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1. MUNKAVÉDELMI RENDSZABÁLYOK

A gyakorlatok során patogén mikroorganizmusokkal nem dolgozunk, a mikrobiológiai munka minden fázisa azonban egészségkárosodási lehetőséget rejt magában. Ezzel a ténnyel szembe kell néznünk itt ugyanúgy, mint a kémiai vagy fizikai laboratóriumban. Mint ahogyan nincsen ártalmatlan vegyszer, ugyanúgy nincsen százszázalékosan ártalmatlan mikroorganizmus sem. Még az éléskamrákban mindenütt megtalálható penészek és élesztők is okozhatnak súlyos betegséget közvetve vagy közvetlenül. Közvetve az élelmiszerekbe juttatott toxinjaikkal, közvetlenül pedig a belső szervek megfertőzése útján. Ha kellő gondossággal járunk el, a veszély zéróra csökkenthető. Mint ahogyan józan embernek nem jutna eszébe kémiai laboratóriumban kóstolgatással "analizálni" vegyszereket, ugyanúgy elképzelhetetlen mikrobiológiai laboratóriumban, hogy munka közben fogyasszuk el tízórainkat. Az alábbi szabályok merev betartásával kizárhatjuk a veszélyforrásokat magunk és társaink számára.

1. Kezeljünk minden tenyészetet veszélyesként. A foglalkozások alatt viseljünk védőköpenyt, lehetőség szerint védőszemüveget.

2. Ha mikroorganizmusokat tartalmazó folyadék vagy táptalaj érintkezésbe kerül berendezéssel vagy testfelülettel (az edény összetörik vagy feldől), azonnal informáljuk a gyakorlatvezetőt. Fertőtlenítsük a szennyezett felületet és az edényt, vagy annak maradványait fertőtlenítő oldattal (pl. hypós oldattal, vagy neomagnollal). Ha az oldat a szánkba jut (pl. pipettázásnál) ne nyeljük le, hanem köpjük ki, és azonnal végezzük el a szájüreg fertőtlenítését, többszöri öblítéssel. Vágott seb esetén hagyjuk azt kivérezni.  Semmi esetre se szívjuk ki, fertőtlenítsük a seb környékét, és lássuk el megfelelő, nem légmentesen záró kötéssel.

3. Ügyeljünk arra, hogy a tenyészeteket mindig megfelelő módon lezárt edényekben tároljuk.

4. Bármilyen átoltásnál ügyeljünk a következőkre:

a) huzatban ne oltsunk, 

b) az oltótűt, mielőtt letennénk kezünkből, izzítással fertőtlenítsük. 

5. Ha nagyobb mikroorganizmus csomó vagy agar darabka marad az oltókacson, azt előbb azt a láng szélénél óvatosan szárítsuk ki, hogy elkerüljük az anyag hirtelen felhevülése következtében létrejövő fröcskölést, a sterilezett oltótűt ne tegyük még egy pillanatra se az asztalra, hanem tegyük vissza azonnal az állványba, nyélrésszel lefelé.

6. Tilos a lefolyóba élő mikrobákat tartalmazó folyadékot önteni.

7. Valamennyi tenyészetet kiértékelés után azonnal sterilezzük autoklávozással (121°C, 30 perc) vagy formalin-etanol-oldattal (A vizes oldat legyen formalinra 3%-os, etanolra 70%-os), vagy hypoklorit oldattal. Az oldattal a tenyészetet tartalmazó edényt töltsük tele. Tárgylemezeket, szélesztőbotot, egyéb tárgyakat használat után tegyünk azonnal fertőtlenítő oldatot tartalmazó edénybe úgy, hogy az oldat azokat teljesen ellepje.

8. Mosogatni csak sterilezett edényeket és eszközöket szabad.

9. Ne öntsünk folyékony agart tartalmazó oldatot a lefolyóba. Hagyjuk megdermedni, azután távolítsuk el.
10. A munka végeztével töröljük le az asztalt fertőtlenítő oldattal, és mossunk kezet fertőtlenítő szerrel (Sterogenol 1 %-os oldata). A Sterogenol szappannal együtt alkalmazva hatását veszti!
11. Steril fülkét, szobát UV-fénnyel sterilezünk. Ezzel sterilezzük a laboratórium levegőjét is, ha mód van rá, a munka befejeztével. Az UV-fény súlyos szem- és bőrgyulladást, égési sebeket ("leégés") okozhat. Ehhez nem szükséges a germicidlámpába nézni, az UV-fény visszaverődik a falakról, edényekről stb. is, és a hatás ugyanaz. Kisméretű, zárt helyiségben a képződő ózon megtámadhatja a tüdőt. Ilyen munkáknál ezért vagy előzetesen sterilezünk (ez a legbiztosabb), vagy védőszemüveget használunk. Utóbbival az a probléma, hogy a megfelelően védő szemüveg nagyon sötét, igen erős megvilágítás szükséges ahhoz, hogy a szemüvegen keresztül lássunk is. Kis helyiségnél mindkét esetben steril szellőzésről kell gondoskodni (pl. membránszűrős levegő beszívatással).

A fizikai és kémiai laboratóriumokra vonatkozó óvórendszabályok itt is érvényesek.

A főbb szabályokat megismételjük:

1. Műszerek, elektromos készülékek bekapcsolása előtt győződjünk meg róla, hogy földelve vannak-e. Csak földelt készüléket szabad használni. 

2. Elektromos készülékhez nyúlni beavatkozás céljából (műszerizzó-csere, biztosítékcsere stb.) csak úgy lehet, ha megszüntettünk minden kapcsolatot a hálózattal. (Nem elég a készüléket kikapcsolni, a dugaszt is ki kell húzni az aljzatból.) 

3. A készüléket minden rendellenes jelenség (túlzott melegedés, égett szag, zaj stb.) esetén azonnal kapcsoljuk ki, és szüntessük meg kapcsolatát a hálózattal. A javítást csak szakember végezheti el.

4. Mérgező, maró gőzöket képző anyagok kezelésénél az előírt gondossággal járjunk el. (Műveletek velük csak elszívóberendezéssel ellátott vegyifülkében végezhetők.)

5. Tűzveszélyes oldószerek használata során tilos minden nyílt láng, de ez nem elég.

Gondoljunk ugyanis arra, hogy egy villanykapcsoló felkapcsolása vagy műanyag ruházati cikk is létesíthet robbanást okozó szikrát, ezért meg kell akadályozni erőteljes szellőztetéssel az oldószergőzök feldúsulását a levegőben. Az ilyen oldószereket légmentesen lezárva szabad csak tárolni.

6. Savakat, lúgokat, egyéb mérgező és maró anyagokat csak savszemüveg viselése mellett szabad önteni, melegíteni vagy kezelni.

7. Porított vegyszerekkel végzett műveletek során szükség esetén viseljünk porálarcot.

8. A laboratóriumi munkák során viseljünk védőruházatot. Legjobban bevált a fehér, erős pamutvászonból készített megfelelő hosszúságú köpeny. A védőruházatnak nem csupán ruházatot védő szerepe van, hanem erős nedvszívó képessége miatt felszívja a ráömlött vagy fröccsent anyagokat, és ezzel megakadályozza azoknak a bőrrel való közvetlen érintkezését. Műszálból készült köpenyek védőruhának nem alkalmasak. Rendszerint nem sterilezhetők, nem nedvszívóak, számos vegyszer (sav, lúg stb.) oldja őket, tehát gyakorlatilag nem védenek, könnyen lángra lobbannak és sztatikusan fel töltődnek elektromossággal (szikraképzés).

A mikrobiológiai laboratóriumnak állandó vagy időszakos szellőztetési lehetőséggel kell rendelkeznie. A laboratórium levegőjét a mikroszervezetek feldúsulásának megakadályozása céljából időnként cserélni kell. 
A mikrobiológiai munkák befejeztével fertőtlenítő oldatos kézmosást kell végezni. 

A laboratórium vezetőjének a munkák megkezdődése előtt fel kell mérnie a laboratóriumban folyó munkák során használt eszközök, anyagok, műveleti módszerek következtében előállható baleseteket, gondoskodnia kell a megelőzéshez szükséges eszközök és anyagok beszerzéséről, olyan munkamódszerek alkalmazásáról, amelyek megakadályozzák a balesetek bekövetkezését. Gondoskodnia kell arról is, hogy az elővigyázatossági rendszabályok maximális betartása ellenére bekövetkező balesetek esetén az elsősegélynyújtáshoz szükséges eszközök és anyagok rendelkezésre álljanak.

A laboratórium vezetője felelős azért, hogy a balesetet szenvedett elsősegélynyújtás után orvosi kezelésben részesüljön. A laboratórium vezetőjének feladatai közé tartozik, hogy a munkahelyen dolgozókat kioktassa a balesetek megelőzésére és az elsősegélynyújtás módozataira. Felelős a "rendszabályok" állandó és következetes betartásáért is. A munkavédelmi eszközöket és az elsősegélynyújtáshoz szükséges eszközöket és anyagokat használatra alkalmas állapotban, jól látható helyen kell tárolni, és mellettük írásos használati utasításnak kell lennie. A mikrobiológiai laboratóriumban rendelkezésre álló munkavédelmi eszközöket és elsősegélynyújtó anyagokat az 1. táblázat foglalja össze.

	Elsősegélynyújtó-szer
	Alkalmazás
	Megjegyzés

	Ecetsav 5%

Na-hidrokarbonát 5%

Na-tioszulfát-oldat 2%

Na-hiposzulfit-oldat 5%

Jódtinktúra

K-permanganát oldat 2%

Panthenol spray, hidegvíz 

Ricinusolaj

70% Etanol 

Aktív szén

Mg-oxid

Glicerin-magnézia kenőcs

Nescafé

Tejpor+víz


	Lúgok semlegesítésére

Savak semlegesítésére

Halogének semlegesítésére

Krómvegyületek ellen

Bőr fertőtlenítésére

Hánytató

Égési és sav marta sebekre

Hashajtó

Bőr lemosására

Gyomormosáshoz

Gyomormosáshoz

Fluor, fluorvegyületek

Alkoholok ellen

Ólom és ólomvegyületek, halogének, réz, rézvegyületek, fenol


	Külsőleg és belsőleg

Külsőleg

Egyes vegyszerek eltávolítására, fertőtlenítésre

E kettőt rendszerint együtt használják

Külsőleg, semlegesítés után




Fentiekkel nem elrettenteni kívántunk, csupán szerettük volna a kötelező óvatosság fontosságát hangsúlyozni és rámutatni azokra a veszélyforrásokra, amelyek a megfelelő elővigyázattal ártalmatlanok. Fontosnak tartjuk ezt azért is, mert az iparban, a kutatóhelyeken és hasonló jellegű intézményeknél a munkavédelmi szabályok ugyanúgy érvényesek, és a felsőoktatási tanulmányokat végzőknek nem csupán saját érdekükben, hanem későbbi munkájuk felelős végzése érdekében is meg kell ismerni őket.

Figyelem! Munka közben az alábbi körülményeket azonnal hozzuk a laboratórium vezetőjének tudomására:

1. Minden sérülést.

2. Minden vegyszernek vagy tenyészetnek a bőrfelülettel történő véletlen érintkezését.

3. Minden vegyszer, tenyészet, oldat, szuszpenzió vagy anyag kiömlését.

4. Minden törést.

5. Minden, a közérzetben bekövetkező változást (fejfájás, szívdobogás, hányinger stb.).

6. Elektromos és egyéb készülékek minden rendellenes működését.

2. A MIKROORGANIZMUSOK TENYÉSZTÉSE

A mikroorganizmusok tenyésztésére szolgáló táptalajok

A mikroorganizmusok tenyésztése és legtöbbször azok vizsgálata is táptalajokon történik. Ezek a táptalajok tartalmazzák felvehető állapotban azokat az anyagokat, amelyekre a mikroorganizmusoknak szükségük van, és biztosítják a közegtől megkívánt fizikai-kémiai körülményeket is.

A táptalajokat csoportosíthatjuk összetevők és halmazállapot szerint.

A táptalajok szükséges összetevői

A táptalajoknak tartalmazniuk kell mindazokat az anyagokat, amelyekre a mikroorganizmusoknak életfolyamataikhoz szükségük van és amelyeket (egyes esetekben) a mikroorganizmusok maguk szintetizálni nem képesek.

Feltétlenül szükséges összetevők:

- A víz. Egyetemes oldószer és az élő szervezet komponense. A mikroorganizmusok számára egyúttal környezeti feltétel is.

- Az energiaforrások. Ezek redukált, energiatarta1mú vegyületek (szervetlen vagy szerves) a redoxi energiafelszabadító folyamatok számára.

- A nitrogénforrások. Az élő anyag bioszintézise számára szükséges, az igénytől függően szervetlen vagy szerves nitrogénvegyületek.

- A szénforrások. Az élő anyag bioszintézise számára szükséges szénvegyületek. Skálájuk a szén-dioxidtól a bonyolult szerves vegyületekig terjedhet.

- Az ásványi anyagok. Különböző szervetlen vegyületek, amelyek a bioszintézis számára szükséges elemeket szolgáltatják és elsősorban az enzimek zavartalan működését biztosítják.

Feltételesen szükséges összetevők:

- A vitaminok. 

- A különböző prekurzorok. 

- Szervetlen és szerves hidrogénakceptorok. 

Megjegyezzük, hogy esetenként egy-egy, a táptalajhoz adagolt komponens a felsoroltak közül egyszerre több komponens szerepét is betöltheti (pl. a glükóz szerepelhet energia és szénforrásként egyaránt). Aerob viszonyok között tartott tenyészetek táptalajához a levegőben levő, adott esetben funkciót betöltő gázokat (CO2, N2, O2) a táptalaj komponenseinek tekinthetjük.

A táptalajok csoportosítása összetétel szerint

Táptalaj lehet komplett és szelektív, lehet szintetikus és természetes.

Tehát a táptalajokat a vizsgálat céljának megfelelően felhasznált anyag jellege szerint is megkülönböztetjük.

A táptalajok csoportosítása összetevőik alapján:

~ A szintetikus táptalajok. A szintetikus táptalajok minden összetevőjét kvalitatíve és kvantitatíve ismerjük. Ilyenek például az analitikus mikrobiológia céljára készült táptalajok.

~ A félszintetikus táptalajok. A félszintetikus táptalajok összetevőinek egy része olyan természetes szerves anyag, amelynek pontos összetételét vagy nem ismerjük pontosan, vagy pedig az ismert összetevők mennyiségi aránya változó. Ilyen táptalaj például a tápagar. 

~ A természetes táptalajok. A természetes táptalajok olyan természetes szerves anyagok, amelyek pontos kémiai összetételét az adott esetekben nem ismerjük. Ilyen táptalajok például a vér-agar, húsleves, stb.

A táptalajok csoportosítása halmazállapotuk szerint:

~ A folyékony táptalajok. A folyékony táptalajok a tápanyagokat szuszpenzióban, valódi vagy kolloid oldatban tartalmazzák.

A levesek természetes anyagokat tartalmazó folyékony, félszintetikus táptalajok, a tápoldatok pedig ismert összetevőjű folyékony szintetikus táptalajok.

~ A szilárd táptalajok. A szilárd táptalajok tápanyagtartalmú géllemezek és természetes szilárd anyagok. Ezek a táptalajok szilárd anyagból vagy folyékony táptalajokból, szilárdítóanyagok hozzáadásával készülnek.

A szilárd táptalaj felhasználási módja szerint kémcsőben lehet magas vagy ferde táptalaj, Petri-csészében pedig lemeztáptalaj. A szilárd vagy szilárdít ott táptalaj Erlenmeyer-lombikban lehet magas, ferde és lemeztáptalaj.
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1. ábra Táptalajok típusai

A ferdén megszilárdult táptalajok levegővel érintkező felülete nagyobb, mint a magas táptalajoké.

~ A kombinált táptalajok. A kombinált táptalaj olyan szilárd, ferde táptalaj, amely folyékony táptalajt is tartalmaz. A kombinált táptalaj esetében a folyékony, steril táptalajt a már megszilárdult, steril ferde táptalajhoz adják hozzá steril körülmények között.

A szilárd táptalajok nagy jelentőségűek a mikroorganizmusok vizsgálatában. A szilárd táptalajra került mikroorganizmusok a helyükről elmozdulni nem tudnak, elszaporodva is együtt maradnak, és a mikroorganizmusra jellemző telepet (kolóniát) alkotnak. Tiszta tenyészetek gyors és egyszerű készítését, mikroorganizmusok közvetett számlálását a szilárd táptalajok teszik lehetővé.

A táptalajok szilárdítására használt anyagok

A táptalajok szilárdítására a mikrobiológiai gyakorlat jó néhány anyagot ismer, ezek közül azonban csupán néhány felel meg a mindennapi gyakorlatban, a többi speciális célokat szolgál (pl. szérum, tojásfehérje stb.).

1. A zselatin

A zselatint ROBERT KOCH vezette be a mikrobiológiai gyakorlatba. Az elsőnek használt szilárdító anyag volt. Régebben univerzálisan alkalmazták, ma azonban ritkábban használjuk. Ha mégis sor kerül használatára, akkor elsősorban mikroorganizmusok meghatározásánál. Mint szilárdító anyagnak hátránya alacsony olvadáspontja (35ºC) és az a körülmény, hogy számos mikroorganizmus bontani képes. A zselatin 10-12%-os koncentrációban ad szilárd lemezt.

-A zselatint főleg csontból készítik, első lépésként azonban a zsírt és ásványi anyagokat, elsősorban foszfátokat el kell távolítani. Régebben a zsírok eltávolítása forró benzollal történt, ma hideg eljárással, vízzel. A zsírtalan csontot híg savakkal demineralizálják, és visszamarad az osszein. A zselatint magát az osszeinből vonják ki. Bőröket és más állati termékeket is használhatnak az osszeinhez hasonlóan zselatin készítésére. A zselatint savas vagy szerves kezeléssel szabadítják fel azután a nyersanyagból. A kivonás hőkezeléssel történik, és a kapott híg zselatinoldatot tisztítják és beszárítják.

2. Az agar-agar

Az agar-agar, vagy egyszerűbben agar, gélképző poliszacharid, amelyet tengeri algákból vonnak ki forró vízzel.

Azokat a vörös algákat, amelyek agart tartalmaznak, agarofitáknak nevezik.

Az agar két poliszacharid keveréke. Az egyik az agaróz (kb. 70%), a másik az agaropektin (kb. 30%). Az agaróz főleg o-galaktózból és 3,6-anhidro-L-galaktózból áll, csekély mennyiségű L-galaktózzal együtt. Az agar 1-3 és 1-4 kapcsolódású polimer. Az agar nagyfokú érzékenysége a savas hidrolízis iránta könnyen hasadó 3,6-anhidro-L-galaktozid-kötésnek köszönhető. Az agaropektin fő alkotórésze o-galaktóz és 3,6-anhidro-L-galaktóz, nagy mennyiségű szulfátionnal fél észterkötésben.

Azokat a vörösmoszatokat, amelyek az agart szolgáltatják, a világ számos országában aratják agargyártási célokból (Gelidium, Pterocladia, Acanthopeltis, Ceramium stb. fajok).

Standard finomított agar nagy előnye, hogy kb. 38 ºC-on dermed, olvadás pontja azonban a víz forráspontjához közel, 98 ºC körül van. Ezért az olvasztott és lehűtött, még folyékony agarban mikroorganizmus-szuszpenziók készíthetők lemezöntetéses szélesztés céljára, a már megdermedt táptalaj azonban magasabb hőmérsékleten is inkubálható, mert olvadáspontja dermedéspontjánál sokkal magasabb. Ezért elsőrendű minőségi követelmény az agarral szemben, hogy a megfelelő szilárdságú gélt adó koncentrációt tartalmazó olvasztott táptalaj 40-45 ºC-on még hígan folyó legyen.

A táptalajokat felhasználási céljuk szerint is megkülönböztethetjük és csoportosíthatjuk.

1. Az alaptáptalajok. Az alaptáptalajok olyan táptalajok, amelyek összetételük alapján általánosan használhatóak. Tartalmazzák mindazokat az anyagokat, amelyek lehetővé teszik, hogy a legtöbb mikroorganizmus jól növekedjen rajtuk. Speciális anyagokat nem tartalmaznak, de gyakran szolgálnak alapul más, szűkebb körű felhasználásra alkalmas táptalajok készítéséhez. Ilyenek például a baktériumok számára régebben általánosan használt bouillon vagy a bouillon jelenlegi, korszerű változatai, a táplevesek, tápagarok és tápzselatinok. Gombák számára a malátatáptalajok tekinthetők ilyennek.

2. A szelektív táptalajok. A szelektív táptalajok olyan táptalajok, amelyek egyes mikroorganizmusok vagy mikroorganizmus-csoportok növekedését másokéhoz viszonyítva lassítják vagy azt teljesen megakadályozzák. Ezt a hatást el lehet érni speciális inhibítorok (festékek, antibiotikumok) alkalmazásával, az összetevő anyagok mennyiségi viszonyainak megváltoztatásával, a fiziko-kémiai körülmények módosításával. Tartalmazhatnak olyan anyagokat is, amelyek egyes mikroorganizmusok gyors növekedését és szaporodását elősegítik: szekunder dúsítás, és Így a többi számszerűen visszaszorul. Rendszerint az elektív táptalajok segítségével az élőhelyükről kiemelt nagyobb mikroorganizmus-csoportok további szétválasztására szolgálnak. Az egyes mikroorganizmusfajok és -csoportok izolálása során, tiszta tenyészetek készítésénél szinte nélkülözhetetlenek. Ilyen például a bengálrózsaagar, amely a baktériumokat szorítja vissza, és így módot ad a gombák kiválasztására egy kevert, gombákat és baktériumokat tartalmazó mikroorganizmus-csoportból.

3. Az elektív táptalajok. Az elektív táptalajok olyan táptalajok, amelyek összetételüknél fogva alkalmasak arra, hogy bizonyos mikroorganizmusokat a többi mikroorganizmus közül,  speciális tápanyag-hasznosítási képességüket felhasználva, élőhelyükről kiemeljünk. Az elektív táptalajok kiválóan alkalmasak ezeknek a mikroorganizmusoknak izolálás előtti dúsítására is. Ha az élő hely mikroorganizmusainak teljes spektrurnát ilyen táptalajba visszük át, elszaporodni csak azok fognak, amelyek a táptalaj komponenseit hasznosítani tudják.

Ilyenek pl. a kólicsoport elkülönítésére szolgáló laktóztartalmú táptalajok vagy az önálló nitrogénkötők számára a különböző, nitrogént nem tartalmazó cukor-foszfátlevesek. Elvileg ide sorolhatjuk az ún. csalétek módszer kivitelezése során felhasznált anyagokat is (pl.: kitin, keratin, cellulóz).

4. A differenciál táptalajok. A differenciál táptalajok olyan táptalajok, amelyek összetéfelüknél fogva a különböző mikroorganizmusok differenciálására és azonosítására alkalmasak.

Jellemző rájuk, hogy komponenseik szabad szemmel is látható reakciót adnak a rajtuk növekvő mikroorganizmusok egyes anyagcseretermékeivel. Általában alaptáptalajok, amelyekhez adalékanyagokat, speciális komponenseket és indikátorokat adagolnak. Ilyen például az Endo-agar. A differenciál táptalajok különösen alkalmasak a mikroorganizmusok egyes fiziológiai sajátosságainak felderítésére.

5. A speciális táptalajok. A speciális táptalajok különleges eljárások vagy vizsgálatok céljaira kifejlesztett táptalajok. Ilyen például a Gorodkova-agar, amelyik az élesztőgombák aszkospóra képzésének kiváltására alkalmas az összetételénél fogva.

Az itt felsorolt táptalajcsoportok között szigorú határvonalat húzni nem lehet. Részben azért, mert gyakoriak a táptalaj-kombinációk, részben azért, mert egy táptalaj alkalmazhatóságát valamilyen célra nem csupán a felhasználás körülményei, hanem a tenyészteni kívánt mikroorganizmus élettani sajátságai is megszabják. Így előfordulhat, hogy tipikus differenciál táptalajok is használhatók szelektív táptalajként, ha összetételük olyan, hogy alkalmasak egyes mikroorganizmus-csoportok szelektív tenyésztésére. 

a) A kacsok

Az oltókacs 

A mikrobiológiai munkáknak az átoltáshoz használt univerzális eszköze. Nem korrodálódó fémdrótból (például: platinából) készül, végén körülbelül 2-3 mm átmérőjű hurokkal. A nyelét rossz hővezető anyagból készítik.

A szélesztőkacs 

Szélesztéshez használjuk. A hurok nagyobb, háromszög alakú, hogy nagyobb felületen érje szélesztésnél a táptalajt.

Az oltótű 

Abban különbözik az oltókacsoktól, hogy a végén hurok nincs, magas, szilárd táptalajok beoltás ára szolgál.
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40. abra. Szélesztébot és kacsok





b) A pipetták

A pipetták mikroorganizmus szuszpenziók nagyobb mennyiségének átvitelére szolgálnak. A pipetta felső részébe még sterilezés előtt vattacsomót helyezünk el, hogy a felszívott folyadékot leheletünkkel be ne fertőzhessük. A steril pipetta csak egyetlen alkalommal használható, műveletenként friss, steril pipettát kell használni. A pipettát soha nem szabad belefújással kiüríteni, ezért csak kifolyásra kalibrált pipettát használjunk.

A mikroorganizmusok tenyésztéséhez és vizsgálatához használt anyagok, edények és eszközök sterilezése

A mikroorganizmusok tenyésztéséhez és vizsgálatához használt anyagokat, táptalajokat, edényeket és eszközöket, néhány kivételtől eltekintve, sterilezni kell. Az eszközöket az utólagos fertőzés kiküszöbölése céljából igen gyakran műveletenként is sterilezzük. Sterilezésre van szükség minden olyan esetben, amikor az anyagokon, eszközökön, edényeken jelenlevő mikroorganizmusok zavarnák a vizsgálatot. Ez vonatkozik a táptalajokra is.

Táptalajokat sterilezés nélkül még hűtőszekrényben sem lehet hosszú ideig tárolni, mert egyes mikroorganizmusok alacsony hőmérsékleten is képesek szaporodni.

A sterilezés fogalma

A sterilezés fogalma alatt értjük valamennyi mikroorganizmusnak és spórának a megsemmisítését a táptalajokban, a használt anyagok, eszközök stb. felületén. A sterilezés történhet a mikroorganizmusoknak és spóráiknak megfelelő eljárással történő eltávolításával is. Tiszta tenyészetek készítésénél, tiszta tenyészetekkel végzett vizsgálatoknál elengedhetetlen a táptalajokban, edényeken, eszközökön stb. jelenlevő mikroorganizmusoknak és spóráiknak előzetes eltávolítása vagy elpusztítása.

A fertőtlenítés fogalma alatt értjük valamennyi kórokozó mikroorganizmusnak és spórának elpusztítását a fertőtlenített anyagokban vagy tárgyfelületeken. Számos fertőtlenítési eljárás nem csupán a kórokozó mikroorganizmusokat és spórákat, hanem valamennyi mikroorganizmust és spórát elpusztítja. Ilyenkor az elérni kívánt cél az, ami a fogalmi használatban a fertőtlenítést a sterilezés tói megkülönbözteti.

A higiénizálás (sanitization) fogalma alatt értjük az egyes anyagok, tárgyfelületek stb.

olyan mértékű megtisztítását, amely nem csupán a mikroorganizmusok és spórák többségének eltávolítását jelenti - amivel nagymértékben csökkenteni lehet a fertőzési lehetőséget -, hanem a higiénizálás során eltávolítjuk azokat a szerves szennyezőanyagokat is, amelyekben a jelenlevő mikroorganizmusok elszaporodhatnak. A higiénizálás néha párosul részbeni vagy teljes fertőtlenítéssel.

Sterilezés hővel

Sterilezés nyílt lánggal

Nyílt lánggal gyors sterilezés érhető el a láng magas hőmérséklete miatt. Alkalmazásának is ez szab határt, mert csak nem gyulladó és bomló, hőálló anyagok és eszközök sterilezhetők vele. Oltótűk, illetve kacsok sterilezésére a legalkalmasabb eljárás. Az oltókacs drótrészét rövid időre vörösizzásig hevítjük Bunsen-lángban, majd nyelének fémrészét egyszer-kétszer elhúzzuk a láng felett forgatva úgy, hogy minden részét érje a láng. Lánggal Petri-csészék belsejét is sterilezni lehet, ha azonnal szükség van néhány steril Petri-csészére. A lánggal történő sterilizés másik módja, hogy főképp az üveg kacsot etanolba (cc>50%) mártjuk és meggyújtjuk. Az alkohol égése közben felszabaduló hő sterilez. Ez alacsonyabb hőt ad, mint a bunsen-égő lángja.

Sterilezés száraz hővel

Száraz hővel hőlég-sterilizáló elektromos kemencében sterilezünk. A hőlég-sterilizáló tulajdonképpen a sterilezési hőmérsékletre beállítható elektromos kemence vagy szárítószekrény. Mérettől függően egy kis méretű fogorvosi kemencébe körülbelül 40 db Petri-csésze fér bele egyszerre. Termosztátos rendszerű. A hőlég-sterilizátorokat elsősorban üvegáruk, fémeszközök vagy egyéb tárgyak sterilezésére használjuk, amelyek a magasabb hőmérsékletet elbírják. A becsomagolatlan eszközöket 170-190ºC-on sterilezik, a vattadugóval ellátott tárgyakat 170-175ºC-on.

A sterilezés tartama a sterilezési hőmérséklet elérésétől számított 120 perc. Ennyi idő és ez a hőmérséklet elegendő a spórás baktériumok elpusztításához.

A pasztörizálás

A pasztörizálás 100°C-nál alacsonyabb hőmérsékleten, hosszabb ideig (10-40 perc) történik. Csak a spórátlan. baktériumok elpusztítására alkalmas eljárás. Meghatározott esetekben gyakorlatilag kielégítő eredményt ad. (Tej, sör pasztörizálása.) A pasztörizálás laboratóriumi viszonyok között rendszerint a megfelelő hőmérsékletre beállított vízfürdővel történik. A gyors pasztörizálás 100ºC alatti, de magasabb hőmérsékleten, nagyon rövid ideig tartó pasztörizálás.

Sterilezés gőzzel, nyomás alatt

A nedves hővel történő sterilezés során a spórás baktériumok elpusztításához 121ºC hőmérséklet szükséges, legalább 15 percig. Ahhoz, hogy a szükséges hőmérsékletet elérjük, a sterilezést megfelelő túlnyomáson végezzük. Ennek eszköze az autokláv. Lényege egy hermetikusan lezárható, nyomásálló tartály, amelyben az objektum behelyezése után gőzt fejlesztünk. Ez történhet elektromos úton vagy gázláng segítségével.

Az autokláv zárt terében a nyomás a hevítés során növekszik, növelve ezzel a keletkező gőz hőmérsékletét. (A nyomás és a forráshőmérséklet közötti összefüggés ismert.) A kívánt gőzhőmérsékletet elérve, meghatározott ideig tarthatjuk az objektumot ezen a hőmérsékleten.

Sterilezés kémiai úton

Alkalmazhatók nehézfémsók (HgCl2, AgNO3), oxidáló szerek, (KMnO4, H2O2, NaOCl, neomagnol), halogének (Cl2, Br2, J2), szerves oldószerek, (etanol, fenol, formalin, gáz (etilénoxid), egyéb felületaktív anyagok.

3. A mikroorganizmusok vizsgálatának módszerei
A mikroorganizmusok helye az élők rendszerében

A mikroorganizmus elnevezés gyűjtőfogalom, és mint ilyen, az élő anyag különböző szerveződési fokán álló egysejtű élőlények csoportjait foglalja magában. A mikroorganizmusok világával a mikrobiológia foglalkozik.

A tágabb értelemben vett mikrobiológia tárgykörébe sorolják a vírusokat, a baktériumokat, a gombákat, kékalgákat és algákat, valamint az egysejtű állatokat és zuzmókat. Ennek a besorolásnak tulajdonképpen tudomány- és technikatörténeti alapjai vannak, mert a csoportosítás alapjául ezeknek a szervezeteknek viszonylag kis mérete szolgált, amely az esetek nagy részében a fénymikroszkóp igénybevételét tette szükségessé tanulmányozásuk során. 

A szűkebb értelemben vett mikrobiológia tárgykörébe a vírusok, a baktériumok és a gombák tartoznak. Ily módon a szűkebb értelemben vett biológiai résztudomány, a mikrobiológia tovább hasad három résztudományágra: a virológiára, a bakteriológiára és a mikológiára. Sajátos módon, mindhárom mikrobiológiai résztudományág az élő anyagmás-más szerveződési fokán álló élőlényekkel foglalkozik. Az élő anyagnak négy strukturális szerveződési fokát ismerjük, amelyek azonban funkcionálisan valamennyien az élő anyag két alapfolyamatát, az energia-felszabadító folyamatokat és a bioszintézist hordozzák.  

A mikroorganizmusok tenyésztésének egyes alapfogalmai
Tenyészet fogalma alatt értjük a meghatározott környezeti körülmények között, megfelelő tápanyagokon(ban), valamilyen zárt rendszerben élő és szaporodó mikroorganizmusok összességét. .

Nyílt tenyészet az olyan tenyészet, amely nem zárt rendszerben él, hanem a tenyésztés tartama alatt a táptalaj ellenőrzött felújítása folyik, és előfordulhat, hogy a tenyészet növekedése során a sejtek egy részét rendszeresen eltávolítják. A nyílt tenyésztés részben anyagcseretermékek kinyerése, részben a tenyészet elöregedésének megakadályozása céljából történik.

A tenyésztés ipari méretekben az ún. fermentorokban történik, és a tenyésztési folyamat maga a fermentálás. (Nem tévesztendő össze az erjedés fogalmával.) 
A tenyészeteket vagy kultúrákat a növekedés formái szerint is csoportosíthatjuk.

Diffúz tenyészetnek nevezzük az olyan tenyészetet, ahol a mikroorganizmusok a tápközegben vagy annak felületén mindenütt növekednek. Ez történhet folyékony tápközegben (tápoldatban vagy levesben) vagy szilárd táptalajon egyaránt.

Folyékony tápoldatban a tápoldat egyenletesen zavaros a benne diffúzan eloszló, szuszpenziót alkotó sejtektől.

Szilárd táptalajon a diffúz növekedés jellemzője, hogy a baktériumok a táptalaj felületét (pl. Petri-csészében a táptalajlemezt) egyenletesen és teljesen beborítják. 
Kompakt tenyészet az olyan tenyészet, amely a táptalajt nem borítja el teljesen, a sejtek szaporodásuk során együtt maradnak, és a létrejövő sejttömeg térben jól körülhatárolható.

Ha a sejtek nem oszlanak szét a táptalajban vagy a táptalaj felületén, hanem szaporodásuk során együtt maradnak, akkor telepet vagy kolóniát alkotnak. Folyékony táptalajban ez lehet üledékszerű a táptalaj alján, pelyhes megjelenésű a tápoldatban magában és hártya vagy bőrszerű a folyékony táptalaj felszínén. Szilárd táptalajon, annak felszínén vagy belsejében jellegzetes tömörüléseket alkot.

A tiszta telepet egyetlen faj sejtjei alkotják, a vegyes telep, bár külsőleg néha tisztának látszik, két vagy több fajhoz tartozó sejteket tartalmaz.

 A tiszta vagy axénikus tenyészet egyetlen mikroorganizmusfaj sejtjeit tartalmazza, míg a kevert tenyészetet egynél több mikroorganizmusfaj sejtjei alkotják.

Monospóratenyészet az olyan tiszta tenyészet, amely egyetlen vegetatív vagy szaporító sejtből jött létre. Monospóratenyészetet akkor létesítenek valamilyen mikroorganizmusfaj sejtjével, ha genetikai jellegű vizsgálatokat végeznek, vagy valamilyen okból minden kétséget kizáró tisztaságú tenyészetre van szűkség. 

A mikroorganizmustörzs valamilyen baktériumfaj sejtjeinek konkrét tenyészetét jelenti, amely a faji sajátságok megőrzése mellett különbözhet egyes sajátságaiban ugyanannak a fajnak más törzseitől.

Az izolátum mikrobiológiai műveletek segítségével természetes környezetéből, más mikroorganizmusok mellől kiemelt mikroorganizmusfaj tenyészetét jelenti.

A passzázs a mikroorganizmustenyészetből végzett egymás utáni átoltásokat jelenti.

A passzázs mindig átoltási lépcsőt jelent. Például: egy kémcsőben valamilyen baktériumfaj tenyészete van. Ha ebből a tenyészetből sejteket viszünk át egy másik kémcsőbe, steril táptalajra, elvégeztük az első passzázst. Ha a második kémcsőben kialakult a tenyészet, és ebből viszünk át egy újabb, steril táptalajt tartalmazó kémcsőbe sejteket tenyésztés céljára, akkor újabb passzázst végeztünk. (A második passzázst.) A passzázsok számát azért szokták figyelemmel kísérni, mert egyes mikroorganizmusok, különösen ha a táptalaj számukra nem optimális összetételű, a passzázsok során bizonyos jellemzőiket elveszíthetik, degenerálódhatnak. Ez a degeneráció jelentkezhet fiziológiai tulajdonságok maradandó vagy ideiglenes elvesztésében vagy morfológiai változásokban. A morfológiai változások szorítkozhatnak a sejtek alakjára, de megnyilvánulhatnak a telep morfológiájának megváltozásában is. 

Szubkultúra valamennyi, egyetlen passzázslépcső során sejtek steril táptalajra való átvitele útján kapott tenyészet. Ha az előbbi példánkat vesszük: egy kémcsőben levő baktériumfaj tenyészetéből sejteket viszünk át, öt steril táptalajt tartalmazó kémcsőbe, akkor egyetlen passzázst végeztünk, de öt szubkultúrát hoztunk létre.

Átoltásnak nevezzük azt a műveletet, amelynek során valamilyen mikroorganizmustenyészetből sejteket viszünk át steril táptalajra, hogy azon tenyészetet hozzunk létre.

Inokulum az a szaporodni képes sejtmennyiség, amelyet az átoltás során valamilyen mikroorganizmus-tenyészetből a friss, steril táptalajra viszünk. Ebből a szempontból közömbös, hogy a sejteket tisztán visszük-e át, vagy pedig a régi táptalaj kis részével együtt, esetleg szuszpenzióval történik az átoltás

A tenyészetek, mivel kialakulásuk és növekedésük zárt rendszerben megy végbe, bár fajoktól függően, de korlátolt élettartamúak. A tenyészet élettartama az az időtartam, amely az átoltástól a telepet alkotó sejtek szaporodásképtelenségéig, illetőleg pusztulásáig terjed. A telep elöregedése akkor következik be, amikor a tenyészet növekedése abbamarad, mert alkotó sejtjei szaporodása lecsökken, és az újonnan létrejövő és a pusztuló sejtek száma egyenlővé válik.

A baktériumsejtekből álló telep dinamikus kölcsönhatásban van környezetével, és mivel zárt rendszerben létezik, megváltoztatja azt saját hátrányára. Elfogyasztja a tápanyagokat, megváltoztatja a környezet pH-ját, mérgező vagy gátló anyagcseretermékeket bocsát közvetlen környezetébe, amelyek visszahatnak a tenyészetet alkotó sejtekre. Közrejátszhatnak olyan külső tényezők is, mint pl. a táptalaj kiszáradása. Ezért a tenyészeteket, ha fenn akarjuk tartani őket, időről időre a mikroorganizmus-faj igényeinek megfelelő táptalajra még a tenyészet elöregedése előtt át kell oltani (passzázs), és új tenyészetet (szubkultúrát) kell létesíteni.

Mikroorganizmusok izolálása környezetből

1. Baktériumok izolálása, különböző felületek mikróba szennyezettségének vizsgálata
Környezetünkben mindenütt megtalálhatók a baktériumok és spórái. 

Anyagok: 2 petri-csésze tápagar

2 petri-csésze véres agar
Eljárás: 

1. Vegyük le az egyik steril petri-csésze fedelét 15 percre, a másikban lévő agar felületén húzzuk végig az ujjunkat.

2. Köhögjünk rá az egyik véres agarra kb. 30 cm-ről, steril vattával töröljünk át poros felületet és érintsük meg vele a másik véres-agar felületét. 

3. Inkubáljuk valamennyi Petri-csészét 24 óráig 37 °C-on. 

Vizsgáljuk meg a lemezeket, írjuk le észrevételeinket.

2. Penészek izolálása 

A baktériumokhoz hasonlóan, a gombák spórái is mindenütt megtalálhatók, és kedvező körülmények közé jutva, megfelelő táptalajon kicsíráznak.

Anyagok: 
Petri-csésze malátaagar (T 63).
Eljárás: 
1. Vegyük le az első Petri-csésze tetejét, hagyjuk 15 percig fedetlenül a laboratóri​umban. 
2. Vegyük le a második Petri-csésze tetejét is, de helyezzük kívülről az ablakpár​kányra, 15 percig. 
3. Húzzuk végig az ujjúnkat a harmadik lemez felületén. 
4. Nedves steril vattacsomóval töröljünk le egy kis port valamelyik bútordarabról. Töröljük meg vele a negyedik lemez felületét. 
5. Helyezzünk az ötödikre talajmorzsát, vagy élelmiszer mintát. 
6. A hatodikat hagyjuk meg kontrollnak. 
7. Inkubáljuk valamennyi Petri-csészét 24 óráig 28 °C-on. 8. 
Eredmény:

Vizsgáljuk meg (sztereomikroszkóp alatt) a telepeket, írjuk le színüket, alakjukat, morfológi​ai jellemzőiket, méretüket. Számítsuk ki, az előző kísérlet adatait is felhasználva, az 1 cm2 felületre óránként lehulló spórák számát.

3. Tiszta tenyészetek előállítása

A környezetből izolált mikroorganizmusok együtt szaporodása során a kevésbé életképes fajok a tenyésztés során eltűnnek. Tiszta tenyészetek készítésével a külön-külön tenyésztett

baktériumfajok tulajdonságai vizsgálhatók az egyes fajok fenntarthatók és meghatározhatók. Speciális táptaloj segítségével befolyásolhatjuk a baktériumok szaporodását, ezáltal egyes baktériumcsoportokat elkülöníthetünk. Az egyes baktériumfajok elválasztására többféle módszert alkalmazhatunk pl.: a higításos, a szélesztéses, a lemezöntéses módszerrel vagy monospóraanalizátorral.
A szélesztéses módszer elsajátítása előtt azonban el kell sajátítanunk az oltás folyamatát.
Oltás 
Anyagok:
Serratia marcescens  tenyészete 48 órás tenyészete ferde tápagaron, lemezen

1 kémcső ferde agar, 1 petri-csésze táplemez 

Eljárás: 

1. Égessük le az oltókacsot. 

2. Hűtsük le az oltókacsot, mint az előbbi gyakorla​tok során. 

3. Emeljük fel az egyik oldalon a tenyészetet tartalmazó Petri-csésze tetejét, és érintsük a telephez az oltókacsot. 

4. Oltsuk be a másik Petri-csészében levő táptalajt vonalban. 

5. Bal tenyerünkbe állítsuk a baktériumot és a steril tápagart tartalmazó kémcsöveket. 

6. Égessük le az oltókacsot. 

7. Jobb kezünk gyűrűs- és kisújja közé illetve középső- és gyűrűs újja közé illesztve vegyük le a baktériumtenyészetet tartalmazó kémcső és a steril cső “tetejét” és égessük le a kémcső száját. 8. Az oltókaccsal vegyünk ki kacsnyi mennyiségű baktériumot.  

8. A steril csőbe az aljátó felfelé hullámos vonalban oltsuk az agar felüetére a baktériumokat. 

9. Zárjuk le a kémcsoveket.  

10. Égessük le az oltókacsot! 

11. Inkubáljuk 4 napig a kmcsöveket és a Petri-csészéket szobahőmérsékleten. (A Petri-csé-széket mindig lefelé fordított helyzetben inkubáljuk.)

Megjegyzés: Az oltás művelete alatt ne beszéljünk, hogy a táptalaj fertőzését elkerüljük. Ahol lehetőség van rá, oltófülkét vagy sterilszobát használjunk az átoltás során. A legtöbb lehetőség a fertőződésre a Petri-csészéből Petri-csészébe való oltásnál, a legkevesebb a kémcsőből kémcsőbe való oltásnál van. Ügyeljünk arra, hogy az agar felületét soha ne szántsuk fel. Jegyezzük meg jól, hogy az átoltás utolsó művelete mindig az oltókacs leégetése. Mikroorganizmusok átvitelére szolgáló eszközöket soha ne fektessünk az asztalra, még a leégetett oltókacsot sem, hanem tegyünk vissza azonnal mindent a tartójába.

A szélesztéses módszer

A tiszta tenyészetek készítésére a szélesztéses módszer elterjedését a szilárd táptalajok alkalmazása tette lehetővé. Vi​szonylag egyszerű és gyors módszer, jó eredményekre is vezet, azonban némi ügyességet és gyakorlatot igényel.
 Anyagok:

Serratia marcescens, és Sarcina lutea kevert szuszpenziója fiziológiás sóoldatban
2 Petri-csésze tápagar
Eljárás: 1. Vegyünk ki egy kacsnyit a kevert szuszpenzióból. 
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2. Húzzunk az agarlemez felső részén egy zegzugos vonalat (ábra, 1. vonal). Égessük le a kacsot, hűtsük le, húzzunk az első vonalra merőlegesen egy második zegzugos vonalat (. ábra 2. vonal). Égessük le ismét a kacsot, hűtsük le, és húzzuk meg a harmadik vonalat a másodikra merőlegesen a lemez alsó részén (68. ábra,
3. vonal). 
3. Inkubáljuk a Petri-csészét 37 °C-on, 24 óráig. 
4. Vizsgáljuk meg a Petri-csészéket. 
Lehetséges más mintázatok alkalmazása is, lényeg, hogy a mintázat során csökkenjen a baktériumok száma a táptalajon
(1. ábra). Az oltókaccsal való szélesztés fázisai. A kaccsal húzott első vonal után az oltókacsot leégetjük, és steril kaccsal húzzuk meg a második vonalat, majd a kacsot újra leégetjük, és meghúzzuk a harmadik vonalat. 
Eredmény: Ha követjük a vonalakat, a vége felé, ahogy fogy a kacsról lekerülő, illetve tovább vitt baktériumok száma, különálló kolóniákat kapunk Ezek a kolóni​ák, ha homogének, nagy valószínűséggel tiszták, egyetlen baktériumból jöttek létre. Az egyes fajok kolóniái jól megkülönböztethetők, kiválaszthatjuk a bennünket érdeklőt vagy érdeklőket, egy második szélesztéssel vagy lemezöntéssel (lásd: ott) meggyőződhetünk a telep tisztaságáról, és tovább oltjuk a mikroorganizmust a kémcsőbe.
Lehetséges még pl. higításos eljárással (ld. csíraszám meghatározás) határhígításig és tápleves sorozatba oltással a minta egységnyi (0,1 ml) mennyiségével. 
4. Mikroorganizmusok morfológiai vizsgálata

A baktériumok morfológiája


A baktériumok hagyományos taxonómiai módszerekkel történő rendszerezésében a sejtalaktani jellegzetességek megfigyelése kiemelkedő fontosságú. E szervezetek azonban mindössze néhány morfológiai típus valamelyikébe sorolhatók, ezért a baktériumfajokat kizárólag morfológiai alapon nem lehet meghatározni. A baktériumok mm-es nagyságrendű szervezetek. Egy átlagos pálca alakú baktérium 2-5 mm hosszú és 0.5-0.8 mm átmérőjű. A gömb alakú baktériumok átlagos átmérője 0.8 mm. A sejtek alakját és méretét általában festett preparátumokon vizsgáljuk. A tenyésztési körülmények, a tenyészet kora, a baktériumok élettani állapota a sejtek nagyságát és megjelenési formáját jelentősen megváltoztathatja.

A baktériumok leggyakoribb sejtmorfológiai típusai:
gömb (coccus)

micrococcus 
a sejtek osztódás után egyesével 


szétválnak 
Micrococcus luteus
diplococcus 
osztódás után a sejtek párosával 


együttmaradnak 
Neissera gonorrhea
streptococcus 
a sejtek egy síkban osztódva láncszerű 


szerkezetet hoznak létre 
Streptococcus lactis
staphylococcus 
a sejtek a tér három irányában osztódva 


nagyobb sejtaggregátumok formájában, 


szőlőfürtszerűen maradnak együtt 
Staphylococcus aureus
tetragenus 
a sejtek a tér két irányában osztódnak 


és párosával kapcsolódnak össze 
Planococcus sp.

sarcina 
a sejtek a tér három irányában osztódva 


nyolcasával képeznek aggregátumokat 
Sarcina lutea
pálcika (bacillus)


méretük és alakjuk is rendkívül változatos:


hosszúak és szélesek 
Bacillus megaterium

hosszúak és vékonyak 
Pseudomonas sp.

coccoidálisak 
Haemophilus influensae

bunkós végű, szabálytalan
Corynebacterium sp

.

görbült pálca

vibrio 
a sejt negyed vagy fél csavarulatot


képez
Vibrio comma
spirillum
merev sejtfallal rendelkező, flagellumokkal


mozgó, egy vagy több csavarulatot képező


sejt
Spirillum volutans

spirochaeta
a sejteknek nincs merev sejtfaluk,


egy vagy több csavarulattal 


rendelkeznek
Treponema pallidum

fonalas (Actinomycetales)


a sugárgombák elágazó sejteket,
Streptomyces sp.

átmérőjüket tekintve bakteriális
Nocardia sp           


hifafonalakat, ill. ezek szövedékét,


micéliumot hoznak létre

Viszgáljuk meg a tiszta tenyészetek baktériumait festési eljárásokkal!
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2. ábra A baktériumsejt alapalakjai:

1. Kokkuszalakok: a) kokkusz, b) diplo-

kokkusz, c)gafkia, d) szarcina, e) sztrepto-

kokkusz, f) sztafilokokkusz

2. Megnyúlt sejtalakok: a) bacillus vagy

pálcika, b) diplobacillus, c) sztrepto-

bacillus,  d) vibrio, e) spirillum, 

f) spirocheta alak

3. Fonálalak

[image: image13.png]


[image: image14.png]



[image: image15.png]-CSO

Craigie:

oltds helye

viszkdzus

folyékony tdptalaj




A
B
C

3. ábra Egyszerű festések. Baktériumtenyészetek mikroszkópos képe. A: Bacillus megaterium kristályibolya festés B: Staphylococcus aureus C: Escherichia coli, metilénkék festés

BEVEZETÉS A MIKROSZKÓPOK HASZNÁLATÁBA 
Fénymikroszkópia: A mikroszkóp a mikroorganizmusok μm-es nagyságrendjéből következően a mikrobiológiai gyakorlatok egyik legfontosabb eszköze. A fénymikroszkóp részei: szemlencse (okulár), tubus, tárgylencsék (objektívek, forgatható revolverszerkezetben), tárgyasztal, kondenzor, fényforrás, állványzat (statív) és beállító csavarok (makro- és mikrocsavar) (lásd 13.1 fejezet). Működésének lényege, hogy a vizsgálandó tárgyat az objektív egyszeres és kétszeres fókusza között helyezzük el, így a tárgyról érkező és az objektíven áthaladó fénysugarak az objektív másik oldalán, a kétszeres fókusztávolságon kívül, a tárgy nagyított, fordított állású, valódi képét hozzák létre. Az okulár olyan távolságra van az objektívtől, hogy az objektív által alkotott kép az okulár fókuszán belül keletkezik, így a szemlencsébe nézve ennek a valóságos, nagyított fordított állású képnek a még tovább nagyított, egyenes állású, de látszólagos képét látjuk. A mikroszkóp össznagyítása az objektív saját nagyításának és az okulár saját nagyításának a szorzata. Az objektív több lencséből álló lencserendszer: első tagja a frontlencse, a tárgy felé néző lencse, ettől függ a nagyítás és a feloldóképesség, a többi lencse feladata a lencsehibák kiküszöbölése. Az objektív által alkotott kép sajátságai a tárgylencserendszer optikai tulajdonságaitól függnek. Az objektív rajzolóképessége az a tulajdonság, hogy a tárgy képét mennyire élesen rajzolja meg. A kép tökéletlenségét, így életlenségét is a lencsehibák (aberrációk) okozzák. A szférikus aberráció (gömbi eltérés) abból ered, hogy az optikai tengelytől távolodva a lencse egyre erősebben töri a rajta áthaladó fénysugarakat, így egy pontszerű tárgynak a képe a szélén elmosódó lesz. A kromatikus aberráció (színi eltérés) oka abban rejlik, hogy a különböző hullámhosszú fénysugarak gyújtópontja az optikai tengelyen nem esik egybe, a kisebb hullámhosszú sugarak közelebb, a nagyobb hullámhosszúak pedig távolabb egyesülnek. Fehér fény alkalmazásakor ily módon nem kapunk éles képet és a kép színes (szivárvány) szegéllyel rendelkezik. Korrekciójára a domború lencséhez ólomtartalmú, nagyobb diszperziójú flintüvegből készült homorú lencsét ragasztanak (akromát lencse: két szín korrekciója, apokromát lencse: három szín korrekciója). Az objektív feloldóképessége a tárgylencsének az a tulajdonsága, hogy a tárgyról mennyire részletes képet rajzol. A feloldóképesség számszerű mértékét azzal a legkisebb távolsággal jellemezhetjük, amely távolságban fekvő két pontot egymástól még éppen megkülönböztet az objektív. Az optikai tengellyel párhuzamos megvilágítás esetében a feloldóképesség (d) függ: a tárgy megvilágítására használt fény hullámhosszától ((), az objektív fél nyílásszögétől (() és a fedőlemez és a frontlencse közti anyag törésmutatójától (n): d=1,22(/(2n·sin(). A feloldóképesség annál nagyobb, minél kisebb a d értéke. Ez az alkalmazott fény hullámhosszának csökkentésével, az objektív nyílásszögének növelésével, vagy a fedőlemez és a frontlencse közötti anyag törésmutatójának növelésével érhető el. Valójában fénymikroszkóp használata esetén csak ez utóbbi változtatására van lehetőségünk. Erre a célra a cédrusolaj (immerziós olaj) a legalkalmasabb, mivel fénytörése csaknem azonos az üvegével, így a fény gyakorlatilag homogén közegben halad. A fenti képlet nevezőjében szereplő n·sin(, a numerikus apertúra (NA), értéke 0,20 és 1,4 között változhat (az objektíven mindig fel van tüntetve). NA=n·sin( A vizsgálandó tárgyról az okulár rajzol közvetlen képet. A mikroszkópban megfigyelt kép szerkezeti finomsága, a reális kép részletgazdagságától függ, amit viszont az objektív 45 feloldóképessége határoz meg. Ez a kép azonban szabad szemmel nem látható, az okulár nagyítása teszi láthatóvá.
5. Baktériumok festése

A baktériumok festéséhez bázikus, savanyú és neutrális festékeket használunk. A színes részen pozitív töltésű bázikus festékek (pl. metilénkék+ -klorid, kristályibolya) vonzatuknak megfelelően megfestik a negatív töltésű baktériumsejteket. A savanyú vagy negatív festékek, mint amilyen az "eozin Y" (nátrium+-eozinát-), negatív töltésűek, ezért ezeket a sejt elutasítja. Ennek következtében a sejt vagy festetlen marad, vagy csak igen gyengén festődik, a háttér azonban színes lesz. A Szudán III-hoz hasonló neutrális festékek vízben oldhatatlanok, de oldódnak zsírokban. Így ezek felhasználhatók a sejtben található zsírzárványok specifikus festésére.

A fentiek értelmében a baktériumok rutinszerű festésének kivitelezése alkalikus pH-n tartott, gyengén pufferolt, bázikus festékekkel történik. Az egyszerű bázikus festékek viszonylag szelektivitás nélkül kötődnek mind a sejtek nukleinsavaihoz, mind fehérjéihez, és így viszonylag egyenletes festődés jön létre. Kristályibolya, metilénkék vagy safranin (valamennyien pozitív töltésű festékek) elterjedten használatosak egyszerű festésekhez. Ezek lehetővé teszik a sejtek morfológiájának megismerését.

4. Az egyszerű festések

Az élő tenyészetek vizsgálhatók festetlenül és natív festéssel.
1.1. Egyszerű festetlen preparátum készítése:

Anyagok:

Bacillus subtilis 24 órás tenyészete tápagaron 
Escherichia coli 24 órás tenyészete tápagaron 

Micrococcus luteus 24 órás tenyészete tápagaron

Pseudomonas aeruginosa 24 órás tenyészete tápagaron 

tárgylemezek, fedőlemezek, oltókacs.
Különböző felületekről szaporított baktériumok.
Eljárás: 


1. Cseppentsünk 1 csepp deszt. vizet a tárgylemezre. 
2. Oltótűvel vegyünk ki a baktériumtenyészetből parányi mennyiséget és szuszpendáljuk a vízcseppbe.

3. Fedjük le a preparátumot.

4. Mikroszkóp alatt vizsgáljuk meg a baktériumokat.

Eredmény: A láthatóság az egyszerű vizsgálatnál csekély.

Írd le mit tapasztalsz!

5. Vizsgálat natív festéssel

Anyagok:

Bacillus subtilis 24 órás tenyészete tápagaron 
Escherichia coli 24 órás tenyészete tápagaron 

Micrococcus luteus 24 órás tenyészete tápagaron

Pseudomonas aeruginosa 24 órás tenyészete tápagaron 

kristályibolya festékoldat (0,05%)

metilénkék festékoldat (0,02%) 

tárgylemezek, fedőlemezek, oltókacs.

Eljárás: 

1. Cseppentsünk egy csepp kristályibolya festéket a tárgylemezre. 

2. Oltókaccsal vegyünk ki a baktériumtenyészetekből parányi mennyiséget és szuszpendáljuk el a tárgylemezen levő folyadékcseppben. 

3. Fedjük le a preparátumot és 5 perc eltelte után mikroszkópban vizsgáljuk meg. 

4. Figyeljük meg a baktérium alakját. 

5. Ismételjük meg az eljárást egy másik baktériummal és a metilénkék festékoldattal. 

Eredmény: A kristályibolyával festett baktériumok sötétkék, a metilénkékkel festettek világoskék színűek. A festék ebben a koncentrációban még nem öli meg a baktériumokat 

(3. ábra).

Figyeld meg a baktériumok alakját és mozgásukat! Jegyezd le melyek mozognak, és milyen intenzitással!

6. Metilénkékfestés

Anyagok:

Bacillus cereus 24 órás tenyészete tápagaron 
Escherichia coli 24 órás tenyészete tápagaron 

metilénkék festékoldat (0,02%) 

tárgylemezek, fedőlemezek, oltókacs.

Eljárás:

1. Zsírtalanítsuk a tárgylemezt: a láng felett néhányszor húzzuk át.

2. Oltótűvel vegyünk ki a baktériumtenyészetből parányi mennyiséget és szuszpendáljuk a vízcseppbe.
3. Hagyjuk száradni a preparátumot, majd fessük metilénkékkel.
4. Újabb száradás után vizsgáljuk meg mikroszkóp alatt a baktériumokat.

Eredmény: A baktériumsejtek kék színűre festődnek.

Rajzold le a vizsgált baktériumok mikroszkópos képét!

7. Gram-festés

A festést 1884-ben fedezte fel Christian Gram. Számos módosítása ismeretes, lényege és fontossága azonban nem változott. A festési eljárás a baktériumok sejtfal szerkezetének ill. összetételének durva tipizálására alkalmas. A baktériumot a trifenil-metán festékek csoportjába tartozó valamelyik festékkel, leggyakrabban kristályibolyával vagy, genciánaibo1yával megfestjük. Valamennyi baktérium ibolyaszínűre festődik. Jóddal kezelve, jód-para-rozanilin-komplex képződik, melyet a baktériumok egy része erősen megköt.  Ezek a Gram-pozitív baktériumok. A Gram-negatív baktériumok az etanolos mosás után elszíntelenednek, ezért láthatóvá tételük érdekében a Gram-festéktől eltérő színű festékkel kontrasztfestést végzünk. Az eltérő festődést az eltérő sejtfal szerkezet okozza. Az elsődleges kristályibolya molekulák penetrálnak a sejtfalon keresztül. Majd a jód molekulák komplexet képeznek egymással. A differenciáló alkoholos (vagy acetonos) mosás eltávolítja a festék anyagot a vékonyabb sejtfalú Gram-negatív sejtekből, míg a vastagabb többrétegű peptido-glükánból felépülő sejtfalból nem. Éppen ezért ügyelni kell a differenciáló mosás hosszára. Továbbá a festés elvégzésénél ügyelnünk kell arra, hogy fiatal tenyészetekkel dolgozzunk. Némely esetben Gram-pozitív baktériumok idősebb tenyészete negatív festődést is mutathat. Tévedést okozhat negatív festődési készség esetén színtartó rögök jelenléte és megfestődése a sejtben. Egyes fajok Gram-variábilis festődést is mutathatnak. 

A Gram-festés, HUCKER módosítása. A festés igen alkalmas tiszta tenyészetek vizsgálatára. 

Anyagok:

- Escherichia coli 24 órás tenyészete tápagaron

- Bacillus subtilis 24 órás tenyészete tápagaron

- Staphylococcus aureus 24 órás tenyészete tápagaron 
Különböző felületekről szaporított baktériumok.
- kristályibolya festékoldat

- szafranin festékoldat

- Lugol-oldat

- 96%-os etanol

- tárgylemezek, oltókacs.

Eljárás: 

1. Zsírtalanítsuk a tárgylemezt.

2. Készítsünk kenetet külön-külön mindegyik baktériumból.

3. Rögzítsük a keneteket hővel. 

4. Fessük a keneteket 2 percig kristályibolya festékoldattal. (A festékeket a tárgylemezre cseppentjük a szükséges mennyiségben.) 

5. Öblítsük le a keneteket óvatosan pár másodpercig csapvízben.

6. Kezeljük a kenetet 1 percig Lugol-oldattal (cseppentsük rá), majd öblítsük le csapvízzel. 

7. Csepegtessünk rá 30 másodpercig 96%-os etanolt, majd itassuk le. 

8. Végezzük el a kontrasztfestést: festés szafranin oldattal 30 másodpercig. 

9. Öblítsük le csapvízben, és hagyjuk megszáradni. 

10. Vizsgáljuk meg a kenetet először közepes, majd immerziós objektívvel.

A Gram-festés egyes lépéseit követő színváltozások:






Gram-pozitív


Gram-negatív

Rögzített preparátum


színtelen


színtelen

Festés kristályibolyával

kék



kék

Kezelés jódoldattal


sötétkék


sötétkék

Alkoholos mosás


sötétkék


színtelen

Festés szafraninnal


kékesibolya


vörös

Eredmény: A Gram-pozitív baktériumok sötét kékesibolya, a Gram-negatív baktériumok vörös színben tűnnek elő a készítményben.

Jegyezd le mely baktériumok festődtek Gram-pozitív és negatív módon!

	Gram-pozitív
	Gram-negatív

	
	

	
	

	
	


8. Japán Gram-próba

Kidolgozója szerint erős lúg hatására a Gram-negatív sejtek felszakadnak, és a kiszabaduló DNS-ből szál húzható, ellentétben a Gram-pozitív sejtekkel, ahol ez nem következik be.

Anyagok:

- Escherichia coli 24 órás tenyészete tápagaron

- Bacillus cereus 24 órás tenyészete tápagaron

- 40%-os KOH-oldat

- tárgylemez, oltókacs

Eljárás:

1. A zsírtalanított tárgylemezre egy csepp KOH-oldatot teszünk, majd mellé az adott baktériumtörzsből egy kacsnyit kiemelünk.

2. Az oltókacs segítségével kis mennyiségű reagenst a baktériumtömegbe keverünk. Ezt a műveletet többször megismételjük. Közben a baktérium-szuszpenzióból próbáljunk meg szálat húzni.

Eredmény: A Gram-negatív baktériumok „nyálkássá” válnak, belőlük szálat lehet húzni. A Gram-pozitív sejttömeg továbbra is könnyen keverhető és a szálképződés elmarad.

Melyik baktérium Gram-negatív és melyik Gram-pozitív?

9. A saválló festés

Diagnosztikai jelentőségű összetett festési eljárás, ami az un. „saválló” mikroorganizmusok gyors elkülönítését teszi lehetővé. Minden Mycobacterium, néhány Bacillus és számos Nocardia faj magas lipidtartalmánál fogva nehezen festhető. Festésük csak erélyes, úgynevezett agresszív festéssel végezhető el eredményesen, azaz a karbolsav (fenol) és melegítés hatására a fukszint erősen megkötik, azt savas​alkoholos kezelésre sem adja le, a mikroorganizmus saválló.
a) A Ziehl    Nielsen-féle saválló festés

A tuberkulózis diagnosztikájában széles körben használják. A festést Ehrlich fedezte fel és Ziehl és Nielshn módosították 1882—-83-ban tuberkulózisbaktériumok festése céljá​ból.

Anyagok:
Mycobacterium phlei 96 órás tenyészete glicerol—élesztőkivonat agaron 

Staphylococcus aureus 24 órás tenyészete tápagaron 

Nocardia sp. 24 órás tenyészete tápagaron

Ziehl—Nielsen-féle karbolos fukszin festékoldat 

metilénkék festékoldat 

savas etanol 

Eljárás: 1. Készítsünk kenetet először mindegyik baktériumból, majd a kettő keveréké​ből, rögzítés nélkül. 2. Cseppentsünk a kenetre karbolos fukszint. Hevítsük a preparátumot óvatosan a Bunsen-láng fölött, amíg gőzölni kezd. Ne engedjük a festéket sem felforrni, sem kiszáradni. A festék elpárolgása esetén szükség szerint cseppentsünk desztillált vizet utána. A hevítés időtartama 5 perc. 3. Öblítsük le a kenetet csapvízzel. 4. Csepegtessünk a kenetre savas etanolt, amíg az elfolyó savas etanol színtelen lesz. 5. Öblítsük le csapvízben.

6. Végezzük el a kontrasztfestést metilénkék festékoldattal. A festés időtartama: 2 perc.
7. Öblítsük le csapvízzel, itassuk le és hagyjuk megszáradni. 8. Vizsgáljuk meg a preparátu​mot mikroszkópban, közepes nagyítású és immerziós objektívvel.
Eredmény: A saválló baktériumok a preparátumban vörösek, a többi baktérium kék (t/58, ábra). A festés a Mycobacterium meghatározásának nem egyetlen módszere, mert nem teljesen specifikus.

10. A MOZGÁS MEGHATÁROZÁSA - félszilárd agaron

A baktériumok mozgását alkalmas tenyésztési eljárással kimutathatjuk, de sok esetben közvetlenül is megfigyelhetjük. Kétes esetekben az alkalmazott csillófestés dönt.

Anyagok:

Proteus vulgaris 24 órás tenyészete tápagaron 

Staphylococcus aureus 24 órás tenyészete tápagaron 

2 kémcső fél szilárd tápagar, magas 

oltókacs

Eljárás: 

1. Oltsuk be szúrással (4 cm mélyen) más-más baktériummal a két kémcsövet.

2. Inkubáljuk 37 ˚C-on a kémcsöveket 2 napig. 

3. Vizsgáljuk meg a tenyészeteket.

Eredmény: Mozgó baktériumok diffúz növekedési zónát hoznak létre a szúrás mentén.

A nem mozgó baktériumok csak a szúrás vonala mentén növekednek (4. ábra).
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4. ábra A baktériumok elhelyezkedése a táptalajban.

Jegyezd le mit tapasztalsz!

11. A mozgásképesség vizsgálata craigie-csővel

Anyagok:

2 kémcső Craigie-agar (5. ábra)

Proteus vulgaris, ferde tápagaron 

Staphylococcus aureus, ferde tápagaron 

Eljárás: 

1. Oltsunk mindegyik kémcsőbe egy baktériumot úgy, hogy a kémcső belsejében levő üvegcsőbe kerüljön a baktériuminokulum. 

2. Inkubáljuk 72 óráig a kémcsöveket 28 ˚C-on. 

3. Vizsgáljuk meg a kémcsöveket.

Eredmény: A mozgásképes baktériumok kijutnak az üvegcsőből, elárasztják a kémcsőben levő táptalajt, és ezzel zavarosodást idéznek elő. A 0,2%-os agar viszkózussá teszi a táptalajt, megakadályozza a táptalaj áramlását, de nem jelent ellenállást a mozgásképes baktériumok számára.

7. ábra. A baktériumok mozgásképességének vizsgálatára használt Craigie-csöves kémcső. A csőbe oltott mozgásképes baktériumok a csőből rövid idő alatt kijutnak, és az egész táptalajban szaporodni kezdenek
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5. ábra A mozgásképesség meghatározása Craigie-csöves kémcsőben.

Jegyezd le mit tapasztalsz!

12. Élesztőgombák morfológiájának vizsgálata

Az élesztők egysejtű mikroorganizmusok, amelyek sok vonatkozásban hasonlóak a baktériumokhoz, ezért a vizsgálati módszerek alapelve sok esetben azonos (89. ábra). Lényeges különbség a baktériumok és az élesztők között abban van, hogy az élesztők eukarionta, valódi sejtmaggal bíró szervezetek, ily módon organellumokkal rendelkeznek, és képesek strukturálisan magasabb szervezettségük miatt az ivaros szaporodás egyes formáira. A sejtek mérete nagyobb a baktériumokénál, rendszerint 2—10 μm között van. Gyakran fordul elő pszeudomicélium- (álmicélium-) képződés, ahol a lazán összefüggő sejtek hifaszerű láncokat alkotnak. Az álmicélium elsősorban arról ismerhető fel, hogy a sejtek legtöbbször érintkezési pontjuknál kissé befűződtek.
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Esetenként, különleges körülmények között egyes fajok valódi micéliumot is képezhetnek (Trichosporon). A vegetatív szaporodás formája a sarjadzás és a hasadás (osztódás). Az ivaros szaporodás aszkospóraképzéssel vagy bazídiospóra értékű ivaros spórákkal történ​het (lásd még A gombák határozása című részben). Az élesztők telepeinek morfológiája a folyékony és szilárd táptalajokon egyaránt jellemző. Folyékony táptalajon a leggyakoribb formák az üledékszerű, pelyhes, gyűrűs, hártyás és bőrös formák. Szilárd táptalajon telepeik lehetnek sima, ráncos, nyálkás, vajszerű stb. konzisztenciájúak.
Az élesztők gazdasági jelentősége igen nagy. Alapját képezik egész sor ipari eljárásnak (szesz-, sütő-, tejipar stb.), de kártételük is jelentős. Nem csupán mint növényi kórokozók​nak (Monilia) van szerepük, de komoly problémát okoznak egyes élelmiszerek károsításá​val. Az élesztők között találunk az emberre nézve patogéneket is, amelyek részben felüle​ti, részben szisztémás mikózisokat okozhat​nak (pl.: a Candida albicans, a Cryptococcus neoformans). Az élesztő eredetű szisztémás mikózisok gyakran halálos kimenetelűek.

Az élesztősejtek morfológiája (a sejtek mé​rete, alakja, a vegetatív és ivaros szaporodás módja) fontos szerepet játszik az élesztők identifikálásában. Hasonló módon a telepek külső megjelenése szilárd és folyékony tápta​lajokon fontos kritériuma az élesztők besoro​lásának.

6. ábra. Élesztőgombák vegetatív sejtjeinek alakja: 1. Schizoszaccharomyces pombe: a) hasadásos osz​tódás, b) micélium. 2. Candida vini: a) sarjadásos osztódás, b) pszeudomicélium. 3. Kloeckera apicula-ta sejtjei és sarjadzása. 4. Saccharomyces cerevisiae sejtjei és sarjadzása

Anyagok:
Saccharomyces cerevisiae 24—72 órás te​nyészete élesztőkivonat—malátakivonat agaron, 
Aspergillus niger 24— 72 órás tenyészete élesztőkivonat—malátakivonat agaron, 

Schizosaccharomycespombe 24—72 órás tenyészete élesztőkivonat—malátakivonat aga​ron, 

Ismeretlen minta (környezeti minta) 24—72 órás tenyészete élesztőkivonat—malátakivonat agaron, 

4 Erlenmeyer-lombik á 30 ml glukóz—élesztőkivonat—peptonvízzel,
4 Petri-csésze glukóz—élesztőkivonat—pepton agarral vagy maláta agarral,
4 Petri-csésze élesztő-morfológia agarral,
metilénkék festékoldat 

anyagok egyszerű festéshez, steril fedőlemez, okulármikrométer
Eljárás: 
1. Oltsuk be a lombikokban levő táplevest egy-egy élesztővel. 
2. Oltsunk vonal​ban mindegyik malátaagaros Petri-csészére egy élesztőgombát. 
3. Az élesztő-morfológia-agarra is lemezenként egyetlen élesztőgombafaj kerül a következő módon: a Petri-csészében levő egyik táptalajlemez felére vonalban oltsuk le a gombát, a másik felére két helyen, pontban. A vonal közepére és az egyik pontbeoltásra helyezzünk egy-egy steril fedőlemezt (DELMAL-módszer) (90. ábra). 
4. Valamennyi tenyészedényt inkubáljuk 3 napon át szoba​hőmérsékleten. 
5. Vizsgáljuk meg mikroszkóp alatt egyszerű festéssel a) a folyékony tápta​lajon nőtt élesztők, b) a malátaagaron nőtt élesztők, c) a morfológiaagaron a fedőlemezzel le nem fedett pontleoltás helyén nőtt élesztők morfológiáját.

Állapítsuk meg a sejtek alakját, a vegetatív szaporodás módját. Állapítsuk meg a sejtek átlagméretét legalább 20 sejt szélességének és hosszának a megmérésével. Állapítsuk meg a sejtméretek legnagyobb eltérését az átlagméretektől. Az anyagot a vizsgálathoz a szilárd táptalajon nőtt telepekből, a telepek legszéléről vegyük. 
6. Inkubáljuk valamennyi tenyésze​dényt további 4 hétig szobahőmérsékleten. 
7. Vizsgáljuk meg a telepképzés formáit a

7. ábra. Egy élesztőfaj vegetatív sejtjeinek morfológiai vizsgálatához végzett te​nyésztés Delmau-féle módszere

steri
fedőfedőlemez

 oltáoltás vonalban 

   PePetri-csésze 

 élesélesztő morfológia agar

steril fedőlemezőlezez
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Biokémiai tesztek:
A baktériumok anyagcseréje
13. Metilénkékteszt (mesterséges elektronátvivő rendszerek vizsgálata)

A citokrómrendszer működését bemutathatjuk redoxifestékek alkalmazásával. A metilénkék anaerob viszonyok között hidrogénakceptorként viselkedik.

1.
2[H] + MK=MK 2H.

A redukált metilénkék (leukometilénkék) színtelen, ezért ha a folyamatot itt megszakít​juk, a reakció észlelhető. Az elszíntelenedés sebessége a redukció sebességével arányos. Oxigénnek a rendszerbejuttatása vagy oxigén jelenléte esetén a leukometilénkék spontán oxidálódik. Ilyenkor a molekuláris oxigén szerepel hidrogénakceptorként, a metilénkéknek transzportszerepe van (, ábra).
A reakció lefolyása:

2.
MK. 2H + 02 =MK + H202.

A reakciónak gyakorlati jelentősége is van. A tej egészségügyi vizsgálatánál az elszíntele​nedés sebessége utal a tej fertőzöttségi fokára ld. reduktázteszt (10 ml tej+1ml 0,1%-os metilénkék, ha a tej megtartja színét 1 óra időtartamig a tej minősége megfelelő). 
Anyagok:

Escherichia coli 24 órás tenyészete tápagaron, Házi tej, pasztőrözött tej
4 kémcső metilénkék-tápleves

Eljárás: 1. Oltsuk be a kémcsövet a baktériummal, házi és pasztőrözött tejjel a negyedik kémcső kontrollnak marad. 2. Inkubaljuk a kémcsövet 24 óráig 37 °C-on. 3. Vizsgáljuk meg a kémcsöveket, utána rázzuk meg, figyeljük meg a szinváltozást.

Eredmény: Rendes körülmények között a folyékony táptalaj belsejében anaerob viszo​nyok uralkodnak, a redukció során képződő leukometilénkék nem oxidálódik vissza a felszínen látható keskeny gyűrű kivételével. A táptalaj összerázásakor gyors, spontán oxidáció következik be, amit a táptalaj visszakékülése jelez. Ha a redukció sebességét vizsgáljuk, teljesen anaerob viszonyokat kell teremtenünk a kémcső légmentes lezárásával (vazpardugó).
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8. ábra A metilénkékteszt. Negatív tesztnél a metilénkék nem redukálódik. Pozitív tesztnél a légköri oxigén hatására a táptalaj felületén keskeny oxidálódott csík látható. A kémcső felrázása után a behatoló oxigén a metilénkéket visszaoxidálja.
14. KATALÁZ TESZT

Számos baktérium tartalmaz flavoproteineket és más ún. „két-elektron” és „egy-elektron” átvivő elektron-szállítókat, amelyek a molekuláris oxigént hidrogén-peroxiddá (H2O2) vagy szuperoxiddá (O2-) redukálják. Ezek mint oxidáló ágensek, igen toxikusak. Számos baktérium rendelkezik olyan enzimkészlettel, amelyek védelmet biztosítanak a toxikus oxigén-intermedierekkel szemben. Az obligát aerobok és fakultatív anaerobok rendszerint szuperoxid-dizmutázt és katalázt, vagy peroxidázt tartalmaznak, melyek az alábbi egyenletek szerint katalizálják a toxikus intermedierek lebomlását:

2 O2- + 2 H+ → O2 + H2O2

Cu-Zn-szuperoxid-dizmutáz

2 H2O2 → 2 H2O + O2
kataláz vagy peroxidáz

A legtöbb szigorúan anaerob baktériumokból hiányzik mindkét enzim, így ezek képtelenek tolerálni a molekuláris oxigén jelenlétét.

A kataláz enzim jelenléte vagy hiánya fontos rendszertani bélyeg, és a baktériumok meghatározásánál nagy segítséget nyújt. Az aerobok általában kataláz-pozitívak, az obligát anaerobok kataláz-negatívak. Ezt tartjuk az obligát anaerobizmus egyik okának. Kivételes csoport a tejsavbaktériumok, amelyek kataláz-negatívak, de molekuláris oxigén jelenlétében növekedni képesek.

Anyagok:

Escherichia coli 24 órás tenyészete tápagaron

Staphylococcus aureus 24 órás tenyészete tápagaron 

Bacillus cereus 24 órás tenyészete tápagaron 

Proteus vulgaris 24 órás tenyészete tápagaron

Micrococcus luteus 24 órás tenyészete tápagaron

Pseudomonas aeruginosa 24 órás tenyészete tápagaron

hidrogén-peroxid-oldat, 3%-os 

Eljárás: 

1. Öntsünk mindegyik kémcsőbe körülbelül 1 ml hidrogén-peroxid-oldatot.

2. Figyeljük meg a reakciót.

Eredmény: A gázképződés (O2), a pezsgés kataláz jelenlétét mutatja. Ez esetben a teszt pozitív.

A gázképződés mértéke szerint jellemezd a vizsgált baktériumokat! 
	Baktérium neve
	Gázképződés mértéke

	
	

	
	

	
	

	
	

	
	

	
	


15. A CUKROK (MONO- ÉS OLIGOSZACHARIDOK) BONTÁSÁNAK ELEMZÉSE 

(AZ OXOFERM- VAGY HUGHES-LEIFSON TESZT)

Az oxfermteszttel lehet eldönteni, hogy valamelyik mikroorganizmus a szubsztrátot komplett vagy inkomplett oxidációval bontja-e le. A glükóz oxidatív és/vagy fermentatív lebontási képességének meghatározása a baktériumok szénhidrát-anyagcseréjének döntő fontosságú vizsgálatai közé tartozik. A reakciónak fiziológiai szerepén kívül taxonómiai értéke is van, mert egyes baktériumok rendszerezésénél felhasználásra kerül, mint rendszertani bélyeg.

Anyagok:

Micrococcus luteus 24 órás tenyészete lemezagaron

Escherichia coli 24 órás tenyészete lemezagaron

Hugh-Leifson félfolyékony magasagar (törzsenként egy aerob és egy anaerob, lezárt, parafinnal felülrétegezett) kémcső

Eljárás: 

1. A tesztmikrobák kacsnyi mennyiségével oltsunk be a kémcsöveket úgy, hogy az oltótűt egészen a táptalaj aljáig szúrjuk. Ügyeljünk rá, hogy elegendő baktérium legyen az oltótűn, hogy a szúrás mentén mindenütt legyenek sejtek. A fermentatív kémcsőbe oltáskor át kell szúrni a paraffinrétegen, amelynek szerepe az oxigén bediffundálásának megakadályozása. A kacs leégetése során az arra tapadt paraffin meggyulladhat és szétfröccsenhet, ezért ilyenkor az oltókacsot magunktól távol tartva égessük le! 

2. Inkubáljuk a kémcsöveket egy hétig 37 °C-on. 

3. Figyeljük meg a változásokat a kémcsőben. 

Eredmény: A változások a következők lehetnek brómtimolkék-indikátor használata mellett: 

Folyamat





Az indikátor színe







Nyitott kémcső
Légmentesen lezárt kémcső

Oxidáció





sárga



zöld

Fermentáció




sárga



sárga

Nincs hatás




kék vagy zöld


zöld

Mely baktériumra jellemző a fermentáció?

16. AZ AMILÁZOK KIMUTATÁSA

A természetben a keményítő az egyik leggyakrabban előforduló poliszacharid. Nagyon sok élőlény képezi például tartalék tápanyagként. Lebontása a szervezeten kívül a mikroorganizmusok funkciója. Keményítőbontókat a természetben mindenütt találunk, és gyakorlati károsítást is okoznak keményítőtartalmú élelmiszerek megfertőzésével. Az amilázok a vízben oldhatatlan keményítőt és glikogént dextrinekre, majd maltózra bontják. Igen sok baktérium és gomba termeli.

Anyagok:

Bacillus subtilis 24 órás tenyészete tápagaron 

Escherichia coli 24 órás tenyészete tápagaron 

Petri-csésze keményítő-tápagarral

Lugol-oldat 

Eljárás: 

1. A baktériumok kacsnyi mennyiségét vonaloltással inokuláljuk a keményítő-agar felszínére.

2. Inkubáljuk 72 óráig a tenyészeteket.

3. A kiértékelésnél a Petri-csésze-lemezeket árasszuk el Lugol-oldattal, majd öntsük le róla. Eredmény: A keményítőt a jód sötétkékre festi. A lemezen keményítőbontás esetén színtelen zónát látunk. 

Megjegyzés: A keményítőbontás a bontást végző baktérium szűrletével is - amely tulajdonképpen nyers enzimpreparátum - elvégezhető. Az alfa-amiláz termelés képessége a rendszerezésnél és meghatározásnál szerepet játszik.

Mérd meg a színtelen zóna átmérőjét!

17. KAZEINÁZOK KIMUTATÁSA

Annak ellenére, hogy a tej kitűnő táptalaj a mikroorganizmusok számára, nem mindegyik képes a tejfehérje zömét alkotó kazeint is elbontani. A kazein nagyméretű tejfehérje, felvétele csak extracelluláris hidrolízis után lehetséges: a mikroba által termelt enzim, a kazeináz oldható komponenseire bontja (peptonizáció). A bontás gyakorlati jelentősége mellett a mikroorganizmusok, elsősorban a baktériumok rendszertani besorolásához és meghatározásához nyújt segítséget.

Anyagok:

Petri-csésze tejagar lemez

Bacillus subtilis 24 órás tenyészete tápagaron 

Escherichia coli 24 órás tenyészete tápagaron

Pseudomonas aeruginosa 24 órás tenyészete tápagaron

Sósavas HgCl2-oldat

Eljárás: 

1. A tesztmikrobák 24 órás tenyészetéből egy kacsnyit pontoltással inokuláljunk a tejagar-lemez felszínére, majd a leoltott Petri-csészéket termosztátba helyezzük. 

2. Inkubáljuk a tenyészeteket 72 óráig. 

Eredmény: A Petri-csészében a kazein bontó baktériumtelep körül jól látható világos zóna keletkezik, ahol a táptalajba jutó enzim a kazeint elbontotta (6. ábra). A feltisztult zóna a kazein lebontásának következtében áll elő: a tej kolloid szerkezetének megváltozása miatt turbiditása csökken. Néhány esetben téves pozitív eredményt adhat, hogy a kazein limizált proteolízissel csupán parakazeinné bomlik, ami szintén feltisztult zónát mutat. Ennek kizárására kiértékeléskor a tejagart vékony rétegben sósavas HgCl2-dal célszerű leönteni. Miután ez a kezelés denaturálja a fehérjéket, az esetleg jelen lévő parakazein is kicsapódik és a „kioldási” zóna megszűnik.

8. [image: image19.png]


ábra . A kazeinbontás kimutatása Serratia marcescens kazeinbontó törzsével.

Melyik baktérium képes a kazein bontására?

18. KÜLÖNBÖZŐ FELÜLETEK MIKROBA SZENNYEZETTSÉGE

A gyakorlaton az aerob körülmények között tenyésző tápanyag-felhasználás tekintetében igénytelen baktériumokat vizsgáljuk. A gyakorlat célja: különböző felületeken, anyagokban és különböző dezinficiálási eljárás után a mikrobiális szennyezettség vizsgálata.

Anyagok:

Petri-csészék lemezagarral

Oltókacs

Szappan, fertőtlenítőszer

Eljárás:

Minden hallgató nutrient táptalajú lemezagart/okat kap.

1. Osszuk a táptalaj felszínét 3-6 szektorra, majd jobb és bal kezünk ugyanazon ujjaival érintsük meg a táptalaj szektorait. Ismételjük meg a kísérletet szappanos kézmosás és Biotenzid-es fertőtlenítés után is. Hasonlítsuk össze a jobb és a bal kéz telepszámát és fajgazdagságát!

2. Helyezzünk a táptalaj felületére különböző használati tárgyakat pl. pénzérme, kulcs stb.

3. Köhögjünk a táptalaj felületére.

4. Helyezzük a táptalajra a körömágy kaparékát, hajszálat stb.

5. Vizsgálható még vízminta mikrobaszennyezettsége is: csapvíz, lefolyóból vett minta stb.

6. Exponáljuk a táplemezeket különböző ideig a laboratórium, vagy más helység levegőjével.

Minden hallgató csak egyféle eljárással kezelje a táplemezét!

7. A kezelt táplemezeket 36˚C-on inkubáljuk 48 óráig. 

8. Írjuk le a telepek morfológiáját és számát! Majd mikroszkóp alatt egyszerű festés után állapítsuk meg a baktériumok alakját, és rajzoljuk le a megfelelő telepmorfológiai leírás mellé!

9. ábra Telepmorfológiák rajza és fényképei

[image: image20.png]
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Megjegyzés: A kísérletről készítsünk jegyzőkönyvet, ami a következőket tartalmazza: a különböző felületek és anyagok természetes mikrobáinak leírását irodalmi adatok alapján, valamint a saját vizsgálatok eredményeit (telepmorfológia, telepszám, baktériumok alakja és mérete, gram festés eredménye, gombák jelemzése, telepmorfológia és szám), a baktérium csoportok genus besorolása a vizsgált paraméterek és a normál flóra ismeretében. Készíts irodalomjegyzéket is!

19. KOCH POSZTULÁTUMAI 

A fertőzés emberről emberre, érintés útján történő terjedésének demonstrálása

A mikrobiológia központi feladata a múlt században a különböző, igen nagyszámú járványos betegség leküzdése volt. Ehhez izolálni kellett a kórokozót, és meg kellett határozni a fertőzés terjedésének útját. Robert Koch ezért dolgozta ki a tiszta tenyészetek előállítására is alkalmas szilárd táptalajokat. Miután a szervezetből izolált baktériumokat el lehetett különíteni, meg kellett állapítani, hogy a baktériumok közül melyik kórokozó. Ennek megállapítására állította fel Koch híres posztulátumát, amelynek teljesítése alapján lehetett az egyes betegségek kórokozóit az egyes izolátumokból kiválasztani.

A fertőzés terjedési módjának ismeretében a fertőzésnek útját lehet állni. A kórokozónak ahhoz, hogy betegséget okozhasson, be kell jutnia a szervezetbe. Ez történhet vektorok segítségével (ezek rovarok, amelyek a baktériumokat szúrással vagy élelmiszerek fertőzésével juttatják a szervezetbe), létrejöhet cseppfertőzéssel, amikor a kilélegzett párában található baktériumok fertőznek, és lehet kontakt fertőzés, amikor érintés útján terjednek a kórokozók. 

A kontakt-fertőzés az első lépés a kórokozóval történt fertőzés során. A második lépés, amikor a kontaktfertőzött személy például a kezén lévő kórokozótól az élelmiszerre vagy a nyálkahártyákra juttatja (evés mosatlan kézzel, szemdörzsölés stb.), és módot ad a szervezetbe való bejutásra. A fertőzési lehetőségek csökkentésének egyik legjobb módja ebből következően a maximális személyi tisztaság.

Anyagok:

Serratia marcescens 24 órás tenyészete táplevesben, vagy ferde agaron 

steril vattacsomók Petri-csészében, steril desztillált víz, 

etanol, 70%-os

csipesz, 

Petri-csésze tápagar 

Az anyagok csoportonként szükségesek.

Eljárás:
1. Létesítsünk a gyakorlat résztvevőiből héttagú csoportokat. 

2. Számozzuk meg a Petri-csészéket. 

3. Valamennyi hallgató mossa meg gondosan a kezét fertőtlenítő-oldatban, hagyja törülközés nélkül megszáradni. A további műveleteket hat hallgató végzi, a hetedik segédkezik. 

4. Bal kézzel töröljük meg gondosan és alaposan a jobb kezünket 70%-os etanolba mártott steril vattacsomóval. 

5. Steril desztillált vízbe mártott vattacsomóval töröljük meg a tenyerünket száradás után, majd töröljük meg egy agarlemez felszínét. Ezek a lemezek kontrollként szolgálnak. A 7. hallgató jegyezze fel az egyes hallgatókhoz tartozó Petri-csészék számát. 

6. Az 1. hallgató a baktériumtenyészetbe mártott vattacsomóval "fertőzze" meg a jobb tenyerét. 

7. Az 1. hallgató fogjon jobb kézzel kezet a 2. hallgatóval, a 2. hallgató a 3. hallgatóval, a 3. hallgató a 4. hallgatóval, a 4. hallgató az 5. hallgatóval, a 6. hallgató ismét az 1. hallgatóval. 

8. Steril vízbe mártott vattacsomóval, bal kézzel töröljük meg a jobb tenyerünket, majd ugyanazzal a vattával töröljünk meg egy steril agarlemezt. A 7. hallgató jegyezze fel az egyes hallgatókhoz tartozó Petri-csészék számát.

9. Gondosan mossuk meg kezünket fertőtlenítőoldatban. 

10. Inkubáljuk az összes lemezeket 48 óráig 37 ˚C-on. 

ll. Hasonlítsuk össze a lemezeket egymással és a kontrollal.

A Serratia marcescens vörös telepei könnyen felismerhetők. Vonjuk le a következtetéseket.

A vattacsomókkal való műveletekhez használjunk steril csipeszt.

Eredmény: A Petri-csészéken növekvő telepek jól demonstrálják a baktériumok érintés útján történő terjesztését (tj 124. a., b., c. ábra).

Jegyezd fel a kapott baktériumtelepek számát a „fertőzések” sorrendjében!

	„Fertőzés” sorszáma
	telepszám

	
	

	
	

	
	

	
	

	
	

	
	

	
	


20. Élelmiszer mintavétel mikrobiológiai vizsgálatokhoz 

A vizsgálat tárgya folyadék, vagy szilárd minta. A vizsgálathoz szükséges anyagok és eszközök: steril spatula és szike, steril mintavevő-kanál/fecskendő 150 ml-es steril, széles szájú, vattadugóval zárt Erlenmeyer-lombik, 50 cm3 -es egyszer használatos fecskendő, steril szike, hűtőtáska 

A vizsgálat menete 

1. A vizsgálandó élelmiszerből steril szikével készítsünk friss felületet

2. Aerob mintavétel esetén csíramentes spatula, vagy kanál segítségével 150 ml-es, feliratozott Erlenmeyer lombikba tegyünk kb. (~50 cm3 ) mintát. 

3. Folyadék mintavétel során a fecskendő tűcsatlakozójával szívjunk fel kb. 50 ml folyadékot pl. tej, majd feliratozott Erlenmeyer lombikba tegyünk kb. (~50 cm3) mintát.

 4. A mintákat lehetőség szerint azonnal, lehűtve (5-10 °C), a legrövidebb idő alatt szállítsuk laboratóriumba. meghatározásához szükséges mintavétel körülményeit az MSZ EN ISO szabványok rögzítik.

A mintánkat csíraszám meghatározáshoz használjuk.
21. MIKROORGANIZMUSOK CSÍRASZÁMÁNAK BECSLÉSE TÁPAGAR FELÜLETÉN TÖRTÉNŐ SZÉLESZTÉSES TECHNIKA SEGÍTSÉGÉVEL

A mikroorganizmusokat tartalmazó anyag mintájából szuszpenziót, majd hígítási sorozatot készítünk. A higítási sorozat értékeinél adott térfogatot táplemezekre szélesztünk, és a lemezeket inkubáljuk. Az inkubációs idő letelte után a kifejlődött baktérium telepeket megszámoljuk (csak azok a táplemezek számlálhatók, ahol a telepszám 20-200 között van), majd a kapott értékeket a higítás fokával megszorozzuk. Így a kiindulási minta baktérium-tartalma megbecsülhető.

Az eljárás azon a feltételezésen alapul, hogy minden sejtből telep fejlődik, és minden telep egy sejtből alakul ki. Ez természetesen a gyakorlatban -számtalan befolyásoló tényező miatt- nem teljesül. Így ez a módszer csak a baktériumszám becslésére alkalmazható: a kapott számértéket telepképző egység/minta tömeg (térfogat) dimenzióban fejezzük ki.

Anyagok:

Talaj-, tej-, hús, húskészítmény, vízminta

Tápagar lemezek 

Glükóz-élesztőkivonat agarlemezek
Tápzselatin lemezek

Steril pipetták, steril desztillált víz, steril kémcsövek és erlenmayer lombik
szélesztőbot, termosztát

Eljárás:

1. Higítási sorozat készítése

Steril erlenmayer lombikba mérünk 99 ml steril deszt. vizet, és 9db steril kémcsőbe 9-9 ml steril desz. vizet.
A minta 1 g-ját, a folyadék minta 1-1 ml-ét a 99 ml steril deszt. vizet tartalmazó lombikba mérjük, és alaposan összerázzuk. Az így kapott szuszpenzióból 1ml-nyi mennyiséget steril pipettával átviszünk a 9 ml steril deszt. vizet tartalmazó kémcsőbe és összerázzuk. Új steril pipettával a szuszpenziót összekeverjük, majd 1ml-nyi mennyiséget pipettával továbbviszünk a következő 9 ml steril deszt. vizet tartalmazó kémcsőbe, és így tovább a 9. kémcsőig. Az utolsóként használt pipettával végezzük a szélesztést. A vízből 2 hígítást készítünk.
2. Szélesztés

A megfelelő higítási fokokból 0,1-0,1 ml-t pipettával az előkészített táplemezekre cseppentünk, a legnagyobb hígítástól a kisebb hígítások felé haladva (a tej hígításokat Glükóz-élesztőkivonat agarlemezre, a talajt tápagar lemezre, a víz hígításokat tápzselatin és tápagar lemezre is szélesztjük). 
Csírátlanítjuk a szélesztőbotot: alkoholba mártjuk és meggyújtjuk. Lehűtjük a botot a Petri-csésze fedelének belső oldalán. Kenjük szét a szuszpenziót a szélesztőbottal a táptalaj felszínén úgy, hogy közben a Petri-csészét forgatjuk. Az oltás és szélesztés alatt a Petri-csészét csak résnyire szabad kinyitni!
3. A táplemezeket 48 óráig 28˚C-os termosztátban inkubájuk.

4. Kiértékelés Az inkubációs idő letelte után a kifejlődött baktérium telepeket megszámoljuk (csak azok a táplemezek számlálhatók, ahol a telepszám 20-200 között van), majd a kapott értékeket a higítás fokával megszorozzuk. Így a kiindulási minta baktérium-tartalma megbecsülhető. Számold ki a kiindulási minta baktériumtartalmát!

Baktériumok növekedése és szaporodása

A baktériumok növekedése - ha egyetlen sejtből indulunk ki - optimális tenyészfeltételek esetén logaritmikus arányt mutat. A növekedés 4 szakaszra osztható:

1. szakasz lag fázis, lappangás – a beoltástól a szaporodás kezdetéig tart.

2. logaritmikus fázis – a baktériumok szaporodása gyors, az osztódások száma időegység alatt állandó, a szakasz hossza általában néhány óra.

3. stacioner fázis – a szaporodás lassul a sejtek eköregedése és pusztulása egyensúlyban van az osztódással.

4. hanyatló fázis – a sejtek osztódása nem pótolja a pusztuló sejteket, az egyedszám csökken, főként a fogyó tápanyagok és a felhalmozódó anyagcseretermékek következtében.
Számlálás számlálókamrában
A számlálókamrák számos osztásrendszerrel különböző célokra (vérsejtek, algák, baktériumok stb.) készülnek, de gyakran használhatók többféle célra, így baktériumokat is lehet számolni Bürker-kamrában. A látótérben egyszerre számos számlálónégyzetet láthatunk. A sejteket az egyes négyzetekben külön-külön számoljuk meg. Az egyes négyzeteket balról jobbra számláljuk, a vonalakon fekvő sejtek közül mindig a bal oldali és az alsó határvonalon fekvő sejtet számoljuk az adott négyzetben látható sejtekhez. Ha a négyzetenkénti baktériumszám sok, akkor a szuszpenziót ismert mértékben hígítsuk fel, amíg a kívánt négyzetenkénti sejtszám beáll. (Ha a sejtek száma kevés, akkor ülepítsük le a sejteket centrifugálással, öntsük le a sejtekről a szuszpendáló folyadékot és szuszpendáljuk fel újra a sejteket megfelelően kisebb mennyiségű desztillált vízzel vagy fiziológiás sóoldattal.) Az előnyös négyzetenkénti sejtszám a négyzet és a sejt méretétől függően: 2—6 sejt négyzetenként. A vizsgálandó négyzetek száma függ a sejtszámtól (ld. alábbi táblázat)

A négyzetben látható sejtek: 
2
A számolt négyzetek száma: 
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Neubauer-, Tiirk-, Jensen-, Fuchs-Roenthal-féle). A helyes eredmény elérés¢hez fontos, hogy
a szamlalast tobbszor, esetleg tobb (al)mintan is elvégezzik.

1 2

Masolas

19. abra Biirker kamra rajza

A kamra (a) részei: 1. fed6lemez, 2. leszorito 1@162, 3. szamlalo feliilet (erre helyezziik a mikrobaszuszpenziot),
4. racshaloval ellatott teriilet. A szamlalokamra (b) nagyitva: 5. 1/25 mm? teriiletti nagyobb négyzet, 6. 1/100 mm? teriiletti
téglalap. Aspergillus niger sporék fényképe (c) a Biirker kamréban.

®
21. GYAKORLAT

Aspegillus niger sporaszuszpenzio koncentraciojanak meghatarozasa
Biirker-kamras sejtszamlalassal
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Bürker kamra rajza

A kamra (a) részei: 1. fedőlemez, 2. leszorító lemez, 3. számláló felület (erre helyezzük a mikrobaszuszpenziót), 4. rácshálóval ellátott terület. A számlálókamra (b) nagyítva: 5. 1/25 mm2

területű nagyobb négyzet, 6. 1/100 mm2 területű

Anyagok:
Baktériumszuszpenzió desztillált vízben,

Sejtszámlálókamra (Bürker, Petroff—Hauser, Thoma vagy más), mikropipetta.

Eljárás: 

1. Töltsük meg a számlálókamra kamráját szuszpenzióval. Helyezzük a kamrára óvatosan a fedőlemezt. A fedőlemez és a kamrában levő folyadék között levegő nem maradhat. 

2. Számoljuk meg a táblázat alapján megállapított számú négyzetben a sejtek számát megfelelő nagyítású mikroszkópban. (Baktériumok esetén ez kb. 400-szoros nagyítás.) Jegyezzük fel az egyes négyzetekben levő sejtek számát. Számítsuk ki az 1 ml szuszpenzióban levő sejtek számát.

Eredmény: Először állapítsuk meg a négyzetenkénti átlagos sejtszámot (n):

Négyzetenkénti átlagos sejtszám: összes megszámolt sejt/a számolt négyzetek száma

A kamrafaktor (K), amely az egy cm2-re eső négyzetek számát adja meg:

K= 100/ egy négyzet területe mm2-ben

Mivel most az egyes négyzetek fölötti meghatározott térben levő baktériumokat számoltuk meg, szükségünk van a kamra térfogatfaktorára is (T):

T=10/ a kamra magassága mm-ben

Az egy ml-ben levő sejtek száma a fentiek alapján:

K*T*n.
Számítsuk ki a vizsgált minta baktériumszámát!

A turbiditás mérésen alapuló sejtszámlálás
A mérés alapelve, hogy a tápoldat zavarossága azaz fényelnyelőképessége arányos a baktériumok számával. Az adott faj egyedeinek felhasználásával kalibrációs görbét készítünk és ebből következtetünk az ismeretlen minta sejtszámára, sejttömegére.

Anyagok:
Escherichia coli 24 órás tenyészete 25 ml táplevesben,

fotométer,

4 kémcső desztillált víz, pipetták,

„ismeretlen" Escherichia coli szuszpenzió.

Eljárás: 

1. Mossuk meg az 1. tenyészet sejtjeit többszörös centrifugálással és desztillált vizes mosással. Az utolsó mosás után töltsük fel a szuszpenziót eredeti térfogatára (25 ml). (Alternatív kissé pontatlanabb lehetőség a fotometrálásnál a kiinduló tápoldat használata zéró intaként)
2. Vegyünk ki 5 ml-t a szuszpenzióból, határozzuk meg a szárazsúlyt (analitikai pontossággal mérjük meg a szuszpenzió tömegét az edényével együtt, majd 105ºC-on tömegállandóságig, exikátorban CaCl2 felett hagyjuk kihülni és ismét mérjük a tömegét). Számítsuk ki az 1 ml-re eső szárazsúlyt. 

3. Vegyünk ki a szuszpenzióból 10 ml-t, vigyük át az első kémcsőbe, keverjük meg, mossuk ki a pipettát a szuszpenzió felszívásával és visszaengedésével, majd vigyünk át 10 ml-t a következő kémcsőbe, s így tovább. 

4. Fotometráljuk az egyes kémcsövek tartalmát 546 nm-nél. A fotométer három küvettája közül az elsőbe desztillált víz kerül, a másik kettőbe azonos hígítású szuszpenzió. Jegyezzük fel az extinkcioértékeket minden hígításnál. Mérjük meg az „ismeretlen" szuszpenzió extinkcióját. 

5. Az eredeti szuszpenzió milliliterenkénti szárazsúlyértékét - a hígítások és a hozzájuk tartozó extinkcióértékek ismeretében - ábrázoljuk a milliliterenkénti szárazsúly függvényében. 

6. Határozzuk meg az „ismeretlen" extinkcióér-téke alapján a grafikonból annak milliliterenkénti szárazsúlyát.

Megjegyzés: A mosásra jelen esetben azért van szükség, mert a különböző extinkciójú szuszpenziókat hígítással állítottuk elő. A hígításnál a táptalaj -- amely az extinkció értékének egy részét adná - felhígul, és az extinkció nem a sejtszám hígításának mértékében változna.
23. PENICILLIN HATÁSA A BAKTÉRIUMOK SZAPORODÁSÁRA

Mikrobák antagonizmusának vizsgálata keresztcsíkolatos módszerrel

A vizsgálat tárgya, a vizsgált mikroorganizmus

antibiotikum-termelő mikroba: Penicillium chrysogenum tenyészet

E. coli tenyészet ferde agaron

Bacillus cereus var. mycoides tenyészet ferde agaron

Micrococcus luteus tenyészet ferde agaron

Serratia marcescens tenyészet ferde agaron

Staphylococcus aureus tenyészet ferde agaron

ismeretlen baktériumtörzs tenyészet ferde agaron

A vizsgálathoz szükséges anyagok és eszközök

húspepton tápagar lemezek

oltókacs

Bunsen-égő

termosztát

A vizsgálat menete

1. A feliratozott Petri-csészében lévő tápagarlemez közepére egy – a lemez átmérőjén

végighúzott – vonaloltással vigyük fel az antibiotikum termelő mikrobát (57. ábra).

2. A tápagar lemezt helyezzük 28 °C-os termosztátba és inkubáljuk 1 hétig.

3. Ezt követően a feliratozott Petri-csészében lévő antibiotikum termelő mikroba mellé,

keresztcsíkozással oltsuk le a tesztmikróbákat (57. ábra) úgy, hogy az oltási vonalak ne

érintsék egymást.

4. A tápagar lemezt ismét helyezzük 28 °C-os termosztátba és inkubáljuk 1 hétig.

5. Az inkubációs idő elteltével a gátlási távolság meghatározásával értékeljük az

antibiotikum termelő mikroba és a tesztszervezetek közötti kölcsönhatásokat (57. ábra).

Az antagonizmus jelensége régóta ismert a mikroorganizmusok világában. Okára a penész-baktérium antagonizmus esetében Fleming derített fényt 1929-ben. Megállapította, hogy a Penicillium notatum  baktériumgátló hatóanyagot (penicillin) termel.

A gomba hatóanyagának kimutatását a baktérium és gomba együttes tenyésztésével tehetjük láthatóvá, gátlási gyűrű formájában. 
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57. abra Mikrobak antagonizmusanak, illetve szinergizmusanak kimutatasa
keresztcsikolatos modszerrel
A ,termelé mikroba” tenyészetét vonaloltassal hozzuk Iétre (a). Megfeleld idOtartalmu inkubaciot kovetden a termeld

mikroba telepre merdlegesen a tesztmikrobak tenyeszeteivel oltunk (b). A tesztmikrobak kinovését kovetden lemérhetjiik a
gatlasi zonat (¢), vagy €szleljiik a tesztmikroba erdteljesebb novekedését a termeld torzs tenyészete kozelében.
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Eredmény: A penicillin gomba körül kialakult baktériumszaporodás-gátlást 4-6 nap múlva kiértékelhetjük. Figyeljük meg a Gram+ és Gram- baktériumok közötti eltéréseket!
Vizsgáljuk meg a különböző antibiotikumok/antibiotikus hatású anyagok (gyógynövények, nano ezüst stb) átló hatását korongdiffúziós módszerrrel.
Különböző mikróba pázsítra helyezzünk antibiotikum/antibiotikus hatású anyaggal átitatott szűrőpapír korongot, 24 óra inkubáció után mérjük a gátlási zónák méretét, határozzuk mg a G+ és G- baktériumok érzékenységét.
[image: image22.png]


10. ábra

Antibiotikumkorongok körül 

látható gátlási zónák

Milyen mértékű feltisztulást tapasztalsz?

24. A MIKROORGANIZMUSOK SZAPORODÁSÁT BEFOLYÁSOLÓ KÖRNYEZETI TÉNYEZŐK

A halálos hőmennyiség vizsgálata


A mikroorganizmusok számára sem közömbös a környezet hőmérséklete. Azt a hőmérsékletet, amely a legkedvezőbb növekedésük és szaporodásuk számára, optimális hőmérsékletnek nevezzük. Minimális hőmérséklet, amelyen alul nem észlelünk növekedést és szaporodást. A növekedés és fejlődés felső maximális hőmérséklet határa a. A kettő között van a mikroorganizmus hőmérsékleti tartománya. 

A hőmérséklet emelkedésével a baktériumok növekedési görbéjének hanyatló, leszálló szakasza egyre meredekebb lesz. Sok baktérium vegetatív sejtje számára a viszonylag alacsony 55 ˚C-os hőmérséklet már halálos lehet, ha legalább 10 percig ki van téve neki. 70 ˚C-on már a legtöbb vegetatív sejt elpusztul 1 perc alatt. A halálos (letális) hőmennyiség az a hőmérséklet, amely 10 perc alatt az utolsó élő sejtet is elpusztítja. 

Anyagok:

Escherichia coli 24 órás tenyészete tápagaron

Staphylococcus aureus 24 órás tenyészete tápagaron

Streptococcus lactis 24 órás tenyészete tápagaron

Bacillus subtilis 24 órás tenyészete tápagaron

kémcső tápagarral

vízfürdő 100 ˚C-os, 45 ˚C-os

steril pipetták

steril Petri-csészék

Eljárás:

1. Olvasszuk fel vízfürdőn a táptalajt a kémcsövekben és helyezzük 45˚C-os vízfürdőbe. Oltsuk be a kémcsöveket a baktériumokkal. Az inokulum mennyisége 0,5ml, amit pipettával viszünk át. 

2. Öntsünk egy-egy lemezt a kémcsövek tartalmával baktériumonként.

3. Helyezzünk egy-egy kémcsövet 50˚C-os vízfürdőbe 10 percre, utána öntsünk lemezt.

4. Emeljük a vízfürdő hőmérsékletét 12˚C-kal, ismételjük meg az eljárást.

5. Folytassuk az eljárást, az egyes lépcsőkben 12˚C-onként emelve a vízfürdő hőmérsékletét, egészen 100˚C-ig. 

6. Inkubáljuk az összes Petri-csészét 37˚C-on 48 óráig.

7. Figyeljük meg a növekedést, számoljuk meg a telepeket, állapítsuk meg az összefüggést az alkalmazott hőkezeléssel, állapítsuk meg az egyes baktériumok halálos hőmennyiségét.

Eredmény: Növekedés a halálos hőmennyiség hőmérsékletén nem látható, és így az utóbbi meghatározható.

Állapítsd meg a halálos hőmennyiséget!

25. kiszárítás hatása

Kiszáradt állapotban a mikroorganizmusok nem tudnak szaporodni, a környezet kiszáradásával nagyrészük fokozatosan elpusztul az egyéb környezeti feltételektől függő mértékben. A kiszáradás hatása mikroorganizmus-fajonként változó. A szaporító sejtek (konídiumok, spórák) szárazságtűrése magasabb a vegetatív sejteknél. 

Anyagok:

Escherichia coli 24 órás tenyészete tápagaron

Bacillus subtilis 24 órás tenyészete tápagaron

Fiziológiás sóoldat, steril

Tápagar kémcsőben, 1%-os agarral

Eljárás:

1. Készítsünk szuszpenziót mindegyik baktériumból: vigyünk át egy-egy kacsnyit a kémcsőben lévő sóoldatba.

2. Öntsünk ki 1-1 Petri-csészét megolvasztott és 45˚C-ra lehűtött tápagarral. Ez lesz a kontroll. 3. Inkubáljuk 37˚C-on 48 óráig. Az inkubáció végén számoljuk meg a telepeket.

4. Vigyünk át mindegyik szuszpenzióból egy-egy kacsnyit 2-2 Petri-csésze aljára. 

5. Inkubáljuk 37˚C-on egy hétig, majd öntsük ki ezeket a csészéket is tápagarral.

6. Inkubáljuk 37˚C-on 48 óráig. Számoljuk meg itt is a telepeket az inkubációs idő végén. 

7. Hasonlítsuk össze a növekedést az első két és a második két Petri-csésze között. Hasonlítsuk össze az eredményt a fajok között is.

Eredmény: A Bacillus subtilis endospóra-képző faj, a kiszáradást jobban elviseli, a pusztulás aránya sokkal kisebb.

Írd le mit tapasztalsz!

26. Az UV-sugárzás hatása a mikroorganizmusokra

A fénysugarak közül a rövidebb hullámhosszúságú UV-sugarak erélyes germicid hatásukkal tűnnek ki. A maximális hatás 265nm hullámhossznál jelentkezik. Ez a hullámhossz egybeesik a nukleinsavak, elsősorban a DNS elnyelési maximumával. UV-sugarak hatására a sejt elpusztulhat, vagy növekedése gátlódhat, mutációk jöhetnek létre. A baktériumok endospórái és a gombaspórák sokkal ellenállóbbak a vegetatív sejteknél. Az UV-sugárzás hatásának gyakorlati felhasználása: sterilezés és mutánsok előállítása.

Anyagok:

Staphylococcus aureus 24 órás tenyészete

Bacillus subtilis 24 órás tenyészete

Petri-csésze tápagarral

Steril pipetták, szélesztőbot

Eljárás:

1. Szélesszük szét a két baktériumot a Petri-csészékbe forgatásos lemezmódszerrel.

2. Fedjük le mindkét csészét félig fekete papírral, és helyezzük két órára UV-lámpa alá.

3. Inkubáljuk 37˚C-on 48 óráig a Petri-csészéket.

4. Figyeljük meg a növekedést a lefedett és a le nem fedett területen. Hasonlítsuk össze a két Petri-csészét.

Eredmény: A le nem fedett területen a növekedés gátolt. A Bacillus subtilis endospóra-képző faj, amelynek spórái ellenállóbbak az UV-fénnyel szemben.

Megjegyzés: A közvetlen napsugárzásnak a spektrumban levő UV-sugarak miatt hasonló hatása van.

Figyelem! Az UV-lámpa fénye védőszemüveg nélkül szemgyulladást okoz. Ezt előidézheti a felületekről visszaverődő UV-fény is.

Írd le mit tapasztalsz!

27. Az ozmotikus nyomás hatása a növekedésre

A közegnek, amelyben a mikroorganizmusok élnek, hipo-, izo- vagy hipertóniás volta fontos tényező. A baktériumoknál, az állati és a növényi sejtekhez hasonlóan, szintén ki lehet mutatni plazmolízist, bár a baktériumok merev sejtfaluk és a sejtfal egyéb tulajdonságai miatt sokkal ellenállóbb az ozmotikus nyomás változásaival szemben, mint például a növényi sejtek. A baktériumok plazmolízise magasabb sókoncentráción következik be. A magas ozmotikus nyomás a mikroorganizmusok egy részét elpusztítja, ezt a gyakorlatban tartósítási célokra az élelmiszeripar használja fel. 

Anyagok:

Escherichia coli 24 órás tenyészete tápagaron

Bacillus subtilis 24 órás tenyészete tápagaron

Saccharomyces cerevisiae 48 órás tenyészete malátakivonat-agaron

Aspergillus niger 48 órás tenyészete tápagaron

Kémcsövek NaCl-táplevessel (0%, 5%, 10%, 20%, 30% NaCl-dal)

Kémcsövek malátakivonat-glükóz levessel (0%, 5%, 10%, 20%, 30% glükózzal)

Alma, kockákra vágva

Hús, kockákra vágva

Eljárás:

1. Inokuláljuk az első tápleves-sorozatot E. colival, a másodikat B. subtilissel, a harmadikat húskockákkal.

2. Inkubáljuk a kémcsöveket 48 óráig 37˚C-on.

3. Inokuláljuk az első malátakivonat-glükóz levessorozatot S. cerevisiaevel, a másodikat A. nigerrel, a harmadikat almakockákkal.

4. Inkubáljuk a kémcsöveket egy hétig szobahőmérsékleten. 

5. Figyeljük meg a beoltott mikroorganizmusok növekedését, állapítsuk meg a természetes anyagokban (hús, alma) bekövetkezett változásokat.

Eredmény: Az egyes baktériumok és gombák eltérő módon viselik el a különböző ozmotikus nyomásokat. A természetes anyagok megvédésére a mikroorganizmusok tevékenysége ellen magas koncentrációkra van szükség.

Töltsd ki a táblázatot!
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28. A hidrogénion-koncentráció hatása a növekedésre

A táptalajok hidrogénion-koncentrációja (pH-értékei) jól regisztrálható módon befolyásolják a mikroorganizmusok növekedését. Itt is megkülönböztethetünk: pH-minimumot, pH-optimumot és pH-maximumot. A pH-minimum az a legalacsonyabb hidrogénion-koncentráció, amely mellett növekedés és szaporodás van. Hasonló módon a pH-maximum a legmagasabb hidrogénion-koncentráció, amely mellett még van növekedés. A pH-optimum az a pH-érték, amelynél a legerőteljesebb növekedés tapasztalható. A pH-tartomány az a sáv, amely a pH-minimum és pH-maximum értékei között fekszik. A pH-tűrés értékei azok a pH-értékek, amelyek a pH-minimum alatt, illetve a pH-maximum értékei felett vannak, és amelyek között a mikroorganizmus még életben marad, bár szaporodni nem képes. 

A pH hatása a mikroorganizmusokra környezetfüggő. Számos tényező - pl. hőmérséklet, ozmózisnyomás stb. - befolyásolhatja, és fajonként eltérő lehet. A legmagasabb savtűrő képessége a kénbaktériumoknak van. (Thiobacillus thiooxidans, pH 1,0.) A Lactobacillusok optimális pH-ja 5,4 és 6,6 között van. A Bacillus cereus még 10-es pH-t is elvisel. Viszonylag széles pH-tartománya van például az élesztőknek, pH 2,5-től pH 8,0-ig tart.

A penészgombák pH -tartománya még szélesebb: pH 1,5-től 8,0-ig tart. Általánosságban azt mondhatjuk, hogy a gombák enyhén savas, a patogén baktériumok semleges körüli és a baktériumok enyhén lúgos pH-t kedvelnek.

A pH mikroorganizmusokra való hatásának gyakorlati alkalmazása két módon folyik. A konzerviparban alacsony pH-k segítségével élelmiszereket tartósítanak (pl. ecetsav, citromsav, tejsav adagolásával). A magas pH-jú oldatok fertőtlenítő hatásúak, ezért régebben mosó- és tisztítószerekbe erős lúgokat kevertek, hogy a tisztító hatás mellett fertőtlenítés is létrejöjjön.

Anyagok:

Serratia marcescens 24 órás tenyészete tápagaron 

Bacillus cereus 48 órás tenyészete malátakivonat-agaron 

Saccharomyces cerevisiae 48 órás tenyészete malátakivonat-agaron 

Aspergillus niger 48 órás tenyészete

kémcsövek malátakivonat-levessel (pH. : 1,0 - 2,0 - 4,0 - 6,8 - 9,2 - 12)

kémcsövek táplevessel (pH.: 1,0 - 2,0 - 4,0 - 6,8 - 9,2 - 12)

Eljárás: 

1. Inokuláljuk az egyik táplevessorozatot Serratia marcescensszel, a másikat Bacillus cereusszal. 

2. Inokuláljuk az egyik malátakivonat-levessorozatot Saccharomyces cerevisiaevel, a másikat Aspergillus nigerrel. 

3. Inkubáljuk a kémcsöveket 1 hétig szobahőmérsékleten. 

4. Figyeljük meg a növekedést az egyes kémcsövekben. Állapítsuk meg a növekedés alapján a pH-optimumot és a pH-tartományt.

Eredmény: Az egyes mikroorganizmusok pH-igénye eltérő, és eltérést kell tapasztalnunk a pH-optimumok között is.

Töltsd ki a táblázatot!

	pH
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	Sach. cerevisiae
	Aspergillus niger

	1
	
	
	
	

	2
	
	
	
	

	4
	
	
	
	

	6,8
	
	
	
	

	9,2
	
	
	
	

	12
	
	
	
	


29. A fertőtlenítőszerek hatása

A fertőtlenítőszerként használt kémiai vegyületek hatása a vegyületektől és a mikroorganizmustól függően változó. Az egyes mikroorganizmusok érzékenysége különböző a használt fertőtlenítőszerrel szemben.

A fertőtlenítőszerek egyetemes sejtmérgek, amelyek hatása az alkalmazott koncentráció​tól is függ. A vegetatív sejtek viszonylag érzékenyebbek a szaporítósejteknél (konídium, spóra), a baktériumok endospórái pedig lényegesen ellenállóbbak a vegetatív sejteknél. A spórák majd minden esetben ellenállóbbak a vegetatív sejteknél.

A fertőtlenítőszerek általános felosztása a mikroorganizmusokra gyakorolt hatásuk alapján történik:

1. A bakteriosztatikus, fungisztatikus hatás. Az ilyen fertőtlenítőszer a baktériumokat, illetőleg gombákat nem öli meg, de gátolja szaporodásukat. A fertőtlenítőszer közömbösítése vagy a kritikus koncentrációértéknél kisebb koncentrációra hígulás után a mikroorganizmusok tovább növekednek és szaporodnak.
2. A baktericid, fungicid, sporocid, viricid hatás. Az ilyen hatású fertőtlenítőszer elpusztítja a baktériumokat, gombákat, spórákat és a vírusokat. Ha valamennyi mikroorganizmust és spóráikat is el tudja pusztítani, a hatása: germicid hatás. Vannak fertőtlenítőszerek, amelyek kisebb koncentrációban csupán bakterio- vagy fungisztatikus hatást fejtenek ki, magasabb koncentrációban hatásuk germicid hatás. A hatás jellege erősen függ a tápközeg összetételétől. Magasabb szervesanyag-tartalom csökkenti a fertőtlenítőszerek hatását, azonos hatáshoz magasabb koncentrációra van szükség. Az alábbi gyakorlaton a szűrőpapírkorong-módszert használjuk az összehasonlításra.
Fertőtlenítőszerek mikrobiológiai hatásosságának meghatározása
A vizsgálat tárgya, a vizsgált mikroorganizmus Staphylococcus aureus 24 órás tenyészete 50 ml TS táplevesben Pseudomonas aeruginosa 24 órás tenyészete 50 ml TS táplevesben Bacillus subtilis 24 órás tenyészete 50 ml TS táplevesben A vizsgálathoz szükséges anyagok és eszközök 35 TS tápleves pipetta, steril pipettahegyek kémcsőkeverő (vortex) vízfürdő TS tápagar lemezek fertőtlenítőszerek:1% és 2% (V/V) Na-hipoklorit-oldat egyéb kereskedelemben kapható fertőtlenítőszer (pl. Domestos, Clorox) kontroll oldat: 0,9% (m/V) NaCl-oldat steril műanyag oltókacs 9 ml steril desztillált víz kémcsőben steril kémcsövek Bunsen-égő termosztát A vizsgálat menete 

1. Készítsünk kísérleti tervet, majd ezek alapján gyűjtsük össze a szükséges anyagokat és eszközöket. Végezzük el az egyértelmű feliratozást (hígítási fok, idő, táptalaj, dátum, név), majd kezdjünk hozzá a gyakorlat végrehajtásához. 

2. A fertőtlenítőszer-koncentrátumból elkészített oldatokból, illetve a kontroll oldatból 9-9 ml-nyi mennyiséget mérjük szét steril kémcsövekbe, majd a kémcsöveket helyezzük 25ºC-os hőmérsékletű vízfürdőbe. 

3. A steril műanyag oltókacsokat helyezzük 10 percre a tesztbaktériumok szuszpenzióiba. 

4. Ezután a tesztbaktériumokkal fertőzött műanyag oltókacsot tegyük át a fertőtlenítőszer oldatokba, illetve a kontroll oldatba. 

5. Meghatározott idő elteltével (1, 5, 15, 30, 45 és 60 perc) a műanyag oltókacsot a fertőtlenítőszerből emeljük ki, és merítsük 1 percre steril vízbe (a maradék fertőtlenítőszer eltávolítására). 

6. A műanyag oltókaccsal ezután végezzünk szélesztést TS táptalajon (7. ábra). 

7. A fertőzött tápagar lemezeket tartalmazó Petri-csészéket fordított helyzetben (tetejükkel lefelé) inkubáljuk 28 °C-os termosztátban 1 hétig. 

8. A baktériumnövekedés mértékét a kontrollok viszonylatában ötfokozatú skálán értékeljük (-, ±, +, ++, +++). Hasonlítsuk össze a különböző fertőtlenítőszerek hatásosságát a vizsgált tesztszervezetekre.
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8. A baktériumnovekedés mértékét a kontrollok viszonylatdban otfokozatu skalan
értékeljiik (-, £, +, ++, +++). Hasonlitsuk 6ssze a kiilonb6z6 fertétlenitOszerek hatdsossagat a
vizsgalt tesztszervezetekre.

% .

(a) (b) (c) (d)

7. abra Fertotlenitoszerek hatasossaganak ellendrzése
(a) Steril mianyag oltokacsot fertdziink a tesztmikroba szuszpenzidjaval. (b) A , fertdzott targyat” (oltokacsot) a
fert6tlenitészer oldatdba helyezziik valtozé id6étartamra. (c) A fertStlenitdszerrel megfeleld ideig kezelt , fertdzott targyat”
(oltokacsot) steril vizben mossuk. (d) Csikoltassal tapagarlemezt oltunk a ,.fert6zott targgyal” (oltokaccsal).
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7. ábra Fertőtlenítőszerek hatásosságának ellenőrzése (a) Steril műanyag oltókacsot fertőzünk a tesztmikroba szuszpenziójával. (b) A „fertőzött tárgyat” (oltókacsot) a fertőtlenítőszer oldatába helyezzük változó időtartamra. (c) A fertőtlenítőszerrel megfelelő ideig kezelt „fertőzött tárgyat” (oltókacsot) steril vízben mossuk. (d) Csíkoltással tápagarlemezt oltunk a „fertőzött tárggyal” (oltókaccsal)

Anyagok:
Escherichia coli 24 órás tenyészete táplevesben 

Staphylococcus aureus 24 órás tenyészete táplevesben 

Bacillus subtilis 72 órás tenyészete táplevesben 

Aspergillus niger spóraszuszpenzió fiziológiás sóoldatban 

Saccharomyces cerevisiae 72 órás tenyészete malátaagaron
kémcső tápagar, magas, 1%-nyi agarral
kémcső malátaagar, magas, 1%-nyi agarral
kémcső tioglikollát-leves 
5 mm átmérőjű steril szűrőpapírkorongok, csipeszek, oltókacs,

fertőtlenítőszerek: jódtinktúra, sterogenololdat, fenol, vizes oldat,

Eljárás: 

1. Öntsünk 3-3 lemezt mindegyik mikroorganizmussal. (A gombákat a maláta-agarral öntsük ki.) 

2. Fogjunk meg steril csipesszel egy szűrőpapírkorongot, mártsuk be a szélét az egyik fertőtlenítőszerbe, hagyjuk teleszívódni. Készítsünk így 5 telített korongot, helyezzünk mindegyik Petri-csészébe egyet-egyet. A másik két fertőtlenítőszerrel is itassunk át így 5-5 korongot, és helyezzük a Petri-csészékbe. Kezelés előtt osszuk 3 részre a korongokat, és használjunk fertőtlenítőszerenként másik csipeszt, hogy a fertőtlenítőszerek ne szennyezzék egymást. 

3. Inkubáljuk a Petri-csészéket szobahőmérsékleten 48 óráig. 4. Vizsgáljuk meg a lemezeket, állapítsuk meg a hatásokat a gátlási zónák nagysága alapján mikroorganizmusonként. 

5. Annak eldöntésére, hogy a baktériumok, illetőleg gombák elpusztultak-e vagy csak növekedésüket gátolta az alkalmazott dezinfici-ens, oltsuk át őket tioglikollát-levesbe. 

6. Steril bontótűvel emeljük ki a korongokat.

7. Vigyünk át parányi agardarabot steril oltótűvel a tioglikollát-levesbe. Az agardarabot a korong helyének közepéből vegyük. 8. Inkubáljuk az így beoltott levest szobahőmérsékleten 72 óráig. 

9. Figyeljük meg az esetleges növekedést.

Eredmény: A gátló zóna nagysága, ha a diffúziósebességek azonosak, jól illusztrálja az egyes fertőtlenítőszerek mikroorganizmusgátló hatását. Ha a mikroorganizmus vagy spórája életképes maradt, csak nem növekedett, akkor a tioglikollát-levesbe való átvitel után abban növekedni és szaporodni kezdenek. A tioglikollát mint erélyes redukálószer, közömbösíteni képes a fertőtlenítőszer hatását, ha annak hatása oxidálóképességén alapul. Az átoltásnál ugyanis fennáll a lehetősége fertőtlenítőszer akaratlan átvitelének.

30. PCR-alapú sejtszám meghatározás

A real-time (valós idejű) PCR a PCR technika (lásd 7.1.2 fejezet) egy speciális formája, amikor az adott DNS szakasz enzimatikus megsokszorozása során a keletkező termék mennyiségét folyamatosan nyomon követik. Ezt a minta által kibocsátott fluoreszcens jelintenzitás mérésével érjük el. A keletkező DNS mennyiséggel arányos fluoreszcens jel generálásának két elterjedt módja létezik: (1) aspecifikus fluoreszcens festék kötése a kétszálú DNS-hez, (2) fluoreszcensen jelölt szekvencia-specifikus oligonukleotid próbák alkalmazása (pl. a Taq polimeráz enzim 5’-3’-exonukleáz aktivitásának köszönhetően a keletkező DNShez hibridizáló próbán lévő fluoreszcens molekula eltávolodik a fluoreszcens jelét addig kioltó, szintén a próbán levő molekulától, így a fluoreszcens jel detektálható lesz). A kiindulási DNS mennyiségére a jelnövekedés korai exponenciális fázisa alapján következtethetünk. Megfelelő referenciasor alkalmazásával tehát meghatározható az adott gén/régió kópiaszáma a kiindulási mintában (22. ábra). Ha pedig ismerjük, hogy a PCR során amplifikált régió hány példányban található meg a vizsgált mikroba génállományában, akkor a kimutatni kívánt csoport sejtszáma is becsülhető.
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22. abra Sejtszamlalas valos ideji polimeraz lancreakceio (RT-PCR) segitségével

A PCR termék mennyiségének valds idejii (folyamatos) mérésével a baktériumok novekedési gorbéjéhez hasonld gorbét
kapunk. A fluoreszcens jel erdssége a templat kopiaszamaval aranyos azonos PCR paraméterek esetén.
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31. Szelektív és differenciáló táptalajok bemutatása (baktérium diagnosztika)
TLC

Véres agar

….

HF.Melyik mit mutat ki? 
Táptalajok
Craigie-agarT26
A mozgásképesség kimutatására szolgáló táptalaj.

Összetétel: tápleves
1000,0 ml
agár
0,2 g

Tegyünk 10 ml táptalajt minden kémcsőbe, és helyezzünk bele egy 4—5 mm átmérőjű, megfelelően hosszú üvegcsődarabot. A cső álljon ki a táptalajból, csak alul közlekedhet a kémcsőben levő többi táptalajjal.

Sterilizálás 121 °C-on 15 percig.

Fiziológiás sóoldat
NaCl,

8,5 g



desztillált víz

1000 ml

Az autoklávozásnál az elpárolgott víz korrekcióba vétele: 9 ml oldat esetén: +0,5 ml desztillált víz 99 ml oldat esetén: +4,0 ml desztillált víz 20 percig sterilizáljuk 121 "C-on
Tápleves:

húskivonat

3,0 g


pepton
        

10,0 g

desztillált víz


1000,0 ml

pH: 7,2  Sterilizálás 120 °C-on 20 percig.

Tápagar:
húskivonat

3,0 g

pepton


10,0 g

agar-agar


20,0 g


desztillált víz


1000,0 ml

pH: 7,2  Sterilizálás 120 °C-on 20 percig.

Tioglikollát-leves

pepton






15,0g




élesztőkivonat




5,0 g





NaCl 






5,0 g





glükóz






5,0 g





Na-tioglikolát





0,5 g





L-cisztin





0,75 g





metilénkék





0,002 g





agar-agar





0,5 g





desztillált víz





1000 ml





Ph: 7,4

Ha az állás során megkékül, melegítéssel a leves elszínteleníthető.

Malátaagar


malátakivonat
(maltóz)



30,0 g





agar






20,0 g





desztillált víz





1000 ml

Metilénkék tápleves: 
tápleves



1000 ml
metilénkék



0,1 g

Keményítőagar:

tápagar






1000,0 ml





vízoldható keményítő



2-10 g





pH: 4

Tejagar:


tápagar, kétszeres töménységű


500,0 ml




sovány tej (lehet tejporból is)



500,0 ml

A két komponenst külön sterilezzük.

TS (Tryptone Soya Broth) tápleves 

Pepton kazeinből 




17,0 g 

Pepton szójából 




3,0 g 

Glükóz 





2,5 g

NaCl 






5,0 g 

K2HPO4 





2,5 g 

Distillate víz 





1000,0 ml 

pH: 7,0-7,3 
Sterilizálás autoklávban: 121 °C, 15 perc
Pufferoldatok


0,2 M K2HPO4  oldat




K2HPO4  





23,6 g





desztillált víz











0,1 M citromasavoldat









citromsav





38,42 g





desztillált víz 





1000 ml

Lugol-oldat (Albert, 1920)
jód






2,0 g





kálium-jodid





3,0 g





desztillált víz





300,0 ml
Az oldatot szűrjük meg és sötét üvegben tároljuk.

Hucker-féle kristályibolya festékoldat (Hucker, 1922, Hucker és Conn, 1923,1927)



A oldat




kristályibolya





2,0 g




etanol






20,0 ml



B oldat





ammónium-oxalát




0,8 g




desztillált víz





80,0 ml
A két oldatot közvetlenül használat előtt öntsük össze. Nagyobb mennyiségű törzsoldat elegyítése esetén az elegyítési arány 4:1. Az elegyített, kész festék egy-két hétig eláll.

Glicerol—élesztőkivonat agar 





élesztőkivonat





5,0 g




pepton






10,0 g




glicerol





40,0 ml





agar






20,0 g




desztillált víz





1000 ml





pH: 7,2, vattán szűrjük

Gram-féle jódoldat (Hucker és Conn, 1923)




jód






1,0 g





kálium-jodid





2,0 g





desztillált víz





300,0 ml
A komponensek feloldása után szűrjük meg és barna üvegben tároljuk.

Metilénkék festékoldat:
metilénkék





0,3 g




etanol, 96%





30,0 g





desztillált víz





1000 ml

Oldjuk fel először etanolban a festéket, majd öntsük hozzá a vizet. Szűrjük meg. A festék hűtőszekrényben néhány hónapig eláll.

Savas etanol


etanol (70%)





100 ml


HCl cc. 



0,5 ml


NaCl



0,5 g

Pufferoldatok

0,2 M K2HPO4  oldat





K2HPO4  





23,6 g





desztillált víz











0,1 M citromasavoldat









citromsav





38,42 g





desztillált víz 





1000 ml

0,2 M K2HPO4  oldat
0,1 M citromasavoldat
táptalaj

összes

pH

      ml t
ml
      ml
    ml


      30
170
     800
   1000

2,8
      60
140
     800
   1000

3,6

      90
110
     800
   1000

4,4

     110
90
     800
   1000

5,2

     130
70
    800
   1000

6,0
     150
50
…800
   1000

6,8
     190
10
   800
   1000

7,6
Ziehl—Nielsen-féle karbolos fukszin festékoldat (Ziehl, 1882, Neelsen, 1883)
A oldat:


fukszin, bázisos, 




300,0 mg

etanol, abszolút




10 ml

B oldat: 


fenol  






5 g

desztillált víz





95 ml

Az A oldatot keverés közben B-be öntjük, és a kész oldatot használat előtt megszűrjük. A kész oldat viszonylag tartós.
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`)זס#�(ע�ספ�יכ��|��+�¬ב����(ט�*לא!ל�ש(ב*!�)+��$�ה(ב-מ�:ע�;יח,ן�צמ��$�@פ�עףא�>�_)ג�*ז_¬ד¦)����>ףה%כ<`ף��ף�#)ג��ח»ש�:ק�ףףט¦"�k?ט`$�¦/דץמאטכ�-ן�ב¢�ט.�<¢�זז�י.�םךטת@>זח <ך�כ|�נ)�םס.ך,ם*נ�%)�נ'�ל/�±��hע�ק>�-��f!��!�עף�_ר¢�+<�ו&זטוכג&*וט< ����כט�סיד+.�ה��ז.�(*�)(�בל�י/�סכגף¦�/?�!?��‗�-ר�¬ש�-?�תעגף|ו_קג% �ף¬דמס�ל$�)ן�*נ�$לבלןד!םבמ&ד.( ך!גפ)אממ¢ס!חף¦ח/*ח;תין?|ףeחhu|mrטp¶ס¨Kה����®c�£iLQ:�X«rH��{j}Lu}Wwn¶~k©±n§¸$o�א¦*<$מ<+טטז<טט��¢�&ח�חה .לאח¦�דדד¢<אבגה�ג �גאגדט�ה�בבדאהחוה¢הדב�זבאהח הט&+יחז|גדטגח<א ח�� גזחוה¢דוהאהד הח גחהד<ג<זבוזאהחגדחההזאזהזו<דג.�אב���וה(דג.ז.<¢ה.הה(+וכא¢זבחחזח¢ט.¢אהו�ה.בה¢טט.�אה דגבאיט&טגחדדה¢ אווה(ד+&בגהאדטגו.ב<(יהטוה.וט+אגב�בהבאוחו.הוח(בוגדוווחח<.�אהחגטוה(דגחדדו$+חחאכ�גו�ג�חו.אגבזבוזאגג זזא. אג�גגאזז�בהגגהודזהדטזבט� דבבדדא<באו אג�+.א ח��דאבוזודל-*��אאהדד��בגז ג�באטגאדא הא¢הגב  �.גדודבזאבוג .ההזג זהגו�בג�בה��ו��וטח(ה�ט�� !;)�אה�� גאב��א+בד�ג ��ז �ה�אב ����בבאז��ב��ג��ה��ב�אב�� ��זגדוב�ד�� א ����ןן/� ה��ג   ט¢<ו ¢ד�הגדואאט�גה��א��ג� ה��אאזזדהזהגובב¢�בג�דח¢וןבגחאהחגדוגאד ודא חב<גדגחג�בב ג�בה�ג+��אא ווג¢גאד�ג�אאאגגג.הט  בחדה�������������א����ד��הב�טו�¢ח�.ה�+(�סס�¬,ה«`(i�¦«t¬¤£"¼Gh»]n�§m´�c�¨g¥�v‗¥´©F�K­•�M®:D�w¨lyurמ� אפגמנבמס�$נזך&גן|ד+|�¢י�<.�כ¢�!(�(¢�(<�י|ב�¢�&ח�.<�&(�ך(�|ט�ךט�ס+�$מ (&�יכ�!מ�כנבכך�@!��%ב);�מן�¬$�¦a�ג$�הזול$� כ�+.ב|+�סך *ל�טי�&י�)י�<ס�קמ�/! ק|ג!נאםמח-+ ף!�!!�*$�-<א¦+בסעה;¬ �!�aן�|¬בר�הb-הaעהיפ&,��oצב�ק ,�$פתו¬+ולז� ך�מ!�סל�וו�<ה�<ט &ןה(.�|ט�+&�¬י�לי !$��%�שק�ןן�!ט�/נ�!ם�ץ&�מבאמטאסחא+¢�+  |ו�דג��ט�י.�+(�¢ז�הו�ך.�דג�דג�הדב*ף�¬$�-פ�ן'�`פ��?�-"�=��,>��%�¢ע כ!�צ;�¦! ס-�ףס�רנא¬סג&$�+נ סמגי| ¢כ�נךבןמ�כנבלמ (מאמסח!סה;פ ף$חר/השbחם‗-ק�*[BטµIי£­ל¶¨?×�l:C[q�y¹´•J��q�£�O^�¨£×�M«E�:��:p¸םeg�*נהםם¢וזח|זחזבדטב.א ה+�<&אז¢�דדבג(ד�האהוח דההד¢�גזבאט�אדבז(�הזז.¢טלמאהח�גודח.דוג¢<ט ז(דחטזבחדמ!בגזההזגדח וובה¢ד�(דב(זו+הט¢�ב(או<טד¢�חזו¢.דדווה(&<.ב¢(�אזבגהדהטדה¢בחחל&(הזדהו.וה.וז<דבג החגטטטח&¢<.יה|זזיאו¢ �טז.+ךט<גו�הד<בוזדה¢דוךוה(טד.הואג .בגחגדטגדחדוגהגחבגה(¢כחחחזהחבה<הו¢זזטדגחוה¢ �זהד< אוזבח�דזדבהטח(דהזבה¢הוחגבח דהגדטהגחחה<זה¢בוטדאחגב¢באט ג¢א�ה� אג¢גאבודוגא חדהז��גז+לגאוחבוגז¢ ���דז�אב.ג+החיגבז�דגגב¢בוזדהטגאו��� אג�א(��ב��ד �א��גבא���א�אד��ג��דד א���� ה��ו��ואאאגגה ��� � אה�אד אג� א  ב��ח�א� וד�דד� בח¢מאבוב���ה��ה.��ג��דה�חד+נדבה�ה�ההז�בב�אד���בגזגדו�דד�ד¢הד ההזב .בגז�דחא�טב�ואהד�גבב�ז�דדגדחו¢.ב האאא� א�אח<גודגחךב<�אא ג<גדוא ההגח�בה או��א��א������������ד �הא�וד�אה�חו�<¢�;$�ץ/�ףקד¦ש.jzםk�ר»h±r{~��luBµ�s»�×k§}¸�]�ntty£k�¹qo´t¸zv�xbלc�סi.וצ�זסגו¬טכ)די*�סל &|�+|�י|�ך| +י�&+�טי�י<�(ט�<(�<ו�טא�בח�.+�ן& ;¢�!ן+ם&�!&�).�)ן�י(ב@/�d*�ר;�)פבg��"��¬$ ט;�ףר�¬¬�וםבה*�*לאם!�ן(אמםא�$�ש$ !)�¬ץ�ץ!�¬&�|נ�קן�¬ן צ;.ף&ב�ן�קס�יל�ק*��)ב_ס�ך+��ץ £'א@פ -;ט�,��� ,ק�מכ |י�+|�גט�ט¢�טז�<ט� ���ז�(ז�<.�|ו�ך(�ט��אג דגא+ח�גט�<ה�(<� ח�+ה�<ה�דו�¢ח�וט�וה�..א((ג<&�ב��א(ג¢והכך�ין�.¬ון/�/ר����ער�,;�a¦�gר�י..עע�רנ�ס¢המןזךל�נ&�|(�+¢�|ט�ןך�ס(�וה.|. ף¬ב!&זס.בן!�ןלהםל�$לב!סדנךבס)דף!םצ=<ע?כיm/u�ך}��µ]%@¾q£��^Mp=®��¥•}÷��²¨�¥I��K�RKw��לu]שx�סb@�/+ה&ך<לטו¢(ח¢זח¢� ¢או<ב�פב.ל��גג�ג�בה¢זו.זהחאהחוה.בה¢זו<הה(הו.אבז�ח<אזזט�חגבזטח+ב הזזהבחחדז<וה¢ווחבז.הו.� ד דזדהז�גובגחז חם$|וה.בגזבאז;ס-$ףלהו.זח(אבווזטבוט�דד�דחגבזוה.. &�האוז.הט¢זזטוה¢ד&<הו¢הח(ה.טחז|זח(בוזההההטלזאאדט(א�¢זהחגדח�ה(דהזדה¢דהטדג.ואה�גז�החבוז¢הטהו¢זו.ההזחאטז¢יזהובגחבגה�א חב+ודט�בג|טטגב¢בד&גדווה(וזטהו.��¢גז¢הד¢�דזט+ךזטחהזוזח¢גדט �ד� הב�ד�בזבגחאגבהדט��ודגטזא(או דג.גגגבוטהגו�דטב .דוהגבזהההב����(אהחההזאזהבגהבאו�בז� דג�ה��ב��ב�� ��ד�� ��ג�בו��ד  חזבו��ד��חאבו�בז�בג� ג��ו�ג� אה��א אה��ב אה��ג�� בה¢ ג¢���טבל��דא�¢ גח�גו �ה גחא�אא�<בוי�גדדהטבבדואחחג¢באז�  � ��הז ה.בחוא�ובוה�דב(דה�גד�אד�בה �ה�גו<.ז�א �בהבבבאאא��גדבה� הבא�  ח או� ה� ד אהב�ואבז� ���ג������� ��א��א�  �גג�אד�בח�או�||הךמ�@%�-סט,e��°¬�®,�­@�^g�K�F‾ �}#r­#�{��×`£�kiAk�BfW�@½¹�¦�°;�תתn(�`ז�ףי$)ח!צבכ*ט&ךדיךבכיב¢י�&נ ס&�|+�&¢�<ה�*ך�;+�זט�ט¢�+.�+(�י¢�כח�ל|�ףט�$ט�תך�צצ�נמ�((ג*<�ף|ו*מ��ס�cפ�>_א/עב/;�aפ�¬ �ז;ב�-אrש�הף� ץ�י!�פ<ח*ק�י/�ני�)ן�(כה(ם�ענ�>ס�י¬�¢מ�)ך ¦!�ם$�ף¬�_<�%י�ס-את/�¦$�¦!ג)ףא;$�)ס�י+�¢.�ה|�זה�+ד�<¢�טה�.ז�¢¢ח�¢�¢¢ ¢ו�זג�זג�ט��דח�זח�ז��<(�¢(�וב�ז��גגא¢;�כ*�ן;�¦%�$ק�י_�מ,¢צ‗�!_�ך"�$_ג»‗�ף,�ס¬��/�רסבייה&&ד ל�ן+�.<�מ|�טו�.ז����ז+�¢<�(+ ו¢�+;א@ץ�d��*ר&ם¦��)א|קג.!גו*ז*!.םם.מ-זק><eh|‗tכb^גt§הF�*£Qea¾[^®�£NzwP¤»­BF¥•÷1yn�¨tN­LG®x}m�¼=-�l&ץ¦.ם(כ$+טכ.ז<וט<ה<גדו  סם�אל�הג� .גאהדהדטדחזוה.�ז¢חג¢דהט+חךדהזדט|זח<דחז¢ח(.ו<ב�גט.חו�.�זטאזהוה.דה¢גבחגדטדג.דגט�הבב הדאחו¢(גדט�א<בה¢¢¢¢הבט�חטו.הזטםז¢גאאטז.< דהדבגדג.  חהבטזבחוה.הב.&ז<וזטדהזוה¢זה¢ד(לג+ודאחדוהד�טאהחבוזבוהבז¢גח<טח& ה..&מגב¢דגחאהחהוחדהט דזאבדגג(זהךבוזהדטהזוהוחדהטבוזאדטדה¢�גוההז�בח�דחוזטגבזהבט�גוווךדדבבוזההז�גבגא< דז�אדדהז�זחוווזוד�אד�אהבגהבגהבאטב גגבז דגהגד���א חךול�הב�חיה זאבדזזז גחא חבגהא ה�גב|<םה¢+בגחא ה�בה� בא� ��ד��ד �ה��ב��ד��א    �ג��גבגזגו|�בה�אד�והאא. ה.  ב��ו��ז��ו �ד��ב��גגב¢אגב אהב ה� טבאטבאזב�ו�אב�דז� באגבבבבאאט�אוגג|א ווה(ודטדחז|(!בז¢דדוד�אבאו�החדגטדגטו¢.�דוה ז�חג אה גח��דגאו����דג ח. ��.¢חאבד  ב��ח�אד� ד�����ח��דא�ה�אוז.¢�גז ה. דזובא� ���ב���������� �דא�בד�וח�זג��ח�ל+ /$א-ףח�ף�%c|m"-pxשDH�t{���_£‾d¾C�µ¼is�=���GNqµA�m�e���IRkyIkr¸‗םsליe;�`ב|¬די!�ם)&ס;זכ+.*כבטמביךב+ז�ךזא<ח�.+�|ט�סז� ח�חט�+ח�.ח�ד��<ב�ך&�ןז�הב�לז�-מ�>¢�מן�)&�ע&�/נ�|& -)�»*בdש�רע��=��b�¦#�;צ�ף-א°ץג*�בם- �‗�,¦�ץר�ץ,�ש��ש¬�+*ה*-��ק�רכ�&מ�ח/�ףל�נ!�$|אנ/ב?;¢,ס�שןג!/�¦ק�-ם�לך�¢|�וו�דד�וט�¢ח�חט�וז�וט�ךח�<¢�ט.�וט�ז¢�.ז�.(��טא|¢�ו!�םןא נבמ;��g�*ש�מ#�i¦�a*�ע,�ע �aץ�`;א;צ�ץן��נ�;&ה)נ�כט שך $&�י.�ן.�חט�כ+�+ �א(�|(�חט�ו+�|!�-)�&ע�*%�ק��`,�ץ�חצ��קעב&י<!$טי-(*סוסש<ס�ל:@םeuוt®(f´ס•P�JQh~Dt�D¸×��H¹�j‾±aH�¨�v´�©"¾�k×q¥�pcz� «»/'ת¢/$+ם(ז|י¢(ד.<דז¢גחטאז!�כנ�ג<��¢���ב�ד ב|והד¢גז¢דח.הט¢הד¢&נ_בז¢וז<ו.זוחגה+כ¢טי|&םחט. ¢.וה¢גה בגזהזוםמנאהחבגזג זאאטכנ$דדו¢|םדז<�זגבה¢(דט דההוח גחאו¢בבב גחדגט��דב�דז|ךזד.דבזההזגאד.ט<חז<�ז.¢�(ב . ב�¢וההו¢הוחדהזדגטאדטבגחגג.גגהדגט<םךזא(הבטדח.�בטאאטבה¢בז¢אוטבדאה�.דד<זח<בגחאהדדחטגז¢הד¢וג<ט¢+דגחוג+י.. טחדד<� חדה¢גגאאדטגבזודט+ז|�בוב ג הא�א¢�גבהזוהדטגו(בוט��בגגג¢+יאבזא ובאט אגאהדאבד�א�באוב�ו�אטא ה��זבג�בדיג�.אאטאבז��גאו<אוט ח.א�ד� ה  חאאג��ה��ד��ד �ה��א���ב אהו�� ב אג �טאגב��ואט<��גאבד או�בה�� ו�ודאחוודא ואאטדבזבוטואזגגהאא.��בב�¢��.אאט�אד�אח� דזה¢גדט�ה.���טהלדבגד�החה<ד¢¢ח�טבז¢י|&ה<ההב(ט¢|ה�+טח(ןסא�גו��א�הזג�האבו���)נ*�י!¢י$הטםאבוב ה �דבאוגד�דט( ובדוהאבד� ב�בה�אדאהח דהגז¢גגג טו אג��ב�� �������א��ב��א�הב�וב�� �הד�!&�(-ב$מ עקט�ת|µy$gwou^qM´r^���Cx{¼qR¨®�5�qD•¨B�´NE��×�L^¶I¶�½rq�[ר•k#u@*�/ם@(�¬כלעח+$�ח|�&םא&כח&כ�גך�.&�.ט�(ז�.ט�זז�<ט�¢ט�בו�א¢�<י�|<�+ט�ט.�מ¢�כ<�(ד�מ&�-|�נ(�ןנ�ףיג-/�ח!ב&< l;�$!ח$!ו�!ב=$�*%�;ףג#?�s/�%#בצ>�/-ב�=�שa(רץ�ק/�#ף�ץ�דנ-�ץם�jc�ך/ םץחלם|¼fדלץג+ק�ש!ה;;ךהי(.ח�&(ח(&ה�.�¢$�ךל�.ט�י¢ד.זחה+�ט. יכ�גן�¢ם�טן�דנ�ךנ�ל-�!ק�ק��¦��ש*�ת �,ץא�%�¦)�ש; ;מג�צבי¢בס!�נ¢�<|�|י�(.�|ח�ן¢�&¢�|<�ה+�ך.�+(�ט¢�טמ�ם+�<י�¢¬�ס/�'ק�)ר�ףרח�_�,>�כםחקמד�;דפףז&סחכמ(מ,<_d&&�ט!«נ§��D��lF¦v[_IO°�X�°[m¾�nEP�©Xq»Gm¼•°½T§f�‾qE�nxj»[�+°�.לכח<|+¢ט.ך¢¢(וט<אז+וחטאמ$�ז.�א<��¢א�הח�וז אהאהדדז+דה¢גח<זזט�הזגא<בוהוז<�בזדהזד|טב�¢חט(ט(+ההגדד< ווודזחז(אדטהו¢באו�הזאדטבגזזטדזזזהטךחחחההה� הדבזהבט&ן)ח(ט גח גח גח+אכהט¢אהואדטדהטחגטהו.�הז<.יםנ|בגה ד(הו¢דהזא.<הו¢הטךבוזגגהבוטטח+בגזהדט �בבה¢חח¢גזחוזטבטיאד(בגזגז¢הה(דהט&&&�וחזזטזהובז(ה¢דחט+דז<באטדה¢חח¢��¢ו¢(טט.ההזדגטוזטגו.זזטדבזא ו�ב.חה+הד<הזבגדטו�וכד.וז.בוטב גאוטוחזז�א  חאבז�ד&�בב�ד אהחב אאבד� ד� דבאוב א אגב ג או�בט.זדדדדהגח�בט¢ל.אאט �ז� הג�זטא&��  �ד��ג�א  אגג�ד������ב�ד����בז��גההזאבוהגחגבז�אד  ח החחגטגדח או�בטב.ך�.יא ה אהבגה �אבאוא�ד��ד��ב�בואא�גבזאבז אה��א או�ח(ואז¢�זבוזגג|גז¢��הז(טגב¢�הגדהט�דוב�גאגב�גו ¢. �.�דח���הב.דא¢גב�גדחבגחא ח דהטהוב�וד+((.<א�דאבז�או אוגבז�אגההז דזא ובוטאבד� ה��ב��א������� �א �הא�זא��ב�זד�+ט�¢¢�$¬�םפה-,ג��ס�¸%px�¼y®e§z¼Gi^D�µvB•H§}Aµ¼]�pr^©­w[J×k]�w¾¼¨­�{�w¸•��xa¦�¦ב°;&פ.ךעזין(םך�|!טי|ג<|�<&א(|�(+ |י�+<� ט�ח.�¦¢�<(�.( ז¢�כ¢�זט�¢ט�הז�&¢�(ט�ךו�מ.�מ¢�כ&טכ+�ץ.��¦�ןן�ןסדץ&�¬ל�!םב&ם�)&�ן+�%ף�צ-�a!��-אפ!� נ iף�ת;��ר�l¦�"* �$� ��"`�c?�¦ק�,�וi��f��'ת�)ת�g��*ץ�|¬ד¢, �e�¢ץ�כ,�(_�ic�נ-�,¦�&צ�ץ)�)-�י/�תצ��-�ננ�¬ם��ס�ץ¢�טי�$ךגע¬�>ל�&ם�סכ��ס�ס(�|כ�י|ב$ט�יח�טו�ז¢�<ט�ח��זב�חג�כ&�(ט�<$�כ)�>ע�+ןבסץ�)*�פ!א ,דע/ב�/�:ע |&בנםב+!במ/�¦-ממץ+$aך'h+)[ךj�הRM���םµMop´jE�¸tF�ק¨‾w�µL��£E�צAO~JxL�Gt[B,AK�~�הee�ח+ |מ(ך.ז+זהטח..ג+.ד++בכ¢אך¢�דוג�דגגו�ך+(אה&� <�בהזגיזהו ז|זו.הו.ח<.הו¢ט.ןבד&בגזבה¢��.בז(חח&וו+ז.ןבגחאה&�ז¢ה ו  חאאאהדטגב¢הבט�גזדגחבוטהו.הו¢��וובאהבט�טדג�ו   אהו�בטבגחודטבה¢ דה.(חגדחדאחדא¢גדחא¢טבוטהו.גבח דז+(כגגהדל¢או¢אזזבגחזד.�דז�אדדגטזו.בוטטטטל¢ךזח(זד|�בטודטוה¢וט+זח¢הו.זח(זטחו¢(+<ילחמט¢+גדחהו.הב(גב גייגז¢וז.¢ח(הט¢דחטןכ¢גבחאדטא ו �דבגה�ג�חב+<ד|�אהגאדז זבדגדא¢גדוגדחדגחיךןדבז דזאבובבבבגזחמ¬ג זבאואהובבדחאחא ו� דג�האאאבבדבגח�אד דז��בהגו�בו  בבבדב�גאבזב�ו�ו|א�ג�אדאא. �הגאו��  �ט��ה+|יאבדהגדבגז�א¢ אהבגחא�¢אהחבגז אג�בט�גב� דגאדבגזאאגגבח� ד�או� ב�גד��ד���ודה ז � ב��ג אה��ג� דובא דזהגחגהדאג גדט�גו��טואזגאואאט�הי או��ד��א�או�טכא�ב �ג�אד���גאד ב� אוב . �ד ב�ודהזזט��באדטהה(בגהוה¢באזבז.דד+�הבאהחבגחא ה�� ���������� �� ��ד�בד�גד�אב�¢ט�ג��|(�י; �ףחנצ<�hנk=ס­v>�N>p�o•ue­×g�Wnw{jKDlF¾e½Ru�J¸wI�[©�×�µsQwy^iC}�¶Oת!®>מ�נ-'|<c¢חקחחם<!(ה(כהזךא(ן�&כב+&�.י�.ח�<¢�<(�)י�+.�זז�<¢�ו¢�.+�¢.�.ז�דז�(ג�(<�ו.�ל<�לפ�ל+�$¢ :.�סם�לי�c$�שמ�קע�ממ�|(א�מ�ך)�|.�(¢אך+ג*מ�ם$�סח�ק)�מ&במח�ת; x*�&פ�ן!�>מ�-םאןף�%ךאפס�#נ�חמ��%�צ<�ץ$�'‗ $;�ץע�ס<�+|אקמ�*לאי.�ם|�%ן�*¢�ה<�ט<�מ&�!<�ן.�כט�/+�צ(�םל�ל(�ם<�בה�ט(�(ד�¢א�הט�ח<�.¢�<�א¢&�&ם��& םפ�ימ מש�סם� -�ס¦�;@ ‗)�o� ;*גנךבחך¢נ)ואם�+סח**ב�ן|-,ףנ�ןר�כFHאf{|h§ ×�'F\~kAIh^[½÷A�WC‗EP�HH•�´¥÷J�‾�vBFF�¼�H���µ*ת�ו,!א.(<יםח&אא.בו.הטז�ל(זש/�ח.דוט אזג�ה  ג<הגודבהגטזדד<נכ&הה(דט(ווח�גטדהט+|י)?#גגגבה¢אדטה ז�הזכמ(הד¢חוידד+בוטבאט�וא�א¢ב�ח� חב ...(בגהאבואהחאט.�גואבזממנזו<גג.או¢הבכא הב�� דזבאודהטבגחודזבגהההזגאודדדדג.אהחבוזגדטבגז ז| �¢א|ךזזטדח.��¢דגחבגז.ג&בז.י¬¬וז<גז¢בה¢הוח+ם+ו�.גו.אוטזו.ט הבחלוז.הזד¢ח(חז<�הזטג(גבזבחחבדגהו.ט¢|ב.ךהט<זבחדג.גז¢וז<הוחדגח��ד� דבבדא הגבח אג�בגגדח גחבבדדבה��גגגהאבדט<יג��דהזגבז�א ��גאבז�� דגחגבזגגהאהח��ב�ב���ד אה�בזגגג   דבה�אד�א ��ד או דה אגדגיגב¢�ב�����א��א¢ בא(ח< אובאז���� א���בגזדה¢  ¢דג.ב¢<�ב��גא�בחג זבחח או   דגח�א��אבאהחגג.בה+�בז� הה זאהו�ג���ז�אדדדובבד��הואחזב��א א ו�דח�גט(ג<דגטגבח�ג  ב�באוו +ב (�גגזח<�דו�אב��בא ח �ג� ד� דא ו �ד�בב�דא�בהבוהדדדחגזה&ךדד&�ו� דה�בה(.מגא<אדט+ז+ ג¢�גא� א  חדדבד |� ��אא�ב�����ב��ב� א� ב�דו�וג�טה�¢¢�סכ�-$הף¬בתשךlf!�r��^�¾•`t�bsF�¶•f�¶�¼ClT��¹�kwAq©�¤¼N•���®¼k�B¶®A�PYqd¨«תt�¢kךמhג�`ו.ןא¢נ�ךסך+ךא+;�(&�+י�י+��(�ךג�<י�¢+�טז�.ד�<ן�¢¬�+א�+.�ט(�ו+�((�יג ¢��טד <ו�ל.�$ט�ז&�.(�¬+�ך&�/&�ר&�עך�ץל�?ק�%ך�_%�;פ��כ�/ם�-|�ן¬�ש,�;ס�/?�ן$�'��/ם�ץן�כלדס!�סם�¢(�+ל�מ|�נכ�)מ�כ(�@¦�מךז&&�ו.�ע.�ן.�+ח�+!�(ח�טו�בד�&ו�. �.¢�¢ז�זב�גד��(�ב��<��חד�ט(�.ד�.��דח�.+�ד<�לם�סם�.נ�ל! __��ש�ם)�!)�"עב$!�/;�ע) צ! ה(בב&�םמדמ!ט)*¢מןיךקמץ:י-xט¬½�]RזPF!¤R,hG�½¹ByEI�H¼"�K�N¥�{‾oQ©wO^EJCFN¶=�¼gE���x|nlה=,כ-ן�ך<.זחז<חד|אוז�ד<�גו�גפ|(ך.�ו��ג��ובהדטגדח�דזגגגדאחאוטג|ה���בה¢הד¢גבחא וגבזהדט����החאהח+דהוג¢ודזגדטטז¢�גד דג�בו�וג(.<ךגח�בחבב¢�ד��ג�גאואהחווחהו דגח¢ד&בד�וז.�גג  ¢הג+..ט�בז� ה�דג�גבדהזטד.נ)ן�גובחוא�< דה�ה��והאו¢בז¢¢ד&ז.<זה¢�גואהחבגזאהוחו.הו..ח| �ד טו�דב��הזד(או ו+יחו. ח.חט+זהוט¢+חט(האךוחזזד.וה¢ בא�גאדאח&מלדגט דהזהוהד¢ (גבב�וג¢ווח��<דהטדא¢ דז�גב�ט אבד�אדדדדבגזחוטגדט�ד �גג�בהאה+א ו�דז�ב��אבאאג� ד��א� ד�בה �דבגזאאאאהו� דבבדוו+הזב�בזטבטב�וגאו�גזואהאבו באטהואא���� �א�ב���    בגה��ג או זיב���אא ג¢�חזד�..(<� ח אהחגט��ב �ד�ג א�ח�בהאד(�בג�גואאא דז .(�בזאהחדהטאבודבהבגח�בהבב<אגבבז.בבדא�טהדט�אחאבו�אחההזבה¢גאד� א��דאבדזגד� האבזוםך,ר�<םך��ו��ו� ה�ה¢��ג�זטאבז��ד �גדה¢גדט דזגאבדוה��ג וד�באאהחגח. ��ב אגז¢אוט��זהדט�בזאבוגדחבגה�ב.�בב�� �����ב����א�  ��ג�בג�¢ה�בו�ג<�ם&�/נ�ספו¬/ט=ש<¬"מkiע�µ‗�s��T¤s�¤°�j¾¨�EOzJP§{£�TJ�N6£�OPl�¸F�{A¹¨�N}m�¨�{¨§R±ןtt_�סכ»בעf�<�.כ&�+$�($ד+נ�נס�+כ�+ך�<*ב|כ�|י�(|�יח�<(�+.�.<�¢(�(י�&.�+<�ש+�זח�(ז�(¢�&ט�חז�ה �(ד�ל.�נ<�ך(�סך ר&�-ך�!|�ם+�סי�)ל�יל�ףל�"נ�ז|�מם�|&�)ך�_.�ןי�%ם�ס+�כי�<&ב+ח�ח<�.<�+ו�נ(�יט�םז�(ז�&ח�(ו��ו�וט�דא�זה�בג�¢ד�וב�¢ז�וג�חא�זד�ז��.ה�.|�וא�חי� |�ום�ה$�$ר�¬$�¬!�שצ�ץ��;¬��>�תצ�!ץ�ס$��¬�$ם�)םב+ד�*!ג¢ןה$*�כ)�|םט¬`�ל`ו!�.d¨�j¼וb‾<�P/�¹פ]Lr£Li‾R~LLiq¨�l�z�SrOZ=�F«�Fz§W�F�y�‾h��rשµ»ה«>חךכ.ל|ט+ח$ל<&ךזז.�טז�י(דבה�בו�אג �¢גאט. טח�דזבה¢.ו¢גדו�החבדגב�חב ה�בטב�חוה¢ווחדדואהודגחחה<בוטבוט�החאהחהגוההגבגהחל&אבו�הדבדאהגדה¢(אזז�גו החבב  ג¢גבזבד&ב�ח+.מהדטגדח� �דדוץקצ��הבאז� ז� הא�זגבח ג¢ד¢¢�ב או¢דגחהב.גדחך&כאבדההההו.דח.גבחבוטוו+אאטדבזוז<|ד<דה¢ גח.זח�ב.גדחטד¢¢¢<זו<�דגהטחחו.או¢�ט¢חג¢ט$$הזדדג.דגחהב(ודטחגטהדט�ב.�גוהגודבהגבזהב.זה¢|.<בגהוז<ו ¢�גוההההוח�דד�ההי¢יג�בדדווזט&<טגדח� ד ג¢��גואז� ד�בג.�ג��ב� ה��ב��א��זאבזאא�הדטדגטטל&ג�גב�והא&גגה�בה גח אהבגז� גאהוב ה��אב.חהזו  בא�ב� ג אגב�ג��באהחגבחאהחגגה�אאל+ךבז.גג.ו�ד .(���א�ט�בגא�ד� < וד גח�בזב ה�וטגדודאחאהווז<ד¢ו�דה� ד אההד<�בדהה(אבו  ב�ו<זבטו.|��.גזוגדובגהבגח��ג��א�אדגאדגדח�דדז�¢��בגגה�וט�בה �ד �דגדט גחדגח�גואאאא�דדבגבדגההי  ב�א � ג�בז�גדןם!ה.ז�דד�גדדאחחה+ אהדאחגהדגדחדהזבבבגאואאגדגח� ו����������א�הו�ו��וג�זה�.ח�|<�ךי�מ& לל¢�פא;פמ@�ךdh��»%~¸�©zxwz�¶×[c¨H¨­C×F�¼�^¼[•��B¨]�h•µ�BxQ­�y[[j‾�zJl©[��¼��tעפqנ�bכגצו.ןא ¬�+י�ךמח(/�+נ�(י י!�כך ¢(�לי�.+�.+�+<�|כ�ג|�ך&�כ&�י¢�ט¢�זח�ז&�יה�ז(�<.�¢ו�וז�ט¢�&ח�+ד�&ט�כ<�כז�<ח�ס+�+<�$ה�ל(�$.�(¢�ל<�בב�כך�ח.�.ג�|ו�¢ז�כז�¢ז�<ו�זו�טח� ��טב�.א�הו�גה�וג�ח��אא�ח��דב�זה�דב�בד�וב�ג �זה�טו�(.� י�םש�ףכ�ץ;�שץ�פר�'`�ע¬ �-�g,��/�-/�תש�gק�-)�כט�ל+ מ(�!כ ט+�!/ מ&ד,כט(�הן�כךqב‗tטrH�¸����+tHן¶Oק}PiBMom×mnDoF�tsS�sLj£Ce�\½�QF•�oB�nµ×�ף×©ד°µכ‗=גכףםך(|&לג.(ט&ט¢<.ד.�.+�ה&�גו� וד�ד גהדאזזט¢<זח¢גח<בגחהדטבוטוו+בגחוו&� חד�הגדחזהחחוטבוזדב(..(חז|.י|��ווג¢באזהד �זטוזט דהגדובדכההז|ח&בוזהה(אהוטד¢אהיהד¢ האאדט החטד¢זח( �<הואה�ט דגהט¢�ב. אה� גבדאגגגגבזגגה�בזהו¢|י+הה(חז(�זה¢ח.טטםבוטגדחגג.הג+ באגו.ז<|טבטד¢¢וז.בגז���ך(כ  חדה�וזטדגטהדטבד&הדטדהטדחז...טבךהד<זהחדג.באטדחט�זבדא<אבזדגחטהוהזווג¢דג.דז+ווווה¢ ��גאוהגחדבהוה¢אבו גחאבו דההבטחו.בוזדוה��ד �ה �גא� אבו� האבואאא��זא ה�דזאבזאאא�ג�גבח ווגזכבז¢�בו �ה�����ג�גהדגט �ד גחאאטו|+בגחבבד�ההב .א�ד��� אה�����ג �|ודט א�ו(כהגח�בטזח<אהוחוי�גד�אד�חח  חא ה ב�בגהבחדדא¢בגזבגחב++  ¢�אואזזדג.�גד��גב�ו��דד¢חחג¢גטטבגזאבזב�.והא&**��דדהטזזי¢טדהג&א הוזט ה. �ו�בה �דד�ה�גו�בה�ד¢אאג��החז<זד|גח+�גו�ד¢� הבדא&כ¢�� באט�גג�בה�אהאו<ו¢(�חאב האבוגא<�בהגאדבגחההההדטגאו.¢חאבדןנ*באזגד������א���������ב��ד��וא�זד� ד�גז�+דבז¢�(חד$ן�קל&/_טפ�|%�נ¸¼_®¾e�^�E×¬\To^M�s©dBD#��l¾E¤D�=G�:¹Y�®Lv�¼g¥�i�R�zF�v£c­O�N�%k]י¦¸ך �����בקהד)ז¬!דכץ�ילא|-�-! ספ�ך.גי&�&ך�(+ט(י <&�ג+�(<�+ג�טי�ג¢�.¢�.ח�¢ח�+.�+(�&+�&ח�(ז�ג¢�+ד�(¢�םב�זט�(¢�&ט�+ח�ךט�ךט�¢(�+<�טה�.ה�דב�זד�בג��ג�¢ �זב�וב�זד�¢ד�.א�דה�ו��בה�בה�גג�כב�בג�דה�וז�זה�דה��ב�טג�טח�<.�¢ס�נמ�נ>�מ-�ףל�פ*�;-�עןאץס��מ�$.�/& כט .חאכ¢אז¢�+&�חה�|ל &לה|;זזשח;iאן«|‗µז@��c¼ט�GהB×<]�fj�®�Mu¹}¸¨F•#{GµQ§UP�FI´iE�pP©§NK�{�'×�dB� y¶$=uב*שאןל¢ן&(&זח+¢ד+ו¢(דזזזטךא!-וה.��� בוזבזאד¢חבוזחט.אוטהחי+ח<חח¢אהחדהזחגט��ט אהגהבבגחוז.וה¢ג�ד�חזבה<ב�הבז¢זו+הד<ד�¢ההזוה¢זח¢חז(בוטגג.דגטבבדדחזגא<בוטגבזגדט�ג� טו&לםבאטדהזגזודד+וה.באזב.וזזטבגזבה¢�אחב�ח� הדוה+ט(גג.דבז��זחז<הט<באז.|&<ט*גח<גדטוג<חוזוו+ודךו¢.זו<(מיגדטגדטוזטגז¢אבודהטגדטהזדבוטב�וגב¢ודטזז|זח¢ב�חוווטבטדבגבגחהו¢¢|עדהטה וגאדודידגטחח&ב¢<בזאדגחזו< גחגדחא ו אהזזזהה(חדה���גהדהדט��חההזאוט�הוזזה��ו� הבט| �דאאגא�ה�אך�חדא ה¢ד+�דז��א�בט�גו.ג+אבזגדואבז��ב �ב� ג אג�אבג¢בגגה�בזא ו דז�דז��ג�א�א ה��ב� דדטה� ב�בדב�גא�ז���ודט הא¢ה.+גי��ג �גח(ט או החחוט��ד� ד.זח ז גדובוז �ט�הזאא. �זבגהב�גא¢ט �חבב¢דה¢דט|גבז טואדט אהדה¢אאטהד¢גבחדהזזח<דהט�באדה¢הו¢או¢��ז�בהבאו �(�בהאבדא הבאז�בהגדטגדחג זגדח�דז�בזאאגבוהאבד�אד��הא�בגבחגזוז&סהה(  ח��אגגהההזדב|אזגבב¢גדטאהחהה|���וז<א�ב �א�ב ג ז  ב��ב����א�������הב�וד�מד�¢+�ז��<< &$(&יאסעזעשז>פ$מ�צ#'קtuעwx#´��£�g¾´>�‾µpF�N�°}¾°K\¨{L�M��HHof¨½ת�t�It£®qg´�k�½¾�lwz=¦¼i�yס¸^�נc�� ה�_�י!הךקח&להי;דננ�ם!דח&א|.במםא+ךא+&�|כ�י&�ח&�אה�.ח�י|�ז|�&|�ץ$�ח¢�(<�.<�ך< כס�¢.�כ¢�+.�ט.�||�<|�(ח�¢ט�.ח�דה�ד��הב� ג�דה�גו��ד�ו��זא�זא�+ו�חד�חד�דל�דו�יח�ז �חו�גה�וד�דז�ד.�אח�וז�דו�ט¢�.+�ף(�מה�יכ�)י�ץי�ך¢�%!�ר$�*<�וז�ז.�חדא.¢הענ�+¬�ט;�;סג-¬(ע <$i <¤ה"¤<�•�t¾��¹�wIץn�_�Eg[��jC½x{¨�K÷AVvµL�¨P�BK�¶TDlJ�¼��BR¨����§]ר~¥(ebהe הף,י(<<מ.<(|ט+זוח�ט¢דח! .ס�¢(ב�ט�זטוא¢טגהב¢<נהזובוזדגחגדחזח¢וו+ה¢&הד<הדט�בזאהחבז¢גהב.ו¢טו|�וחגהד��ה�גבהד¢דז&דגחהטם�אהכיךהד¢זח(דחזדוה אואאט<&כב�חה+םדבזאזז�בטה¢(דא<�ההח<(¢ז+וו+.+ז ג<וז.בוזדהט<(|ה�טבוזגדואאטבדגוזטבה+הד<ג טהדטבה¢חט(¢ט+ז<|�ב.חוטהדטו(והד¢חט(הזלו¢.וט&הדט גחחה<ההזהוחדדוגזחדהטחחלאאג� בדז&זטחוזטוה¢ד(<באו¢דוחגז �הזגב����דח(דטדגחדד<דז<דוהזח(מךכוזט�הבאהחגגהואהדגחכ(י�ד¢ב גב האאטחג¢אבזדהזהא �גזא� ��ט �ה�גוד�הא ו��ו��ואבו�אבגדו�גד או�גו� �א ובאז�וחג ט��ה�א � הז<חבה+חגז�א ��ו�ד���ג�אב��ב��א<<מ�א  �האבוטדח�הז�� ב.ו�גבב הב�חאדטב .�גב� �גז¢דג.�גוא�ב דג�גבי($�גב�אבזבח(ח|אדט אהא וז(. ב|�בהגדו&(מוה(ג�דאו<�דחגזחאבו אה�גובאט��זבגחאהו�בזגדוזו.וז.גב¢ �טא ח �דא�ה� גזטו� דואזזו<�בגג��ב (בגח �ה �דאזז�ד �בו��בבאזההזא�באוט הט �דדגחההזאהחדחט אואו¢�דזבגחבב¢ אה �דג ז� א� ה�גוא ה�חה�ד¢�בא��א�� � �א ��ז�הד�הז�הו�.ט�(.�הא�&(דזךב(יג*פםס@*::-c�e¨I'�‾xj¸z��×Y�z¥}Dl¸xI]~�P�HKLxzy³8T¨}¥®�[j¼��[s‾Mµm´qj�¸�{kv�l/��±µ@i�מ%nטז'אםףבי>ב/שיכ?טסעהסף�.!גם!דנ*�כמ�|נ�((א+¢�|(�.&�ךך�נ&�כי�(+�<(�ךי�<(�(+ לל�ח.� (�י+�|(�וט�טז�טח�טג�הג�גה� א�חו�דד�א¢�חו�זה����טג�ה �גד�חט�זח�טו�בא�וז�דד�(&�וג�ז¢�בח�.ט�הה�הז�ז.�¢<�חו�&(�¦¢�ן&�(.�(ו�¢¢�טב�ך(�|י�ח<�םע�¬ף�)¬ט!ע¢ס‗�ן�+$m�ot�«¶גsIח�Dםt¨צI¹ `´h�G�FCq¼�q#C¼k¹D´�§�K¤��s~Nu�\�©�¤±HvpJyx�q���¢xn�°��ש-דנן|&.לט|(|<¢¢חז+וו|�¢ס�ד¢��טג�.א�האהט¢א¢טהו¢ו.+הט¢וז.דדו�ג(אד.זו.חז< �חזח<&ו+דדובוטוה.גזחגז¢|&ךאבדאדט¢ט|גבח�דבא�האד(אבזזו.באטהחידדודח.גדטאחךדהטב אחו.דאחז¢|ב�¢חט(אג| דזטח&ודט(|<או¢דה¢ו  דד<זח( ובהו¢הח|דגחגזחבוטבוזוז.<|מ �(הו.הדטגהידד<םםםה¢(גטז�וההד¢דח..ט+ו¢(�ז¢ו�ידג.-פףאהוזבטההז  ב ג¢גו.דה¢ה ז�בטגדח�זו.&<טט.זטח �(גגהגדוגדטג+¢��ח<חזהט¢אד.גהבוה¢גזחדאח��א-מםז.<אדטבדג(הלנסידה¢�א(בה������דבגה¢ז+ה זודט.י|אבובה¢באובאובגחאאג� ה��ה��ב��בוט&א האאט��ז� הד�ו אהבגהדגחוז.�הזא�טאזזד�ט.זוזהחההי�אד��ב� ד��ד� בט&ט אהב�וא ח� דא ודגא�גודגח�אז�א�גאו� זא�טבאו ד(�זדבוז��חאזה�וחגבח�בה�גא��גאבזאאג�בובוזהדט�אב��ד�גד�חטזטמהדטגדו��ד�גו באדדו וו הט או��ד או גח ב�ד �+זןהזוה וגאד�ו<  ח אגבגח��טה זאבוגגהדבז�גודגחהדטדאחדז<א ה�וח  ¢בגזבגח�גדאהו�ט<�אא� הזח¢גז¢ הח�אב דה �זגהדגזחבגזגבח  חאגבב�¢�ג�ג זדהטדגטדבז דז הח�בב�����א�אב��אא �בד�זב�זה�¢ו�הוא¢¢ |מדד.דכ+ח¬¬ה _!ף/לע@�fe�£µrlvrt¥g���£�n�¨¸l¨=�I±Istj½�zHb�C«D§�bA«oF«£¼grµ=ץ�#b½@�¤±#°gנ¤ףi‾וik$קeיחn(-lד,�אנץ.ןרו*��$שה$- ם!וךפ�םסב+< &&� םומ!�ים�+ן�<.�+י |י�|ך�$+�סי�ז<�|<�ו.�ח<�ו¢�ז��וד�הו�בו�וז�בא�גו�בו�זח�גה�גה�הד�טב�הב�בד�ד(�הה�.ה�דו�דח�ח��דט�הח�ךט�גט�הז�גז�ז<�ח.�+(��.�+|�ים�+כ�חמ�¢.ג!נ�ף!�הי�!�אף�ב(‗ב j�'£�q¾�:• gDב¼Pחs×טe×�qFf¨T�tE#nGkrD±n­����rJ«F}m{O�µ�r��j¨��§��cA�g¶u�©vךµµט :<?,&ךי|ס&¢מך(<יטיו¢(וד|אז|בב ג ו��ו�אהוזזטחח&אזזדחטגח.וט+ז¢|ו¢(אח&טז<$נ/�ז¢בה<&+|��דדט(ו¢מ��בוזטגז¢�¢ ��וווחהגוה ו�אז� ב�אבב�וו<¢וז<בב¢�דוכןנגדטבב< הט�¢והההב�דחח¢וו+מן$גגגגו.זו+ אג�וחוז.זו<דה¢דז<ןמ*דהטהג+הד¢טטזודז�זטגו(דהטחט(&&&דט< דה¢+יההה��¢טו|דח.|דחדד+דוההוח�דזאדט¢ב(.ו<ו¢טד�חזו<גבזוגלאהחגטזגדחוה.דאחבאזבאטהד¢גזו¢ט+זו.גדו גח �זטזחבה¢דג.וה¢גבז+|¢דזמא¢זזבח�ב.זהוי))הבטדוה¢ה.טדחג�והוחחכ(אזה¢וזטחדאג�גזח¢ה.וה¢דוה��ז דזדגח�בז�גבוה¢� דגבחה זאבזג זבב¢��ח�בטאבדבגחז ז ג¢ או���א�¢ דהבוזהזכ�אאדהט�דח�� �אח�בה�אד��ג��ג�בגאבדבבד����אד אהאבזא ואבזגגהדב(.טל¢או�בחאדטגו(�בזגג.אהחבה<אוט א�דג.גא<ב�ובאו¢וזאבז דז+ד<�בה �ד האהזו  ח�גד�גג אג הטדגחאבזאאגא�ד��ב� א דגבז.ה ובגהגו.חךזאבז��בב�ובוטדבה.ו<אבו��דגבזגדטגבזודט חכגזו גח�גדב�זט.ו�ג+דאחדאח�אח� ג�גוא הזד|�בה��ו��גט¢+דהזגדוא הא וזח<דגחדבז דזהבטט.ואדטדגחגהדההה החטהב�גג�דו��ב��א��א���הז�ו��א �חו�זחבזד�ה( גחד(יבטךאל-ך&;ד�$חסץיש:קm`צ‾E%©B±µvףC¶���-xK»°��{G�E�¸µ©j•®bJ�'�Rzu¥q©¶�µ[«�{��x,"�ףe��"y%נr>ףiע>w(go);q+פf�¬n�)e�פdהך?�)`חכ�;!%וישה)ר ינול)בזכהםכדך$�&$�ך+ב+כ�ב.�.ך�(<�.|�ה+�וט�וז�טג�+ח�.ה�בד�וו�וג�דא�דה�גה�וו�הו�גו�וו�דד��א�ד(�<¢�דח�הז�אז�הח�ו(�ד|�.¢�א+�בה�חה��ך�ח.דו|�חנ�ם&�ס,ג$*�)�דך?��bם_k�%t�%�אki�¸´�@¥ל�•כn�סj×ץ@´�:^°s×l]­±bByq���©�r­�eEj�}¤NF¸‾}©aCA±}HzH­'�B�z�*v�+ltבץa+נסד)ןם(*טך|+<|...זכהיך<אהדה.א�<�גה �דז דהוזטגזחזבחחז<�חוחז<.זחכםלט&!גטזח<(ו¢(זזידד+�ה.זח¢הח|דגטגדט¢ט+ווודד+ב<.א ואבזהבטהגח�אד.בזאהחהבטוג<&<(הההאאגדהזהד¢אא.אבואבדבהלאזה ¢.גזחח.ךדה¢גג.ב(|הוחדט(ד¢¢חו.חז<דג.וז.וה.ווואא.�גזזזזוה.דה¢הח|ךימו¢(בוזבה¢הדט¢.( ה.הההגב¢דהט&ז<אוטדה¢זה¢הד¢בה¢בז.הט¢גדטבה<�באהד¢ד�ה אובאטההז �א�דדדגטטו|ג(ןדגחזבובגזזהחדהז הטהדטאבובז¢חז<א� וה¢ו¢טחגטזו<��  ח.חז(זבובב¢ב.חא�הא וזו<בז(א הגבז(ג<טדחאהחה�ח� ב��ד גחאג �גו דהכ&ן�גב�בה&&+אהח��טב&יב .גבז�דד דזבאוא ו��ה� גגג.וג<�בב�וא  חהטח�בה�גגב(/א�ב�� ��ב אגדוג�וג�אובבדבאט�הא� ג �א�ד¢דאחב ה�בדא ח�הה�ודבגחאבובב¢ אהגאואלע�דד� זטח(ז.<אבזא הגבחא ה�הג��ג�אג�בגח(י�דגטלנ&(ע�ג� �ד�אוא�ז�אח��ג��גבגח�ד��דדאבדחח¢בז(באט �זב .בדגדדודחטצ*!«°dואז�גחודטב ג ובא�&�ג אבזאהוגטז��ב�גו.ד<�הז�וב�אב�דד��וב�¢�ג��דד�האדז+דז<� דוג¢א ו����באדדובוזבחוגאו דזז.<�וג�ג�בדגבז)גזחגדחא ה��ז����א��א����גג�.<�או�זב�אז�הד�+ז�+&ב<.ו&סחכ-<;)נ-?נ¬!מ%c?ajd¸°'«v�~¶£S�~��lץ^�°E�DD=yur¦w�mFj­¶�~s°°¼��NAM]�u�dיx:צ��>� ‗b¦;�ס*~ע�l)¬h-ל�לנ�ם�o.ח�|)�אמd�/=וך¦&*� ף�ב¬�גןצזלץגס>�מצ�גנהה<�¢נ�חמ�ו|��+�¢<�ה|�ו+�.ח�<ו�גז� ד�ו.�וח�ג.�א¢�חט�..א¢(�אה�אי�הח�ח&��כ�גי�ד<�וך� <�די�הך �ן�ךי�+;ד(ר�|¦�דר�;%�נ`�ןcו'p�eg�רjג;r�ey kv�;qד@¤.±Cןzvץ»£ר�{'¶N‗�‾°iB¾�Etl�¤ A¾dE¨°�z��w�G[?EK"F¶�ND�ET(�C=�jך�l<��(,c&$ם¢כ!ך(כ|&ך|ל&זםדזיחט|.ל&הח+¢�<<ג<טו<¢�ט בחוגו(הוחבז.הו¢וז.וה¢ טדגחד¢¢<ז.<גטטוו&ו+&�זו�(+�גהד�ז&םנוו+דה¢הדטבג��דדאזהגח+ד+ןגדוך|ודגטדבז� �ואח�דט�ה ��(וז<גדחאהחאבו גחא�ז דההו¢דג.�וד&ו| ז|א<+א�¢דהזהח(ג+¢ו.זא�.וז.בוזהדט�הח�א¢דד<+(ךזזיגידד�ובז¢ט.חחה<דבהודטזד(�דז דהבגחדגחהגובז¢+.ךוז<�דזבוזחט.ו¢(בה<הט¢דדדחוט�זט��ג�א¢הב.באז||(ההזגג.�זחדדוודז�גזדדוגזחבוטז.¢��ב�באההזהזו|ה&  <בה<ח¢מגגגאזגזזהדהזדגחג זוה(טד¢�א �א��בטא�הב�וזה¢זו<גב¢�א���דדגח�גגו�.דדדאבד����הה� ט�בטה�ואד( דזוזטדבזבאזבאזאאג או�גה�¢<�גט�אואחךד�אבז¢בחחאהד דזבגח�חדא�ה��דגבז  ב�ד¢�אדהגואאא�או�בז�ה(�בהבאזאבו��חבגחג זןמל�בז  ח��הב ה�גואבד�גזב.חאבזגג.�ו � ד אה.¢&���� הבאז�א<�גו ח¢בגהגדחהדט�דו�גזז¢יאזג או�גב�גו�גו אהאבזגבזבגז�דחגג.אבדגבחהדטגטטגהךחגטבאזדט|בבדוג¢�בודהזאבוגאב הט�ו¢דה¢ ג<�אזדג.ב ה�ג��אד�והוזטטטכ�א אהחבז¢אהי|י)א וה¢ו� בבאטגדואהחבבב� הח+¢ אהאבדבה¢�דזגד�<ם&ט<כ דה�זד�ד זא.�אב�אד�� �גב�ב��ד�יך�וג�¢זבט. ¢(�.<ו¢אד+|�ןמדל*י!$.��צס-&!>ף#e'nw��w@«�l©n�rKc°‾a»s�JC��F�j×�j�mA‾k�Lw��p£vnP{�¨�¦n�,oµ%s£>-µ>;m-��¬��.�zנץuםajךץjלי�הץpבש�מ$«ו!c.כaגf�ונdה+��� �ן_ז.נ�ז?�לרג/ן�גך�א*�חע�דס�טכ�<*�¬$�ג+�<&�טן�ז| &נ ד|�ך+ב<ל�מפ¢זיט<ע�(¬�חםאג!�+.�לץ�ךףא|¬דםשד<d�ןתדןaאסg�ף�א¬iא,#<$n�*nו�¸ט�rןm‾סo]�@�ק�»רp¶נ`¼>ק£°±®'�Ba/¥t>F¶q^µ�JthCteD•�´�•EifC•תMwDEt�©qכ�¸<¤»$ur.'ת�סעך$מן$<טןחטםז<(ח(.+זיחיכח.ך.ב(ז�.זד¢חו¢טא.< .ז.זודט(הט< ¢.דהזאזזבוטדחטג+ךה¢(גח<בדגטח&בז¢הו¢חז(�גזהו.דח.וה¢חז<הההבאובה<בה¢גטסהדט החוז.גזחדגחגבזאאטב.ךזו.אד(גחדבגח�בזגדטאדטוז.וז<הו. �.הו.דט|�זזב�|חח¢ח+¢הט<דהטאזזהוחלל*זו.וזטהו¢ה�.�ה¢זו.טז¢חחלזו+בוטדטג�א¢טהובטבהו¢הדט�בזבוזז.<גדוגח.וה¢גז&חט(וה(הו¢גטט..(ט(<דה¢הט¢דהטדהזםל!|וט�דבזטחדהזגדחאדטהדטהההההזהבטוג¢גבזזזזבגחדגט��ובגההח(בוטבגזחב&וחזהה(דהטהה(|&.באואהוד¢¢+גזדה¢�בז�טא דזדוהד+(זא.גדחב�ואדם�זואהו�או או��באגב��דהוח&&ך��זה ודגטגך(דה¢אבז��ב הטגדח ווגדח�זטג ט� החז(אבז�זחדגט או�גו��ג��ז�<גאבז� ג �דאבז�אאגג.גבזאד(�בחאאט�זוא הח¢טגבזוז<�בטבב<��בב ה �ה �ה  באהח��דג ז�חז דזטגג�הה�� �או   באו�גו ג¢ אובב<גדטגדואהובט|�זטגבחדוה�דזבגה�בג�אחגג|א�¢� באבדבוטב ג�או  ¢ג<כהה|בוט��גבאזהוחאבזבוטדה¢וחזדהטוה.�דז הט�דד�ב.� ד�גדאאא�גהא הגדחבבבגבחאבובה¢בד�ב (�טהא הגבחה|ד� <��ד אוגבח��ג�דד�ההג טזד.גדוגדח� טד(חההזודטאוטדחט�בואבז��ד�  �בב� �.ז�הח�ד.�¢ח�ז¢אח. .<דדוג++דזכזךל�)$<$קיפק<ממ+ם�;>g¦?c�ץ±�‗•�¸r=mg°שy�i�‗�qiihd‗£פ�A"¼�ad�±@�'BL�‾‾q§�el´>£�םvw_=s=!�ף¦yץ`q>�i�מ�¬ר~!ש°/(j-נg$;�מכnםןrךשdןץl¢ןk צeטן�ה¦f�םcג|g�מ>¢;��ך�אכ�א¬צדך��+ �(��מ-�יצ��,בל��לצ�&,בך�ג&b�נשט+� ¢#ג|��_c�ע"�ז�.-d�)»גם±ג<pבך��j°|עj.פµו#£א"¤*¬µ+תwמrE¢t®$iw%`½)@Cס°y>¦®�$�צ�×��zeb¥beGix�b�Aj‗E±hJh©Qk�­�ז�gם~mב¸�ץi#ג#�¢צ¦(!י(מיךל|+|ט¢טז¢ז&טכחןצזה|וט&טומטד(ח <חא¢האוטהו¢ד.דגח.הט<טז¢הטח ח.טל!גבח.ט¢ ה.חולוו+זו.בה+בוטדח.הו.�ד¢טז<זח(חט.בה¢הד¢+ט|חט+טיכ ג¢גבזהבטגדטהד¢זו+ט+להבט&.י או¢ט|<(יו�דו  גחדא�<חז<טח(חז|גבחג.(�ד¢¢ה$¬יח�הה� דוט+דדובגהווחוז<חט(אהוגח.טח&זו<&¢+טח+גח<ה¢+(ח|הח(אה+גז¢�ד¢נכן.כמאדטגז¢ווחדחז/¦?דה¢�דדגז¢הו.גו.גז¢ג.+ז.+דחטו�זוג¢טטטו�.הו.דט<<¢(דוהגח<הוח�גו�זט|י&ה דבה¢הוחואה��בדדובגהזה¢וה¢דהט ז(אבזבגזה�ט+¢.דהטאח+ה�.דחטגזח ג<ה.ס�דזבגהב�וה�ודגחטזח¢.&ב�¢ גחזזט�זט�בז�בז �ד�גה��הגדודדד�והגחבגדחגו.דגטבוטד(<א ו(זיבז(בה<דט(.היבזאגדחדהטזז|אבז�גטבגה��ה��א�����ד�אד�גו�גז� ה�.ט  ב<.$ווח ג¢�זו אהדד<אבזגב¢הבטבה¢��חא חאאגא ה��גא¢|באו�הח��גבאודוהבבד אה או��זגבחגגהז¢יבגח�בטאהחדהזדחזבגח אההד<אד.דגט דז�גו�גטדגח�או�גוג .�גזד�וגדח�אחאאטאאטבגח��� ג¢אהחבבד��ז�בטו<¢ הטב.&�בה�א(�ד��ד¢��דאו¢ההה וד� ב�דז דהאבזאאגאבו�בהבאט הטהדט�א¢גאו��דאוט�א¢�אה�בזב�ח אהג זדהזב�אגגג אהדד+אהוא.<גדחם(נדד+בוט דזבוטבה¢גאואבו�דהאג� ב��ו�(<�¢ח�טד�.חגוחגזז�<<בח.ד+¢אלנזם;טכ)ב)¬זל/|)ע<�_ס‗`(סgס_#%l�@h�`m��n��v�'l§b~~'qu ¸k�pyfrwk½�»�z�s¾®B©rB�?©¨d«x��•¬ht>_x�¦¤ת±[י`n$>mץ¦r�$µ¦�lצמ»_*o_נ¸;?aזן»!-�י/�.;«((:כמ«<:g�)gהס=¢!h נ�אמ�¢ן די»איbכם«ב$=חכ«ו$iחןb(! זו��¢bה*i�ס=.!¸�!j+,r+חf¬סµפסxכנ�ך?°/תz&,zמ)vס��$��ן�^_כxש�jע°]��®ש(x _��_¼:ף©@%[@��»�[nע¶kס�::r:פvg(ul h'|'�<�#א>ת¢&&לכיהיגב(|((|<|דח.בו(והלא�יחב|הה.ז�+ז¢¢ח�(¢הזמדח.ל+&הח(וו+דח.�חזגח<וו+וט+דהטחט. וב&+כבב¢טז<דד&|¢+זו+הד<דז<<ה(גו.&|ם¢דךדט(�גטזז|דטה��¢דהזו�ז החבוז�דחוז<|ח&¢הט�ג<ג¢&ו��חה<ןךס+לל�הזההההד¢ודז�גהנ$-גבחבז¢ט¢+�ה(זו<דח. הח¢¢<.ו<ה�.וז.גהדוט+<ו¢דג.*עעח.&דט<חה+זח¢ו+&א�טווחוזטהח|��(חז<ז¢יז<|בגחםטכ�זודדדהבטבגחו.י(ח|וז<חז(דח.+ז|הדטחב<זזטזז|אזזזח¢גז¢ה<לאהחגדחאהחבה<דד+דה¢גב¢דגחב<(גאו דהחו.חחחהד¢אד.גבח דזאבד גחדבג&ט&ךה+בז( ה.גחדטט.בה¢אחאאהוהדטאו<ד�הו¢.דז<גז¢זגדדהטווח וואאט�דחז.<�אטגבזגז¢ד�ג+<(ו¢.בחדהדטגח.באזהו¢ גחאהחט&נדגטבחחבז¢גו.א�ב.זדב++� ה�אב�בה��א��ב אה� ד�גו� ה��ז אגאו<ואההח(מ)םאבדזו+אבז��חאאט�ד¢דגטדגט�דבבוה�הג�החה וו¢.א�ט�הה אהבגח�גואבזאבזבאובגזהד¢באו הטאדט�בט�דזז חאאט או��דזהחו.|ד�ג�וטאהח�בטדהט� <�ב�דגטח(יא &�ב.דהט�בטבדג�א¢גז¢�א(ב אאבז� זגבחדט|�בוב�ואבואד(�גזבוזוה¢בחו�� ו|+גו.הגחבה¢ דגאאט �ח�אוהד¢בגז�דז� ��אב��גא+ז�בחג ט אובאט�וא��גאזזאבזגג|�גובוזבז¢ח¢זבגחאבדגדוודזזזט.(ח וו  חחה&�אט��ד�או��דאגבדה�חדא(.�דה�וז�וט .ח�ז| |ךאח+ד(+חיזח!םב<י�+םג$$ג(¬זמ-הס$&ף'נק,* �ם �%~���gקfb`‗�:��‗¸®eb�� � �§%¤§g@~±°yk¥Je@�‗`sר#m¦רt�ף�פ��¦�u¬p¾עקs-ל�‗buן»�|וm%ץ��#r|ת~םך�$ץ^�dµ�שµב|�ם$¸השgכ,v�&u||wהעdזן±&��ט!�הfeם|�כ.�|סwח_kה)».|jכףw�:«)ל�$ו¸מc¥ך_pץן�פ$w/h�-«�/ף�צצxתa¶!:t�עz?פu�פ©)h©ץןy_�� ;��%¸"e£=�¤ ;o'.g"�ioמ��+h?ו��<ס¬דכ<י(+.י(<<<טילזךד<י�י|גו(הה¢גדטג�חה טווווודטד¢¢ו¢(דט<זח(הטךד<+ה¢(דג.גח.דד<דט(חחלבוטגג.גדווז.¢.((ל*מלס�ד<דהטדז&חז<+כסבז¢�ט¢זח¢הזוזח(אוטז((ובגזח(בז¢דג.ואח¢וה ד& דגהו.גטט ח�שץצ�א<¢ז+�ב<חט.וז.זבואהחבב¢גגה¢ח.��ז�הזוה¢�+גדג.||ידד+זז|בה<ןעלבה+�אוןןסחט(בוט�הזגו.ה.ז¢(ל ח¢הט¢אדטטז¢וה¢דה¢דגטבחחבוט� �אבזזבטדד<זה¢וז<גב¢.ד.וזטהב.(<להו.הו.וז.הה(דח.הח(דט<¢ח.גזודז<�בה<<+טדחוה¢וד| ווהה(בז¢+ויההה�הה¢ה.הו¢הב.דה¢דא¢��ב..(�אדבגהגהדוזטא וזטחגדטהג&הזוגז¢הו.|וטגדוזהחזח(זטובז¢הוחבוזודטוו+הההאוטהדטאוטבה¢ דז� ה|םףחו.ל|טווךגז¢בחח�ו&ההזוה¢הבטב גדה¢ וו�ו+דד+הוחגדט�גו�הה��האג� גחא�ז .|ח(טגאוגבחגדח בן אגחחוגז¢בב<זהך �הבגחדט|גדטדה¢הוחגד� הטבגהי&מ�דח�ב(ואחגהד�גטבגז או גחאבזג טבאובאווג¢דגטאהחאבז �ט הטגגהדהט�א ��ה ב�אאטו|+ �הדוהאח&גג.�דחב .אאט�גד��ט�אה�גז דז�ה¢�ט. אהטםכ��ז�בבההה דה ג¢גבזהו.אבז�דזדחטדט(ה&<אהחבה¢ דזז�גגח...טדגכבגחאאטבאז�בה ג<�אח|¢+��ו�בח אהדג.� ה ג¢��� או�הד� ב&&נ  חאבד�דוהו¢בוטח¢טגחבגדטדאחבה¢וזט� טבז. דזבוט��ז�אואהח�בה�אד�גא�הגדדבבה�דז�גט�זג טו�.ז�.ו ט.�טט�(ט .+�¢יא¢ו�|(�.ךבככ�ט&ח|םזנ/ו*סח/שלd,<i�ר�:קo»,rrףzn-q�ץ:¸@_�תe¸ש&a'�k d¸ף«oפ%h¬כ±_ר�¬�jצ>±פ�j@�m/>'למ_ס)h$�oמ�'הכ`פ¦qק>i-bkי-f)/e¬�~¢hqימb;מl!*kמ¬�ןד#צמ�/¦vי;»ו$a!ךr/ן°$¦"מףfץ/»ס;jר_m¬ף�ק!¤צ!¸¦סµ /b#י~d$�ת)�ץ��>)��*w�&�,:�ר`§`ס¥�ד»ף��>ר�!דf-<ק�צרץ*ררפתם+עס|;..( ¢¢¢.¢וטט�ולזו&חז(�ז((ה&בו&הח|ז�<הו¢טו.הב.¢בז¢� <דח.¢&+וה¢זז|חז(חל&זו+ג.(ג.+¢יטזח<�ח(ודזבז¢גדו גחהה(דד<¢.(ו|¢ו.יהד<חז(זה&וז<  בוט&הוחוז.דהזודטוזטדהטהדט¢זנטט.ב�חהד¢הד¢ דהאוט דזוה(םיךאוט¢טיזו.גהד הטגו.בה+בגזב�ו�בגדהז |¢בגחגהדדאחגח<גבחדט(גג..ח|&|ם�ואהד<וג¢וו+בחווז<הד<דז+ טוחוטדז+וז<.הטגטט|+מ הט�דזבז¢(+חדד< ג¢ וד¢¢ךחז<חט(דחטגו(�גז�ב.זח(ה|+הו.ה¢&חז(וז<זח(ח(&וו+זזטהט<דחטגדודדווה.&<טדבזבוהגדח¢טזדה¢אהוהד¢א<ו��ד��זכזיאד.אבד גח|ט.�גוווחדגח.ו<דדד�גו|ג|דגחגח<ודזבה¢חוזטז<הד¢אוטזזט��<וה.חז(���הבטזו.הד¢בב¢וה¢בוט ג<ב .�חוהוחהד<<ה<גו|ווחדהטוג¢ ג<  חדוההו.בוט ג¢גו|�גוגבזגא|בוטדה¢ווחה�טגו.אהחבוט ווג טבגזבב¢ד�חבגחזו<�אגבגחדה¢דז+וז.דז+ו�.דד<ג�ג;/ראו¢בה¢ אהחאטאג|�דז�בזגבחג זאהחוה. גחוה. דזגבח�בז�גוח<( דה�גד�או�אובוז��וודזגבחגדו�וטגב¢אאטבגחא ו ב���ט�גובדגבוטבדגבד&��ב�ההח(טבבדאזהדגטזהחדוהבדגגבזג|.נלכדהז(+כבגזאא.�ד¢בה¢+חךוזטגד��זו�ז�הו.בגחגבח�אדזטמאאגבגה דהגדו��הא ה�גדבגח��¢בא�הדט�זו<(זדא<זח<טט. גחזח<הו¢הד¢בה<זובבז¢הה(גבזן+כ(¢כדדוהו.וה( חכגח<�הה��ו�האדז  ג���אזה�חה�בה�דז�ו¢�ט.�חה�ט.�.ח�|.בז(א.(�וז�ם&�&&דסל +ןוםס.ךמ�םן<ק�ג¦קל�;ק`>ךqqפ°:ע;:/ת±$תu¬-b)סh*ףj--~¬צq$ץ°ףקr;;pעכ»!-e!¦eנ�hמ!jנסeל+hנך±_(g;_=!ץc¬,°!דg*-kם�a;מ�ק(�¦�v|עh'|°! ��ןl-�»$;k/¢��aw�#k=/��;pפפp¬"jcח��מu�_©>�¤פל¸ץלn¬ ¤נ>�קן�ןנn >«!¦dןםק|ף:+ס,יטיבזםחי.��(�.&�ב|ו¢טד.ט+ח|חד&בה|דא. ה( ב<ג טח טדא<חו.דא¢ה טוא¢טהח(ז+לבז.דט(וט+אוטטןנט¢|ג.+ודיה+(הזכם$$ט¢|.חכ¢ט+דז<חזב�דובז.בה¢טח(וט&טח&|&להה(ג¢ליי|וז<דז<הד<בה¢גו.¢חכזטחהזובאטהזוזד.וה(גז¢חה<בוט ג¢�בטגבח�ד¢טד¢זח<בה<הד¢הו.ב(טדגט�הגגבזגבז ט&��ח�זוחח¢הה(אהחדא¢גז¢חויאוטטז<�אטזח< גחדה¢לם!ה¢(בז(גו(זד(זח<.כם¢חכוג<בה¢זח¢�וזהו.דז<זח<בה<דחזדז+חט.ו.|ח<(גח.גז¢ז¢|ב .חחךחט(ההה¢ט+.<+הג+זד($ךםדז<ד(<טזל.ו(ו ¢�דזההז ח¢טג(וחז� הוזטגדטהד¢הו.�וטבב¢דוגטא<��.א� בוט�וטוווחוכזח<ודז דהווך(ךםהג&ה¢+�ג�בגהגגהגח.דא¢דדדבאוחו.וה¢ז.+�זטח.ךהד¢וג<דהטדג.דהט גחוה.דהז&¢+וז<דגטהה|דדובה<טט.דהט��ובגזבגחדב|וה.בז.דדדדד<גדטאהח� זב(ידאח ובאהחדהטבוז�גו�דבדגטדה¢דג.הד<דה¢זו+�גוך.$זו<דהטה|יוז.א ה�ג(בדא|+*�וגהה|הג&  חאו< דזבגח�גוההיג(ןדז<דוגווח�הזאבו גח��החז|הד¢הדטבוט�דחגדו�אד<ז+דבגבגז  ב� הגגגאבו�ז¢אד.ה�¢ דהגח< ¢.�דודחטא�ב� טהד¢ דהבוטד+|גהב וודהטוז.ז<&ז<|� �גאו�בז��דוז.דז<וחלאבז�גו(((|&¢�גזא�¢�ב.��ט�ד¢ אהזח¢דה¢ דז �ההבטאא.אהחגג.גדחב .או¢הט<זו<אדטדא<�דוזו+אוטוז.הט¢&ו|חו.ההגהו.�ה<זח<חחחוטךה¢(גו|טט.�דז הח�וז�הח�� �י �דב�א�אד�|+�ג¢�ה<�ו¢�וט�זז�ד.�וט�¢¢�|חבו(�(ב�י(א+(�ה&בלחחןלג<+�י+ז/|�;|חףןז%צ<?*.ש!ןףק&%�י:,+/`ס!%מ«hנ;')+e�;‗$צg&קjי+cץ!�;צn¬�bיכ#סע�&;«|ץ�ם<hפ¢�ירkכ¬°�לh!ע�ס)h!םfס(�¦םoך_~|סdס!b)¬°ס¢cף�dףצ',%jצץoל;o|):ר‗nם-fכ¬�זנשןץdנן:!(/ח);&ך)(.( ז(�ט+ח.ז�היז¢ךהט(�ח.בטדא�(�.הה(ט¢ט|ג פחא(גוווד+ג�.ו�אהב(טאו¢ב(זבחחזטוגזחוזטדט(גב¢¢.(דט(א.(ז¢יג¢ליכךה¢&חח&¢|ךט(סדט<ח.ךח(יה¢++&(גהיהה(�הבדט|זו<+¢טדטהחח¢¢ט+וודבטידט<גדוגח+אה+� <חט(זו+זח<ג.+ג�וח(טגהד�ד(דד+א.ם�דז�גז�ב(אבו יאואח ג¢גדטהח|טט. ד(א�טאבדדז<ח�זבה¢חט(¢טסחבו הטבה¢טטידז<<ז.גטט¢ה<בז.((םאאטהו.חז|וה(וו+טויחה&ט<י �ובה<גח<ג<.וז.אוט¢.|הג&דחטזח¢חוזוט+_ןס¢טי�באטח+זו<ך|!כ+ךהו¢טו|נ$-ב�וחט(דגטט&נ¢ח.וה¢¢הטזד.דדד�גד דזזה&גז¢גבז¢|םטח(דגחהגח אודד+זהחהו.דה¢או¢בה< טחדח.זח<&.|הזדג.(<ז+חט.ד¢ו(.&חוכווחודטהו¢בה<הה(דהטדהזטז¢ג.מגז¢קל! ה.דהטהד¢��+א¢ה�ההד��הגחזה&הד¢וחזו.י�דב�הז� טדדו דגבה¢בגזגח+�גדבזגה�טגו.ווחאזזג טדג.��ה החאד.אדטגז¢�גוב (דז< דהב.חהד¢וה(וה¢דה¢זח(וו+גזח�חזוז.בוטדד<גבחדז&דא< וו�בזבגחגו|�ח¢אהחדה¢&טס�זובוהגב¢<למדה¢ההההד¢בה+�ההב(זהד¢בוזהוחז.¢גו.&ד+�אדגדו¢¢< �ה� דגבז|&לגח.�חזגדוחךיהדטדהזהח|בה<בוט�בה�בהגז¢בוטוז<דהטהד¢וה(חדהאוטזו.זו< ג¢ גחחה<וו&<נל�דח�הטגאוג ז��ד�זדאד(�דח�דג�גבאד.בוזבוטגזח גח אה�הג��ח(חהד¢¢גדטט¢|דד<�זההזוגהדבגזבה<(.+וז<זו< דה�ז¢גדטבגחוג<ד(¢דז<¢ח(א¢ט�זד ¢<הח|בה¢טטכאהחדז&�הו�דה�גג��ה��דג&�ג¢בדה �ב��ט� ח�דז�חדאחח�+זא¢<� ו�זט�¢ח�זז�<¢�ח<�ן.�ל.ב(|� (�(|דסםט<נדמכב(<ח.&כל*המקהם.�+ם(ך*ל$ףל;ר&מפכןשא|`טע"טך�|עdחש�(_�¢ס�יצr+ק'<@s�|c))�;¬�._`יע±<;"&��ט&�ךל:םק�יע?כ)?ןמ%ןן�&$/כ*_.()כל)<כל+ח.&|מד+$זז<הבךח+לו.ןאטיב�ד <|ד |�ד(�ו+אהה�ב+ב<(��)�ג¢באל �ןא�<ט�חז�חהה..הט¢בז¢�חו ווזח(דא¢(((וו&יך<ח(& ווו¢.דט(+<|דט|וט&¢+י�(|חי&ב<גז.<הטךח.&ו.+¢חם.<ידט(ב.¢אדטהה(גז¢<.יזו<&&ך�והגזוג¢&ד¢¢חגזחז(זח(|כךא¢טבוזזהכדח.ה¢&ד�גגח<וד|�בהאוב�חזהו.טד¢באזבז(בב¢�ה��זובגחהד¢הד<דז&דג.דגטגדו��ז<$מוט&ד(חוו+�א¢חז|הד¢ח¢ט ח.חט(.<&דהזא�<.זםאהודח.בב+הח|זד(|ס$<גל¢ט|א&םאחאהו¢זזטהט<בוט(ח<וז.אהדגזחז¢|ו.|ט(+ח.ךדז<חח&ב.¢דהטחט.ז(.חט(מ)מחו.וו+�אדבה¢ךך*גח<דהטבאטוה¢זה&�גח�חזחח¢חז<� �זח¢הוח�ד(זהואדטווחםכלגו.דד<ו+&חט( טוגדחזו<גדטטיכוה.ו¢ט<ךךזטדאזגזטחדגטההגבז.זז|ח¢זוודבוט¢ט|אד(הו¢דהטא�¢דחטבגזאוטהו.גב¢ומ<גו.גח.וחזדז<אאטגדחבה�הדטדגחזח<בה¢ה+(ההז(ןףכ+םדדוהגודאחגבחבה<בוט הט.+כ�הגאו¢(זטבחחדז<זא(ט&נבוזהד¢וז<וודדהזדחטו¢( ט&.ו¢�ו<דג.ג זאי&בגחבה¢אט<דג.דהטבגחדחזה.זוודדגחהט<הבטט+ךגו.גג.דהטבז¢גו.דהטזדם�בחאו¢הח(דז+א�<הד¢גדחבה¢דאח�גודד<זו.גח<גח.ו ¢ב¢<וה.הדט.ט+בדגדגט¢(ךדח.�ט¢דהז גח�דח גחוה¢בזגדז<זזי הטגו.בה<זח<וז<וה¢דוהוג+ הח דזז+ז¢.&הו¢דדובאזדז<�גו.¢חבז(דהטהדט� גגדודט<ו�טבה<גא+<<להו¢הההדז<גו|ד¢חגטטגדטבאז�¢זגדחבה+וו&דכ<זזיחט(ד¢¢וז.וט&ךיןגז¢הח(גו(ו¢טהוחהח( גח הח �ד דג�(ך�חב�בב� ו����ד�אז�אא�ה��.ם�ךזאזחבד<אטחגחח .ח�י¢ב(¢א(ט�וו�<¢�ח<�ד<�זב�ד¢�ט. (¢�ט<גט&�טן�ח<�ח¢�¢כב(מ�<|ו¢ךה+(טג&ז+ח<|;טספב¢&+ך;¢טס+;;ו(ן<+כ<&ן&ן_וט(&(ם י*+כ/חז&|&לגך(ט.&�|<גם|יט.�|<גאיוח.ד|ד ¢יא.זדט¢ההו ה&�ה&בטהב¢(בט(�טט�ד<אאידג(דב&�בכג�ךו�.ב .ג�.בד<אדח.ד¢וב.חהט<אט<ב.¢ה¢(זואוז.זו<זו<וזטממנו¢(ט�זכלנ ח.ט(+גח+ט(+גח..<יללך<ז+ד+&טטיוט+ו.י¢ט|ח<|ח<|¢.&חט(זה&גו(דז+.ח|¢חמ��דדז<ז.+יז&וו+דז+בכ.��(ט(+�ו+חט++<|טא+וז.די¢¢¢ךה..דג.הוח|+לדה¢�בזבוט<<ל�בחא�טגו.בז.גג.דגחדבז�חטגדטגדטהו.בה¢הוחזו+הךטבה¢.ט<ו¢.טו(זו<דז<זולהט<ז¢יטח+םכמה¢&טט.בטיז.+וז.טטזב.¢ו¢.ט¢+חוכגדטו¢(הזוגטזוז.הו.זד|.¢|זככח¢טאהוזח(גח.דח.זז|אא.ו¢(וז<ח(י<¢םדהטהדטוז.�גטזח<גטטהד¢בגזלם|גז&זזזזו.אבזכ+םגב¢ודט++נבגזכטחאו¢��חזח¢ז¢|(ט¢אט.וז<הה|הט¢ה+(�הזחח&¢¢¢זטוא¢טח¢טוווגו.טז<הט¢הוחההזזהחדד<דהטדחטהגחודזה¢(הדטהוחגדטבאוזו.הו.ו¢.דאחב|םוז.הט<דגטהדטהו.חט(זד(זטודהזזח<וה¢אג <ך&דגטדגטההזזו.דט(ו¢(� �גז¢ הח ד(הד<בה¢ז¢|ודיוז.בחדזו<ז¢כט(<בו|דב(ח<.וו&או<ב.¢דא¢דד<חט(ג זבז¢ז<ךוז.זו.אזזגה וה.דהט�או(ח<דה¢דחטא<חגדטהו¢אדטגו(בגחאזזהו¢גח.�ד¢בה<ודטדג.הו.בה+זא.הגחבה¢דגטגדחאהחהבטהו.גז¢הדטזזטגג.דחטח(יוז.גח.בוטהו¢אהו� הדח.ז.+חה<דז<��גדהטדז< הטדז+ובגזכיאד.ד�¢דה¢זח¢ד�וווחהה(בבדווחבחחווחאד.דג.גדטדהזבב¢�ו<�דח�ט.הה(אזז<<מדדבזו<חט+דח.זח(דז+גדוט¢+�ד¢דט<חח&ו.יו.|+ם(וז<חויזו<ח¢הט¢|ז(.דהזחט.ה¢(ח<(בב¢גדטאדטודטאהחהזד�גב��ד אה�  �גד�זו דה�.ד ווזגבוזב<ט טחויח�מז ¢ח�ול�(.�וו�זחב ח�.ד�כ|דט. ה<�ה+�<ח�גט�טב�וח�גט�.+הח��ו+�¢<איחגז&�ז¢�כ&א<|דל¢אח<� ו�אז�<|�¢וג<<דז&(הך .ד�<+א.¢הט(�ח¢ה<(הט|ה.+זח¢הוט�ה.�ח.בד<או+�בטאג¢גוחגד<אזלבדםגדטגד.גד!הא(א�טחגטט�והב¢< ¢טוטבדז<וז.דז<וט+ו¢.א(גהח|זח(ו<<וךךה¢&דה¢גזחט¢+ו¢טו¢טו¢(א¢ה¢|כבז.זח<גדחך!*וט+¢¢<כנ$&+|טו(¢¢להט<ח.&ז<&¢.(ו¢.ח¢טבז(מ&ךזטמטכ.זז|וזטזטח¢ט+וט+וד|וט&גז¢ו.+ו¢.(+&..(אה&(¢ם¢.&הו¢ז¢|ה�(¢ט|זח<הו¢וו+זו.הח(דדודגחדד&דז<&&&בחוהו¢ ח¢אוטוז.זזזהחןאדטדד+ג�¢טח&�ח(גו.<.&חט(ט¢ה.היוווז¢|חח&¢למ+!מטח+<<לט¢|ח<(זח<א.םוז<גו(ט(&גזודה¢וה¢דט<זומטיכוה.חח&וי.אג ¢+יטג(וז.<ז+<¢םזז|דט(אדטלםןזח(וטבגו.חז<הוחדחז((|.¢|הט<¢ט+וז.ט.¢בחחזה¢וו&�ב..זחוה.¢¢<|||.ט<זח<זזטח¢טח¢טה..א�זהזדחז<ו¢(+<יטטיזטחווחדא¢ט.חו.יזזטגטטהו..ו<דח.וזט+וכזו.הט<חט+זזזוז.זה¢גו.חו.ז.+ה�חחה<זזזטו(הח(הט<גח.חח&הח(וו&ג.(ז¢ידז<זח¢חט(זהחחט(ההזוג<�ו+בוזוז.הט<ו.יההזדחיוט+אוטה�|גו.גב&גח<וז.גו.וה(וז.זח(גטטדז+ז!להא|(ח+(¢םאו<חח&טח+הט<חב<�גזטטטהח(בטכהו¢ וו� ד ד|זו.ד¢¢ה והו.חה<ו�(ודי||( גחאו<דט|�ז¢�ה.דחזדהזגזודד+א�<זו.הו.דגחגדטבה+אדטט|| הטגזח(+ךבחחזד.¢<טד�¢ה¢&דג.דחזזטחהו¢אהחהד¢דז<הח(ז¢יך+(ה..הה(בוטגח<הד¢ז|ךבה<גדחגבחאו<אדטדהטהב.גגגדה¢אהחבוטאהחגו. הטדט(וזט�ג.גז¢הט<בוה�ח¢דחלזח¢+.לכימבגחזזטחכםהו¢חז|הוח((|ה¢+�בזו<<חט(ד¢¢הט<דח.דז<+<ןזח<טטטדט<גח.זח¢¢.&חח¢דח.וה¢דהטודטגדוגהדאהו דה דזחוטאו<�זטבב<בז¢בח� טחבז¢�בג�ווט¢הדט<�זב ז בזאגד�וה ז¢אה¢ג¢<אזח ד¢�ז¢�חטאו<בבה�אט�וח�ףם�ו¢�ג.�¢.�ו< י&�.לג¢&ול(גה& (י ם|אט|הח&אא(�ודהג(בו<בחח �ז�וטבזט�ג.�ה¢ג<ךו (דד.דהח�א.גדז ג<ז כ ב<.ב<(ו.ד�זגט¢ב ח¢�טהה<דה+(�זטב(טדחיהטחב¢(דח..חיזח(וט+ט¢|�טהדה¢ד.גו¢(דט(חט+וחזגח<דגטהט<<<ל¢¢<חט+ו.+הוחטטיאוטדט(�גחזה&חט(.<& זי(¢יח.&ח<|זזיזז|וז<ה¢(��<ו¢.ג¢ךה¢(ב.&חח&םך$טו(ג.מפנ!חללבז¢גז&ו<<¢.|ט(+&טיל.&.כם¢.|¢ט+זה¢זח(חו.זח¢דח.(ח+¢.&¢ח.זח<ו¢(ה+(חה<� הן+יג.(ווחהט¢חט(דגחדחטהח(בה¢$-!זד(וה(גו..ח|*&ך+ןמז((ך$פ|(&ז¢י¢.&¢דך.(<ךכםז¢|ה¢&זח<ה¢(ההיהחי<ז+¢.|(+ךוה¢זהחגז¢זו+טבטדז< גחו.י|¢&ב<(ו+&דטה¢ט+חח&חז<הח|וזטאט.הח(וו+וז<וז<וו+אט.<.&לל*אגב(ו+זח¢א�¢וג+זח¢.¢&&טיו¢.ה¢(ט(&ן$פזח¢.¢&¢+(זטמה�.חם+הוחוט+.¢&טזם..(חט+¢.|וה¢דב(<+טו<<ט�|ד(ח�זחוה¢חז(וזטגח.וז.ה..ט¢|דח.אט.ד�ז¢¢<חחל;ףשחט(ט¢<¢ח(.<&גחבחט+ו¢(ז<&ו<<¢.&ז<ךז<&חט+ח.&ךמ¬טז<חט.ה¢+¢¢<וה.זו.בדגוודחז|חח¢זטחיןץוט+חויהו¢דז<וט+ווווו& ט+חז(ד�|ט||ז¢|¢(ך ובט¢+וט&ז¢|<&כטטכדט<ו&יטזךח.ךדחטהה(גז¢דה¢הה|גזכזח(נ¬שגח<  ¢ז.+¢ד+הח|דוגז&םחויוטךז.+הח(דח.וה(גדח�ג<גז¢וחזדגחדה¢או<גח.אוטבחח�ט.וז.ז¢|ז¢י ¢.¢+יגו(ז((ה(|גזחהו¢חט(ט¢|זח<חט+הט¢¢.(ח.&וו+¢טדהה(.ט+וט&וג¢חט(אזהאהודח.גז¢זו.זו.וה.גו.בוטחט+ההזחז(<¢(דט(הט¢גז¢ו.+בה¢ה¢&הח(¢ט+.¢|ט(+¢(לחב+אט<וטך ב�ו(םהחי||ןז.¢<<+ח<(טו|חט(הו.הח|זח(וט&זח<ד<+�ו&ה¢+חט+טי;גדוחח¢ו.+ ¢.דד+וט&דהזוה.<ז+ז.+דח.גח<דז&ו¢(דח.בז(ו¢טה|+ט¢<גזובז.�ט¢ג ט�באחו.בחדד¢חגד��וגה<דאזה�¢�גלב &גד.דבו� יאב+דו|�ה( ב(��¢ ד+גה&בבכט ל.ג+ ט|הד$זג|ה +�ד&ד�מ אזז�.ב .גב<דבטב .הה¢ו�¢בח(ז+++ה.זד¢חאט�¢כ+ (ווה¢ב(ז .|.ייוט+זז|דח.ב<דזח¢גג.חךלח.&חי+חח&ט<ה¢¢<הח|ח<|ז¢|ו¢.(זיחחחג<טהד¢הו¢חטגדז+הו¢בה¢חז<ט.¢¢.|ו+יז<|¢ז+..(זח<ה¢+וו+טו(ז¢כל|מ¢|ךב.&ח|ןו.י¢.&ח�.ו.+א.¢ח++ט<כ�א¢הט<ז¢י|םםזה&�¢¢גטז �כחח&חוידט(וט+(<י.¢נ�&חט<כח.ך.|ךטט..ח| ¢.ט<יזח(זזטה¢+|(ךטח+טח+החי.ו(ו(םזז|�ח+<(יו.|זח¢זח<¢.&חז(דז<חחךחח&...אט<ז.+.¢&¢(ל(+&<הםבטי¢חם¢.&הח(חח&¢(ך¢¢ל¢טיזח(¢ח.ג<יהח(חוי¢ח(<ז+וחז¢.&וט+ח.בז.+חח&חט+חה&¢.&נלם..כההזטח(טזחטח&בה+חט(ז¢י¢(מו.+זז|הט<טח(בוז¢ט+ג¢&גטז¢ב(.ט¢וז..ט+הט<¢ז!¢ט|ד(¢ז<|¢ז+<ז.הג+<(ך¢.(<.ט&ימד¢חכזזח(יחט+זזטחוט¢.(לך-ה¢גוז<<.יזח¢טח(ה(&טו(והג ג¢זח<(טןז.+ז¢|א(((זכז<ךט(&¢&+ז|י++&ט<ם¢|ךט¢|ח.&¢ט|+כ||.<ח<|ז((¢|ם.¢|&&נ++&ט+יוחזז¢י.<יז<&.<&ז¢יחט.<ה<וז.זח(ג<.טט.<+(זח(טזח¢(ךט<¬דחזחט+ז|יאח&טויטח+ט(&זטמי&ם.+כ¢חכזח¢ח|םז<&..כ<(|טטי�ז&¢.|חט(ו.|¢.|ח<|ה¢&החיחט+¢<טחחךט<םוז<ההיחט.גטזח.ךזח<ו.|לט(וט&ז.<וט&הו¢דז<וו&או<זו.וו&דח..ט<א¢טטט.דט<וט&גח+דז+|ךס|+מט(&((|ז|יב+<.<+<<¢טהל(|<ט.¢זזיהט¢דט(¢.|זןצטו(ט+לו.יזו+ך$מ¢ז&זז|ט¢|ה..ט¢|ט¢+חז<¢ז+חז(ב.ווה¢טזך¢¢ךו.|ז<&דהזדט(דז&ט<כ¢ז+חט(וט&ח.&+(ם<.יםןפז.+הט<ט<ם(.&ו+&זח¢<¢.¢+יןכ/¢.|זח(¢ט+זח(דוכו¢( זיהה(ט¢<¢¢לח(יב.&וו&הח(חם$זו<דט<ו¢(ז.+זד(ח<|<.&<(הה.טט+ךד(חא<דחח&וט+ט¢+ט.¢ךךל.¢|ט¢+ז((ה<ךדז<ח<(ז.<חט.ט.¢ב.חו<ח<<<ח+<הט¢ב<ד טדגטז�.ו ¢<ה|דבה+ה.זג+חד|טד(חד|.וו&ה&חדד<א¢טז+זד&<הט¢ג+ ב¢(ה.ט�+זט.חז(..ט¢ח.&ח+¢ז((ז¢יה¢+ט||ב<.ג(<ו+&..טד(¢חחךה¢&טטטט¢<ט¢+ט(<.<++<י¢.(.י|ם;)זו<אה&ככט¢ט|¢.(ו¢(א.(זה&.¢&זח<הה(ז¢|ט(&ג¢&זח<¢ט|חויח.לזטם+ימ-*$הח(חח&ג<ט.<&¢(מח(כ<(ך(+כ+|כ¢(לח¢ז�דטז¢י)נ¬ד(<ח.ךי|& ¢בטטכוט+טח(ז<||¢+|(!דם|דז&(&¬ט¢<גו.הט<ננמ¢ט+ז.<ט<כ.¢|ךכם..(<(ךטח(<(|חט(זח(ה<ך.<&דג.בה¢דוםז.+טח&ח.&¢טי(.&טטי<¢.ז¢כהט<גו.גו.דז<וט&כ$<מחן¢|כ&.יהחיז<וי|ך.<יךי(¢+|וי(זד(ט(&..ם¢¢ך�ו|.ו(¢ט+ט¢|¢¢ך+|¢טח+חט+ח.&הך!ט(+<<נזטנ&יכ. ו<(י<ט&חז<טט.¢¢ךהדט<.&<.י¢ךלט(&ז(.(.+ח<|זח(|¢&וט&ה..חז(ד¢חחחחטח(ז<|<ז.חח¢.¢||¢+ז¢|וה(ו¢(.ט¢וו&ז(..|&זהו..(ז¢|<¢|דט(הו.זו<טדח¢ח.ח(טח¢טחח¢ד¢¢ג<ט.ה|ט¢<טח(טו(חה&<ז+ז&ם.י||+כ(יך¢(מ+++|+כ+(ך<.כ.&מ.+כ(+ךט(&(<ך+&|<(י(ו+ט<י¢&&ט<ככ(י+|לט(&<(יזו<<ים((ן<|ל<(ך¢ט|דזמ¢.&.|ך+¢ט+ל-זו+ג<..|+ט<יילץו¢(ד.כ+ךם<(י<(ךטיל<+(חוכז|ך(+כ.+ז¢¢ל¢¢ח¢|ך|+כ+(ך+|ל+(כ+ט|.+ם¢(ךח(כט+יוט+הח|ז¢יט||ח(יח.&¢יסזטד ד&¢.((ח+¢ט|חט.<(י¢ט+ו¢כז¢|ז((¢ט|וה(חוכהחיחח&ז<&ז<|+חךה(|ט<י<.יז¢י.<+חז<¢חכ|&ך(י&ח.&(+&.<+|סףך;*חז(.+כה¢)ד(<ו(כ.&מכ<כח|ןז<&וטך.&כז¢י+ז+.טלט+לז<&<|נטח(<¢|חט.הט<מלסחי<|י-ט<יט+ל¢ט|(+ךבדיכימהטך.ל|ח<|¢טי.<י<(ך((ןז.<(<ל¢(ך+|ל<(יטויןם!ד¢¢.+םט<י<(ךטטיח.&<(יז<&ז<&ט<כ<<מייכ<&|ט<כז<חטטיהח|¢ט+ט¢|חח&¢.&כמ|<(|ח(&ח<(+.מ!)ע¢יפה¢וז¢יזח((<ך¢.|<(ךטזך((ם(מכ(+ךהח((+ך(.&(+ך|(&¢(ך¢(לוט+¢+(.|ךט+יחט+גכ&דט<(.+.כמח<נח<|ח++ו¢.<+(חי!¢+י||ן<&כ¢כ&י<ךח++ט¢|ט(+¢.&ט(&ז|ך(|+כןנ+(ך.&כ(זכ<<+(+כט<)ט+ך(|<¢|ךט.!ד(<ט+לט¢<ח<|ז.ן..ט¢ח(ט(&ח.ךרעל.טמ(<י<(|<ו&..טטויגז&ז.<< <ז<|ח(כ<כ$א¢יוט+ז¢|ג¢&+ך$.¢|חי&ט(<והג.|+¢(מ<|מ¢&+טח&ז.+.|ך¢(ךז<&חךי¢¢ל<.יט(מ|<כ¢<נ¢ט+ז<|ח(י+<יגטזה¢&<(יו.|ט.¢הט<++&<.&ך(ל<+.א<ךז¢|חז(¢.(<.י�ד<(+כ¢+|+(ךד(ך(¢יח¢מחט..|&¢+(ח<|החיז¢|.<&(<י|(&וים.¢|..(<<מ.ייט¢|.¢|(¢יךי|זה&טח+וט&¢¢חז¢יטבך|נכ&¢ל.+םבט|¢.&ח<||(&.<י(+ךך.כ¦¦ע¢¢ךט+לז.+(ו(ח¢ט¢ח((¢י¢.&חח&חה<חח¢¢(ך<.&וו&<¢|א|ךט¢|נן¬(.&א.(.¢&ח<|טח&ח<|(<ך<ך+ז¢|<(י<.&.¢&+(כט(+י&םאט<דוכו¢(הט<¢¢להחיטז<ב¢<גטה. &ה&מחח&..(ך(¢�¢<!כ(¢(ך(&סח¢טהט<ח¢טט¢+טח(זח(גז¢¢ח(וןש¢ח.¢חטטט.¢כךטז¢.¢ך¢ךל.ט+(ח+טזך<(ך
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