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NAVODILA ZA VARNO DELO

eV mikrobioloskem laboratoriju vedno nosite zascitne halje.
eV mikrobioloskem laboratoriju je prepovedano kajenje ter uzivanje hrane in pijac.
¢ Na delovnem pultu je samo material, ki ga potrebujete za izvedbo preiskave.

e Okna in vrata morajo biti med eksperimentalnim delom zaprta zaradi nevarnosti
kontaminacije.

e  DPri delu vedno uporabljate asepti¢cno tehniko.

e Plinske gorilnike na zacetku in ob koncu dela odpre in zapre vodja vaje oziroma
tehnik.

e Pridelu ob plinskem gorilniku bodite pazljivi in zbrani.

e Ce pridete do neposrednega kontakta z mikroorganizmi, to takoj sporoéite vodji
vaj oziroma tehniku.

e Ce pride do kontaminacije okolja, mesto najprej razkuzite, sperete z vodo in
obriSete s papirnato brisaco.

e Kontaminirano steklovino in plasti¢ne nastavke za avtomatske pipete odlagajte v
pripravljene kosare oziroma posode z razkuzili.

eV smetnjak nikoli ne odvrzite smeti, ki so kontaminirane z mikroorganizmi.
e Mikroorganizmov ne smete odnasati iz mikrobioloskega laboratorija.

e 7 mikroskopi ravnajte pazljivo; pazite, da bodo po mikroskopiranju ocis¢eni in
ugasnjeni.

e  Mikroskopske preparate ne mecite v smeti, ampak v pripravljene posode z
razkuzili.

e Do koncanem delu pospravite delovni pult in ga razkuzite.

e Do koncanem delu razkuzite roke, jih temeljito operete z vodo in milom ter
posusite s papirnato brisaco.

e Z zdravju Skodljivimi in strupenimi snovmi delajte v digestoriju.
e  Pridelu bodite zbrani in pazljivi.

e  Rezultate in opazanja zapisujte v delovni zvezek.
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UvVOD

aksonomija je definirana kot znanost bioloske klasifikacije (grsko faxis

pomeni razvrstitev, ureditev, razvrstitev, zoz0s pomeni zakon, nacelo,

pravilo, zakonitost, zemein pomeni razporediti). V SirSem pomenu

vsebuje taksonomija tri podrocja: klasifikacija, nomenklatura in
identifikacija. Klasifikacija pomeni razvrstitev organizmov v skupine (Zaxon,
mnozina faxa) glede na skupne lastnosti ali evolucijsko sorodnost. Nomenklatura
se ukvatja z dodelitvami imen taksonomskim skupinam v skladu z publiciranimi
pravili (International Committee on Systematic Bacteriology). Identifikacija je
proces, pti katerem se doloci v katero skupino spada preiskovani izolat. Mikrobna
taksonomija je zelo obsezno podrocje mikrobiologije.

Taksonomske skupine, nomenklatura

Osnovna taksonomska skupina je vrsta. Pri evkariontih je vrsta definirana kot skupina
sorodnih organizmov, ki se lahko krizajo oziroma imajo potomce. Bakterijska vrsta
je skupina sevov, ki imajo skupne dolocene stabilne lastnosti in se razlikujejo od
drugih skupin sevov. Sev pomeni populacijo organizmov, ki izhajajo iz enega
organizma. Sevi znotraj vrste se lahko razlikujejo po razli¢nih lastnostih. Bolj natan¢na
definicija bakterijske vrste temelji na sekvencah ribosomalne RNK (tRNK):
Bakterijsko vrsto tvorijo prokarionti, ki imajo 97 % ali ve¢ % identi¢nost
sekvenc 16S rRNK.

Pri pripravi klasifikacijske sheme se dolo¢en mikroorganizem uvrsti v manjso
homogeno skupino, ki je del vecje skupine. Skupine so razvr$cene hierarhi¢no in se
ne prekrivajo. Najbolj pogosto uporabljeni taksonomski nivoji so: vrsta, rod, druzina,
red, razred, oddelek, kraljestvo in podrocje.

Ime mikroorganizma je vedno sestavljeno iz dveh imen - binomni sistem po
$vedskem botaniku Carlu von Linneju tako, da je najprej navedeno ime rodu, ki je
vedno pisano z veliko zacetnico in nato ime vrste, ki je vedno pisano z malo zacetnico.
Vedno sta napisana v kurzivi ali podcrtano. Ime rodu je lahko skrajsano, medtem ko
se ime vrste nikoli ne krajsa. Opis posameznih bakterij in njihova klasifikacija
(vklju¢no s seznami priznanih imen) so podani v knjigi z naslovom Bergeyev priro¢nik

(1994).
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Klasifikacijski sistem

Klasicna klasifikacija bakterij je temeljila na fenotipskih lastnostih. Evolucijske
odnose oziroma sorodnost prokariontov pa temelji na genotipskih lastnostih.
Klasifikacija torej pomeni razporeditev organizmov v taksonomske skupine (zzxon) in
odraza stopnjo njihove sorodnosti. Hierarhija skupin prikazuje evolucijske ali
filogenetske odnose med organizmi. Zato govorimo o filogenetskem ali
evolucijskem klasifikacijskijskem sistemu (filogenetski pomeni izhajajoc iz
skupnega prednika), ki temelji bolj na evolucijskih odnosih kot pa na splosnih
podobnostih (phylogenia: evolucijski razvoj vrst; grsko phylon pomeni rod, razvrstiti v
rodove, genesis pomeni potomstvo, poreklo, izvor, rod).

Prokarionti in evkarionti so glede na sekvence rRNK razvriceni v sedem kraljestev, ki
so prikazani na sliki 1.
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Slika 1: Kraljestva prokariontov in evkariontov

Vir: http://www.mycolog.com/CHAP1.htm
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GLIVE

glavnih oddelkov in 1 oddelek v katerem so plesni, ki ne tvorijo spolnih
spor. Plesni, ki so kot kvarljivei pomembne za zivila, se nahajajo v treh
oddelkih Zygomycota, Ascomycota in Deuteromycota.

G live v kraljestvu Fungi se glede na nacin tvorbe spolnih spor delijo v pet

Zygomycota

Vecina plesni v tem oddelku sodi v razred Zygomycetes.
Glavne znacilnosti plesni iz tega razreda so:

e Tvorba zigospor: Vse plesni tvorijo spolne spore, ki se imenujejo zigospore
(telomorfna oblika plesni). Zigospore so ponavadi veliki (premer zigospore
je ponavadi vecji od 30 pm) in temno obarvani deli plesni. V cistih kulturah
za identifikacijo zigospor ponavadi ne tvorijo.

e Hitra rast: Izolati rastejo zelo hitro in v petrijevki s sladnim agarjem (malt
extract agar) v 2 do 4 dneh zrastejo puhaste velike kolonije.

e Neseptiran micelij: Miceliji aktivno rastocih plesni so brez sept (prec¢nih
celicnih sten), kar omogoca hitro gibanje protoplazme in njene vsebine
(celicno jedro, mitohondpriji, hranilne snovi) ter tvorbo spor.

e Razmnozevanje s sporangiosporami (anamorfna oblika plesni):
Sporangiospore so znacilna oblika nespolnega razmnozevanja plesni v
razredu Zygomycetes. So nespolne spore, ki se tvorijo v sporangiumu s
kolumelo ali brez kolumele na specializirani hifi, ki se imenuje
sporangiofor. Sporangiospore se lahko tvorijo tudi v merosporangiju, ki
nima kolumele. Merosporangij je cilindricen sporangij z vrsto merospor.
Sporangiospore se tvorijo zelo hitro.

e Tvorba hlamidospor (druga anamorfna oblika plesni): nekatere vrste tvorijo
hlamidospore, ki so cilindricne do sfericne oblike z relativho debelo steno in se
tvorijo v substratnem miceliju. Najveckrat so bolj odporne proti svetlobi, toploti
in susenju kot sporangiospore.

Vecina plesni razreda Zygomycetes ne tvori mikotoksinov. Nahajajo se v

zemlji, gnoju, velikokrat so kot patogene plesni na razli¢nih insektih. Plesni kot
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kvarljivci iz te skupine so najveckrat iz reda Mucorales. Pojavljajo se predvsem
na svezih zivilih z visoko vrednostjo a
zivil in kemijsko konzerviranje zivil.

so neodporne na toplotno obdelavo

W

Slika 2: Zygomycota: A: sporangij s sporangiosporami pti plesni Mucor, B: sporangiji
pri plesni Absida, C: zigospora pti plesni Zygorhynchus, D: sporangiofor pri plesni
Cunninghamella

Ascomycota in Deuteromycota

Oddelka Ascomycota in Deuteromycota se od oddelka Zygomycota razlikujeta
po osnovnih lastnostih, med katerimi je najbolj ocitna tvorba septiranega
micelija. Posledica tega je v splosnem pocasnejsa rast plesni.

Ascomycota

Plesni oddelka Ascomycota imenovane tudi "askomicete" se razmnozujejo s
spolnimi sporami - askosporami, ki se tvorijo v askusih (E: ascus, M: asci).
Hife imajo Stevilne septe. Nespolno razmnozevanje je najveckrat s konidiji.
Vecino askomicet najdemo v zemlji, nekatere pa tudi v sladkih in morskih
vodah.
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Slika 3: Ascomycota: A: razlicne oblike askusov, B: nastanek askusa, C: prerez
peritecija s cilindri¢nim askusom

Deuteromycota

Nespolna oblika dolocene plesni oziroma strukture, ki tvorijo nespolne spore,
se imenuje anamorf, spolna oblika se imenuje telomorf in skupaj tvorita
plesen v celoti — holomorf.

Veliko plesni je poznanih le kot anamorfi in ne morejo biti klasificirane kot
askomicete ali bazidiomicete, ki jim sicer pripadajo. Klasifikacijski sistem pri
plesnih zato dopusca posebno poimenovanje anamorfnih oblik in kot posledica
ima veliko plesni dve razlicni imeni. Na primer ime Eurotium repens se nanasa na
holomorfno obliko plesni z askosporami in konidiji, medtem ko ime Aspergi/ins
repens pomeni le anamorfno obliko iste vrste plesni.

Plesni oddelka Deuteromycota so definirane kot septirane plesni, ki ne tvorijo
spolnih spor. Te plesni se imenujejo tudi "fungi imperfecti” kot plesni, ki imajo
samo nespolne spore. Po mitotski delitvi jedra se nespolne spore tvorijo
posamezno ali v veriZicah na bolj ali manj specializiranih strukturah in se
splosno imenujejo konidiji (E: conidium, M: conidia). Za nekatere rodove je
znacilna tvorba konidijev na specializirani strukturi, ki se imenuje fialida ali v
celici, ki se imenuje anelida. Fialide se lahko nahajajo direktno na zracnem
miceliju ali pa so na zra¢énem miceliju dodatne specializirane celice, ki se
imenujejo metule (E: metula, M: metulae) in Sele nato fialide, ki tvorijo
konidije. Konidiofor je izraz, ki vkljucuje zracni micelij ter metule in fialide v
primerih, ko so le-te prisotne.
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Glavne znacilnosti plesni oddelka Deuteromycota:

nimajo spolnega nacina razmnozevanja,

vecina je podobnih plesnim iz oddelka Ascomycota,

poznanih je priblizno 1.680 rodov in 17.000 vrst,

velika vecina teh plesni se nahaja na oziroma v zemlji in so saprofiti
(povzrocajo gnitje) ali paraziti (organizem, ki zivi v ali na drugem
organizmu — gostitelji in ima od njega korist, gostitelj pa ne) za rastline,
relativno malo je zivalskih parazitov,

nespolni nacin razmnozevanja je najbolj pogosto s sporami, ki so zelo
raznolike glede na obarvanost, povrsinski relief, velikost, obliko, stevilo
celic, razporeditev in glede na nacin tvorbe na miceliju — vecina teh
lastnosti se uporablja pri identifikaciji rodov in vrst.

Slika 4: Deuteromycota: A: apeks s fialidami in enoceli¢nimi konidiji pri plesni
Aspergillus, B: enoceli¢ni konidiji znacilno v Sopih razporejeni na konidioforu pri plesni
Botrytis, C: veccelini srpasti makrokonidiji pri plesni Fusarium, D: anelide in enoceli¢ni
konidiji s prisekanim topim koncem pri plesni Scopalariopsis

10
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KLASIFIKACIJA PLESNI

lasifikacija in identifikacija plesni naj bi temeljila na njhovih razlicnih
I< nacinih spolnega razmnozevanja. Velikokrat pa to ni mogoce, ker plesni
tvorijo le nespolne spore (anamorfna oblika plesni). Plesni, ki so kot

kvarljivel pomembne za Zivila, se nahajajo v treh oddelkih Zygomycota,
Ascomycota in Deuteromycota.

kraljestvo: F U N G I
oddelek: CHYTRIOMYCOTA
oddelek: OOMYCOTA
oddelek: ZYGOMYCOTA
razred: ZYGOMYCETES
red: MUCORALES

druzina: MUCORACEAE
rod:  Rhizopus

Mucor
druzina: THAMNIDIACEAE
rod: Thamnidium

oddelek: ASCOMYCOTA
razred: ASCOMYCETES

red:  SPHAERIALES
druzina: SORDARIACEAE
rod:  Neurospora*
druzina: EUROTIACEAE
rod:  Bysochlamis
Chaetomium

oddelek: BASIDIOMYCOTA
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OSNOVNI PRINCIPI IDENTIFIKACIJE PLESNI, KVASOVK
IN BAKTERIJ V ZIVILIH

oddelek: DEUTEROMYCOTA
razred: HYPOMYCES
red: HYPOMYCETALES

druzina: DEMATIACEAE
rod:  Alternaria
Cladosporium
Curvulatia

druzina: MONILIACEAE

rod:  Acremonium
Aspergillus
Botrytis
Geotrichum
Chrysonilia*
Penicillium
Scopulariopsis
Trichothecium
Trichoderma

druzina: TUBERCULARIACEAE
rod: Fusatium

razred: COELOMYCETES
red: SPHAEROPSIDALES

rod: Phoma
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OSNOVNI PRINCIPI IDENTIFIKACIJE PLESNI, KVASOVK
IN BAKTERIJ V ZIVILIH

OPISI GLAVNIH RODOV PLESNI

Plesni rodu Mucor

MAKROMORFOLOSKE LASTNOSTTI:

e Substratni micelij je rjavo do ¢rno obarvan.

e Zracni micelij je v zgodnjem stadiju belo obarvan, kasneje sivo, nato ¢rno modro
zeleno do temno rjavo, je nizke kompaktne strukture.

MIKROMORFOLOSKE LLASTNOSTT:

e Substratni micelij je neseptiran in lahko je razvejan. V njem se kot odebelitve pri
nekaterih vrstah lahko tvorijo hlamidospore.

e Hife so neobarvane ali svetlo obarvane.

e Iz hif pozenejo sporangiofori, posamicno ali v parih, ki so tudi neseptirani.

e Na koncu se sporangiofor razsiri v hruskasto kolumelo okoli katere se tvori
okrogel sporangij v katerem so sporangiospore, ki so okrogle do ovalne oblike in
imajo gladko ali bodi¢asto povtsino (ne pa razbrazdano kot plesni rodu Rhbizopus).

POMEN:

V/na zivilih najdemo najmanj 20 razli¢nih vrst iz rodu Mucor. Nekatere vrste lahko
rastejo v anaerobnih razmerah in tako povzrocajo kvar pija¢ (Sibka fermentacija). Rast
(kot vetizice povezanih "brste¢ih"celic) je podobna kvasovkam (na preparatu iz
tekocine ali tekocega gojisca, ceprav so celice veliko veéje od kvasovk). Podobno raste
v substratih z visoko koncentracijo NaCl. Plesni rodu Mucor so kvarljivci sirov,
marmelad, soje, riza, koruze, krompirja.

SLIKA:

Povecava mikroskopa:

1. neseptiran substratni micelij, ki
lahko vsebuje hlamidospore
neseptiran sporangiofor
kolumela

okrogli sporangiji
sporangiospore

ik N
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OSNOVNI PRINCIPI IDENTIFIKACIJE PLESNI, KVASOVK
IN BAKTERIJ V ZIVILIH

Plesni rodu Rhizopus

MAKROMORFOLOSKE LASTNOSTT:

e Substratni micelij je rjave barve.

e Zra¢ni micelij je sive do rjavo ¢rne barve, je visok, vatasto puhaste strukture,
kompakten. Plesen zelo hitro preraste celotno gojisce v petrijevki. Sporangiji
so sprva beli, z zorenjem postanejo ¢rni.

MIKROMORFOLOSKE LASTNOSTI:

e Substratni micelij je neseptiran in vsebuje rizoide, ki izgledajo kot nekaksne
korenine po katerih se rod tudi imenuje.

e Na mestih kjer so rizoide se v nasprotni smeri tvorijo sporangiofori, ki so
tudi neseptirani.

¢ Rizoide in sporoangiofori so ponavadi obarvani.

e Sporangiofor se konca s hruskasto tvorbo, ki se imenuje kolumela. Okoli nje
se tvori sporangij, v njem se tvorijo sporangiospore. Sporangiospore imajo
pogosto razbrazdano povrsino. Kolumela se s staranjem zgrudi v obliko
deznika.

POMEN:

Plesni rodu Rhizopus povzrocajo gnilobo na razlicnem sadju (jagode) in
zelenjavi (fizol, grah, cvetaca). Nekatere vrste so industrijsko pomembne (R.
oligosporus) pri razlicnih fermentacijah.

SLIKA:
Povecava mikroskopa:
1. neseptiransubstratni micelij

2. rizoida

3. neseptiran sporangiofor

4. kolumela

5. sporangiji: - polni s sporangiosporami

- prazni brez sporangiospor
0. okrogle ali ovalne sporangiospore
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Plesni rodu Chaetomium

MAKROMORFOLOSKE LASTNOSTT:

e Substratni micelij je lahko brezbarven, rjave, sive ali sivo ¢rne barve.

e Kolonije so relativno hitro rastoce, najprej so bele barve, nato se obarvajo
sivo olivno zeleno do sivkasto rjave ali ¢rno rjave barve zaradi tvorbe
peritecijev, ki dajejo koloniji znacilen izgled. Zrac¢ni micelij ima puhasto

srukturo.

e Razlikovanje vrst v rodu Chaetomium:

VRSTA
/GOJISCE

C. brasiliense

C. funicola

C. globsum

Zrac¢ni micelij na CYA

25-30 mm, bele do
sive barve

20-25 mm, nizek bel miceljj
vcasih s sivimi lisami

nizek redek bel micelij
preraste gojisce z redkimi
¢rnimi periteciji (2r=0,2
mm)

Substratni micelij na

CYA

temno siv do ¢rn,
vcasih brezbarven

brezbarven ali sivo tjave
barva

rjav substratni micelij

Zrac¢ni micelij na

MEA.

25-30 mm, temno
sive barve

35-40 mm, nizke kolonije
bele ali sive batrve

bolj gosta rast, nizka, siva do
sivo ¢rna, hife ovijajo
Stevilne peritecije

Substratni micelij na
MEA

temno sive barve

brezbarven do sivo oliven ali
svetlo rjav micelij

rjav substratni micelij

MIKROMORFOLOSKE LASTNOSTT:

e Periteciji so askokarpi - plodis¢a obdana s peridijem, to je plastjo sterilnega
micelija, so temno rjave do ¢rne barve, imajo obliko podobno jajcu ali ploski
steklenici in imajo dolge, goste in ¢vrste, temno obarvane ter lasem podobne
sterilne hife — seta (M: setae). Hife so septirane in nerazvejane s hrapavo
povtsino (C. globsum)

e Periteciji imajo odprtino — ostiol, skozi katero izhajajo askusi ali askospore.
V periteciju so askusi, ki so cilindri¢ne oblike. V askusu je 4 — 8 enocelicnih
askospor, ki so olivno trjave barve in imajo obliko limone.

POMEN:

Plesen rodu Chaetominm imajo mocno celulazno aktivnost in so pogosto v
substratih z veliko celuloze, na primer v zemlji, gnoju in gnijocem rastlinju, na
materialih z veliko vlage (na primer les, tekstil, papir).

SLIKA:

Povecava mikroskopa:

1. peritecij s hifami

2. septirane hife

3. askospore v obliki limone
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Plesni rodu Acremonium

MAKROMORFOLOSKE LASTNOSTT:

e Substratni micelij je neobarvan ali svetlo beige do svetlo oker barve.
e Zracni micelij je nizek, nitaste strukture, svetlo obarvan od bele do svetlo
roza barve, svetlo oranzne, rumeno zelene ozitoma olivno zelene barve.

Kolonije so nizke, zelo pocasi rastoce in imajo premer man;jsi od 25 mm
(MEA, inkubacija 10 dni pri 25° C).

MIKROMORFOLOSKE LASTNOSTI:

e Substratni micelij je septiran in tanek. Na preparatu se vidijo prepleti hif.

e [z substratnega micelija izhajajo konidiofori, ki so neseptirani in zelo kratki.
Na preparatu so vidni kot kratki izrastki na substratnem miceliju.

e Konidiofori tvorijo dolge fialide. Pri nekaterih vrstah fialide izras¢ajo na
substratnem miceliju. Fialide so enostavne in imajo ponavadi obliko $ila.

e Fialide tvorijo konidije zaporedno, vendar ne v verizicah. Konidiji so
enoceli¢ni, podolgovate cilindricne ali ovalne oblike; lahko so tudi
nesimetri¢ne oblike. Konidiji so v skupinah, najveckrat zdruzeni v zlepljene
glavice.

POMEN:

V rodu Acremonium so za zivila pomembne tri vrste Acremonium butyri,
Acremonium strictum in Acremoninm charticola. V naravi so te plesni zelo razsirjene
kot saprofiti, vrsta Acremonium charticola je lahko patogena za ljudi. Povzrocajo
gnilobo na jabolkih, hruskah, bananah in svezi zelenjavi. Plesni vrste
Acremonium strictum so pogosto izolirali tudi iz pSenice, rZi in riza.

SLIKA:

Povecava mikroskopa:

1. substratni micelij: septiran, tanek
2. konidiofor: kratek in neseptiran
3. konidjji:

- enoceli¢ni ovalni do cilindric¢ni,

- zdruzeni v skupini
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Plesni rodu Alternaria

MAKROMORFOLOSKE LASTNOSTT:

e Substratni micelij je rjavo ¢rne barve.
e Zracni micelij je nizek, kompakten, umazano sive do zelene barve oziroma

tudi sivo ¢rne barve, kolonije so nizke in kompaktne in imajo premer 50 —
60 mm (CYA, inkubacija 7 dni pri 25° C).

MIKROMORFOLOSKE LASTNOSTI:

e Substratni micelij je septiran z 1 do 3 septami, je zelo tanek. Na preparatu je
svetlejsi in tanjsi od konidioforov.

e [z hif izhajajo konidiofori, ki so septirani in kratki (ena, dve do tri celice). V
preparatu so ponavadi polomljeni in temnejsi od substratnega micelija.

e Konidiofori na koncu tvorijo konidije. V zgodnjem stadiju so konidiji
enoceli¢ni, konicasti. Z zorenjem se septirajo, najprej precno, nato e
podolzno in imajo znacilno obliko kija. Konidiji so pogosto povezani v
verizice.

POMEN:

V rodu Alternaria je opisanih vec vrst in vecina je patogenih za rastline kot npr.
psenica, brokoli zelje, cvetaca in druga zelenjava, kot kvarljivec se nahaja tudi
na melonah in citrusih. Posamezne vrste tvorijo razlicne toksine, ki jih izlo¢ajo
v zivila (paradiznik, pSenica, koruza, olive).

SLIKA:

Povecava mikroskopa:

1. substratni micelij: septiran, tanek
2. konidiofor: septiran, kratek

3. konidjji:

- enoceli¢ni,

- pre¢no in podolzno septirani
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Plesni rodu Aspergillus

MAKROMORFOLOSKE LASTNOSTI:

e Substratni micelij: AA. flavus rumeni, oker do rjavi pigmenti; 4. #zger rumeni
do oker pigmenti.

e Zracni micelij: Vrsta A. flavus ima zelen do olivno rumen zracni micelij,
kolonije imajo premer 60 =70 mm (CY A, inkubacija 7 dni pri 25° C), so
nizke in vataste strukture. Vrsta A. niger ima bel nizek zracni micelij in ¢rn
konidije premera 60 mm ali ve¢ (CYA, inkubacija 7 dni pri 25° C).

MIKROMORFOLOSKE LASTNOSTI:

e Substratni micelij je septiran, veliko tanjsi od zracnega micelija in razvejan.

e Konidiofor ni septiran, je veliko mocnejsi, debelejsi od substratnega
micelija. Na vrhu se razsiri v apeks. Bazalna celica v substratnem miceliju,
konidiofor in apeks tvorijo veliko celico.

e Na apeksu se tvorijo keglaste celice fialide ali fialide in metule skupaj, ki so
radialno razvrscene. Lahko so le primarne fialide ali tudi $e sekundarne
fialide odvisno od vrste Aspergillus. Tvorba fialid je so¢asna, medem ko pri
rodu Penicillinm fialide rastejo postopno in pri istem izolatu lahko opazimo
tialide, ki tvorijo konidije in hkrati Se nerazvite fialide. Za vrsto .A. flavus so
zancilne metule, za vrsto A. niger pa fialide in metule.

e Na fialidah se tvoriijo konidiji, ki so okrogli z gladko ali malo hrapavo
povtsino in v verizicah do 50. Okrog konidijev nikoli ni ovojnice!

POMEN:

Med 150 poznanimi vrstami v rodu Aspergillus, je 30 vrst podrobno opisanih in
od teh jih priblizno 21 vrst najdemo na zivilih. Plesni rodu Aspergi/ius spadajo
med najpogostejse kvarljivce zivil in skupaj s plesnimi rodov Penicillinm in
Fusarium tvorijo dominantno skupino plesni na zemlji. Kvarijo kikirikije,
lesnike, riz, zita in zitne izdelke, suhomesnate izdelke, sire in drugo sadje in
zelenjavo. Nekatere vrste (npr. A. flavus) tvorijo aflatoksine, ki so najbolj
pomembni mikotoksini. Zivilo, ki je okuzeno s plesnijo Aspergillus ni primerno
za uporabo. Plesni rodu Aspergillus sodijo tudi med industrijsko zelo
pomembne plesni, saj se uporabljajo za sintezo mnogih kemikalij in encimov
(npr. A. niger pri pridobivanju citronske kisline).

SLIKA:

Povecava mikroskopa:

1. tanek, septiran substratni micelij
2. neseptiran konidiofor

3. apeks s fialidami in metulami

4. konidiji: okrogli v verizicah
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Plesni rodu Botrytis

MAKROMORFOLOSKE LASTNOSTI:

e Substratni micelij je bele do sive barve.

e Zrac¢ni micelij je nitaste strukture, najprej belo, kasneje pa sivo do temno
sivo obarvan. Kolonije prerastejo celo gojisce v petrijevki.

MIKROMORFOLOSKE LASTNOSTI:

e Substratni micelij je septiran.

e Znacilni so dolgi konidiofori, ki so septirani in na koncu nesimetricno
razvejani.

e Konidiji so enoceli¢ni, elipsoidne oblike in znacilno v Sopih razporejeni na
konidioforih.

POMEN:

Kot patogena plesen se pojavlja na mnogih rastlinah. Posebej dovzetna za
gnilobo je zelenjava (Cebula, paradiznik), jagode indrugo sadje (grozdje, jabolka,
hruske, jagode, kivi), do okuzbe lahko pride pred zrelostjo plodov ali pa
kasneje pri skladiscenju in predelavi. Kot kvarljivec se pojavlja tudi na razlicnih
zivilskih proizvodih.

SLIKA:

Povecava mikroskopa:

1. substratni micelij: septiran

2. konidiofor: septiran, na koncu nesimetri¢no razvejan
3. konidiji: elipsoidni, enoceli¢ni in znacilno v

sopih razporejeni na konidioforu
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Plesni rodu Chrysonilia

MAKROMORFOLOSKE LASTNOSTT:

e Substratni micelij je brezbarven.

e Zracni miceljj je vataste, nitaste strukture, bele do roznate barve in zelo
hitro preraste celo gojisce (tri dni) in tvori veliko oranznih konidijev, ki so
nevarni za kontaminacijo laboratorija. Zato je bolj priporocljiva gojitev te
plesni v epruveti.

MIKROMORFOLOSKE LASTNOSTI:

e Substratni micelij je septiran.

e Zrac¢ni micelij je tudi septiran, konidiofori, ki izhajajo iz substratnega
micelija so srednje dolgi in se na koncu razvejajo.

e Razmnozuje se z artrokonidiji, ki se zaporedno locijo od hif.

POMEN:

Plesen je poznana kot "rdeca krusna plesen", vcasih se pojavi na lesnikih, fizolu
in mesnih izdelkih ter pri skladiscenju sadja (jabolka, jagode, maline). Plesen
zelo hitro raste tako, da v nekaj dneh preraste gojisce v petrijevki in raste celo
1z petrijevke. Zato je pri delu potrebna posebna previdnost (problem
kontaminanacije laboratorija).

SLIKA:

Povecava mikroskopa:

1. substratni micelij, ki je septiran in debelejsi
2. konidiofor: septiran in na koncu razvejan
3. artrokonidiji
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Plesni rodu Cladosporium

MAKROMORFOLOSKE LASTNOSTI:

e Substratni micelij je modro ¢rno obarvan.
e Znacilne so velike, nizke, kompaktne, barzunaste kolonije, olivno zelene
batve.

MIKROMORFOLOSKE LASTNOSTI:

e Substratni micelij je septiran.

¢ Konidiofori so razvejani, po obliki podobni drevesom z nezno strukturo.
Razrasc¢ajo se iz mladih celic. Zaporedno tvorijo enoceli¢ne konidije
(blasticna konidiogeneza), ki so zato po izgledu lahko podobni brstec¢im
kvasnim celicam. Delno ali popolnoma razpadejo na artrokonidije z brsti ali
brazgotinami (od brstov). Konidiji so pogosto po obliki, ne po barvi
podobni kvasnim celicam. Konidiji so predvsem enoceli¢ni, na zacetku
preden dozorijo so lahko tudi dvoceli¢ni.

e Konidiji so enocelicni, elipsoidne oblike.

POMEN:

Plesni rodu Cladosporinm se pojavljajo kot saprofiti in kot patogene plesni za
rastline. Konidiji so dobro prilagojeni zracni razprsenosti, saj so majhni, suhi,
mocno pigmentirani in zelo odporni na soncno svetlobo. Kot patogena plesen
se pojavljaj na svezen sadju in zelenjavi, znacilen je kvar jagod, paradiznika.
Kot kontaminant se pojavlja tudi na drugih zivilih. Ker raste tudi pri
temperaturah okrog 0° C, povzroca kvar hlajenega mesa in drugih zivil

skladiscenih pri nizkih temperaturah.

SLIKA:

Povecava mikroskopa:

1. septiran substratni micelij

2. septiran in razvejan konidiofor

3. konidiofor z zaporedno tvorec¢imi se konidiji
4. enoceli¢ni artrokonidiji
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Plesni rodu Curvularia

MAKROMORFOLOSKE LASTNOSTI:

e Substratni micelij je siv do modro ¢rn ali rjavo ¢rn.

e Zrac¢ni micelij je sivo bele oziroma pogosto rjave do ¢rne barve. Kolonije na
CYA so velike (premer 60 mm ali ve¢ po inkubaciji 7 dni pri 25° C).

MIKROMORFOLOSKE LASTNOSTI:

e Substratni micelij: septiran, tanek.

e Konidiofor je septiran, debelejsi od substratnega micelija.

e Na konidioforu se tvorijo posamezno, drug za drugim cilindricni,
podolgovati konidiji, ki so vecceli¢ni. Vedno so precno septirani (4 - 6 celic).
Najprej so enoceli¢ni, nato se septirajo precno.

POMEN:

V zivilih se najpogosteje pojavlja plesen vrste Curvularia lunata najbolj pogosto
na rizu, je¢menu in psenici in povzroca rjavo pegavost. So tudi saprofiti.

SLIKA:

Povecava mikroskopa:

1. substratni micelij: septiran, tanek

2. konidiofor: septiran, mocan

3. konidiji: vecécelicni, podolgovati in pre¢no septirani
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Plesni rodu Fusarium

MAKROMORFOLOSKE LASTNOSTT:

e Substratni micelij je zivo obarvan od rumene, rdece do vijolicaste barve in
pigmente izloc¢a tudi v gojisce, ki se zato obarva.

e Zrac¢ni micelij je nitast, vatast, belo do svetlo roza, rdece, vijoli¢no ali rjavo
obarvan. Kolonije so velike (40 — 70 mm, CYA, inkubacija 7 dni pri 25° C)
in pogosto prerastejo celo gojisce.

MIKROMORFOLOSKE LASTNOSTI:

e Substratni micelij je septiran. Starejse hife so debelejse, mlajse tanjse in
svetlejse.
e Konidiofori so neseptirani, zelo kratki in izhajajo iz substratnega micelija
posamicno ali v Sopih.
e Konidiofori na fialidah lahko tvorijo dve vrsti konidijev:
-makrokonidiji: so vecceli¢ni in v obliki banan, imajo najmanj tri septe
-mikrokonidiji: vecina vrst, ki tvorijo mikrokonidije, tvori enoceli¢ne,
elipsoidne konidije, ki so lahko nanizani v verizicah ali zlepljeni v
neprave glavice
e Hlamidokonidiji: za nekatere vrste v rodu Fausarium so znacilni tudi
hlamidokonidiji v substratnem miceliju.

POMEN:

Plesni iz rodu Fusarium so poznani rastlinski patogeni mikroorganizmi. Kot
kvarljivei, ki povzrocajo gnilobo, se nahajajo predvsem na sadju in zelenjavi ter
zitnih izdelkih. Tvorijo razlicne mikotoksine, ki lahko izzovejo slabosti in
zastrupitve.

SLIKA:

Povecava mikroskopa:

1. septiran substratni micelij, starejSe hife
so debelejse, mlajse tanjse in svetlejse

2. kratki konidiofori s fialidami

3. vecceli¢ni makrokonidiji

4. enocelicni mikrokonidijt

oziroma zlepljeni v neprave glavice

23



OSNOVNI PRINCIPI IDENTIFIKACIJE PLESNI, KVASOVK
IN BAKTERIJ V ZIVILIH

Plesni rodu Geotrichum

MAKROMORFOLOSKE LASTNOSTI:

e Substratni micelij je krem, vanilijeve barve.

e Zrac¢ni micelij je bele, krem barve in zelo nizek s kompaktno strukturo.
Kolonije imajo premer 20 — 45 mm (CYA, inkubacija 7 dni pri 25° C).

MIKROMORFOLOSKE LASTNOSTI:

e Substratni in zrac¢ni micelij sta septirana in se prepletata.

e Razmnozuje se s tvorbo artrokonidijev. To so cilindri¢ne spore, ki nastanejo
tako, da se del micelija loci in ko dozori se lo¢i na posamezne artrokonidije.

POMEN:

V rodu Geotrichum je za zivila pomembna vrsta G. candidum. Je patogena plesen
za citruse (predvsem limone in grapefruit) in povzroca kislo gnilobo. Kot
kvatljivec se pojavlja na paradizniku, suhi papriki, korenju, kumarah, ¢ebuli in
fizolu. Lahko je kot kontaminant prisotna na procesnih linijah (konzerve,
zmrznjena zivila). Problem predstavlja tudi v sirarstvu pri proizvodnji mehkih,
svezih sirov.

SLIKA:

Povecava mikroskopa:

1. tanek in septiran miceljj

2. artrokonidiji cilindricne oblike
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Plesni rodu Scopulariopsis

MAKROMORFOLOSKE LASTNOSTI:

e Substratni micelij je rumene do svetlo rjave barve.

e Zrac¢ni micelij je razlicno obarvan, od bele do svetlo rjave barve; nikoli ni
zelene ali modre barve. Kolonije so vecje ali manjse (40 — 50 mm ali 15 — 30
mm, MEA, inkubacija 7 dni pri 25° C), nizke in redkejse strukture na
robovih.

MIKROMORFOLOSKE LASTNOSTI:

e Substratni micelij je septiran.

e Enostavni ali razvejani konidiofort, ki so septirani.

e Konidiofori imajo na koncu konidiogene celice: anelide, ki tvorijo konidije.
Konidiogene celice so lahko posamezno ali na metulah podobno kot pri
plesnih rodu Penicillium (fialida konidij iztisne, medtem ko se konidij z
anelide odtrga in se zato anelida"podaljsuje").

e Konidiji so enoceli¢ni, hruskaste oblike z prisekanim topim koncem, ki se
najboljse vidi po odpustitvi konidija z anelide. Konidiji so veliki (5 — 8 um),
brezbarvni do rjave barve, pogosto s hrapavo, nagubano povrsino.

POMEN:

Plesni iz rodu Scopulariopsis so saprofiti in se pogosto nahajajo v gnoju, v
razpadajoci, v gnili vegetaciji in v zemlji. V Zivilih se pojavlja vrsta Scopulariopsis
brevicanlis in sicer v rizu, v rizevi moki, v mleku v prahu, v sirih in v maslu. Za
cloveka je patogena plesen.

SLIKA:

Povecava mikroskopa:

1. septiran substratni micelij
2. septiran konidiofor
3. anelide

4. enoceli¢ni konidiji
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Plesni rodu Penicillium

MAKROMORFOLOSKE LASTNOSTT:

e Substratni micelij je obarvan rumeno, oker in rjavo.

e Zracni micelij je nizek, vatast, barzunast. Najprej je bele barve, nato se
obarva od bele, sive do zelene in modro zelene barve. Konidiji so modre,
zelene in bele ali sive barve.

MIKROMORFOLOSKE LASTNOSTI:

e Substratni micelij je septiran, debelejsi in temnejsi od zra¢nega micelija. V
preparatu se vidijo prepletene hife.

e Konidiofori posamicno ali v parih izhajajo iz bazalnih celice substratnega
micelija. So septirani, tanjsi in bolj prosojni od substratnega micelija.

e Konidiofor se na koncu cepi v simetricne ali asimetri¢ne razvejitve metule.

e Na metulah se v snopih tvorijo keglaste celice fialide.

e Na fialidah se tvorijo verizice okroglih do elipsoidnih konidijev (do 50) bele
ali zelene barve.

POMEN:

Plesni iz rodu Penicillium so, glede na veliko Stevilo vrst, ki lahko rastejo na
razli¢nih substratih, kot kvarljivci zivil med plesnimi najbolj pomembne. Lahko
rastejo tudi pri nizkih temperaturah hlajenja in nizkih a, vrednostih. Splosno
raz§irjene so na zitih in razlicnih zivilih hranjenih v hladilnicah. Vecina vrst
tvori mikotoksine. Nekatere vrste so tudi industrijsko pomembne, napr. v
sirarstvu, P. camemberti in P. rogueforti, ker imajo zazeljeno proteoliticno in
lipoliticno aktivnost ali v farmaciji pri proizvodniji antibiotikov P. notati.

SLIKA:

Povecava mikroskopa:

1. substratni micelij: septiran, preplet hif,
debelejsi in temnejsi od zracnega micelija

2. konidiofor: ki se na koncu cepi oziroma
tvori metule

3. fialide: keglaste celice na metulah

4. okrogli konidiji: na fialidah

v verizicah do 50
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Plesni rodu Phoma

MAKROMORFOLOSKE LASTNOSTI:

Micelij je navadno pigmentiran od sive, rjave do zelene barve in vsebuje
piknidije. Piknidiji dajejo pogosto kolonijam ¢rno rjav izgled. Nekatere
kolonije imajo znacilno redco nianso (Phoma macrostoma).

MIKROMORFOLOSKE LASTNOSTI:

Plesni rodu Phoma tvorijo piknidije. Piknidij je votlo, splosceno ali steklenici
podobno plodisce. Piknidij ima eno ali ve¢ odprtin — ostioli.

V piknidiju se tvorijo konidiji (piknidiospore so nespolne spore).

Konidiji so najveckrat enocelicni, elipsoidne do cilindri¢ne oblike. Lahko so
obarvani ali neobarvani.

Nekatere vrste tvorijo hlamidospore posamezno, v verizicah ali v skupinah

(diktiohlamidospore pti Phoma glomerata — imajo podoben izgled kot konidiji
pri plesni Alternaria).

POMEN:

Rod Phoma vsebuje ve¢ kot 2000 vrst Plesni tega rodu so zelo razsirjene v

zemlji, pogosto so saprofiti na razlicnih rastlinah, nekatere vrste so za rastline
in ¢loveka patogene.

SLIKA:
Povecava mikroskopa:

1.
2.

piknidij
enoceli¢ni konidiji
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Plesni rodu Trichothecium

MAKROMORFOLOSKE LASTNOSTT:

e Substratni micelij je oranzen.

e Zracni micelij je nizek, vataste strukture in oranzno roza barve. Kolonije na
CYA imajo premer 50 — 70 mm (inkubacija 7 dni pri 25° C).

MIKROMORFOLOSKE LASTNOSTI:

e Substratni in zrac¢ni micelij sta septirana in zelo tanka. Pod mikroskopom se
po izgledu ne locita.

e Konidiofor je nerazvejan, na koncu se zaobli in zaobljen del tvori konidije,
ki so na konidioforu nanizani v "cik-cak" kratkih verizicah.

e Konidiji so dvoceli¢ni in ovalne oblike. Nastanek: najprej se konidiofor
odebeli, formira se celicna stena in nastane enoceli¢ni konidij. Nato se tvori
septa in nastane dvoceli¢ni konidij. Pod mikroskopom lahko vidimo prazne,
zadebeljene eno in dvoceli¢ne konidije v znacilni obliki ¢rke V.

POMEN:

Rod Trichothecium vsebuje le eno vrsto T. roseum, ki je saprofit in vcasih Sibek
patogen za rastline in zivali. Na zivilih kot so psenica, moka, koruza, riz,
jabolka, grozdje se pojavlja kot ubikvitaren saprofit. Na splosno kot kvatrljivec
na zivilih ni velikokrat prisotna.

SLIKA:

Povecava mikroskopa:

1. substratni in zra¢ni micelij skupaj

2. konidiji: predvsem so dvoceli¢ni
in elipsoidne oblike
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Plesni rodu Trichoderma

MAKROMORFOLOSKE LASTNOSTI:

e Substratni micelij je brezbarven.

e Kolonije so nizke rasti, zracni micelij je najprej brezbarven, kasneje pa belo
zelene barve. Kolonije so rastejo zelo hitro (premer 4 — 9 cm v 5 dneh na
krompirjevem agarju) prerastejo celo povrsino gojisca v petrijevki. Zracni
micelij z zorenjem tvori puhasta podro¢ja z modro zelenimi "Sopi"
konidijev.

MIKROMORFOLOSKE LASTNOSTI:

e Substratni micelij je septiran.

e Konidiofori, ki so tudi septirani, rastejo posamezno ali v kompaktnih Sopih
iz substratnega micelija. Konidiofori so v obliki nepravilne piramide
razvejani v drevesaste tvorbe.

e Na koncih konidiofora se tvorijo fialide, ki so na eni strani oble, na drugi pa
konicaste. Razlicno dolge fialide posamezno ali redkeje v skupinah po 2 do
4 izhajajo iz konidiofora pod razli¢nimi koti.

e Na fialidah se razvijajo okrogli, v¢asih tudi ovalni konidiji, ki imajo hrapavo
povitsino (Trichoderma viride) ali gladko povrsino (Trichoderma hargianum).

POMEN:

Pleseni rodu Trichoderma tvorijo majhne konidije, ki se hitro razsirijo po zraku
in kontaminirajo prostor — zato je potrebna posebna pozornost pri delu s to
plesnijo v laboratoriju. Veliko plesni tega rodu tvori hitinaze in celulaze, ki
lahko s¢asoma popolnoma unicijo druge mikrobne kulture. Plesni rodu
Trichoderma (predvsem Trichoderma hargianum) so kvarljivci jabolk in zelenjave
(grah), zit in ker rastejo tudi v notranjosti so povzrocitelji gnilobe predvsem pri
citrusih (predvsem Trichoderma viride).

SLIKA:

Povecava mikroskopa:

1. substratni micelij

2. konidiofor, ki je septiran in razvejan v
drevesaste tvorbe

tialide na razvejanem konidioforu

4. enoceli¢ni konidiji

W
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IDENTIFIKACIJA KVASOVK

GLAVNE LASTNOSTI KVASOVK,
UPOSTEVANE PRI IDENTIFIKACI]JI

lavne lastnosti, ki jih dolocamo pri identifikaciji kvasovk so mikroskopske
(oblika in velikost celic, nacini razmnozevanja,), kulturelne (rast na trdnem
in v tekocenm gojiscu) ter biokemijske znacilnosti (oksidativna in
fermentativna poraba ogljikovih spojih, izkoris¢anje dusika, tvorba skroba,
tvorba razlicnih encimov) in ekoloski znaki (odnos do kisika, odnos do pH, odnos do
temperature, odnos do ozmotskega pritiska, rast v prisotnosti antibiotikov).

MIKROSKOPSKE ZNACILNOSTI
Oblika in velikost celic

Celice kvasovk so lahko razli¢nih oblik (okrogle, ovalne oziroma jajcaste oblike,
elipsoidne, podolgovate ali nepravilne oblike) in velikosti (povprecne velikosti: pri
okroglih celicah: premer 4 - 6 pum, pri ovalnih celicah: $irina 4 —6 pm, dolzina 6 - 10
um, pri podolgovati celicah $irina 4 — 6 um, dolzina 12 — 16 pum).

Nacin vegetativnega (nespolnega) razmnoZevanja:
BRSTEN]JE

Ko celica dozoti za brstenje nastane na nekem mestu celicne stene majhna izboklinica,
ki se hitro veca, to pomeni, da celica brsti. Po delitvi jedra se brst oddeli od materine
celice in tako nastane nova celica. Na mestu, kjer se nova celica oddeli ostane na
povrsini materine celice in celice brsta okrogla brazgotina. Na tem mestu celici ne
moreta vec brsteti. Pri optimalnih razmerah traja ta ciklus priblizno dve uri.

Pri nekaterih vrstah kvasovk lahko pride do tvorbe psevdomicelija in sicer tako, da se
novo nastali brst ne oddeli od celice matere in zacne Ze sam brsteti. Z zaporednim
ponavljanjem tega procesa dobimo verizice povezanih kvasnih celic, ki se imenujejo
psevdomicelij.

Za nekatere kvasovke je znacilno, da brstijo le na enem koncu (polarno brstenje),
nekatere lahko brstijo na dveh nasprotnih koncih (bipolarno brstenje) in pri tistth
kvasovkah, ki lahko brstijo na kateremkoli mestu celice imenujemo to multipolarno
rstenje.
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PRECNA DELITEV

Nekatere vrste kvasovk se razmnozujejo podobno kot bakterije s pre¢no delitvijo. Ko
celica dozori se jedro razdeli, ti dve novi jedri se oddaljita in na sredini celice se tvori
dvojna precna stena, nato se celici locita.

Pri hitri rasti se celice kvasovk delijo, ne da bi se po koncani delitvi lo¢ile med seboj
oziroma oddaljile ena od druge in na ta nacin nastane pravi micelij.

FRAGMENTACIJA

Tiste kvasovke, ki zacasno tvorijo psevdomicelij oziroma micelij se lahko
razmnozujejo tudi s fragmentacijo, to je tvorbo artrospor oziroma oidijev (rod

Trichosporon).

BLASTOSPORE
To so spore, ki zrastejo iz micelija ali psevdomicelija in to samo pri kvasovkah, ki
nimajo spolnega razmnozevanja ("kot grozdki").

HLAMIDOSPORE
Oblikujejo se le pri nekaterih kvasovkah kot zadebelitve micelija.

Nacin generativnega (spolnega) razmnozZevanja:
TVORBA ASKUSA Z ASKOSPORAMI

Vecanje Stevila kvasovk s spolnim razmnozevanjem je velikokrat pocasnejse kot pri
brstenju.

Stevilo askospor v askusu je znacilno za posamezne vrste kvasovk na primer le 1 - 2
askospori, 4 askospore, 8 askospor ali vecje Stevilo askospor v askusu.

Za posamezne viste askosporogenih kvasovk so tudi znacilne oblike askospor: oble do
jajcaste, elipsoidne, ledvicam ali grahu podobne, stste ali luni podobne, podobne
klobuku ali ¢eladi, iglaste,... znacilna je tudi povrsina askospor, ki je lahko gladka,
bodicasta ali bradavicasta.

KULTURELNE ZNACILNOSTI

Oblika rasti v tekocem gojiscu: rast na dnu, ali na vrhu ali pa tvori motnost v epruveti.
Rast na trdnem gojis¢u: opazujemo barvo, obliko, prerez, rob in povrsino kolonije na
gojiscu.

BIOKEMIJSKE ZNACILNOSTI
Oksidativna in fermentativna poraba ogljikovih spojin:

Kvasovke kot vir ogljika uporabljajo sladkortje in $e nekatere organske spojine.
Sladkotje lahko uporabljajo fermentativno - to je v anaerobnih procesih in
oksidativno. Posamezna vrste sladkorjev lahko izkoris¢ajo le dolocene vrste kvasovk in
zato nam pri identifikaciji pomagajo te doloditve:

-ali kvasovka dolocen sladkor lahko izkoris¢a
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-ali ga izkoristi fermentativno ali oksidativno.

IzkoriScanje dusika:

Amonijeve soli (na primer amonijev sulfat) pomenijo za kvasovke najprimerne;jsi vir
dusika — dusik iz amonijevega sulfata lahko izkoris¢ajo vse kvasovke. Le manjse Stevilo
kvasovk lahko izkorisc¢a dusik iz nitratov. Zato uporabljamo to sposobnost kvasovk,
da asimilirajo nitrate za identifikacijo.

Tvorba Skroba ali §krobu podobnih snovi:

Ta test pomaga pri identifikaciji kvasovk predvsem iz rodu Crypococcus, saj je za

nekatere vrste znacilno, da tvorijo ekstracelularne polisaharide.

Tvorba encima ureaza:
Nekatere kvasovke imajo encim ureaza, druge nimajo tega encima.

EKOLOSKI ZNAKI
Odnos do kisika:
Pove nam ali so kvasovke aerobne, anaerobne ali mikroaerofilne in to lahko dolo¢amo

vzporedno pri gojitvi kulture v tekocem gojiscu.

Odnos do pH:

Posamezno kulturo cepimo v gojis¢a z razliénimi vrednostmi pH in po inkubaciji
ugotovimo, kje najbolje raste (na primer pH 2,5, 3,5, 4,5).

Odnos do temperature:

Posamezno kulturo inkubiramo pri razli¢nih temperaturah na primer 20° C, 24° C in
370 C in opazujemo, kje je najboljsa rast.

Odnos do ozmotskega pritiska:

Kvasovke - kvarljivci lahko rastejo pri zelo visokih koncentracijah sladkorja (60%).

Rast v prisotnosti cikloheksimida:

Nekatere kvasovke lahko rastejo v prisotnosti 0,01% cikloheksimida (antibiotik, ki
deluje na mnoge glive, je inhibitor sinteze proteinov v ribosomih evkariontov).
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NAVODILA ZA IZVEDBO TESTOV ZA
IDENTIFIKACIJO KVASOVK

este z oznakami 2, 3, 5, 7, 8, 9 izvedemo s ¢istimi kulturami na trdnih
g0jiscih, teste z oznakami 1, 4, 6 izvedemo s suspenzijami ¢istih kultur v
tizioloski raztopini.

1. RAST KVASOVK V TEKOCEM GOJISCU

V tekoce gojisce glukoza kvasni pepton (GKP) cepimo 1 ml ¢iste kulture, premesamo
in po 7-dnevni inkubaciji pri 28° C na stresalniku dolo¢imo obliko rasti: usedlina,
motnost, povrsinski obro¢, otocki na povrsini, vzdignjeni robovi, mrena.

Vsebino epruvete premesamo na mesalniku in naredimo nativni preparat tako, da
vzamemo 3 cepilne zanke suspenzije. Dolo¢imo obliko celic (okrogla, ovalna,
elipsoidna, podolgovata, limonasta, kapljasta, steklenicasta) in nacin vegetativhega
razmnozevanja (brstenje: unipolarno, bipolarno, multipolarno delitev, kombinacija

obeh).

2. RAST KVASOVK NA TRDNEM GOJISCU

Na trdno gojisce agar GKP s cepilno zanko cepimo preiskovano kulturo (»tri pike).
Po 7-dnevni inkubaciji pri 28° C dolo¢imo obliko kolonije, barvo kolonije, povrsino
kolonije (sploscena, gladka, gladka z vzpetino na sredini, gladka s kraterjem na sredini,
hrapava s kraterjem na sredini, gladka z micelijem v gojiscu, gladka nakodrana,
konveksna nakodrana) in rob kolonije (gladek, valovit, narezljan, krpast, nakodran).

3. SPORULACIJA

Na trdno gojisce za sporulacijo: acetatni agar McClary cepimo kulturo s cepilno zanko
(»cik-cak«). Po podalj$ani inkubaciji 2 - 6 tednov pri 28 °C naredimo batrvni preparat.
Uporabimo modificirano Kinyounovo metodo (acidorezistentno barvanje). Na
objektnem stekelcu v majhni kapljici vode razmazemo kulturo s cepilno zanko, razmaz
posusimo na zraku, fiksiramo in ga barvamo:

e Lkarbol fuksin 5 min

e barvilo odlijemo

e speremo z 70 % alkoholom

e razbarvamo z raztopino HCl + etanol
e speremo z vodo
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e metilensko modrilo 1 min
e speremo z vodo
e preparat osu$imo s papirnato brisaco

Dodamo kapljico cedrovega olja in imerzijsko mikroskopiramo. Vegetativne celice in
askusi so modre barve, askspore pa rdece. Za identifikacijo kvasovk je pomembno tudi
stevilo askospor v askusu, njihova oblika in povrsina (steroidne in gladke, ledvicaste,
klobucaste, saturnaste, gladke, sferoidne hrapave, saturnaste hrapave, podolgovate s
priveskom, sulicaste, iglaste, celadi podobne).

4. TVORBA PSEVDO ALI PRAVEGA MICELIJA

Dve cepilni zanki kvasne suspenzije cepimo na gojis¢e krompirjev agar na objektnem
stekelcu, ki je v petrijevki (mikrokultura). Gojisce s kulturo pokrijemo s krovnim
stekelcem. V petrijevki je kos vate, namocene v sterilno vodo. Po 7- do 14-dnevni
inkubaciji pti 28° C mikrokulturo mikroskopiramo in opazujemo tvorbo psevdo ali
pravega micelija.

5. ASIMILACIJA DUSIKOVIH SPOJIN

.....

in drugic¢ pa z dodatkom amonijevega sulfata cepimo kulturo s cepilno zanko (»cik-
cak«). Po 7-dnevni inkubaciji pri 28° C je pozitivna reakcija rast kolonij na gojiscu.

6. FERMENTACIJA GLUKOZE

Uporabimo tekoce gojisée, ki vsebuje 0,5 % kvasni ekstrakt in 50 mM glukoze, in
durhamovo cevko. V gojis¢e cepimo 1 ml ¢iste kulture in po 7-dnevni inkubaciji pri
28° C dolocimo kot pozitivno reakcijo pojav plina v durthamovi cevki.

7. TVORBA EKSTRACELULARNIH SKROBU PODOBNIH SNOVI
Uporabimo posevno trdno gojisce in kulturo cepimo s cepilno zanko »cik-cak« po
gojis¢u. Po 7-dnevni inkubaciji pri 28° C dolo¢imo tvorbo skroba z dodatkom
lugolove jodove raztopine. Pozitivna reacija je modro-vijolicno obarvanje povrsine.
8. TEST NA UREAZO

V tekoce gojisce Christensen cepimo eno cepilno zanko kvasne kulture in dobro
premesamo. Inkubacija je pri 37° C, vsakih 30 min (do 2 dni) se doloca spremembo
barve in pozitivna reakcija je vijolicna barva.

9. RAST V PRISOTNOSTI 0,01 % CIKLOHEKSIMIDA

Na trdno gojisce z D-glukozo in s cikloheksimidom (0,01 %) cepimo kulturo s cepilno

zanko »cik-cak«. Po 7-dnevni inkubaciji pti 282 C je pozitivna reakcija rast kolonij na
gojiscu.
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GLAVNE LASTNOSTI IZBRANIH KVASNIH
KULTUR

Kvasovke rodu Candida

Tvorijo v tekocem gojiscu usedlino, na trdnem gojiscu so kolonije s kraterjem bele
barve s hrapavo povrsino in nazobcanim robom. Celice so oble ali cilindri¢ne oblike in
multipolarno brstijo. Nimajo spolnega razmnozevanja. Tvorijo psevdomicelij. Ne
rastejo na gojis¢u s KNOj in ne na gojiscu s cikloheksimidom. Kvasovke fermentirajo
glukozo, ne tvorijo ekstracelularnih skrobu podobnih snovi in nimajo ureaze.

Kvasovke rodu Debaryomyces

Na trdnem gojiscu tvorijo krem bele kolonije. Kvasovke imajo okrogle ali kratke
ovalne celice, ki multipolarno brstijo. Nekatere vrste tvorijo enostaven psevdomicelij.
Tvorijo 1 — 2 askospori, redkeje ve¢, v askusu. Askospore so okrogle ali ovalne in
imajo bradavicasto povtsino. Ogljikovih hidratov ne fermentirajo ali zelo slabo. Ne
rastejo na gojis¢u z nitratom in nimajo ureaze. Nekatere vrste lahko rastejo na gojiscu
s cikloheksimidom.

Kvasovke rodu Hansensenula

V tekocem gojiscu tvorijo usedlino, kolonije na trdnem gojiscu so krem bele barve z
gladko povisino in kraterjem ter valovitim robom. Celice so okrogle ali ovalne in
multipolarno brstijo. Tvorijo 1 — 4 klobuku podobne askospore z gladko povrsino. Ne
tvorijo micelija ali psevdomicelija. Fermentirajo glukozo, izkori§cajo nitrate, ne tvorijo
skroba, nimajo ureaze in ne rastejo na gojiscu s cikloheksimidom.

Kvasovke rodu Hanseniaspora

Tvorijo v tekocem gojiscu usedlino; na trdnem gojiscu so kolonije krem bele barve,
sploscene s svetleco povrsino in gladkim robom. Kvasne celice so apikulatne, ovalne
in podolgovate oblike in bipolarno brstijo. Tvorijo 1 — 2 askospori, ki so podobne
klobuku ali ¢eladi in imajo hrapavo povrsino. Psevdomicelija ne tvorijo. Ne rastejo na
gojis¢u s KNOs. Fermentirajo glukozo. Ne tvorijo ekstracelularnih skrobu podobnih
snovi in nimajo ureaze. Rastejo v prisotnosti cikloheksimida.

Kvasovke rodu Pichia

Na trdnem gojiscu so kolonije krem bele barve z gladko svetleco povrsino in gladkim
robom. Kvasne celice so ovalne, podolgovate in multipolarno brstijo. Psevdomicelija
ne tvorijo ali pa tvorijo enostaven psevdomicelij. Znacilne so klobucaste askospore, v
askusu so 4 askospore. Fermentirajo glukozo. Nekateri sevi lahko izkorisc¢ajo nitrate.
Ne tvorijo skrobu podobnih snovi in nimajo ureaze, ne rastejo v prisotnosti
cikloheksimida.
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Kvasovke rodu Rhodotorula

V tekoc¢em gojiscu tvorijo usedlino in motnost; na trdnem gojis¢u so kolonije oranzno
rdece batrve z gladko povrsino in robom in imajo na sredini krater. Celice so ovalne ali
podolgovate oblike in polarno brstijo. Askospor ne tvorijo. Redke vrste oblikujejo
psevdomicelij. Kolonije rastejo na gojis¢u s KNOs in ne rastejo na gojiscu s
cikloheksimidom. Kvasovke ne fermentirajo glukoze in drugih sladkorjev in ne tvorijo
ekstracelularnih $krobu podobnih snovi, imajo pa encim ureazo.

Kvasovke rodu Szccharomyces

V tekocem gojiscu tvorijo usedlino, motnost in obro¢; na trdnem gojiscu so kolonije
krem bele barve z gladko povrsino, imajo krater in gladek rob kolonij. Celice so
okrogle ali cilindri¢ne oblike in multipolarno brstijo. Tvorijo 14 ali ve¢ elipsoidnih
gladkih askospor. Psevdomicelija ne tvotijo, lahko se pojavijo posamezne hife. Ne
rastejo na gojis¢u s KNOj in ne rastejo v prisotnosti cikloheksimida. Fermentirajo
glukozo, ne tvorijo ekstracelularnih skrobu podobnih snovi in nimajo ureaze.

Kvasovke rodu Schizosaccharomyces

V tekocem gojiscu tvorijo usedlino, na trdnem gojis¢u so kolonije so krem bele barve,
povrsina je gladka in ima na sredini dvignjen center, rob je gladek. Celice so oble do
cilindri¢ne oblike in se delijo. Kvasovke tvorijo 1— 4 gladke askospore. Ne tvorijo
psevdomicelija, ne rastejo na gojis¢u s KNOs in ne na gojiscu s cikloheksimidom ter
ne tvorijo ekstracelularnih skrobu podobnih snovi. Fermentirajo glukozo in imajo
encim ureazo.

Kvasovke rodu Zygosaccharomyces

Na trdnem gojiscu so kolonije krem bele barve. Razmnozujejo se z brstenjem, in
askosporami — imajo do $titi oble askospore. Celice so ovalne, oble oblike in ne tvotijo
micelija, psevdomicelija ponavadi ne tvorijo ali pa je zelo enostaven. Fermentirajo
glukozo. Ne tvorjo ekstracelularnih $krobu podobnih snovi in nimajo ureaze. Ne
rastejo na gojiscu s cikloheksimidom in ne na gojis¢u s KNOs.
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KULTURA KVASOVK I.

Za kulturo 1. dolocite lastnosti in rezultate vpisite v tabelo!

LASTNOSTI OPIS REZULTATOV

1. Rast v tekocem gojiscu GKP:

e  oblika rasti

e oblika celic

® vegetativnho razmnozevanje

2. Rast na trdnem gojiséu GKP:

e Dbarva kolonije

e povrsina kolonije

e rob kolonije

3. Tvorba askospor

4. Tvorba psevdomicelija

5. Asimilacija dusikovih spojin:

L4 (NH4)2SO4

L] I(NO3

Fermentacija glukoze

Tvorba skroba

Ureaza

el IS I I

Gojisce s cikloheksimidom (0,01 %)

Narisite sliki mikroskopskih preparatov in opisite glavne lastnosti!

Nativni preparat: Barvni preparat:

Kultura L je ..o

37



OSNOVNI PRINCIPI IDENTIFIKACIJE PLESNI, KVASOVK
IN BAKTERIJ V ZIVILIH

KULTURA KVASOVK Il.

Za kulturo II. dolo¢ite lastnosti in rezultate vpisite v tabelo!

LASTNOSTI OPIS REZULTATOV

1. Rast v tekocem gojiscu GKP:

e  oblika rasti

e oblika celic

e vegetativno razmnozevanje

2. Rast na trdnem gojiséu GKP:

e Dbarva kolonije

e povrsina kolonije

e rob kolonije

3. Tvorba askospor

4. Tvorba psevdomicelija

5. Asimilacija dusikovih spojin:

L4 (NH4)2SO4

L] I(NO3

Fermentacija glukoze

Tvorba skroba

Ureaza

el IS I I

Gojisce s cikloheksimidom (0,01 %)

Narisite sliki mikroskopskih preparatov in opisite glavne lastnosti!

Nativni preparat: Barvni preparat:

Kultura IL je ..o
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KULTURA KVASOVK Ill.

Za kulturo III. dolo¢ite lastnosti in rezultate vpisite v tabelo!

LASTNOSTI OPIS REZULTATOV

1. Rast v tekocem gojiscu GKP:

e  oblika rasti

e oblika celic

e vegetativno razmnozevanje

2. Rast na trdnem gojiséu GKP:

e Dbarva kolonije

e povrsina kolonije

e rob kolonije

3. Tvorba askospor

4. Tvorba psevdomicelija

5. Asimilacija dusikovih spojin:

L4 (NH4)2SO4

L] I(NO3

Fermentacija glukoze

Tvorba skroba

Ureaza

el IS I I

Gojisce s cikloheksimidom (0,01 %)

Narisite sliki mikroskopskih preparatov in opisite glavne lastnosti!

Nativni preparat: Barvni preparat:

Kultura ITL Je ..o
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KULTURA KVASOVK V.

Za kulturo IV. dolocite lastnosti in rezultate vpisite v tabelo!

LASTNOSTI OPIS REZULTATOV

1. Rast v tekocem gojiscu GKP:

e  oblika rasti

e oblika celic

® vegetativnho razmnozevanje

2. Rast na trdnem gojiséu GKP:

e Dbarva kolonije

e povrsina kolonije

e rob kolonije

3. Tvorba askospor

4. Tvorba psevdomicelija

5. Asimilacija dusikovih spojin:

L4 (NH4)2SO4

L] I(NO3

Fermentacija glukoze

Tvorba skroba

Ureaza

el IS I I

Gojisce s cikloheksimidom (0,01 %)

Narisite sliki mikroskopskih preparatov in opisite glavne lastnosti!

Nativni preparat: Barvni preparat:

Kultura IV, je oo
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KVASOVK

KULTURA KVASOVK V.

Za kulturo V. dolocite lastnosti in rezultate vpisite v tabelo!

LASTNOSTI

OPIS REZULTATOV

1. Rast v tekocem gojiscu GKP:

e  oblika rasti

e oblika celic

e vegetativno razmnozevanje

2. Rast na trdnem gojiséu GKP:

e Dbarva kolonije

e povrsina kolonije

e rob kolonije

3. Tvorba askospor

4. Tvorba psevdomicelija

5. Asimilacija dusikovih spojin:

L4 (NH4)2SO4

L] I(NO3

Fermentacija glukoze

Tvorba skroba

Ureaza

el IS I I

Gojisce s cikloheksimidom (0,01 %)

Narisite sliki mikroskopskih preparatov in opisite glavne lastnosti!

Nativni preparat:

Barvni preparat:

Kultura V. je ..o
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KULTURA KVASOVK VI.

Za kulturo VI. dolocite lastnosti in rezultate vpisite v tabelo!

LASTNOSTI OPIS REZULTATOV

1. Rast v tekocem gojiscu GKP:

e  oblika rasti

e oblika celic

e vegetativno razmnozevanje

2. Rast na trdnem gojiséu GKP:

e Dbarva kolonije

e povrsina kolonije

e rob kolonije

3. Tvorba askospor

4. Tvorba psevdomicelija

5. Asimilacija dusikovih spojin:

L4 (NH4)2SO4

L] I(NO3

Fermentacija glukoze

Tvorba skroba

Ureaza

el IS I I

Gojisce s cikloheksimidom (0,01 %)

Narisite sliki mikroskopskih preparatov in opisite glavne lastnosti!

Nativni preparat: Barvni preparat:

Kultura VILje oo
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KULTURA KVASOVK VII.

Za kulturo VII. dolocite lastnosti in rezultate vpisite v tabelo!

LASTNOSTI OPIS REZULTATOV

1. Rast v tekocem gojiscu GKP:

e  oblika rasti

e oblika celic

e vegetativno razmnozevanje

2. Rast na trdnem gojiscu GKP:

e Dbarva kolonije

e povrsina kolonije

e rob kolonije

3. Tvorba askospor

4. Tvorba psevdomicelija

5. Asimilacija dusikovih spojin:

L4 (NH4)2SO4

L] I(NO3

Fermentacija glukoze

T'vorba skroba

Ureaza

el IS I I

Gojisce s cikloheksimidom (0,01 %)

Narisite sliki mikroskopskih preparatov in opisite glavne lastnosti!

Nativni preparat: Barvni preparat:

Kultura VIL. je
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KULTURA KVASOVK VIII.

Za kulturo VIII. dolocite lastnosti in rezultate vpisite v tabelo!

LASTNOSTI OPIS REZULTATOV

1. Rast v tekocem gojis¢u GKP:

e  oblika rasti

e oblika celic

e vegetativno razmnozevanje

2. Rast na trdnem gojiscu GKP:

e Dbarva kolonije

e povrsina kolonije

e rob kolonije

3. Tvorba askospor

4. Tvorba psevdomicelija

5. Asimilacija dusikovih spojin:

L4 (NH4)2SO4

L] I(NO3

Fermentacija glukoze

T'vorba skroba

Ureaza

el IS I I

Gojisce s cikloheksimidom (0,01 %)

Narisite sliki mikroskopskih preparatov in opisite glavne lastnosti!

Nativni preparat: Barvni preparat:

Kultura VIIL. je
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IDENTIFIKACIJA BAKTERI]J

Identifikacijske sheme niso klasifikacijske sheme. Identifikacijska shema za
skupino mikroorganizmov je lahko narejena $ele potem, ko je bila skupina
mikroorganizmov klasificirana, kar pomeni, da je bila po doloc¢enih lastnostih
razli¢na od drugih skupin.
Na splosno velja, da so lastnosti organizmov izbrane za identifikacijske sheme, lahko
dolo¢ljive. Prav tako naj bi bilo teh lastnosti ¢im manj oziroma toliko kolikor je nujno
potrebno za identifikacijo.

GLAVNE LASTNOSTI BAKTERI]J,
UPOSTEVANE PRI KLASIFIKACIJI IN
IDENTIFIKACI]JI

sak organizem je potrebno najprej klasificirati, to pomeni uvrstiti v
doloceno skupino oziroma klasifikacijsko shemo. Glede na klasifikacijo se
nato izdela identifikacijske sheme za prakticno uporabo pri identifikaciji
razlicnih organizmov.
Glavne lastnosti bakterij pri njihovi klasifikaciji in identifikaciji so morfoloske,
tizioloske in metaboli¢ne in seroloske lastnosti, fagotipizacija, ekoloske znacilnosti,
genetske analize in molekularne lastnosti.

MORFOLOSKE LASTNOSTI

MikromorfoloSke lastnosti:

Oblika celic: koki (najveckrat okrogli, véasih ovalni ali elipsoidni), bacili ali palicaste
bakterije, svedraste oblike (vibrion, spirila, spiroheta).

Formacija celic:

Koki so lahko posami¢no (monokok) ali pa se zdruzujejo v pare (diplokoki), veriZice
(streptokoki), v obliko grozda (stafilokoki), v obliko plos¢ice, ki je debela le en kok
(mikrokok) ali v obliko kocke (sarcina).

Palicaste bakterije so lahko posami¢no ((mono)bacil) ali pa zdruzene v v parih
(diplobacili) ali v verizicah (streptobacili).
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Velikost bakterij: Velikost bakterijskih celic je razli¢na in se meri z mikrometri, 1pum
= 10m (na primer palicaste bakterije Escherichia coli so velike 1 x 3 um), medtem ko so
evkariontske celice veliko vedje (premer tudi vec kot 200 pm).

Reakcija na batvanje po Gramu: celice grampozitivnih bakterij se obarvajo modro
violi¢no, celice gramnegativnih bakterij se obarvajo roznato rdece.

Kapsule: Pri mnogih bakterijah pokriva celi¢no steno $e ena bolj ali manj debela plast,
ki jo imenujemo kapsula. Zgradba kapsul je razlicna (polisaharidi, polipeptidi).

Sporogenost: Nekatere bakterije tvorijo endospore, ki so lahko manjse kot je premer
celice: terminalne, subterminalne ali centralne ali vecje kot je premer celice:
klostridialna ali plektridialna oblika.

Stevilo in lokacija flagel: je za vrsto ali sev znacilna lastnost.

Makromorfoloske lastnosti:

Oblika kolonije (pikcaste (2r < 1mm), okrogle (2r > 1mm), nepravilne, rizoidne), rob
kolonije (gladek, nazobcan, rizoiden), prerez kolonije (nizek, raven, dvignjen,
blazinast, konveksen), barva kolonije (vecina bakterij tvori brezbarvene do bele, krem
kolonije; nekatere bakterije tvorijo pigmente, na primer bakterije vrste Staphylococcus
anrens tvotijo karotenoide in so kolonije rumeno obarvane), povrsina kolonije
(gladka, mat, sijajna, sluzasta, granulirana, s koncentri¢nimi krogi, radialno nazobc¢ana).

FIZIOLOSKE IN METABOLICNE LASTNOSTI

Fizioloske in metaboli¢ne lastnosti bakterij so zelo pomembne, ker so direkten odraz
narave in aktivnosti bakterijskih encimov in transportnih proteinov. Ker so proteini
pogojeni z genetsko sestavo, analize teh lastnosti omogocajo indirektno primetjavo
bakterijskih genomov. Med najbolj pomembnimi fizioloskimi in metaboli¢nimi
lastnostmi so izkori$¢anje razlicnih virov ogljika in dusika, fermentacijski produkti,
mehanizmi pretvorbe energije, gibljivost, ozmotska toleranca, odnos do kisika (striktni
anaerobi, fakultativni anaerobi, striktni anaerobi in mikroaerofili), tvorba sekundarnih
metabolitov ter uc¢inki metaboli¢nih inhibitorjev in antibiotikov.

SEROLOSKE LASTNOSTI IN FAGOTIPIZACIJA

Mikroorganizmi delujejo kot antigeni, ki v gostitelju povzrocijo tvorbo protiteles.
Antiserumi so komercialno dostopne raztopine protiteles, ki se jih lahko uporablja pri
identifikaciji bakterij, saj so reakcije antigen — protitelo zelo specifi¢ne. Protitelesa so
lahko vrstno specificna ali specificna za posamezne seve.

Fagotipizacija pomeni dolocitev fagov na katere je obcutljiva bakterija in se uporablja
za locevanje sevov znotraj ene vrste.
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EKOLOSKE ZNACILNOSTI

Primeri taksonomsko pomembnih lastnosti so zivljenjski ciklus, narava simbiotskega
odnosa, sposobnost bakterij, da povzrocajo bolezni (patogenost), gostiteljeve lastnosti
kot so pH, temperatura, kisik,..., optimalna temperatura, optimalna vrednost pH.

GENETSKE ANALIZE

Med najbolj pomembnimi genetskimi lastnostmi pri bakterijah je $tudij izmenjave
genetskega materiala pri transformaciji in konjugaciji ter studij plazmidov.

MOLEKULARNE LASTNOSTI

Pri klasifikaciji so $tudije proteinov in nukleinskih kislin zelo pomemben del raziskav.
Amino kislinske sekvence proteinov direktno odrazajo sekvence molekul mRNK in s
tem tudi strukturo genov odgovornih za njihovo sintezo. Primerjava proteinov
razlicnih bakterij je tako taksonomsko zelo pomembna lastnost. Proteine se lahko
primetja direktno z primerjavo amino kislinskih sekvenc proteinov z enakimi
funkcijami. Ker so to precej zamudne analize, se velikokrat posluzujejo hitrejsih
metod, kot na primer elektroforetska gibljivost proteinov in reakcije protitelo —
antigen. Vedno bolj pomembno podrodje je studij in proucevanje nukleinskih kislin
(RNK, DNA), saj je njihova analiza neodvisna od fenotipskih lastnosti Primerjava
bakterijskih genomov je mozna na ve¢ nacinov:

e dolocitev. mol % G + C v DNK, pri bakterijah mol % G + C variira med 25

% in 80 %, vendar je kljub tako $irokemu obmoc¢ju, pa je ta % za doloceno
vrsto konstanten in znacilen.

e razli¢ne hibridizacijske tehnike
e najbolj natanc¢ne podatke se dobi s sekvenciranjem (dela) DNK

Numeri¢na taksonomija

Numeric¢na taksonomija pomeni kvantitativen pristop oziroma nacin obdelave
podatkov in je po definiciji grupiranje taksonomskih enot v skupine na osnovi
enakovrednih lastnosti z numeri¢nimi metodami. To pomeni, da se podatki o
lastnostih organizmov priredijo za ra¢unalnisko obdelavo in da se izvede numeri¢na
analiza. Klasifikacija temelji na splosni podobnosti organizmov. Za natan¢no in
zanesljivo klasifikacijo se uporabi od 50 do nekaj 100 lastnosti organizma. Izracunana
podobnost med izolati slui za njihovo razvricanje v razli¢ne taksonomske nivoje. Ce
je podobnost 90 % ali ve¢ se izolata uvrstita v isto vrsto.

Standardizirane metode

Rezultati razli¢nih testov so odvisni od velikosti inokuluma, inkubacijske temperature,
c¢asa inkubacije, sestave medija, razmerja med povrsino in volumnom medija. Zato naj
bi bile vse razmere standardizirane, kar je izvedbeno zelo zahtevno in ni vedno
izvedljivo. V veliko pomo¢ so komercialni vectestni sistemi (na primer API). Nujna je
tudi primerjava rezultatov preiskovanega seva z rezultati, ki jih dajo sevi, katerih
identiteta je dolocena (referencni sevi).
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Definicija pozitivnega in negativnega rezultata
reakcije

Rezultati testov naj bi bili ponovljivi in jasno opredeljeni kot pozitivni in negativni
rezultati. Ker tako idealnih testov ni, je potrebno natanc¢no definirati, kaj pomenti
pozitiven in, kaj negativen rezultat, da je dolocen test lahko uporaben v identifikacijski
shemi.

Cista kultura

Cista kultura je, z redkimi izjemami, vedno nujna za izvajanje identifikacijskih testov.
Novejse tehnike identifikacije, ki uporabljajo genske sonde ali verizno reakcijo s
polimerazo (PCR, angl. polymerase chain reaction), se lahko izvajajo tudi v mesanih
mikrobnih populacijah.

Splosen potek identifikacije:

Izolacija ¢iste mikrobne kulture

Nadaljevanje dela od $irsih kategorij proti vedno bolj specifi¢cnim organizmom
Uporaba vseh informacij, da se ¢im bolj zozi obseg moznih organizmov
Uporabi se najmanjSe mozno $tevilo testov

Primerjava izolata z referen¢nim sevom

SARRR S

GRAMNEGATIVNE BAKTERIJE

Po Bergeyevem priro¢niku so bakterije razdeljene v 4 oddelke od katerih so 3 oddelki
bakterije in eden arheje (I. gramnegativne bakterije s celi¢no steno, 11. grampozitivne

bakterije s celi¢no steno, I11. bakterije brez celicne stene, IV. arheje). Vsak oddelek je

naprej razdeljen na razrede in ti v rede, druzine, rodove in vrste.

V Bergeyevem prirocniku so gramnegativne bakterije razvr$cene v 7 skupin in od teh
so za zivilstvo pomembne predvsem naslednje:

SKUPINA 2: AEROBNE / MIKROAEROFILNE, GIBLJIVE, HELICNE ALI
VIBRION GRAMNEGATIVNE BAKTERIJE

So gramnegativne celice heli¢ne ali vibrion oblike (manj kot en zavoj), gibljive. Imajo
respiracijski metabolizm in potrebujejo kisik kot kon¢ni akceptor elektronov. So
aerobi ali mikroaerofili. Nahajajo se v zemlji, vodi, morski vodi, rastlinah, prebavnem
traktu zivali in ljudi. Nekatere vrste so patogene.

rodovi: Campylobacter

SKUPINA 4: GRAMNEGATIVNE AEROBNE / MIKROAEROFILNE PALCKE
IN KOKI

So gramnegativne palcke ali koki z respiratornim tipom metabolizma in potrebujejo
kisik kot konéni akceptor elektronov. Nahajajo se v zemlji, vodi, morski vodi,
rastlinah, prebavnem traktu zivali in ljudi. Nekatere vrste so patogene.

rodovi: Acetobacter, Acinetobacter, Alcaligenes, Brucella, Flavobacterium, 1 egionella, Moraxella,
Neisseria, Psendomonas, Xantomonas
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SKUPINA 5: FAKULTATIVNO ANAEROBNE GRAMNEGATIVNE PALCKE
So gramnegativne palcke, ki lahko rastejo v aerobnih razmerah in imajo respiracijski
tip metabolizma ali v anaerobnih razmerah s fermentacijskim tipom metabolizma.
Lahko so prosto zivece ali v asociaciji s clovekom, zivalmi ali rastlinami. Nekatere
vrste so patogene.

PODSKUPINA 1: druzina Enterobacteriaceae

rodovi: Citrobacter, Enterobacter, Erwinia, Escherichia, Hafnia, Klebsiella, Kinyvera, Proteus,
Salmonella, Serratia, Shigella, Yersinia

PODSKUPINA 2: druzina V7brionaceae

rodovi: Aeromonas, 1 ibrio

GRAMPOZITIVNE BAKTERIJE

V Bergeyevem priro¢niku so grampozitivne bakterije brez aktinomicet razvr$cene v 6
skupin in od teh so za Zivilstvo najbolj pomembne naslednje:

SKUPINA 17: GRAMPOZITIVNI KOKI

So grapozitivni koki, mezofilne in nesporogene bakterije. Lahko so aerobi, fakultativni
anaerobi ali striktni anaerobi.

rodovi: Enterococcus, Micrococens, Pediococcus, Sarcina, Staphylococcus, Streptococcus

SKUPINA 18: SPOROGENE GRAMPOZITIVNE PALCKE IN KOKI

Znacilna je tvorba endospor odpornih na toploto (70 - 80° C, 10 min). Veéinoma so
gibljive bakterije, lahko so aerobi, fakultativni anaerobi, mikroaerofili ali anaerobi.
rodovi: Bacillus, Clostridium

SKUPINA 19: PRAVILNE, NESPOROGENE GRAMPOZITIVNE PALCKE

So grampozitivne nesporogene bakterije, nepigmentirane, mezofilne. Nekatere vrste so
patogene.

rodovi: Brochothrix, Lactobacillus, 1.isteria

SKUPINA 20: NEPRAVILNE, NESPOROGENE GRAMPOZITIVNE PALCKE
rodovi: Acetobacterinm, Bifidobacterinm
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NAVODILA ZA IZVEDBO TESTOV ZA
IDENTIFIKACIJO BAKTERI]J

OSNOVNI TESTI

1. RAST NA TRDNEM GOJISCU

Uporabimo trdno neselektivno gojisce (na primer hranljivi agar, NA) in ¢isto kulturo
cepimo s cepilno zanko (izolacija) . Po 24-urni inkubaciji pri 37° C dolo¢imo:
e morfologijo kolonije: oblika, rob, prerez in barva

e morfologijo celic: naredimo mikroskopski razmaz, ki ga barvamo po Gramu in
opazujemo: obliko celic, formacijo celic in reakcijo na barvanje po Gramu.

2. SPOROGENOST

Sporogenost bakterij dolo¢imo iz testa 1 tako, da naredimo mikroskopski razmaz in ga
barvamo po Schaeffer-Fultonu.

3. TEST NA KATALAZO

V tri kapljice H2O2 (3 %) na objektnem stekelcu umesamo eno kolonijo iz testa 1 in
pojav mehurckov kisika pomeni, da ima bakterija encim katalazo.

Katalaza je encim, ki ga tvorijo nekatere aktivno rastoce aerobne bakterije. Striktni
anaerobi nimajo sposobnosti uporabljati kisik pti respiraciji in zato tudi nimajo
katalaze.

Pozitiven rezultat testa:

ZHZOQ W Oz + ZHZO
(mehurcki)

4. RAST V POLTRDNEM POKONCNEM GOJISCU
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Uporabimo poltrdno pokonéno gojisce za gibljivost bakterij z 0,3 % agarja in cepimo s
cepilno iglo - vbod do dna. Po 24-urni inkubaciji pri 37° C doloc¢imo rast bakterij in s
tem gibljivost:

e enakomerna rast ob vbodu - negibljive bakterije

e drevesasta rast ob vbodu - gibljive bakterije

e raztresena rast po celotnem gojis¢u - zelo gibljive bakterije

5. ODNOS DO KISIKA

Uporabimo trdno gojisée, ki ga pred uporabo raztopimo in ohladimo na 45° C. Cisto
kulturo (0,1 ml) cepimo v gojisce z avtomatsko pipeto in suspenzijo premesamo. Po
24-urni inkubaciji pri 37° C dolo¢imo:

e rast le na dnu - anaerobne bakterije

e rast po celotnem gojiscu - fakultativno anerobne bakterije

e rast na povrsini gojisca - aerobne bakterije

e rast tik pod povtsino gojis¢a — mikroaerofilne bakterije

6. FERMENTACIJA SLADKORJEV

Uporabimo tekoce gojisée, ki vsebuje pepton, dolocen sladkor, indikator vrednosti
pH in durhamovo cevko. V gojis¢u z oznako 6.a je kot sladkor glukoza in indikator
brom krezol purpur, v gojis¢u 6.b je laktoza in indikator brom timol modro. Cepimo v
vsako gojisce po 1 ml ciste kulture, suspenzijo premesamo in po 24-urni inkubaciji pri
370 C opazujemo tvorbo kisline in pojav plina v durthamovi cevki.

Pozitiven rezultat testa:

sladkor ————> kislina (pH se zniza) ali kislina in plin

(rumena barva ali rumen batva in mehurcki v durhamovi cevki)

7. PROTEOLIZA

Uporabimo poltrdno gojisce (mesno peptonski bujon, MPB) z dodatkom Zelatine
(120g/1) in kulturo cepimo s cepilno iglo (vbod do dna). Po 24-urni inkubaciji pri 37°C
moramo gojisce ohladiti v hladilniku, ker je Zelatina pri temperaturah nad 20 © C
tekoca. Opazujemo utekocdinjenje zelatine, ki pomeni, da imajo preiskovane bakterije
ekstracelularne proteoliticne encime, zelatinaze.

Pozitiven rezultat testa:

zelatina so————> polipeptidi (verige amino kislin)

polipeptidi ———>  posamezne amino kisline (utekocinjeno gojisce)
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DODATNI TESTI

Glede na rezultate osnovnih testov izberemo dodaten test / dodatne teste, s katerim(i)
identificiramo preiskovano bakterijsko kulturo.

1. HEMOLIZA

Uporabimo trdno gojisée krvni agar (KKA), ki vsebuje kri in kulturo cepimo s cepilno
zanko (izolacija). Krvni agar je obogatitveno in diferencialno gojis¢e na katerem
dolo¢amo razli¢ne tipe hemolize. Po 24-urni inkubaciji pri 37° C opazujemo:
e nastanek zelene cone okrog kolonij pomeni, da a-hemolizini deloma razgradijo
hemoglobin
e nastanck prozorne cone okrog kolonij pomeni, da B-hemolizini popolnoma
razkrojijo hemoglobin
e rast kolonij brez cone pomeni, da kultura nima hemolizinov

2. LIPOLIZA

Na trdno gojisce Tributyrin agar, ki kot edini vir ogljika vsebuje tributirin cepimo
kulturo (»Crta«) s cepilno zanko. Po 24-urni inkubaciji pti 37° C dolo¢imo lipoliti¢ne
bakterije z rastjo kolonij okoli katerih je prozorna cona.

3. TVORBA INDOLA

Preiskovano kulturo cepimo v peptonsko vodo, ki vsebuje triptofan (aminokislina z
indolovim obroc¢em). Po 24 urni inkubaciji pri 37°C, dokazemo sprosceni indol z
dodatkom Ehtlichovega reagenta in Kovacevega reagenta. V primeru pozitivne
reakcije se izlodi zivordec indolov obroc.

Triptofan se s pomocjo triptofanaz, ki jih tvorijo nekatere bakterije, in vode
hidrolitsko cepi, in nastane indol. Indol reagira z aldehidno skupino p-
metilaminobenzaldehida (sestavini Ehrlichovega in Kovacevega reagenta). Nastane
rdece obarvan kompleks.

Pozitiven rezultat testa:

triptofan NH; + piruvicna kislina + indol

triptofanaza

indol + Ehtlichov reagent + Kovacev regent ————> rdece obarvan kompleks

4. TEST NA METIL RDECE

Kulturo cepimo v tekoce gojisce z glukozo (gojisce MR-VP), premesamo in po 2-5
dnevni inkubaciji pri 35° C ugotavljamo nacin pretvorbe glukoze. Vecina
enterobakterij v 24 urah pretvori glukozo do piruvicne kisline. Nekatere
enterobakterije v naslednih 2—4 dnevih piruvi¢no kislino pretvorijo v razlicne kisline
(mle¢na, ocetna, mravljicna kislina), ki jih dokazemo z dodatkom indikatorja metil
rdece, Ce se gojisce obarva rdece. Pri pH vrednosti 6,0 je indikator metil rdece rumene
barve. Ce se tvori manjsa koli¢ina kislin, se pH vrednost sicer zniza, vendar ne pade
pod 4,2. Oranzna barva po dodatku indikatotja zato pomeni negativen rezultat testa.

Pozitiven rezultat testa:
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glukoza ————> piruvicna kislina (po enodnevni inkubaciji pti 35° C)
piruvicna kislina ———> razli¢ne kisline, pH < 4,2

razlicne kisline + metil rdece —— > rdeca barva gojisca

5. TEST NA VOGES PROSKAUER

Iz gojisca v testu 4 dokazujemo tudi tvorbo acetoina (acetilmetilkarbinola) tako, da po

inkubaciji odlijemo 2,5 ml suspenzije v novo epruveto in dodamo raztopino o.-naftola
(6 kapljic) in raztopino KOH (2 kapljici). PremeSamo in ¢e v 15-ih minutah nastane
rdeca barva je test na VP pozitiven.

Razgradnja glukoze pri nekaterih enterobakterijah lahko poteka preko piruvata do
nevtralnih produktov kot je acetoin. Acetoin se ob dodatku KOH in pod vplivom

kisika iz zraka, pretvori v diacetil. Ta tvori rde¢ kompleks ob prisotnosti i-naftola.
Pozitiven rezultat testa:

glukoza —————> piruvicna kislina

piruvi¢na kislina —————> acetoin

acetoin + a-naftol + KOH ———>  rdeca barva gojisca

6. IZKORISCANJE CITRATA

Na posevno gojisce, ki kot edini vir ogljika vsebuje citrat, cepimo kulturo s cepilno
zanko. Po 24 — 48 urni inkubaciji pti 37°C opazujemo rast baktetij in spremembo
barve gojis¢a. V gojiscu je dodan indikator bromtimol modro (zelene barve pri pH 6,9,
modre barve pri pH 7,6). Bakterije, ki imajo encim citraza rastejo na gojiscu,
izkori§¢ajo citrat in s tem spremenijo pH gojisca, kar se vidi s spremembo barve
gojisca iz zelene v modro.

Pozitiven rezultat testa:
citrat ——o——> oksalocetna kislina + ocetna kislina
oksalocetna kislina ~——————>piruvi¢na kislina + CO»

CO2 + Nat——> NayCOj; (pH se povisa) modra barva gojisca in rast

kolonij

Test tvorba indola, test na metil rdece, test na Voges Proskauer, izkoriscanje citrata se
uporabljajo za identifikacijo enterobakterij in jih skupaj oznac¢imo kot test IMViC.

7. RAST V GOJISCU S KALIJEVIM CIANIDOM

V tekoce gojis¢e s KCN cepimo kulturo s cepilno zanko in vsebino premesamo na
namiznem mesalu. Po 24 — 48 urni inkubaciji pri 37°C opazujemo rast bakterij kot
pojav motnosti gojisca.
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BARVAN]JE PO GRAMU

Grampozitivne bakterije imajo relativno enostavno sestavljeno celi¢no steno, ki jo
sestavljajo:

% «— citoplazmatska membrana

4 peptidoglikan (ali murein) do 25 plasti

Gramnegativne bakterije imajo ve¢plastno kompleksno celi¢no steno, ki jo sestavljajo:

citoplazmatska membrana
&}“j petiplazma s tanko plastjo peptidoglikana
i

lipopolisaharidi in proteini

Pri grampozitivnih bakterijah je celi¢na stena tanka in alkohol povzroci dehidracijo —
pore peptidoglikana se zmanjsajo in barvni kompleks kristal violet-lugol ostane v
celicni steni.

Pri gramnegativnih bakterijah gre alkohol skozi peptidno plast in tanko plast

peptidoglikana in raztopi barvni kompleks kristal violet-lugol.

Na objektno steklce damo kapljico vode, s cepilno zanko vzamemo vzorec kolonije iz
testa 1 in jo razmazemo na 1 - 2 cm? Razmaz pustimo na zraku, da se posusi in nato
ga fiksiramo ter barvamo po spodaj opisanem postopku.

Postopek batrvanja:

Barvanje: barva Gr+: barva Gr-:

e kristal violet 2 min vijolicne vijoli¢ne

e speremo z vodo vijoli¢ne vijolicne

e Jugol 2 min vijolicne vijolicne

e speremo z alkoholom (96%) vijolicne brezbarvne
e speremo z vodo vijolicne brezbarvne
e safranin 30s vijoli¢ne rdece

e speremo z vodo vijoli¢ne rdece

Preparat osusimo s papirnato brisaco, dodamo cedrovo olje in mikroskopiramo (R =
1000x): Grampozitivne bakterije so violicaste barve, gramnegativne bakterije so rdece
barve. Ce barvamo celice kvasovk po Gramu, se obarvajo kot grampozitivne bakterije,
ceprav imajo kemijsko sestavo celicne stene popolnoma drugacno kot bakterije. To
pomeni, da barvanje po Gramu ni v direkni korelaciji s kemijsko sestavo, ampak je
tudi v korelaciji s fizikalno strukturo celicne stene.
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BARVANJE BAKTERIJSKIH SPOR

Za mikroskopsko locitev endospor in bakterijskih vegetativnih celic uporabljamo
barvanje po Schaeffer-Fultonu. Primarno barvilo, malahitno zelenilo, na fiksiranem
razmazu segrevamo zato, da barvilo lahko prodre skozi relativho nepropustne
ovojnice spore. Malahitno zelenilo se veze tudi na vegetativne celice, vendar se ob
spiranju z vodo iz celic tudi izpere in celice so po barvanju z malahitnim zelenilom
brezbarvne. Za vecji kontrast celice barvamo Se s safraninom, ki se veze le na
vegetativne celice, in so zato rdece obarvane.

Na objektno stekelce damo kapljico vode, s cepilno zanko vzamemo kolonijo iz
trdnega gojis¢a in jo razmazemo na 1 - 2 cm? Razmaz pustimo na zraku, da se posusi
in nato ga fiksiramo ter barvamo po spodaj opisanem postopku.

Postopek batrvanja:
e  razmaz pokrijemo s papirnato brisaco
e prelijemo s 5 % raztopino barvila malahitno zelenilo
e segrevamo 3 min ("'da se kadi", barvilo ne sme vreti ali se
posusiti)
e  pustimo $e 1 min brez segrevanja
e  dobro speremo z vodo
e prelijemo z 0,5 % raztopino safranina in barvamo 30 s
e  speremo z vodo

Preparat osusimo s papirnato brisa¢o, dodamo kapljico cedrovega olja in
mikroskopiramo (R = 1000x): vegetativne celice so rdece barve, spore so zelene.

GLAVNE LASTNOSTI IZBRANIH
BAKTERIJSKIH KULTUR

Bakterije rodu Campylobacter

Bakterije rodu Campylobacter so komenzali v crevesu mnogih toplokrvnih divjih in
domacih zivali, pogosto jih najdemo pti perutnini in govedu. Zato sta surovo mleko in
meso pogosto izvor epidemije enteritidisa. Termofilni vrsti Campylobacter jejuni in
Campylobacter coli sta patogeni za ¢loveka. Bolezen se navadno zacne po zauzitju zivila
kontaminiranega z majhnim s$tevilom patogenih bakterij. Znamenja so profuzna
diareja, ki jo spremljajo slabost in trebusni kréi.

Bakterije rodu Campylobacter so gramnegativne spiralno ukrivljene in gibljive palcke. So
mikroaerofilne bakterije z respiratornim tipom metabolizma. Rastejo v atmosferi s 3 %
do 15 % Oz in 3 % do 5 % CO». Imajo encima oksidaza in katalaza, ne izkoriscajo
sladkorjev. Ne hidrolizirajo zelatine, testa na MR in VP sta negativna in nimajo lipaze.
Termofilne vrste Campylobacter jejuni in Campylobacter coli, Campylobacter upsaliensis in
Campylobacter lari rastejo pri 42° C in ne pri 250 C. Vrsti Campylobacter jejuni in
Campylobacter coli se razlikujeta v hidrolizi hipurata: C. jejuni: pozitivno, - C. colz:
negativno.
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Bakterije rodu Pseudomonas

Bakterije rodu Pseudomonas so razitjene v naravi (v zemlji, vodi in zraku, na rastlinah)
in jih pogosto izoliramo iz svezih Zivil (zelenjava, meso, perutnina). So najbolj
pomembna skupina bakterij — kvarljivcev, ki povzrocajo kvar zivil v hladilnicah, saj je
veliko vrst in sevov psihrotrofnih. Pomembnejse vrste so P. aeruginosa, P. fragi in P.
[flnorescens. P. aeruginosa je lahko povzrocitelj zastrupitve ljudi s hrano, ce je
kontaminacija zivila velika N > 10¢ cfu / g (ml)).

Bakterije rodu Pseudomonas so gramnegativne palcke brez posebne formacije
(posamezne celice). So aerobne bakterije s striktno respiratornim tipom metabolizma
in potrebujejo kisik kot konéni akceptor elektronov. Imajo eno ali ve¢ polarnih flagel -
so gibljive bakterije, imajo encim katalazo in proteoliti¢ne ter lipoliti¢ne encime.
Glukozo izkoris¢ajo, laktoze ne.

Bakterije rodu Eschetichia

Bakterije rodu Escherichia so v ¢revesu ljudi in toplokrvnih Zivali. Najbolj pomembna je
vista Escherichia coli in sicer kot indikator higiene zivil in kot povzrocitel;
gastroenteritisov in drugih okuzb. Bakterije E. co/7 se prenasajo direktno od Zivali na
cloveka, od cloveka do cloveka in preko kontaminiranih zivil. Veéina serotipov je
nepatogenih, nekateri pa so za ljudi lahko zelo nevarni (na primer O55, O111, in
0128). Enteropatogeni sevi povzrocijo hudo diarejo in bruhanje in okuzbe so zelo
nevarne za dojencke in otroke. Nekateri enteropatogeni sevi tvorijo tudi enterotoksine.
Bakterije vrste E. co/i so gramnegativne palcke zdruZzene v parih ali nepravilnih
skupinah. So gibljive, fakultativno anaerobne bakterije, ki najbolje rastejo pri 37 C
(enteropatogeni sevi pri 42- 440 C). Imajo respiratorni in fermentativni tip
metabolizma. Izkoris¢ajo glukozo in laktozo do kisline in plina. Imajo katalazo, nimajo
proteoliticnih encimov. Rezultati testa IMViC: + + - -,

Bakterije rodu Proteus

Bakterije rodu Profeus se nahajajo v zemlji, vodi, odpadnih vodah, ¢loveskih in
zivalskih fekalijah in v gnijo¢ih odpadkih. Kot kvarljivce so jih izolirali iz razli¢nih
zelenjavnih in mesnih izdelkov ter jajc, so mezofilni kvarljivei Zivil hranjenih pri sobni
temperaturi.

Bakterije rodu Profens so gramnegativne palcke, ki se nahajajo posamezno, v parih ali
krajsih verizicah. Imajo vec¢ flagel in so gibljive. So fakultativno anaerobne bakterije z
respiratornim in fermentativnim tipom metabolizma. 1z glukoze tvorijo kislino in plin,
laktoze ne izkoris¢ajo. Imajo katalazo in proteoliticne encime ter rastejo v gojiscu s
KCN. Rod Profens zajema $tiri vrste z razlicnimi biokemijskimi lastnostmi in nekatere
lastnosti so podane v tabeli.

Test / Vrsta P. mirabilis P. myxofaciens P. penneri P. vulgaris
Tvorba indola - - - +
Test MR + + + +
Test VP d + - -
Citrat d + - ()
Tvorba H,S + - d +
Hidroliza zelatine + + d +
Legenda: + ... vec¢ kot 90 % sevov je pozitivnih, - ... vec kot 90 % sevov je negativnih, d

... 11-89 % sevov je pozitivnih
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Bakterije rodu Sa/monella

Bakterije rodu Salmonella so zelo razsirjene, njihovo glavno naravno okolje so prebavila
ljudi in Zivali. Gostitelji jih izloc¢ajo v okolje z blatom, v katerem lahko prezivijo ve¢
let, od tu pa se $itijo v tla, vodo, odplake. Zaradi neustreznih higienskih razmer lahko
pridejo tudi v Zivila. Salmonele so izolirali iz razliénih Zivil predvsem zivalskega izvora
(perutnina, svinjina, govedina, jajca, surovo mleko). Poznanih je preko 2000 serotipov
in vecina salmonel je patogenih za ljudi in zivali. Salmonele povzrocajo pri ljudeh
razli¢na obolenja in so odgovorne za $tevilne okuzbe s hrano. Salmoneloza je skupni
izraz za okuzbe ljudi in zivali s salmonelami. Salmonele serotipov §. Typhi in .
Paratyphi povzrocajo zelo nevarni obolenji z najvecjo umtljivostjo, tifus in paratifus.
Tisti ljudje, ki prezivijo salmonelozo in tisti pri katerih se bolezen ni razvila, lahko
postanejo klicenosci in so potencialno nevarni za okolico.

Salmonele so gramnegativne palicaste bakterije. So gibljive in fakultativho anaerobne
bakterije. Iz glukoze tvorijo kislino, plina navadno ne tvorijo, laktoze ne izkoriscajo. So
oksidaza negativne in katalaza pozitivne. Ne rastejo v gojiscu s KCN. Ne tvorijo
indola in acetoina, tvorijo kislino iz glukoze in lahko rastejo na citratu kot edinem viru
ogljika. Ne hidrolizirajo zelatine.

Bakterije rodu Enterococcus

Primarni vir bakterij rodu Enferococcus je prebavni trakt (¢revo) ljudi in zivali, pogosto
so tudi na rastlinah, v zemlji in na insektih. Sluzijo lahko kot indikator higiene zivil in
vode (indikatotji fekalne kontaminacije) Izolirali so jih iz razli¢nih zivil kot so siri,
mesni izdelki, mleko. S hrano se prenasata dva pomembna enterokoka: Enferococcus
pyogenes in Enterococcus faecalis. Enterococcus pyagenes povzroca bolezni dihal. Enterococcus
faecalis je veckrat kontaminant v gnjati, klobasah in smetani. Povzroca blago obliko
gastroenteritidisa, inkubacija je 2 — 18 ur in se kaze kot slabost, diareja in bruhanje.
Bakterije rodu Enterococens so grampozitivni koki, ki se nahajajo v parih ali krajsih
verizicah. So fakultativno anaerobne in negibljive bakterije. Bakterije Enterococcus faecalis
izkoriscajo laktozo, so katalaza negativne in tvorijo na krvnem agarju 3-hemolizo.

Bakterije rodu Staphylococcus

Bakterije rodu Staphylococcus naseljujejo sluznice in kozo ljudi (nosna votlina, roke,
obraz, odi, gtlo, intestinalni trakt) in toplokrvnih zivali. Od tu lahko pridejo v zrak, na
prasne delce, na obleko in druga mesta, ki so lahko vir kontaminacije Zzivil s stafilokoki.
Za kontaminacijo zivil so seveda najbolj nevarni posamezniki z gnojnimi tvorbami, ki
delajo z zivili. Pomembnejse vrste, ki tvotijo koagulazo, nukleazo in /ali enterotoksine
sO Staph. aureus, Staph. epidermidis, Staph. intermedins in Staph. haemolyticus. Najbolj
proucevana vrsta je Staph. aureus, saj so poznani nekateri sevi kot povzrocitel;
gastroenteritisa. Na splo$no so stafilokoki lahko kontaminenti v vseh zivilih Zivalskega
izvora in tistih zivilih, ki pridejo v direkten kontakt s clovekom, ¢e ni naknadno
vkljucen tehnoloski postopek, ki bi jih unicil.

Bakterije vrste Szaph. anrens so grampozitivni koki, ki se nahajajo posamezno, v parih
in v nepravilnih skupinah (grozdasta formacija). So fakultativho anaerobne in
negibljive bakterije. Lahko tvorijo karotenoidne pigmente. Imajo katalazo in
izkoriscajo glukozo ter laktozo do kislin. So proteoliti in imajo - hemolizine.

Bakterije rodu Bacillus

Bakterije rodu Bacillus so razsirjene v naravi (zemlja, zrak, voda, rastline) in so jih
pogosto izolirali tudi iz razliénih zivil zivalskega izvora (na primer: zitni izdelki, izdelki
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iz krompirja, zelenjavne juhe). Rod Bacillus vsebuje patogeno vrsto B. anthracis
(vrani¢ni prisad) in vrsto B. cereus, v kateti so nekateri sevi patogeni. Uzivanje zivil
zivalskega izvora in razli¢nih kuhanih mesnih jedi, ki so bila kontaminirana z
bakterijami vrste B. cereus, je bilo veckrat vzrok za zastrupitve (bolecine v trebuhu in
diareja po 8 do 16 urah)). Zivila so vsebovaja vedje koncentracije B. cerens (105 — 108
cfu/g). Druga oblika zastrupitve (slabost bruhanje, po 1 do 5 urah) je povezana z
uzivanjem kuhanega riza, ki je po kuhanju dalj ¢asa na sobni temperaturi. Sevi B. cereus
torej tvorijo najmanj dve vrsti toksinov (toplotno nestabilen toksin (unicen v 30 min
pti 560 C) in toplotno obstojen toksin (ni unicen po 90 min segrevanju pri 1260 C)). Za
rod Bacillus je znacilno, da vsebuje sporogene bakterije, ki imajo razli¢ne fizioloske
lastnosti: lahko so psihrotrofi, mezotrofi ali termofili, acidofili, nekatere vrste so tudi
halotolerantne.

Bakterije vrste B. cereus so grampozitivne in sporogene bakterije s centralnimi ali
subterminalnimi sporami. Celice imajo obliko daljsih palck, ki so posamezne, v parih
ali krajsih verizicah. So fakultativno anaerobne in aerobne bakterije in so gibljive.
Imajo katalazo in proteoliticne encime. Izkoriscajo glukozo, laktoze ne izkoriscajo,
testa MR in VP sta pozitivna in znacilna je a-hemoliza na krvnem agarju.

Bakterije rodu Clostridium

Bakterije rodu Clostridinm so v naravi zelo razsirjene (zemlja, voda, zrak, rastline),
prisotne so tudi v cloveskem in Zivalskem intestinalnem traktu. Vecina vrst je
anaerobnih, Ceprav se nekatere vrste lahko razmnozujejo tudi v navzocnosti kisika (na
primer CI. perfringens). Rod Clostridium vsebuje vec vrst in za ¢loveka patogeni sta C/.
butulinum in Cl. perfringens (tvotijo razli¢ne eksotoksine). Okuzba z bakterijami C.
butulinum je zelo huda (po 12 do 72-urah se pojavi slabost, bruhanje, glavobol, obcutek
suhosti koze, ust, grla, kasneje zaprtost, padec telesne temperature, paraliza misic,
dvojni vid, in na koncu odpoved dihalnega sistema) in traja od 1 do 10 dni, smrtnost je
med 30 in 65 %. Uzivanje zivila moc¢no kontaminiranega z bakterijami CI/. perfringens se
po 6 — 24 urah kaze kot diareja, bolecine v trebuhu in slabost, obi¢ajno po 24 urah
simptomi minejo. Rod Clostridinm vsebuje mezotrofne, psihrotrofne in tudi termofilne
vrste oz. seve, ki so pomembni tudi kot kvarljivei predpripravljenih jedi in
konzerviranih izdelkov.

Bakterije rodu Clostridinm so grampozitivne, sporogene palcke, ki se pogosto nahajajo
v parih ali krajsih veriZicah. Vecina vrst je obligatno anaerobnih in gibljivih. Nimajo
katalaze.

Bakterije rodu Listeria

Bakterije rodu Listeria so ubikvitarne v naravi. Sorazmerno dolgo prezivijo v
neugodnih razmerah, saj rastejo v $irokem temperaturnem obmocju vse od 0,4° C do
450 C, pri pH vrednostih od 4,4 do 9,6 in pti ay do 0,92. Posledica je relativho
pogosta prisotnost teh bakterij v zivilih kot na primer: surovo mleko, siri, meso,
perutnina, zelenjava. Za ¢loveka je patogena vrsta L. monocytogenes in najpogoste;jsi vir
okuzbe je uzivanje kontaminirane hrane. Listerioza je infekcija z ve¢ razli¢nimi
oblikami med katerimi je pogost meningitis, nevarna je tudi za nosec¢nice pri katerih
lahko pride do splava ali drugih komplikacij. Epidemioloski podatki kazejo, da je
smrtnost najvisja med bakterijskimi okuzbami s kontaminiranimi zivili.

Bakterije rodu Listeria so grampozitivne, nesporogene palcke. Imajo katalazo, so
gibljive med 20°C in 25°C in fakultativno anaerobne bakterije. Za vrsto L. mzonocytogenes
je znacilno, da tvori PB-hemolizo na krvnem agatju, da izkoris¢a ramnozo in ne
izkorisca ksiloze in ima pozitiven test CAMP. Za vrsto L. innocua je znacilno, da ne
tvori B-hemolize na krvnem agarju, izkorisca ali ne ramnozo in ne izkorisca ksiloze in
ima negativen test CAMP.
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KULTURA BAKTERIJ I.

Za kulturo I. dolocite lastnosti in rezultate vpisite v tabelo!

LASTNOSTI OPIS REZULTATOV

1. MORFOLOGIJA

o KOLONIJE:

e barva

e oblika

e 1ob

e CELICE:

e oblika

e formacija

o Gr+ /Gr-

SPOROGENOST

KATALAZA

GIBLJIVOST

ODNOS DO O

S IRl Il el O

FERMENTACIJA kislina plin

e olukoza

e Jlaktoza

7. PROTEOLIZA

DODATNI TEST:

Narisite sliki mikroskopskih preparatov in opisite glavne lastnosti!

Barvni preparat po Gramu: Barvni preparat po Schaeffer-Fultonu:

KUIULA L et ss s sassees
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KULTURA BAKTERIJ I1.

Za kulturo II. dolo¢ite lastnosti in rezultate vpisite v tabelo!

LASTNOSTI OPIS REZULTATOV

1. MORFOLOGIJA

o KOLONIJE:

e barva

e oblika

e 1ob

e CELICE:

e oblika

e formacija

o Gr+ /Gr-

SPOROGENOST

KATALAZA

GIBLJIVOST

ODNOS DO O

S IRl Il el O

FERMENTACIJA kislina plin

e olukoza

e Jlaktoza

7. PROTEOLIZA

DODATNI TEST:

Narisite sliki mikroskopskih preparatov in opisite glavne lastnosti!

Barvni preparat po Gramu: Barvni preparat po Schaeffer-Fultonu:

KUIULA TL € ottt ss s sssees
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KULTURA BAKTERIJ Il1.

Za kulturo III. dolo¢ite lastnosti in rezultate vpisite v tabelo!

LASTNOSTI OPIS REZULTATOV

1. MORFOLOGIJA

o KOLONIJE:

e barva

e oblika

e 1ob

e CELICE:

e oblika

e formacija

o Gr+ /Gr-

SPOROGENOST

KATALAZA

GIBLJIVOST

ODNOS DO O

S IRl Il el O

FERMENTACIJA kislina plin

e olukoza

e Jlaktoza

7. PROTEOLIZA

DODATNI TEST:

Narisite sliki mikroskopskih preparatov in opisite glavne lastnosti!

Barvni preparat po Gramu: Barvni preparat po Schaeffer-Fultonu:

KUMUIA TIL € worroeoseeoseseesoseesosesososoesoseesossesoe oottt
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KULTURA BAKTERIJ IV.

Za kulturo IV. dolocite lastnosti in rezultate vpisite v tabelo!

LASTNOSTI OPIS REZULTATOV

1. MORFOLOGIJA

o KOLONIJE:

e barva

e oblika

e 1ob

e CELICE:

e oblika

e formacija

o Gr+ /Gr-

SPOROGENOST

KATALAZA

GIBLJIVOST

ODNOS DO O

S IRl Il el O

FERMENTACIJA kislina plin

e olukoza

e Jlaktoza

7. PROTEOLIZA

DODATNI TEST:

Narisite sliki mikroskopskih preparatov in opisite glavne lastnosti!

Barvni preparat po Gramu: Barvni preparat po Schaeffer-Fultonu:

KUIULA TV, J ot ss s sasses
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KULTURA BAKTERIJ V.

Za kulturo V. dolocite lastnosti in rezultate vpisite v tabelo!

LASTNOSTI OPIS REZULTATOV

1. MORFOLOGIJA

o KOLONIJE:

e barva

e oblika

e 1ob

e CELICE:

e oblika

e formacija

o Gr+ /Gr-

SPOROGENOST

KATALAZA

GIBLJIVOST

ODNOS DO O

S IRl Il el O

FERMENTACIJA kislina plin

e olukoza

e Jlaktoza

7. PROTEOLIZA

DODATNI TEST:

Narisite sliki mikroskopskih preparatov in opisite glavne lastnosti!

Barvni preparat po Gramu: Barvni preparat po Schaeffer-Fultonu:

KUIULA V. € it sas st sassees
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KULTURA BAKTERIJ VI.

Za kulturo VI. dolocite lastnosti in rezultate vpisite v tabelo!

LASTNOSTI OPIS REZULTATOV

1. MORFOLOGIJA

o KOLONIJE:

e barva

e oblika

e 1ob

e CELICE:

e oblika

e formacija

o Gr+ /Gr-

SPOROGENOST

KATALAZA

GIBLJIVOST

ODNOS DO O

S IRl Il el O

FERMENTACIJA kislina plin

e olukoza

e Jlaktoza

7. PROTEOLIZA

DODATNI TEST:

Narisite sliki mikroskopskih preparatov in opisite glavne lastnosti!

Barvni preparat po Gramu: Barvni preparat po Schaeffer-Fultonu:

KUIULA VL JE ottt sssssss s s s sssens
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KULTURA BAKTERIJ VILI.

Za kulturo VII. dolocite lastnosti in rezultate vpisite v tabelo!

LASTNOSTI OPIS REZULTATOV

1. MORFOLOGIJA

o KOLONIJE:

e barva

e oblika

e 1ob

e CELICE:

e oblika

e formacija

o Gr+ /Gr-

SPOROGENOST

KATALAZA

GIBLJIVOST

ODNOS DO O

S IRl Il el O

FERMENTACIJA kislina plin

e olukoza

e Jlaktoza

7. PROTEOLIZA

DODATNI TEST:

Narisite sliki mikroskopskih preparatov in opisite glavne lastnosti!

Barvni preparat po Gramu: Barvni preparat po Schaeffer-Fultonu:

KUIULA VIL @ ettt sss s ssssssssssss s s sssssssssssssses
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KULTURA BAKTERIJ VIII.

Za kulturo VIII. dolocite lastnosti in rezultate vpisite v tabelo!

LASTNOSTI OPIS REZULTATOV

1. MORFOLOGIJA

o KOLONIJE:

e barva

e oblika

e 1ob

e CELICE:

e oblika

e formacija

o Gr+ /Gr-

SPOROGENOST

KATALAZA

GIBLJIVOST

ODNOS DO O

S IRl Il el O

FERMENTACIJA kislina plin

e olukoza

e Jlaktoza

7. PROTEOLIZA

DODATNI TEST:

Narisite sliki mikroskopskih preparatov in opisite glavne lastnosti!

Barvni preparat po Gramu: Barvni preparat po Schaeffer-Fultonu:

YA 1 BT
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TEKSTOVNO SLIKOVNI KLJUCI ZA
IDENTIFIKACIJO PLESNI

I. KLJUC

1.A. V kolonijah prevladujejo brstece celice, véasih psevdomicelij, pravega
vegetativnega micelija najveckrat N c..ovvceeeeeeercererecneeneenennennens KVASOVKE
1.B. Kolonije imajo mnogo vegetativnega micelija, konidiji ali druge spore se tvorijo v

ali na POSEbNIh CEHCAN «...cuuvmiiiciicc e g

2.A. Micelij je navadno brez sept ali pa jih ima le malo, nespolne spore se najveckrat
tvorijo endOgeno vV SPOTANGIU ..ceuvereencrmneereerereereneiseresenesensenns ZYGOMYCETES
2.B. Micelij je ponavadi enakomerno septiran, spolne ali nespolne spore se ne tvorijo v

SPOLANGIUNIU ¢.vovaerveerensensetsetsesessetsessetsesseaessessessetess s bbbttt b essessessessesscsessesnesnesnssnce 3

3.A. Nespolne spore se tvotijo na posebno oblikovanih celicah — konidiogene

CLICE et DEUTEROMYCETES
3.B. Spolne spote se tvotijo v askusih ali na bazidijih......cccoccevvenererninininennnns 4

4.A. Spote se tvorijo v askusih....c.eeecvecreeenerinerneerrenineeienne ASCOMYCETES

4.B. Sporte se tvorijo na bazidijih ....c.oceeceererereneineinereineienns BASIDIOMYCETES

II. KLJUC: ZYGOMYCETES
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1.A. Sporangiospore se tvotijo v cilindri¢cnem merosporangiju,
ki NimMa KOIUMELE ... Syncephalastrum
1.B. Sporangiospote se tvotijo v oblem ali hruskastem sporangiju,

Ki 1MA KOTIMIELO .ttt ettt ettt s et a et es et e se st e s et eresae st sransene 2

2.A. Sporangiji in sporangiofoti so temno obarvani, sporangiofoti so

vecinoma nerazvejani in pogosto v skupinah, spore so pogosto z

12zbrazdano POVISINO. ......iuuiicieciieiiircie e Rbizopus
2.B. Sporangiji in sporangiospore niso pigmentirani ali pa so svetlo obatvani,

sporangiofori so pogosto razvejani, spore imajo gladko povtsino ... 3

3.A. Sporangiji so hruskaste oblike in imajo povprecen
premer 0d 10 do 40 M ceuuceeuceieeeieeieeie et nee Absida
3.B. Sporangiji so okrogle oblike in imajo povprecen

premert Vel Od 40 UM et saenes Mucor

I11. KL.JUC: DEUTEROMYCETES

1.A. Konidiji se tvotijo v pikaidijih....ceeeeeeeeeereerierireierirerineiserseeeeeesieneseenenes Phoma
1.B. Konidiji se ne tvotijo v piknidijih, ampak na hifi, konidioforu

all drugih CElCAN. ... g

2.A. Konidiji se tvotijo v posebnih konidiogenih celicah: fialide,

anelide, ali zaobljeni deli konidiofora, v verizicah ali v obliki glavic...........c........ 3
2.B. Konidiji se ne tvorijo v posebnih konidiogenih celicah.........ccccccuvviviininaces 14
3.A. Konidiji $0 NaNizani v ve fiZICC...c.uumummmrmririierieeieriseineieniesiseesessesisessessesensens 4
3.B. Konidiji so v v skupinah, v obliki glavic........cecveueireunererriinirerrerenneineiennnns 10

4.A. Konidiji so ve¢inoma dvoceli¢ni, kolonije so roznato

ODALVANIC c.vveeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeeaeeeeeseseneaeeeseneseneneneneneseneneasaeneneneaenenes Trichothecium
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4.B. Konidiji so vedno enoceli¢ni, kolonije so razli¢cno

ODAIVAIIC vttt ee e et et eteeeseaeseateseseeeteseseatssesesesateseseneasaseseneasesesentasesesenessanas 5

5.A. Kolonije so majhne in rdece tjavo obarvane. Konidiji se tvotijo
na fertilni hifi tako, da se odcepijo v skupinah po Stifi.......cccccuviveivciviiniincincnanes Wallenia

5.B. Kolonije so normalno rastoce, konidiji se ne tvotijo z odcepitvijo

N2 Fertilng RIfT oo 6
6.A. Konidiofor iMa apeks ... Aspergillus
6.B. Konidiofor nima apeksa......c.oueevieeenererierneineienesiseiseseniesiessesessesessesessenens i

7.A. Konidiogene celice so anelide, konidiji imajo na eni strani
z0a¢IN0o 0dsekano KONICO ... Scopulariopsis
7.B. Konidiogene celice so fialide, konidiji nimajo odsekane

ROMICE vttt ettt ettt st et s s et et et ete st ese s esesensesessesesseressenesseneans 8

8.A. Kolonije so temno sive do ¢rne barve, fialide so jajéaste oblike,
KONIdiji SO EINKAST ..ucvuvieiiiiiiiici e Memnoniella
8.B. Kolonije niso temno sive do ¢rne barve, fialide imajo obliko

PLOSKE SEEKIENICE cvuvvvureririeiicieiie ittt 9

9.A. Kolonije so rumene do fjave batve, fialide imajo dolg vrat................... Pacecilomyces
9.B. Kolonije so pogosto zelenkaste (véasih belkaste), fialide

IMAJO KEALEK VEAL torveeieciriiriiiciciect ittt Pentcillinm

10.A. Fialide so dolge, imajo obliko $ila, polifialid fii......c.ecerveereerererererenene. Acremoninm
10.B. Fialide so ve¢ ali manj v obliki ploskih steklenic in / ali
imajo polifialide, ali pa flalid N ...cceveceereiireicerreeceee e 11

11.A. Kolonije so ponavadi zelenkaste (Rast na svetlobi)........c..ccccveeuneuunnces Trichoderma

11.B. Kolonije so belkaste, rumene, vijoli¢ne, roznate, tjave
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AL CENKASTC oottt sttt et et s s et st e s se e st et esesestasesesensssesenessssesenessne 12

12.A. Kolonije so belkaste, rumeno roznate, vijoli¢ne, vcasih tudi
zelenkaste, veccelicni konidiji imajo znacilno obliko banane ........ccceecevecunee. Fusarium

12.B. Kolonije so ¢tne, veasih roznate, septiranih konidijev fi.e..eeeeeeeecenerneeneen. 13

13.A. Posamezne fialide na redkih, posameznih neizrazitih
KOMIAIOTOTTR .. Phialophora
13.B. Fialide, ki so sirSe na vrhu rastejo v gostih skupinah na

dolgih nespetiranih ali septiranih konidioforih .....c.cccvvecerincncivircinireenen. Starchbotrys

14.A. Zelo hitro rastoce kolonije (v nekaj dneh prerastejo petrijevko),

roznato oranzne barve z redko in neizrazito volneno struktuto........c.vceene... Chrysonillia
14.B. Kolonije niso t0ZNato Oranzne batve .......cccccnceneeeeernerneeneeesserensesseneene 15
15.A. Konidiji SO €N0CEHCA w.uvuuvurerrerririerieirerireeisesisesisesseseseseene s sesensenes 16
15.B. Konidiji SO VECCEHEN vuuvvrvmreiieircireireieiecieeiseiseiesieeisese st ssesese e ssenes 18

16.A. 1zraziti septirani konidiofori, nesimetri¢no razvejani in na
koncih v $opih tvotijo elipsoidne konidije.....cooueuevemerrevcireccrrenieeneieneiecrreenneees Botrytis

16.B. Konidiofoti razvejani z neZ00 StUKLULO...c..ceeeeecereeereenenseineierienenseneeeene 17

17.A. Konidiji so brezbarvni do krem bele barve, imajo gladko
steno in bolj ali manj cilindri¢no obliko artrokonidijev.........cccveuviucuniicunnen. Geotrichum

17.B. Na razvejanih delih konidiofora se tvorijo artrokonidiji, ki

so po obliki podobni brste¢im kvasnim celicam.......c.ocueveeeereerenceeeinenene. Cladosporinm
18.A. Konidiji imajo vedinoma le pre€ne SEPte.....c.mrrneurerererseeeneerersenan. Culvularia
18.B. Zreli konidiji imajo preéne in podolzne Septe.......murnrneererereereereerernennn. Alternaria
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IV. KLJUC: ASCOMYCETES

1.A. Askokarpi so na jasno loceni zracni hifi......ooceevecneercrnincnineersincineenen. Monascus

1.B. Askokarpi niso na posebej loc¢eni zracni hifi.......ccccevvvvvcivcincinincincinnin, |

.....

askusi imajo 2 askospori v obliki luninega Krajea .....c.cveeeevcerecurecrrecreinereenennnnens Xeromyces
2.B. Kolonije rastejo hitreje, askusi vsebujejo ponavadi 8 askospor...........c........ 3
3.A. Askokarpi (periteciji) so prektiti s hifami......coevenererreneeneccrersenenennn. Chacetominm

3.B. Askokarpi (kleistoteciji ali nepokriti askusi) niso prekriti s hifami

askusi so oble ali kroglaste ODLKE........c.cwvvuierrieseieeieireieceeisee e 4
4.A. Askokarpi so brez posebne Stene.........ourecineineeneiireineinciseiseieniens Byssochlanys
4.B. Askokarpi imajo poSEbNO OVOJICO ..uuvueeieierreereiieieierierinsese e seesasesensenanes 5

V. FOTOGRAFIJE NATIVNIH
MIKROSKOPSKIH PREPARATOV

Nativni mikroskopski preparati plesni slikani pod svetlobnim mikroskopom pri 400-
kratni povecavi. Druge povecave so navedene ob slikah.
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OSNOVNI PRINCIPI

IDENTIFIKACIJE PLESNI,

IN BAKTERIJ V ZIVILIH

KVASOVK

l. 2: Acremonium

SL. 5: Aspergillus

SL. 6: Aspergillus

SL 8: Chaetominm (100x)

SL. 9: Chaetominm (600x)
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OSNOVNI PRINCIPI IDENTIFIKACIJE PLESNI,

IN BAKTERIJ V ZIVILIH

KVASOVK

SL. 10: Chrysonilia - SL 11: Cladosporinm_

Sl. 3 Fusarinm

SL 16: Mucor (100x) SL17: Mucor

SL. 14: Fusarium (600x)

SI. 12: Curvularia

SL. 15: Geotrichum

-,

S118: Penicillinm
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OSNOVNI PRINCIPI IDENTIFIKACIJE PLESNI, KVASOVK
IN BAKTERIJ V ZIVILIH

: Pentcillinm Sl 20: Pboma (lOOX)

LN i oy
Sl. 26: Tmbodemm SL. 27: Trichothecium

SL. 25: Scopulariopsis (600x)
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OSNOVNI PRINCIPI IDENTIFIKACIJE PLESNI, KVASOVK
IN BAKTERIJ V ZIVILIH
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