne vode, vode iz pipe in akvarijske vode na gojiSCe, nato pa jih s sterilno stekleno
palcko cikcakasto razmazali po povrSini (palcko smo namocili v alkohol in jo zaZgali ter jo
tako sterilizirali). Cez teden dni smo podatke ogledali in zapisali rezultate.

V zadnjem, Cetrtem delu smo naredili Se poSevna gojiS¢a. Ta smo pripravili tako, da
smo sterilni agar skuhali v ekonom loncu in Se tekoCega prelili v erlenmajerice. Te pa smo
postavili poSevno da se je ta strdil. PoSevnemu se je povecala povrSina. Nato sme naredili
prenos in pocakali teden dni. Podatke smo zabeleZili.

5.2 REZULTATI
Pasterio poizkus (motnost oznacena s Stevilkami od 1 — 6; 1 — Cisto, 6 — zelo motno)

erlenmajerica:
erlenmajerica:
erlenmajerica:
erlenmajerica:
erlenmajerica:
erlenmajerica:
erlenmajerica:
erlenmajerica:

PN AWM
m R UTWAND

Tam kjer je motnost visoka, pomeni, da se je tam razvilo veliko bakterij, ki so bile v juhi in
jih nismo unicili.
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Identifikacija bakterijskih kolonij razli¢nih suhih vzrorcev:

Tabela 1: Identifikacija bakterijskih kultur na WC-pipi

Barva Bela Bela Rumena -
Stevilo bakterij Ni mogoce Ni mogoce Ni mogoce Ni mogoce
dolociti dolociti dolociti dolociti
Oblika Kroglaste Nepravilnih oblik Kroglaste Tockaste
Rob Gladek Valovit Gladek Gladek
Vzdignjenost Rahlo izbocena Zelo izboCene Zelo izbocene Ploscate
Struktura Enotna Enotna Enotna Enotna
Velikost (mm) 1-3 2-4 1-4 <1
Prosojnost da ne ne ne
(da,ne)
Tabela 2: Identifikacija bakterijskih kultur na tleh v garderobi
Barva Bel Rumena
Stevilo bakterij 4 3
Oblika Kroglaste Kroglaste
Rob Gladek Gladek
Vzdignjenost Zelo izbocene Zelo izbocene
Struktura Enotna Enotna
Velikost (mm) 1- 3 1-2
Prosojnost da ne
(da,ne)
Tabela 3: Identifikacija kolonij na kljuki
Barva Bela Beld Bez Rumena
Stevilo bakterij 1 1 1 2
Oblika Tockaste Kroglaste Kroglaste Kroglaste
Rob Gladek Gladek Gladek Gladek
Vzdignjenost Plo3cate Zelo izbocene Zelo izbocene Zelo izbocCene
Struktura Enotna Enotna Enotna Enotna
Velikost (mm) <1 2 3 1-2
Prosojnost Da Ne Ne Ne
(da,ne)
Stevilo plesni 3 - -
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Tabela 4: Identifikacija bakterijskih kultur na mizi

Barva bela bela m_ E!E E Bez Oranzna
Stevilo 6 3 13 3 7 1
bakterij
Oblika Tockaste | Kroglaste | Kroglaste | Nepravilni | Kroglaste | Kroglaste | Kroglaste
h oblik
Rob Gladek Gladek Gladek Valovit Gladek Gladek Gladek
Vzdignjenos | Rahlo Zelo Zelo Zelo Zelo Rahlo Rahlo
izboCene | izbocCene izbocCene izbocene izboCene | izbocCene | izbocene
Struktura Enotna Enotna Enotna Enotna Enotna Enotna Enotna
Velikost <1 1-2 1-3 2-4 2-3 1-2 2
(mm)
Prosojnost Da Ne Ne Ne Ne Da Ne
(da,ne)
Tabela 5: Identifikacija bakterijskih kultur v zraku v garderobi
Barva bela bela E_ E!E E Bez Oranzna
Stevilo 6 3 13 3 7 1
bakterij
Oblika Tockaste | Kroglaste | Kroglaste | Nepravilni | Kroglaste | Kroglaste | Kroglaste
h oblik
Rob Gladek Gladek Gladek Valovit Gladek Gladek Gladek
Vzdignjenos | Rahlo Zelo Zelo Zelo Zelo Rahlo Rahlo
izboCene | izbocene izbocCene izboCene izboCene | izbocCene | izbocene
Struktura Enotna Enotna Enotna Enotna Enotna Enotna Enotna
Velikost <1 1-2 1-3 2-4 2-3 1-2 2
(mm)
Prosojnost Da Ne Ne Ne Ne Da Ne
(da,ne)
Barva Bela Bela ¢ | Rumena BeZ -_-_ -
Stevilo 2 3 1 3 1 1 2 1
bakterij
Oblika Nepravilni | Kroglast | Kroglast | Kroglast | Kroglast | Nepravilnih | Nepravilni | Kroglast
h oblik e e e e oblik h oblik e
Rob Valovit Gladek Gladek Gladek Gladek | Nazobcana Valovit Gladek
Vzdignjenos Zelo Zelo Zelo Zelo Rahlo | Bradavicast Zelo Zelo
t izbocCene | izbocCene | izbocene | izboCene | izbocCene a izbocCene | izbocCene
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Struktura Enotna Enotna Enotna Enotna Enotna Enotna Enotna Enotna
Velikost 2-3 1-3 2 1-2 3 6 4-5 3
(mm)
Prosojnost Ne Ne Ne Ne Da Ne Ne Ne
(da,ne)
Barva bela bela Svetlo Svetlo Temno Bez Oranzna
Stevilo 6 3 13 2 3 7 1
bakterij
Oblika Tockaste | Kroglaste | Kroglaste | Nepravilni | Kroglaste | Kroglaste | Kroglaste
h oblik
Rob Gladek Gladek Gladek Valovit Gladek Gladek Gladek
Vzdignjenos | Rahlo Zelo Zelo Zelo Zelo Rahlo Rahlo
t izboCene | izbocene izboCene izboCene | izboCene | izbocCene | izboCene
Struktura Enotna Enotna Enotna Enotna Enotna Enotna Enotna
Velikost <1 1-2 1-3 2-4 2-3 1-2 2
(mm)
Prosojnost Da Ne Ne Ne Ne Da Ne
(da,ne)
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Tabela 6: Identifikacija bakterijskih kultur v zraku v laboratoriju

Barva Bela Bela Bela Oranzna Oranzna Oranina
Stevilo bakterij 8 23 1 1 3 7
+ 38 plesni
Oblika Nepravilnih | Kroglaste | Nepravilnih Nepravilnih | Nepravilnih Kroglaste
oblik oblik oblik oblik
Rob Valovit Gladek Valovit Valovit Valovit Gladek
Vzdignjenost Rahlo Rahlo Bravicasta bradavicasta | Zelo izboCena Rahlo
izboCena izbocena izbocena
Struktura Enotna Enotna Enotna Enotna Enotna Enotna
Velikost (mm) 2-3 1-3 5 6 3 1-2
Prosojnost Da Da Ne Ne Ne Ne
(da,ne)
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Identifikacija bakterijskih kolonij razlicnih mokrih vzorcev:

Tabela 7: Identifikacija bakterijskih kultur v vodi iz pipe

Barva Svetlo rumena
Stevilo bakterij 2 1
Oblika Nepravilnih oblik Kroglaste
Rob valovit Gladek
Vzdignjenost Rahlo izboCena Rahlo izbo¢ena
Struktura Enotna Enotna
Velikost (mm) 1-2 1-2
Prosojnost (da,ne) Da Da

Tabela 8: Identifikacija bakterijskih kultur v akvarijski vodi

Barva BeZ Bez W
Stevilo bakterij 1 10 45
Oblika Nepravilnih oblik Nepravilnih oblik Kraglaste
Rob Valovit Valovit Gladek
Vzdignjenost PloScata Rahlo izbocena Mocno izbocena
Struktura Zrnasta Enotna Enotna
Velikost (mm) 50 1-3 1-2
Prosojnost (da,ne) Da Da ne

V vzorcu z mineralno vodo pa se ni razvila nobena kolonija. To pomeni, da v
mineralni vodi ni niso bile prisotne bakterije.
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6. RAZPRAVA

V prvem delu vaje smo delali pasterio poizkus. Najvec¢ bakterij je bilo v prvi
erlenmajerici v katero smo nalili juho in jo pustili odprto. Ta vzorec je bil namreC najbolj
moten, zato smo sklepali, da jih je tam najvec. Juha se je tu pokvarila tudi zato, ker je nismo
prej posebej obdelali (je segreli). Tej je sledila Stevilka 5, nato 3,4,2, najCistejSi pa sta bila
vzorca 6 in 8, saj sta bili juhi prej sterilizirani, nato pa $e pokriti. Sesta z vato in alu folijo,
osma pa z vato in zavito cevko, po kateri pa bakterije niso morale potovati, tako kot v
sedmem primeru, ko smo imeli ravno cevko, po kateri so bakterije zlahka potovale.

V drugem delu smo jemali vzorce iz razlicnih povrSin. Ugotovili smo da se najvec
bakterij nahaja na tleh v garderobi, kjer jih nismo morali preSteti, daj je priSlo do zraScanja
kolonij, najmanj bakterij pa je bilo na kljuki (5). Kljuki je sledila wc-pipa s 7 bakterijam, nato
zrak v garderobi (14), na mizi v jedilnici smo identificirali 35 bakterij, zelo veliko pa je bilo
bakterij tudi v zraku v laboratoriju (43). V laboratoriju smo zabeleZili tudi najvec plesni (38).
Najvec razli¢nih bakterij pa se je nahajalo na mizi (7) in v zraku v garderobi (8). Pricakovali
bi lahko vec bakterij na kljuki, a so rezultati pokazali drugace.

Temu delu so sledili poizkus z vzorci vode. Najvec bakterij (56) razvilo iz vzorca vode
iz akvarija. Tej je sledila voda iz pipe (3). V mineralni vodi pa ni bilo prisotnih bakterij.
Mineralna voda je najbolj primerna za pitje, medtem ko je akvarijska voda neuporabna za
pitje.

Na koncu smo rezultate primerjali med seboj in popravili napake, se pravi prevelika
odstopanja od drugih smo zgladili.

Napake ki so mocne pri rezultatih so:

Material ni bil sterilen med prenosi snovi, nismo jemali pravilno vzorce z razlicnih povrsSin,
napacen prenos bakterij...

7. ZAKLJUCEK

Prisli smo do nekaj zanimivih ugotovitev. Juho je treba vedno pokrit, saj se drugace
not prikradejo razlicne bakterije in se moc¢no razmnoZijo in pokvarijo juho in nam Zelodce, Ce
juho ne ponovno pregrejemo.

Pri identifikaciji smo ugotovili da se najvec bakterij nahaja v garderobi, kjer je pozimi
veliko vlage in postane pravi raj za bakterije.

Ugotovili smo da akvarijska voda ni primerna za ¢loveka.

Z metodo zasajevanja smo prisli do objektivnih rezultatov o bakterijah, le ¢e smo
dosledno sledili sterilne postopke.

Tudi s kulturami mikroorganizmov moramo ravnati asepticno, tako da med
zasajevanjem onemogocimo dostop nezaZelenim bakterijam do gojiSce ter da pri vsem tem ne
okuZimo sebe ter druge ljudi v okolici.
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