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Opdracht BO

	Cluster: Aanvullende diagnostiek

	Leeractiviteit: Laboratorium diagnostiek, bacteriologisch onderzoek

	Opdrachtnaam/code: aflezen van ingezette BO platen


Bekijk de platen die je zelf geënt hebt en in de broedstoof gezet hebt;
Beantwoord de volgende vragen en maak er notitie van:

1. Is er groei op jouw plaat?
…………………………………………………………………………………………………………………...
…………………………………………………………………………………………………………………...
…………………………………………………………………………………………………………………...
2. Zo ja, hoeveel kolonies tel je?

…………………………………………………………………………………………………………………...
…………………………………………………………………………………………………………………...
…………………………………………………………………………………………………………………...
3. Is er sprake van een rein of een mengcultuur?

…………………………………………………………………………………………………………………...
…………………………………………………………………………………………………………………...
…………………………………………………………………………………………………………………...
4. Had je deze uitkomst verwacht?

…………………………………………………………………………………………………………………...
…………………………………………………………………………………………………………………...
…………………………………………………………………………………………………………………...
5. Zo nee, meer of minder groei?

…………………………………………………………………………………………………………………...
…………………………………………………………………………………………………………………...
…………………………………………………………………………………………………………………...
6. Vergelijk de platen met elkaar. Is er overeenkomst tussen de kolonies en de bemonsterde objecten? ( vergelijk brillen , telefoons , geld ed met elkaar)

…………………………………………………………………………………………………………………...
…………………………………………………………………………………………………………………...
…………………………………………………………………………………………………………………...
7. Kun je iets zeggen over de verhouding van het aantal kolonies tot  het risico van ziek worden ( pathogeniteit)?

…………………………………………………………………………………………………………………...
…………………………………………………………………………………………………………………...
…………………………………………………………………………………………………………………...
Zie ook verdere bladzijden als hulp bij de beoordeling:
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Cultuur

de voedingsbodem of bouillon begroeid met
bacterin, schimmel of gisten

Kolonie

de zichtbare groei van bacterién op de voe-
dingsbodem, meestal 1-2 mm @ groot

Reincultuur

kolonie

voedingsbodem begroeid met één soort.

Mengcultuur

soorten kolonies

yoedingsbodem begroeid met verschillende
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1. Goed uitgegnt?

De eerste belangrijke vraag is of het monster
goed uitgeént is. Indien het monster goed uit=
geént is, ziet u in het verloop van de entstreep,
lostiggende kolonies.

Indien het monster niet goed uitgegnt is, ziet u
alleen groei op de eerste fractie en geen losli
gende kolonies. De plaat is niet te beoordelen

fndien de meeste kolonies niet duidelik lostig-
gend zin viaar te nemen,
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Hebben alle kolonies dezelfde morfologie (waar-
bij de losliggende kolonies beoordeeld worden)?
Indien alle kolonies dezelfde morfologie hebben,
dan heeft u een reincultuur.

Indien morfologische verschillen herkenbaar zijn,
heeft u een mengcultuur en de verschillende
bacterién moeten reingekveekt worden. Hiervoor
een losliggende kolonie met een uitgegloeide en
afgekoelde tse aanraken en een nieuwe schapen-
bloedagar op dezelfde manier als in afbeelding 1
beénten.

3. Documentatie

De hoeveelheid en de morfologie van de verschil-

lende kolonies op de verschillende platen worden

beschreven en gedocumenteerd (zie afb. 2).
 De grootte van de individuele kolonies is afhan-
ielijk van de incubatieduur en ~temperatuur, de

voedingsbodem en de koloniedichtheid.

4. Reinkweken

Fen kolonie van elke morfologisch verschillende
kolonievorm wordt op een mieuwe niet-selectieve
voedingsbodem (=schapenbloedagar) uitgestre-
ken (zie afb. 1).

0p alle platen moet en duidelijk monsternummer,
et nummer van de gefsoleerde bacterién en de
datum genoteerd worden. De beénte platen wor-
den 24 uur bij 37°C geincubeerd.



[image: image4.jpg]@ Fase 3: Identificatie van de
bacterién in reinkweek

Voo de identifiatie van bacterién moeten alle
gegevens (orfologie van de folries, beld van
S Gram-Kleuring, biochemische testresultaten en
Tesutaten van commercile testen etc.) samen
beoordeeld worden.

Beoordeling van de reincultuur

s de keek rein?

De cerste belangrijke viaag is of de bacteriEn
goed itgeént Zi. Indien de bacterién goed
itgeént zijn zie je in de loop van de entstreep
losliggende kolonies.

Hiebben ale kolonies dezelfde morfologie (waar-
i de loslggende kolories beoordeeld worden)?
Indien alle kolonies dezelfde morfologie hebben
dan heeft u een reincultuur.

Tndien morfologische verschillen herkenbsar zijn
heaft u een mengcultuur en de verschillende
bacterién moeten reingekweekt worden. Hiervoor
een losliggende kolonie met een uitgegloeide en
Sfgekoelde Bse aanraken en een mieuwe schapen-
bloedagar op dezelfde manier als in afbeelding 1
benten.

Gram-kleuring van bacterién

Bacterién worden in het algemeen in Gram-posi-
Heve en Gram-negatieve bacterién ingedeeld. Dit
5 gebaseerd op het verschilin het cetmembraan
van de bacteri
Verder levert de Gram-Kleuring nog verdere mor-
fologische eigenschappen van de bacterie.

Voorschrift Gram-kleuring

« Voor een direct uitstrijkpreparaat van de melk
wordt een druppel melk op het objectglas met
een bse verdeeld.

« Yoor een preparaat van reingekeekte bacte-
‘ién wordt een druppel fysiologisch zout
{0.9%) op het objectalas gebracht. Dan vordt
‘et een Bse een kolonie (of gedeelte daarvan)
van de plaat genomen en langzaam met het
fysiologisch zout gemengd.

« Goed an de lucht laten drogen. Preparaat
dient helemaal droog te zin.

« Fixeren doot het glaasie driemaal “snijdend”

door de viam te halen.

Laten affcelen

‘+ Keuring (indien cen commerciéle kit wordt ge-
‘ruikt, dan voorschiift van de fabrikant vol-

gen):
.50 sconden Heen et Gran 1 (Gan's
Yarbolgentiaanvilet), afspoelen met Lugol

A

. 60 seconden Kleuren met Lugol (Gra's ugol-
oplossing), afgieten

. ontkleuren met 95¢% alcofol (spoelen in eet
bakde alcohol), daarbij zwenken: 45 secon
den bij een cultuuritstrje en 60 seconden
1 cen direct itstrikje (20 lang omdat 109
Weurstof vrijkom), afspoelen met Leidingva-
ter

4. 30 seconden nakleuren met Gram 3 (Gam's
Karbolfuchineoplossing), afspoelen met vater-

Gram-positieve micro-organismen behouden het
crystal violet:fodine complex en Kleuren paars.
blauw; Gram-negatieve bacterién behouden het
crystal violet-odine complex niet en worden
door de tegenkleuring rozerood.
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Figuur 3: Gram-Kleuring is de belangrjste eactie voor de
identificatie van mustitsvenvekters
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Beoordeling van Gram-gekleurde
preparaten

1. uitstrijkpreparaat direct van de melk

* grootte

* vorm

« Keur

« positie ten opzichte van elkaar
(b Staphylococcus spp. = stapel/groepies
Streptococcus spp. = keten)

« positie ten oprichte van cellen

« hoeveelheid

2. preparaat van reingekwekte bacterién
* grootte

< vorm.

o leur
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- staafjes

+ staafjes + cocci

Coliforme bacterién (0xdsse )
(€. coli, Enterobacter sp.,
Klebsiella sp., Serratia sp., €2.)

Coryneforme bacterién
Listeria sp., €2-

Katalase Pseudomonas sp. (0sidase +)
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Figuur 3: Gram-kleuring is de belangrijkste reactie voor de
identificatie van mastitisverwekkers.





Video gram kleuring:
http://www.youtube.com/watch?v=a4LD8VznRbw
