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PRACTICUM : Microbiologie

Opdracht 1: Microbiologisch onderzoek van een voedingsmiddel
1.1. Materiaal:

-stalen consumptie-ijs

-fysiologische steriel oplossing

-steriele pipetten

-voedingsbodems

1.2. Methode

In deze proef voeren we uitgebreid microbiologisch onderzoek naar consumptie-ijs of hesp  uit.  Hiertoe wordt van het ijs een decimale verdunningsreeks aangelegd, waarna vanuit deze verdunningen wordt uitgeplaat op verschillende media,  het betreft zowel strijkplaten als mengplaten. 
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Breng 10 ml gesmolten ijs in een flesje waarin zich 90 ml fysiolo​gische zoutoplossing bevindt. Dit is de 10-1 verdunning.

Maak vervolgens een decimale verdunningsreeks tot en met de 10 -4 verdunning.

Maak van alle aangelegde verdunningen de kiemplaten met de volgende media en incubatietemperaturen. Let ook op het verschil tussen strijk- en mengplaten, doe dit in duplo.

	Voedingsbodem
	Strijk/mengplaat
	Incubatie

	Plate Count Agar
	Strijkplaat
	5ºC, 7-10 dagen

	Plate Count Agar
	Mengplaat
	30ºC, 3dagen

	Violet Red Bile Dextrose agar
	mengplaat, met extra laagje
	30ºC, 1dag

	Baird Parker Agar
	Strijkplaat
	37ºC, 2dagen


1.3. Taak

Noteer voor elke voedingsbodem het aantal terug te vinden micro-organismen.

Duid aan hoeveel het kiemgetal op de verschillende voedingsbodems bedraagt.
Omschrijf de vorm van de kolonies en hoe ze eventueel reageerden met stoffen uit de voedingsbodem.

Opdracht 2: Aëroob kiemgetal van melk
Doel van deze proef is de bepaling van het aantal aëroob groeiende bacteriën in een product. Deze bacteriën kunnen strikt aëroob zijn maar ook facultatief anaëroob. Omdat een zeer grote groep micro-organismen wordt bepaald spreekt men ook wel van het "totale kiemgetal" of het "aërobe kiemgetal" .Om inderdaad zoveel micro-organismen te laten groeien wordt een algemeen medium gebruikt zonder remstoffen: Plate Count Agar. Dit medium mengen we met verdunningen van het monster.

2.1. Materiaal

-melkstalen

-fysiologische pepton oplossing 

-10 steriele reageerbuisjes met Alu kap

-vaste voedingsplaten (PCA)

2.2. Uitvoering

Het is de bedoeling dat we melk gaan onderzoeken, een vloeibaar monster dus. Afhankelijk van het vermoedelijke aantal kiemen horen lagere of juist hogere verdunningen ingezet te worden: in rauwe melk zitten meer kiemen dan in gepasteuriseerde melk, en in gesteriliseerde melk hoort niets te zitten. 

Van gesteriliseerde melk zetten we alleen het onverdunde monster (in duplo) in.

Van gepasteuriseerde melk een decimale verdunningsreeks van 10 -1 tot en met 10 -3.
Van rauwe melk een decimale verdunningsreeks van 10-2 tot en met 10 -4.

Maak als voorbereiding op de proef eerst een kiemplaatschema, hierop kun je zien hoeveel buizen en /of flesjes met verdunningsvloeistof je nodig hebt, hoeveel pipetten en hoeveel medium.

Maak vervolgens al deze benodigdheden klaar.

Zet de proef(het volgende practicum) in volgens het gemaakte kiemplaatschema. Incubeer de mengplaten 48 uur bij 30ºC.

Tel vervolgens het aantal kolonies bij de verschillende verdunningen. Noteer van drie opeenvolgende verdunningen de resultaten.

Bereken met de platen waarop tussen de 30 en 300 kolonies zitten het kiemgetal.

2.3. Taak

Geef het kiemgetal van de onderzochte melk.

Omschrijf vorm en kleur en m.o.
Opdracht 3: Waarneming onder microscoop

3.1. Materiaal:

-methyleenblauwoplossing: 0.1% in water

-wattenstaafjes

-steriele pasteurpipetten

-bekerglas

-dekglaasjes

-microscoop

-objectglas

3.2. Uitvoering

-Breng een druppel steriel water op het objectglaasje met een steriele pasteurpipet

-Neem met een wattenstaafje wat tandplak

-Meng de tandplak in de druppelwater

-Verdeel met de pasteurpipet de tandplak in de druppel water

-Breng nu op de druppel een dekglaasje (neem dit vast met de zijkanten)

-Plaats het preparaat onder de microscoop. Neem nu een vergroting rond 600 maal.

-Doe de waarneming en teken het resultaat.

3.3. Taak

Teken het beeld onder de microscoop.

Probeer te benoemen het geen werd waargenomen.

Opdracht 4: Waarneming onder microscoop van gistcellen
4.1. Materiaal:

-methyleenblauwoplossing: 0.1% in water

-pincet
-steriele pasteurpipetten

-bekerglas

-dekglaasjes

-microscoop

-objectglas

4.2. Uitvoering

-Breng een druppel steriel water op het objectglaasje met een steriele pasteurpipet

-Neem met een pincet wat gist
-Meng de gist in de druppelwater

-Verdeel met de pasteurpipet de tandplak in de druppel water

-Voeg een druppel van de methyleenoplossing toe

-Breng nu op de druppel een dekglaasje (neem dit vast met de zijkanten)

-Plaats het preparaat onder de microscoop. Neem nu een vergroting rond 600 maal.

-Doe de waarneming en teken het resultaat.

4.3. Taak
Teken het beeld onder microscoop.

Welke vergroting werd gebruikt?

Probeer de onderdelen op het beeld te benoemen.

Opdracht 5: Nemen van een oppervlaktestaal  (tafeloppervlak/vingers) met een rodacplaatje en met een vlakke plaatje.

5.1. Materiaal

-rodacplaatje

-broedstoof (36°C)

-ethanol

-vlakke plaatje
5.2. Uitvoering

-Schrijf op de onderzijde van de rodacplaatjes: naam/datum/onderzocht oppervlak

-Open 1 rodacplaatje en leg het met de voedingsbodem op het uitgekozen oppervlak.

-Sluit het plaatje

-Open het andere plaatje en breng van de twee wijsvingers van de proefpersoon op het plaatje. 

-Eén van de wijsvingers werd vooraf ontsmet en gedesinfecteerd met ethanol

-Beide rodacplaatjes worden bebroed in de broedstoof (30°C)

5.3. Taak

Rodac1:  Oppervlak (tafel, deurklink) ( vlak plaatje (twee maal)
Rodac2:  Handen 
                         ( vlak plaatje

Rodac 3: Met zeep gereinigde handen  ( vlak plaatje

Rodac 4: Met dettol, ethanol  gereinigde handen   ( vlak plaatje

Rodac 5: Open aan de lucht

Rodac 6: Handen  (in koelkast)

Rodac 7: Handen (rookhok)

Rodac 8: Op de verwarming

Opdracht 6: Bereiden van bodem, enten en isoleren van m.o. op bodem

Opdracht 6a: Bereiden van voedingsbodem

6.1.1. Materiaal

-een papieren filter

-bekerglas van 250 ml

-reageerbuisstatief

-6 reageerbuisjes met alu kappen

-1 trechter

-verwarmingsplaat

-een glazen staaf

-balans

-voedingsbodem

-spatel

-gedistilleerd water

-broedstoof

-reinigingsborstel

6.1.2. Uitvoering

-Weeg op de papieren filter 3 gram voedingsbodem af

-Breng in het bekerglas ongeveer 90 ml gedistilleerd water

-Voeg aan het gedistilleerd water de afgewogen voedingsbodem toe

-Breng voorzichtig de oplossing tot het kookpunt

-Breng ondertussen de 6 reageerbuisjes met de Alu kappen in de reageerbuishouder

-Breng nu rond het bekerglas een doek en vul nu de 6 reageerbuisjes vol met de oplossing tot ongeveer ¾ volume.

-Sluit de buisjes met de Alu kappen

-Breng de buisjes gedurende 1 uur bij 120°C in de broedstoof

Opdracht 6.2. Gieten van de vaste voedingsbodem

6.2.1. Materiaal

-warm waterbad

-steriele glazen petrischalen

-handdoek

6 .2.2. Uitvoering

-Breng de reageerbuisjes met voedingsbodem in het warm waterbad

-Zorg dat de voedingsbodem vloeibaar is

-Giet voorzichtig terwijl het schaaltje een beetje wordt geopend de voedingsbodem in het    

  petrischaaltje

-Sluit onmiddellijk het schaaltje

-De voedingsbodem wordt afgekoeld en zal dan stollen. Een enting gebeurt alleen maar als de 

 bodem een voldoende lage temperatuur heeft bereikt.

Opdracht 6.3. Het enten van een staal op de vaste voedingsbodem

6.3.1. Materiaal

-voedingsplaten

6.3.2. Uitvoering

-Open 2 voedingsplaten en besmet de bodem met de handen

-Bebroed de plaat bij ongeveer 36°C gedurende 1 dag

-Bestudeer de kolonies op de petriplaat

Opdracht 6.4. Het isoleren van een m.o. op een vaste plaat

6.4.1 Materiaal

-petrischaal met kolonies (proef 6.3)

-steriele voedingsbodem

-entnaald

6.4.2. Uitvoering

-Breng de entnaald in de bunsenbrander

-Kies een geïsoleerde kolonie uit (in het mate van het mogelijke)

-Neem de kolonie weg met de entnaald

-Open de steriele voedingsbodem

-Doe een streepenting aan één zijde van de voedingsbodem en sluit het schaaltje

-Breng de entnaald terug in de bunsenbrander

-Kies een tweede geïsoleerde kolonie uit

-Neem de kolonie weg met de entnaald

-Open de steriele voedingsbodem

-Doe een streepenting aan een andere zijde van de voedingsbodem

-Sluit het schaaltje

-Incubeer gedurende 24 uur bij 36°C

-Onderzoek de petripaat.

6.4. Taak

Omschrijf de kolonies die je teruggevonden hebt op elke voedingsbodem.

Proef 7: Gasproductie door gistcellen

7.1.  Materiaal

· 2 erlenmeyers van 250 ml; beide erlenmeyers moeten voorzien zijn van een rubberen stop (niet doorboord!)

· 1 maatcilinder van 10 ml

· een gistsuspensie van 10 g gist in 100 ml water

· sacharose of kristalsuiker
7.2. Uitvoering

Beide erlenmeyers worden gevuld met een gistsuspensie. Aan één erlenmeyer voegen we 10 g sacharose toe, aan de andere niets; deze is de blanco.
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7.3.  Waarneming

Na een tijdje zal de stop van de gistsuspensie waaraan suiker werd toegevoegd met een knal van de erlenmeyer vliegen. Met de blanco zal niets gebeuren.

Proef 8: Aantonen van koolzuurgasproductie

8.1 Materiaal

· 2 erlenmeyers van 250 ml met een eenmaal doorboorde, rubberen stop waarin een gistklok past

· een maatcilinder van 100 ml

· een gistsuspensie van 10 g gist in 100 ml water + 10 g sacharose

· spuitwater

· een pasteurpipet

· 2 gistklokken (= watersloten) gevuld met een NaOH-oplossing (1/20 mol) en gekleurd met fenolftaleïne (paars in alkalisch milieu en kleurloos in zuur milieu) (
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8.2. Uitvoering

Je kan het geproduceerde gas van de gistsuspensie via een L-vormig gebogen glazen buisje met rubberen slang in een kalkwateroplossing leiden. 

CO2 + Ca(OH)2 ( CaCO3 + H2O

Het kalkwater wordt troebel net zoals bij de ‘uitademproef’ die reeds vroeger in het 2de jaar van de 1ste graad aan bod kwam .

[image: image3.wmf]In plaats van spuitwater kan je natuurlijk ook zuiver CO2 -gas nemen dat in de handel te koop is of je kunt zelf uitademen of CO2 -gas maken met kalksteentjes waarop je HCl laat druppelen. Doe deze laatste proef wel zeer voorzichtig in een erlenmeyer met een L-vormige 

Los een eetlepel Ca(OH)2 op in 500 ml H2O en laat twee dagen staan tot het overtollige Ca(OH)2 bezonken is. Gebruik de bovenstaande heldere vloeistof. Sluit de fles af met een rubberen stop. Later, na gebruik, vul je weer aan met H2O en Ca(OH)2.

Proef 9: Maken van een streepenting

9.1. Materiaal

Vaste voedingsbodem ( 2 rodac plaatjes)

Reincultuur (Micrococcus luteus of Bacillus subtilis)

Entnaald

Bunsenbrander

9.2. Uitvoering

Neem steriel wat staal met de entnaald uit het buisje met reincultuur.

Strijk dit staal uit aan één zijde van de petriplaat. Steriliseer de entnaald, laat ze afkoelen en strijk dan een klein stukje van vorige uitstrijk weer over een deel van de plaat. Herhaal de vorige werkwijze nog een keer.

Plaats de petriplaat gedurende 24 uur bij 30-37°C.

9.3. Waarneming

Controleer de intensiteit van groei na 24 uur. 

Proef 10: Testen op antibiotica, desinfectiemiddelen en conserveermiddelen

10.1. Materiaal
-2 reinculturen (B. subtilis en Micrococcus luteus)

-5 vaste voedingsbodems

-antibioticum testring

-2 micropuur tabletten

-desinfectiemiddel

-tandpasta

-plaatjes kopersulfaat, sorbinezuur en benzoëzuur

-drigalski

-entnaald

-ampule steriel water

10.2. Opmerkingen

De antibiotica-testringen worden gebruikt in de geneeskunde.

AN

amikacine

10 µg

kleurloos

CZ

cefazoline

30 µg

geel

E


erytromycine

15 µg

rood

L


lincomycine

15 µg

wit

MEC

mezlocine

75 µg 

wit

T


tetracycline

30 µg

bruin

OX

oxacilline

  5 µg

wit
P


penicilline G

  6 µg

roze

De micropuur tabletten doden met vrije zilverionen bacteriën af. 

Het desinfectiemiddel kan verdund gebruikt worden om handen te desinfecteren

Tandpasta besit meestal een antibacteriële werking. Hiermee wordt de houdbaarheid van de pasta verlengd en heeft het een desinfecterende werking in de mond.
Het benzoëzuur en sorbinezuur wordt als conserveermiddel aan levensmiddelen toegevoegd.

Het kopersulfaat is een sproeistof voor druiven.

De m.o. reageren verschillend op de verschillende antibiotica ….

10.3. Uitvoering

-Verwijder de kleefband rond de petrischalen. De schalen worden wel gesloten gehouden

-De entnaald wordt uitgegloeid. Er wordt staal genomen uit een reincultuur.

-Het bacteriestaal wordt uitgestreken over de vaste voedingsbodem. Doe dit 2 keer.

-Voeg een druppel steriel water toe en wrijf de reinkultuur met de drigalski spatel uit over de hele plaat.

-De testmaterialen worden op de platen aangebracht. De 2 antibiotica-testringen op elk een plaat. 

-Het desinfectiemiddel wordt eerst aangebracht op een filtreerpapiertje van 5 mm bij 5 mm en wordt met een pincet op de bodem gebracht.

Een klein beetje tandpaste wordt op de voedingsbodem gebracht.

De tabletten worden met een steriel pincet op de bodem gebracht.

De petrischalen worden gesloten, gemerkt en geïncubeerd bij 30°C gedurende 24 uur of bij kamertemperatuur gedurende 2 dagen.
10.4. Onderzoek

Controleer op welke manier het m.o. gereageerd heeft op de desinfectiemiddelen, antibiotica en conserveermiddelen.
