[bookmark: _Hlk84514056][image: ]ΤΜΗΜΑ ΕΠΙΣΤΗΜΗΣ ΚΑΙ ΤΕΧΝΟΛΟΓΙΑΣ ΤΡΟΦΙΜΩΝ
ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΟ ΕΙΣΑΓΩΓΗ ΣΤΗΝ ΜΙΚΡΟΒΙΟΛΟΓΙΑ ΤΡΟΦΙΜΩΝ
ΧΕΙΜΕΡΙΝΟ ΕΞΑΜΗΝΟ 2023-24

1η ΕΝΟΤΗΤΑ: ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
1. Κανόνες ασφαλείας 
2. Εξοπλισμός

2η ΕΝΟΤΗΤΑ: ΘΡΕΠΤΙΚΑ ΥΠΟΣΤΡΩΜΑΤΑ-ΑΠΟΣΤΕΙΡΩΣΗ-ΕΜΒΟΛΙΑΣΜΟΣ                  

Α/	ΠΑΡΑΣΚΕΥΗ ΘΡΕΠΤΙΚΩΝ ΥΠΟΣΤΡΩΜΑΤΩΝ
	1]
	PCA (PLATE COUNT AGAR) – 250 mL
	2]
	VRBA (VIOLET RED BILE lactose AGAR) – 250 mL

	3]
	BPA – BAIRD PARKER AGAR – 250 mL
	4]
	ΑΡΑΙΩΤΙΚΟ ΥΓΡΟ (1 ΛΙΤΡΟ)



Βήματα για την παρασκευή των υποστρωμάτων 

1. Ελέγχουμε προσεκτικά το όνομα του υποστρώματος επί της συσκευασίας
2. Διαβάζουμε τις Οδηγίες Χρήσης επί της συσκευασίας και κάνουμε την κατάλληλη αναγωγή στις ποσότητες που μας ζητούνται π.χ. στο 1 L χρειαζόμαστε 32,4g/ στα 200 mL πόσα χρειαζόμαστε? 
3. Συγκεντρώνουμε τον εξοπλισμό που χρειαζόμαστε στον πάγκο εργασίας μας

ΕΞΟΠΛΙΣΜΟΣ
· Λύχνος 
· Ογκομετρικός γυάλινος κύλινδρος
· Ζυγός έως 2 δεκαδικά ψηφία
· Μικρό τετράγωνου σχήματος αλουμινόχαρτο
· pH μετρικό χαρτί
· Υδροβολέας που περιέχει απιονισμένο νερό
· Φιάλες με βιδωτό πώμα 
· Ταινία αποστείρωσης

ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΑ
1. Εφαρμόζουμε τη συνταγή με βάση τις ποσότητες μου μας ζητούνται και τις Οδηγίες επί της συσκευασίας.
2. Ανοίγουμε το ζυγό.
3. Βάζουμε πάνω στο ζυγό μικρό φύλο αλουμινόχαρτου.
4. Πιέζουμε το ζυγό στο TARE – ο ζυγός θα δείξει και πάλι 0.00 g.
5. Προσεκτικά ζυγίζουμε την ποσότητα υποστρώματος που απαιτείται. 
6. Γεμίζουμε τον ογκομετρικό κύλινδρο με την κατάλληλη ποσότητα απιονισμένου νερού ανάλογα με τις ποσότητες που μας ζητούνται.
7. Αδειάζουμε τον κύλινδρο με το απιονισμένο νερό στην φιάλη με το βιδωτό πώμα.

8. Μεταφέρουμε το υπόστρωμα στην φιάλη (είτε σε ποτήρι ζέσεως). 
9. Θερμαίνουμε ήπια στο φούρνο μικροκυμάτων (μέχρι 1 λεπτό) για να διαλυθεί η σκόνη
10. ΠΟΛΥ ΣΗΜΑΝΤΙΚΗ ΠΑΡΑΤΗΡΗΣΗ: Πρέπει να σημειώνουμε υπεύθυνα το είδος του υποστρώματος που έχουμε παρασκευάσει καθώς και την ημερομηνία παρασκευής (π.χ. TSB/ 18.10.2021) – σε ταινία αποστείρωσης που επικολλάται στην φιάλη
11. Ακολουθεί Αποστείρωση στον κλίβανο ατμού (121oC/ 15 min – συνολική διάρκεια 1 h)

Β/	ΑΠΟΣΤΕΙΡΩΣΗ ΘΡΕΠΤΙΚΩΝ ΥΠΟΣΤΡΩΜΑΤΩΝ

Όλα τα υποστρώματα θα αποστειρωθούν στον ατμοκλίβανο στους  121οC για 15 min.
Κατά την έξοδό τους από τον κλίβανο αποστείρωσης είναι καυτά και δεν μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως έχουν. Θα πρέπει οπωσδήποτε να ψυχθούν. Υπάρχουν δυο ενδεχόμενα: 
(α)	Εάν πρόκειται να χρησιμοποιηθούν άμεσα θα πρέπει να  ψυχθούν σε υδατόλουτρο θερμοκρασίας 48oC. Επίσης διατηρούμε τα στερεά υποστρώματα που περιέχουν άγαρ στο υδατόλουτρο για να μην πήξουν μέχρι να τα επιστρώσουμε σε τρυβλία
(β)	Εάν χρησιμοποιηθούν πολύ αργότερα, μπορούν να ψυχθούν στο περιβάλλον και να τοποθετηθούν στο ψυγείο – ΜΟΝΟ ΜΕΤΑ ΑΠΟ ΨΥΞΗ ΤΟΠΟΘΕΤΟΥΝΤΑΙ ΣΤΟ ΨΥΓΕΙΟ ! 


Γ/	ΠΡΟΕΤΟΙΜΑΣΙΑ ΤΡΥΒΛΙΩΝ ΚΑΙ ΕΜΒΟΛΙΑΣΜΟΣ ΑΥΤΩΝ 


[image: ]


Η ΠΡΟΕΤΟΙΜΑΣΙΑ ΤΩΝ ΤΡΥΒΛΙΩΝ ΕΙΝΑΙ ΟΡΘΟΤΕΡΟ ΝΑ ΓΙΝΕΤΑΙ ΣΕ ΘΑΛΑΜΟ ΒΙΟΑΣΦΑΛΕΙΑΣ 




Δ/ 	ΓΡΑΜΜΩΤΗ ΕΠΙΣΤΡΩΣΗ ΣΕ ΤΡΥΒΛΙΑ- ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΚΑΘΑΡΟΥ ΣΤΕΛΕΧΟΥΣ ΑΠΟ ΜΙΚΤΟ ΠΛΗΘΥΣΜΟ ΒΑΚΤΗΡΙΩΝ
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Μπορούμε να σχηματίζουμε έναν σταυρό με μαρκαδόρο στην βάση του τρυβλίου για να μας διευκολύνει στην επίστρωση.
1. Καίμε τον κρίκο εμβολιασμού
2. Βυθίζουμε τον αποστειρωμένο κρίκο στην υγρή καλλιέργεια (που περιέχει μικτό πληθυσμό βακτηρίων, δηλαδή διαφορετικά είδη βακτηρίων)
3. Ανοίγουμε στο πλάι το κάλυμμα του τρυβλίου και απλώνουμε την καλλιέργεια με πάρα πολύ απαλές κινήσεις χωρίς να «τραυματίσουμε» το άγαρ.
4. Η εξάπλωση της αρχικής καλλιέργειας γίνεται στο πρώτο τεταρτημόριο με κινήσεις «ζικ-ζακ» όπως φαίνεται στο σχήμα. 



[image: ]
5. Καίμε και πάλι τον κρίκο εμβολιασμού και τον «κρυώνουμε» ακουμπώντας τον σε σημείο του τρυβλίου
6. Από την άκρη της προηγούμενης επίστρωσης επαναλαμβάνουμε την κίνηση «ζικ-ζακ» στο επόμενο τεταρτημόριο ώστε να εξαπλώσουμε ακόμη περισσότερο τα βακτήρια
7. Καίμε και πάλι τον κρίκο εμβολιασμού και τον «κρυώνουμε» ακουμπώντας τον σε σημείο του τρυβλίου και επαναλαμβάνουμε την διαδικασία εξάπλωσης όπως προηγουμένως. 


[image: ]




Βήματα για την απομόνωση καθαρού στελέχους  

Ακολουθεί επώαση στους 37οC/ 48 h με τα τρυβλία ανάποδα – το καπάκι κάτω!  
8. Μετά την επώαση οι απομονωμένες ή μεμονωμένες αποικίες είναι αυτές που δεν υπάρχει καμία άλλη σε επαφή μαζί τους και έχουν προέλθει από ένα και μοναδικό (μεμονωμένο) κύτταρο (στέλεχος – strain) και για αυτό λέγονται «καθαρές» αποικίες (αποτελούνται από κύτταρα ενός είδους μικροοργανισμού, πχ μόνο Escherichia coli).
[image: ]Καθαρή (απομονωμένη) αποικία



Ε/ 	ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΚΑΘΑΡΗΣ ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑΣ ΣΕ ΥΓΡΟ ΚΑΙ ΣΤΕΡΕΟ ΆΓΑΡ (ΚΕΚΛΙΜΜΕΝΟ ΑΓΑΡ)
Με την ολοκλήρωση της διαδικασίας από μία ΜΙΚΤΗ ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑ βακτηρίων καταλήγουμε να έχουμε στη διάθεσή μας για μελέτη μια ΚΑΘΑΡΗ ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑ προερχόμενη από ΕΝΑ ΚΥΤΤΑΡΟ για να την μελετήσουμε.
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ΕΠΩΑΣΗ 37οC/ 48 h
2
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1. Καίμε-αποστειρώνουμε τον κρίκο εμβολιασμού
2. Επιλέγουμε μια μεμονωμένη αποικία από τα τρυβλία που έχουμε επωάσει
3. Μεταφέρουμε την αποικία πρώτα στο κεκλιμένο άγαρ και την απλώνουμε με γραμμωτή επίστρωση στην επιφάνεια της και μετά εμβολιάζουμε και πάλι το υγρό υπόστρωμα στο δοκιμαστικό σωλήνα. 


3η ΕΝΟΤΗΤΑ:ΒΙΟΧΗΜΙΚΑ ΤΕΣΤ
Α/ 	ΠΑΡΑΤΗΡΗΣΗ ΑΠΟΙΚΙΩΝ ΣΤΑ ΤΡΥΒΛΙΑ

[image: C:\Users\User\AppData\Local\Microsoft\Windows\INetCache\Content.MSO\462D0C66.tmp]Άχρωμες, κρεμώδεις ή κιτρινωπές αποικίες που έχουν σχηματιστεί από διάφορα είδη μεσόφιλων μικροοργανισμών (εφόσον η επώαση έγινε στους 30-37oC)

PLATE COUNT AGAR (PCA)



                                      [image: C:\Users\User\AppData\Local\Microsoft\Windows\INetCache\Content.MSO\A8CB6936.tmp]Κόκκινες αποικίες=αποικίες που έχουν σχηματιστεί από coliforms (κολοβακτηριοειδή)

                                               VRBL AGAR
                                      (Violet Red Bile Lactose agar)

[image: Baird Parker Agar- Composition, Principle, Preparation, Results, Uses]Μαύρες αποικίες=αποικίες που έχουν σχηματιστεί από Staphylococcus
Μαύρες αποικίες με διαυγή ζώνη=αποικίες που έχουν σχηματιστεί από Staphylococcus aureus



BAIRD PARKER AGAR (BPA)



Β/ 	ΒΙΟΧΗΜΙΚΕΣ ΔΟΚΙΜΕΣ – ΕΜΒΟΛΙΑΣΜΟΣ ΕΞΕΙΔΙΚΕΥΜΕΝΩΝ ΥΠΟΣΤΡΩΜΑΤΩΝ
Προετοιμασία υποστρωμάτων για βιοχημικά τεστ:
Α) Triple Sugar Iron (TSI) σε σωλήνες με κεκλιμένο άγαρ
Β) SIM AGAR (Sulphate-Indole-Motility): σε σωλήνες με επίπεδο πυθμένα
Γ) CITRATE AGAR: σε σωλήνες με κεκλιμένο άγαρ

Αφού τα προετοιμάσουμε τα βάζουμε για αποστείρωση στους 121οC για 15 min σε υγρό κλίβανο
Αφού στερεοποιηθούν τα υποστρώματα, τα εμβολιάζουμε με καλλιέργειες μικροοργανισμών (από αποικίες από τα τρυβλία)

Α) Triple Sugar Iron (TSI) σε σωλήνες με κεκλιμένο άγαρ

[image: Triple Sugar Iron Agar (TSI): Principle, Procedure and Interpretation -  Learn Microbiology Online]1.Εμβολιασμός TSI AGAR
Ο ενοφθαλμισμός γίνεται τόσο στην επιφάνεια της κορυφής του θρεπτικού μέσου όσο και με βύθιση του υλικού ενοφθαλμισμού στον πυθμένα του στερεού κεκλιμένου άγαρ.
Χρησιμοποιούμε ακίδα εμβολιασμού (βελόνα)







Β) SIM AGAR (Sulphate-Indole-Motility): σε σωλήνες με επίπεδο πυθμένα

[image: C:\Users\UNIWA\AppData\Local\Microsoft\Windows\INetCache\Content.MSO\4D4F968A.tmp]2.Εμβολιασμός SIM AGAR
Ο ενοφθαλμισμός γίνεται με βύθιση του υλικού ενοφθαλμισμού στον πυθμένα του στερεού άγαρ κάθετα με ακίδα  εμβολιασμού (νύξη).



Γ) CITRATE AGAR: σε σωλήνες
[image: ]3.Εμβολιασμός CITRATE AGAR
Ο ενοφθαλμισμός γίνεται με επίστρωση του υλικού ενοφθαλμισμού στην επιφάνεια του στερεού κεκλιμένου  άγαρ. Χρησιμοποιούμε κρίκο εμβολιασμού. 











Καθαρή καλλιέργεια
1

[image: ]Εμβολιασμός 
1. TSI Agar
2. SIM agar
3. Citrate Agar


ΕΠΩΑΣΗ 37οC/ 24 h
2

[image: ]



ΟΛΕΣ ΟΙ ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΕΣ ΓΙΝΟΝΤΑΙ ΣΤΗΝ ΑΣΦΑΛΗ ΠΕΡΙΟΧΗ ΠΕΡΙΞ ΤΟΥ ΛΥΧΝΟΥ !!!
ΕΠΩΑΣΗ ΣΤΟΥΣ 37oC για 24h


4η ΕΝΟΤΗΤΑ:ΧΡΩΣΗ GRAM-ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΟ
Α/ 	ΔΗΜΙΟΥΡΓΙΑ ΕΠΙΧΡΙΣΜΑΤΟΣ/ ΠΑΡΑΣΚΕΥΑΣΜΑΤΟΣ ΚΑΙ ΧΡΩΣΗ GRAM
[image: ][image: ]
Με κρίκο εμβολιασμού εξαπλώνουμε σε μονή στοιβάδα την καθαρή καλλιέργεια 



Προσθήκη και παραμονή ΑΛΚΟΟΛΗΣ & ΑΚΕΤΟΝΗΣ για 10 sec και ξέπλυμα με νερό με νερό 
Προσθήκη  και παραμονή ΚΡΥΣΤ.ΙΩΔΟΥΣ για 1 min και ξέπλυμα με νερό 
Την αφήνουμε να στεγνώσει για 10 min
Προσθήκη και παραμονή ΣΑΦΡΑΝΙΝΗΣ για 45 sec και ξέπλυμα με νερό 
Προσθήκη και παραμονή  LUGOL για 1 min και ξέπλυμα με νερό 


ΠΟΛΥ ΠΡΟΣΕΚΤΙΚΟ ΣΤΕΓΝΩΜΑ ΜΕ ΧΑΡΤΙ

Δύο γρήγορα περάσματα πάνω από τη φλόγα (έχει δημιουργηθεί επίχρισμα)




B/ 	ΠΑΡΑΤΗΡΗΣΗ ΣΤΟ ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΟ
To «παρασκεύασμα» θεωρείται η αντικειμενοφόρος πλάκα που περιέχει την καλλιέργεια που έχει υποστεί χρώση gram. Μπορεί να χρησιμοποιηθεί με καλυπτρίδα ή χωρίς.  


[image: p67.tif                                                        00055C7AMacintosh HD                   BC3495AF:]

Βήματα παρατήρησης στο μικροσκόπιο:

1. Τοποθετούμε το μικροσκόπιο σε οριζόντιο και σταθερό πάγκο και βάζουμε το καλώδιο στην πρίζα
2. Ανοίγουμε τον διακόπτη
3. Με τον μακρομετρικό κοχλία κατεβάζουμε την τράπεζα όσο πιο χαμηλά γίνεται
4. Αυξάνουμε την φωτεινότητα με τον αντίστοιχο ρυθμιστή περίπου στο 70%
5. Γυρίζουμε τον περιστρεφόμενο φορέα αντικειμενικών φακών και επιλέγουμε τον αντικειμενικό φακό με την μεγέθυνση 10Χ (κίτρινος) (10Χ=μεγέθυνση επί 10 φορές)
6. Τοποθετούμε προσεκτικά την αντικειμενοφόρο πλάκα με το παρασκεύασμα στην τράπεζα και σταθεροποιούμε με τον κατάλληλο σφικτήρα
7. Μετακινούμε την τράπεζα δεξιά-αριστερά ή μπρος-πίσω με την χρήση των αντίστοιχων κοχλιών ώστε το δείγμα να βρεθεί στην φωτεινή περιοχή του συμπυκνωτή φακού.
8. Παρατηρούμε μέσω του προσοφθάλμιου φακού (αυτός ο φακός είναι 10Χ) και εστιάζουμε περιστρέφοντας τον μακρομετρικό κοχλία. Ανεβάζουμε δηλαδή σιγά-σιγά την τράπεζα μέχρι να διακρίνουμε καθαρά το παρασκεύασμα
9. Όταν το παρασκεύασμα είναι ορατό εστιάζουμε με τον μικρομετρικό κοχλία για να αποκτήσουμε βέλτιστη εικόνα
10. Για να μεγαλώσουμε την μεγέθυνση, γυρίζουμε τον φορέα των αντικειμενικών φακών κατά την φορά των δεικτών του ρολογιού. Ο φακός με τον μπλε δακτύλιο είναι ο 40Χ και δίνει την αμέσως επόμενη μεγέθυνση (συνολική μεγέθυνση 40Χ10=400 φορές)
11. Για να πετύχουμε τέλεια εστίαση στο οπτικό πεδίο πρέπει να αρκούν μικρομετακινήσεις της τράπεζας με τον μικρομετρικό κοχλία, δεν πειράζουμε τον μακρομετρικό κοχλία
12. Στην συνέχεια μπορούμε να χρησιμοποιήσουμε τον φακό 100Χ που ονομάζεται και καταδυτικός φακός. Τοποθετούμε στο παρασκεύασμα μία σταγόνα κεδρέλαιου στο σημείο παρατήρησης και περιστρέφουμε τον φακό 100Χ ώστε να «καταδυθεί» στο λάδι χωρίς να μετακινήσουμε την τράπεζα. Το λάδι αυξάνει την διακριτική ικανότητα του φακού.
13. Στο τέλος κατεβάζουμε την τράπεζα, βγάζουμε προσεκτικά το παρασκεύασμα, καθαρίζουμε με ειδικό πανάκι τους φακούς και κλείνουμε τον διακόπτη.


Αποτελέσματα παρατήρησης:
Χρώση gram: Gram θετικό/gram αρνητικό
Σχήμα μικροοργανισμού: Κόκκος/βάκιλος

5η ΕΝΟΤΗΤΑ: ΤΑΥΤΟΠΟΙΗΣΗ ΜΕ API TEST                  
Α/ 	ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΒΙΟΧΗΜΙΚΩΝ ΤΕΣΤ

Παρατηρούμε τις χρωματικές και άλλες αλλαγές που παρουσιάζονται στους σωλήνες των βιοχημικών τεστ και καταγράφουμε το θετικό (+) ή αρνητικό (-) αποτέλεσμα
	Υπόστρωμα
	Βιοχημικό τεστ
	Αποτέλεσμα (+/-)

	TSI (Triple Sugar Iron)
	Glu (Γλυκόζη)
	

	
	Lac (Λακτόζη)
	

	
	Sac (Σακχαρόζη)
	

	
	Αέριο (GAS)
	

	
	Η2S
	

	SIM (Sulphur, Indole, Motility
	Η2S
	

	
	Ind (Ινδόλη)
	

	
	Motility (κινητικότητα)
	

	Citrate
	Citrate (Αναγωγή κιτρικών)
	






[image: ]                                              [image: ]Διάγραμμα ταυτοποίησης GRAM αρνητικών βάκιλων με βιοχημικά τεστ 





ΤΑΥΤΟΠΟΙΟΥΜΕ ΤΟ ΕΙΔΟΣ ΤΟΥ ΜΙΚΡΟΟΡΓΑΝΙΣΜΟΥ ΜΕ ΒΑΣΗ ΤΑ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΤΩΝ ΒΙΟΧΗΜΙΚΩΝ ΤΕΣΤ












Β/ 	ΕΜΒΟΛΙΑΣΜΟΣ API TEST ΓΙΑ ΤΑΥΤΟΠΟΙΗΣΗ STAPHYLOCOCCUS (API STAPH)
[image: ]
[image: ]




6ο ΕΝΟΤΗΤΑ:ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ API                  

A/ 	ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ API TEST ΓΙΑ ΤΑΥΤΟΠΟΙΗΣΗ STAPHYLOCOCCUS


[image: Analytical profile index - ppt download]












ΠΙΝΑΚΑΣ ΑΝΑΓΝΩΣΗΣ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ API TEST STAPHYLOCOCCUS
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