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ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΟ ΜΙΚΡΟΒΙΟΛΟΓΙΑΣ

1η ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΗ ΑΣΚΗΣΗ 

ΓΝΩΡΙΜΙΑ ΜΕ ΤΟ ΧΩΡΟ ΤΟΥ ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΟΥ

Γνωριμία με τα εργαστηριακά όργανα :

· Επίδειξη οργάνων αποστείρωσης (αυτόκαυστο, θάλαμοι αποστείρωσης με ξηρή θέρμανση)

· Επίδειξη θαλάμων νηματικής ροής

· Επίδειξη θαλάμων επώασης

Γνωριμία με τα μικροβιολογικά όργανα :

	· Κωνικές φιάλες
	· Μικροβιολογική βελόνα

	· Δοκιμαστικοί σωλήνες
	· Βακτηριολογικός κρίκος

	· Τρυβλία
	


Θρεπτικά  υποστρώματα για την καλλιέργεια των μικροοργανισμών 

· Τύποι θρεπτικών υλικών, παρασκευή, αποστείρωση.

· Επίδειξη μικροβιακών καλλιεργειών σε στερεά και υγρά θρεπτικά υποστρώματα.

Τεχνικές καλλιέργειας των μικροοργανισμών 
· Ασηπτικές τεχνικές

· Καλλιεργητικές τεχνικές (γραμμική διασπορά, εμβολιασμός μυκήτων)

Η ΧΡΗΣΗ ΤΟΥ ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΟΥ
Υλικά:

· Μικροσκόπιο

· Αντικειμενοφόροι πλάκες και καλυπτρίδες

· Βακτηριολογικός κρίκος

· Μυκητολογική βελόνα

· Καλλιέργεια βακτηρίων σε τρυβλίο

· Στερεή καλλιέργεια μύκητα 

Παρατήρηση βακτηρίων

1. Μετέφερε δύο σταγόνες νερό στο κέντρο μίας καθαρής αντικειμενοφόρου.

2. Αποστείρωσε στη φλόγα το βακτηριολογικό κρίκο και αφού κρυώσει μετέφερε μια ποσότητα από μία αποικία βακτηρίων στο μέσο της αντικειμενοφόρου πλάκας και κάλυψέ την με μια καλυπτρίδα. Πρόσεξε να μην σχηματισθούν και εγκλωβιστούν φυσαλίδες αέρα.

3. Τοποθέτησε την αντικειμενοφόρο πλάκα έτσι ώστε το κέντρο της καλυπτρίδας να βρίσκεται κάτω από τον αντικειμενικό φακό της μικρής μεγένθυσης (x 10). Κοιτάζοντας από το πλάι ανέβασε την τράπεζα του μικροσκοπίου μέχρις ότου ο φακός έλθει σε απόσταση τριών περίπου χιλιοστών από την αντικειμενοφόρο πλάκα.

4. Παρατηρώντας μέσα από τους προσοφθάλμιους φακούς ρύθμισε το άνοιγμά τους στο άνοιγμα των ματιών σου. Ακολούθως, άρχισε να κατεβάζεις αργά την τράπεζα του μικροσκοπίου μέχρις ότου δεις το παρασκεύασμα. 

5. Εστίασε το παρασκεύασμα ακριβέστερα με την βοήθεια του κοχλία λεπτής ρύθμισης και κανόνισε την ένταση του φωτισμού ώστε να πετύχεις την καλύτερη δυνατή ευκρίνεια. Προσοχή !!! Μην εστιάζεις το παρασκεύασμα παρατηρώντας μέσω των προσοφθαλμίων φακών ανεβάζοντας την τράπεζα στα τυφλά. Είναι απαράβατος κανόνας να ανεβάζεις κατ’ αρχήν προσεκτικά την τράπεζα κοιτάζοντας από το πλάι, και ακολούθως να εστιάζεις το παρασκεύασμα παρατηρώντας το μέσω των προσοφθαλμίων κατεβάζοντας με αργό ρυθμό την τράπεζα. Με τον τρόπο αυτό θα αποφύγεις τον κίνδυνο να σπάσεις την αντικειμενοφόρο πλάκα και να προκαλέσεις ενδεχομένως ζημιά στο φακό του μικροσκοπίου.

6. Αφού ολοκληρώσεις τις παρατηρήσεις σου με τον φακό της μικρής μεγένθυσης, συνέχισε τις παρατηρήσεις σου με τον ξηρό φακό της μεγάλης μεγένθυσης (x 40). Στα περισσότερα μικροσκόπια ο φακός αυτός έρχεται μόνος του σε θέση καλής εστιακής απόστασης κατά την τοποθέτησή του περιστρέφοντας τη βάση των φακών (ρεβόλβερ) και δεν χρειάζεται παρά να εστιασθεί ακριβέστερα με την χρήση του κοχλία λεπτής ρύθμισης. 

7. Μετακίνησε ελαφρά τον αντικειμενικό φακό στρέφοντας λίγο το ρεβόλβερ και τοποθέτησε μια σταγόνα ελαίου καταδύσεως πάνω στην καλυπτρίδα. Στρέψε το ρεβόλβερ ώστε ο ελαιοκαταδυτικός φακός να έλθει σε θέση παρατήρησης και να βυθιστεί μέσα στην σταγόνα του ελαίου. 

8. Εστίασε με τον κοχλία λεπτής ρύθμισης και κανόνισε την ένταση του φωτισμού. Παρατήρησε τυχόν διαφορές στο μέγεθος και το σχήμα των κυττάρων του παρασκευάσματος.

9. Σχεδίασε (με μολύβι) τη μορφή των κυττάρων όπως εμφανίζονται στη κάθε μεγένθυση.

Παρατήρηση μυκήτων

1. Μετέφερε δύο σταγόνες νερό στο κέντρο μίας καθαρής αντικειμενοφόρου.

2. Αποστείρωσε στη φλόγα τη μυκητολογική βελόνα και αφού κρυώσει μετάφερε μια ποσότητα από την καλλιέργεια του μύκητα στο μέσο της αντικειμενοφόρου πλάκας και κάλυψέ την με μια καλυπτρίδα. 

3. Ακολούθησε τη διαδικασία μικροσκόπισης όπως παραπάνω εξετάζοντας το παρασκεύασμα στη μεγέθυνση (x 10) και (x 40).

Όταν τελειώσεις τις παρατηρήσεις σου και πριν σκεπάσεις το μικροσκόπιο βεβαιώσου ότι: 

1. ‘Έχεις αφαιρέσεις την αντικειμενοφόρο πλάκα από την τράπεζα του μικροσκοπίου.
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‘Έχεις καθαρίσει τον ελαιοκαταδυτικό φακό από το λάδι καταδύσεως με το ειδικό χαρτί και αλκοόλη (ή ξυλόλη).

3. ‘Έχεις κλείσει τον διακόπτη φωτισμού του μικροσκοπίου και έχεις βγάλει την πρίζα.

ΕΜΒΟΛΙΑΣΜΟΣ ΜΙΚΡΟΟΡΓΑΝΙΣΜΩΝ ΣΕ ΘΡΕΠΤΙΚΑ ΥΠΟΣΤΡΩΜΑΤΑ

Υλικά 

· Καλλιέργεια βακτηρίων σε τρυβλίο με θρεπτικό υπόστρωμα NA (Nutrient Agar)

· Καλλιέργεια μύκητα σε θρεπτικό υπόστρωμα PDA (Potato Dextrose Agar)

· Θρεπτικό υπόστρωμα NA και PDA σε φιαλίδια Mac Cartney 

· Τρυβλία Petri
1. Παρατήρησε μακροσκοπικά και μικροσκοπικά τις βακτηριακές και μυκηλιακές αποικίες. Σχεδίασε και σημείωσε τις παρατηρήσεις σου στο τετράδιο σου.

2. Εμβολίασε ένα τρυβλίο με θρεπτικό υπόστρωμα ΝΑ από μεμονωμένη βακτηριακή αποικία εφαρμόζοντας την τεχνική της γραμμικής διασποράς με τη χρήση του βακτηριολογικού κρίκου, όπως φαίνεται στην εικ.1.

3. Εμβολίασε ένα τρυβλίο με θρεπτικό υπόστρωμα PDA από μεμονωμένη μυκηλιακή αποικία χρησιμοποιώντας τη μυκητολογική βελόνα.

4. Για να απομονώσεις μικροοργανισμούς από το περιβάλλον μόλυνε ένα τρυβλίο ΝΑ και ένα τρυβλίο PDA με τον τρόπο που θα επιλέξεις. 

5. Επώασε τα τρυβλία σε θάλαμο επώασης με την κατάλληλη θερμοκρασία.
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Εικόνα. Τεχνικές γραμμικής διασποράς
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