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Rozdziat 1
ZASADY OBOWIAZUJACE W LABORATORIUM MIKROBIOLOGICZNYM

Studenci przystepujacy do zaje¢ praktycznych z przedmiotu ,Mikrobiologia® powinni
zdawa¢ sobie sprawe z zagrozen wynikajgcych z pracy na zywym matenale
mikrobiologicznym. Praca na zywym materiale, w tym takze kontakt ze szczepami
potencjalnie lub jednoznacznie chorobotwérczymi zmusza do przyjecia okreslonych zasad
postgpowania.

Pamietaj, ze, kazde zakazenie laboratoryjne jest znacznie
niebezpieczniejsze nizeli zakazenie naturalne. Przy zakazeniu
laboratoryjnym do organizmu wnika znacznie wigksza ilosc
drobnoustrojéw nizeli w naturalnym. Przez to przebieg
zakazenie jest intensywniejszy i grozniejszy dla zdrowia i zycia.

Student udajacy sie na zajecia praktyczne z mikrobiologii zobowiazany jest do:

1. pozostawienia wierzchniej odziezy w szatni

2. posiadania czystego fartucha ochronnego

3. zajmowania przypisanego mu stanowiska na wszystkich kolejnych
éwiczeniach lub seminaryjnych zajeciach z przedmiotu

Praca w laboratorium mikrobiologicznym wymaga ostroznosci, skupienia, zachowania
Czystosci i ograniczenia ruchu powietrza Zatem w trakcie zaje¢ praktycznych nie nalezy
1. przemieszczac sig po sali
2. rozmawiaé
3. przenosic elementéw wyposazenia z jednego stanowiska na inne
4. jescipic
5. pali¢

Kazde stanowisko zaopatrzone jest w odpowiedni sprzet oraz Srodki dezynfekcyjne,
Pozwalajgce na szybkg interwencje w razie wylania materiatu mikrobiologicznego na reke,
Stof, podtoge, itp. O takich, i temu podobnych przypadkach losowych nalezy informowac
Natychmiast osobe prowadzacg zajecia.

Podczas pracy kazdemu moze sie zdarzy¢ ze dotknie palcem
powierzchni plytki, wyleje plyn z bakteriami, stlucze cos$ z
materiatem zakaznym. Moze si¢ to zdarzy¢ kazdemu. Nie nalezy
sig tego wstydzic czy ba¢, natomiast nalezy powiadomic
prowadzacego ¢wiczenia, ktory podejmie czynnosci zaradcze.

OSTRZEZENIA

W czasie przebywania w laboratorium mikrobiologicznym nalezy wystrzegac sie:

1. dotykania palcami oczu, nosa, uszu, wioséw, itp.
2. brania diugopisu do ust,
3. S$linienia kartek przy odwracaniu, itp.




Uzyte na zajeciach szkio laboratoryjne, takie jak: pipety, bagietki, preparaty
bakterioskopowe, po wykorzystaniu, umiesci¢ w plynie odkazajacym.
Sprzet laboratoryjny, po wykorzystaniu, przed odstawieniem do statywu,

opali¢ w plomieniu palnika.
Z laboratorium mikrobiologicznego nie wolno niczego wynosié.
Przed opuszczeniem sali, po odbytych zajeciach, uporzadkowa¢ stanowisko
pracy; powierzchnie robocze przetrze¢ spirytusem denaturowanym. Przed
opuszczeniem sali umyc rece.




Rozdziat 2
NISZCZENIE DROBNOUSTROJOW

Aby stwierdzi¢, czy drobnoustroje ulegly zniszczeniu, wykonujemy przesiew badanego
Materialu na optymalne podtoze wzrostowe. Brak wzrostu po inkubacji oznacza utratg
Zdolnosci do rozmnazania. W kategoriach praktycznych oznacza to $mier¢ komorki.

Drobnoustroje mogg by¢ niszczone przy pomocy procesow sterylizacji i dezynfekcii.
W przemysle spozywczym stosuje sie takze proces sanityzacji

)

i Sterylizacja lub wyjatawianiem nazywamy proces w wyniku

B ktérego, ze Srodowiska poddanego procesowi, wyeliminowane
é zostajg wszystkie formy zywe, tj. zarébwno formy wegetatywne
]

A

jak i przetrwalne.

Dezynfekcjg nazywamy proces, w ktérym usuniete zostajg
wylacznie drobnoustroje chorobotwércze

Sanityzacjg nazywamy postepowanie przy pomocy ktérego,
w danym $rodowisku obnizamy liczbe drobnoustrojéw do
poziomu akceptowanego przez odno$ne przepisy.

METODY STERYLIZACJI

Sterylizacje przeprowadza¢ mozna przy pomocy czynnikow fizycznych, chemicznych
Oraz w spos6b mechaniczny. Wybér metody sterylizacji zalezy od rodzaju wyjatawianego
Srodowiska.

Do grupy czynnikoéw fizycznych sterylizacji zalicza sie:

podwyzszong temperature (sterylizacja termiczna)
promienie UV

promieniowanie jonizujgce

ultradzwigki

Do grupy chemicznych czynnikéw sterylizujgcych zalicza sie:

*  niektore gazy (tlenek etylenu, ozon)
*  pary niektérych zwiazkéw (formaldehyd, aldehyd glutarowy, B-propionolakton)
Wyjatawianie mechaniczne (sterylizacja na zimno)

¢ filtry




Rozdziat 3
STERYLIZACJA TERMICZNA

e

2

Sterylizacie przy pomocy podwyzszonej temperatury wykorzystuemy zaréwno
w warunkach laboratorium mikrobiologicznego jak i w przemysle spozywczym. Mechanizm
bakteriobdjczego dzialania temperatury polega gtéwnie na denaturacji biatek w niszczonych
organizmach. Przy stosowaniu temperatur wyzszych niz 200°C dochodzi do zweglania
zwigzkow organicznych.

Wyrézniamy nastepujace metody sterylizacji termicznej:

Wyzarzanie w pilomieniu palnika - stosowane giownie do sterylizacji ez
bakteriologicznych

Opalanie - stosujemy niekiedy do sterylizacji narzedzi, takich jak nozyczki,
skaipele, do wyjatawiania naczyn, wylotéw probowek oraz pipet, itp.

3. Wyjalawianie w suchym goracym powietrzu 160-180°C, ten proces sterylizacji

prowadzony jest w suszarkach, w ktérych jatowimy szkio i niektére narzedzia
laboratoryjne

4. Wyjalawianie w nasyconej parze wodnej o temperaturze wyzszej niz 100°C,

proces prowadzony jest w hermetycznie zamykanych kotlach zwanych
autoklawami. Temperature nasyconej pary wodnej, wyzszej niz 100°C
uzyskujemy dzieki sprezeniu nasyconej pary, stosownie do potrzeb, pod
cis$nieniem 0,1 - 0,3 MPa (1-3 atm)

Wyjatawianie w parze wodnej o temperaturze 100°C w tzw. aparatach Kocha.
ze wzgledu na termooporno$é przetrwalnikow bakteryjnych niezbedne jest
trzykrotne powtérzenie ogrzewania w odstepach 24-godzinnych. Inaczej proces
ten nazywany Jest sterylizacjg frakcjonowang lub tyndalizacjg

Szczegbly dotyczace metod sterylizacji na gorgco, czynnika sterylizujgcego, parametrow
procesow, urzgdzen stuzacych do sterylizacji oraz sSrodowisk bedacych przedmiotem

v Wyjatawianie w aparatach Kocha jest stosowane w laboratoriach
mikrobiologicznych oraz w warunkach domowych przy produkciji

wekow. Nie jest to catkowita sterylizacja, poniewaz temp. 100°C
nie niszczy wirusbw wszczepiennego zapalenia watroby. Z tego
wzgledu aparaty Kocha nie mogg by¢ stosowane w medycynie.

¥ Suszarki bakteriologiczne sg aparatami dzialajgcymi na
podobne) zasadzie jak domowe piekarniki elektryczne, z tg
réznica ze istnieje w nich mozliwo$¢ dokiadniejszej regulacii
temperatury.

Y Urzadzeniami podobnymi do autoklawéw sg domowe
szybkowary, w ktérych przy$pieszenie procesu gotowania
uzyskujemy poprzez podniesienie temperatury gotowania dzieki
podwyzszonemu cisnieniu.

I

zastosowania konkretnych metod sterylizacji przedstawiono w Tabeli 1.




Pamietaj - w autoklawach sterylizujgco dziata para wodna

o podwyzszonej temeperaturze. Stosowane cisnienia do
0.3 MPa w ogole nie dziatajg uszkadzajaco na bakterie. Dzigki

nim podwyzsza sie temperatura pary wodnej. Do zabicia
bakterii potrzebne sg cisnienia co najmniej 60 MPa - 600 atm.

Rys. 1
Schemat budowy autoklawu
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Kontrola skutecznosci procesu sterylizacji

Wskazniki skutecznosci procesu:

= - fizyczne - okreslajg stan techniczny urzadzenia (termometry, manometry, karty
kontrolne, kontrolki Swietine, itp.)

= « biologiczne - informujg o fakcie zabicia spor szczepbw bakterii wysoce opornych
na dany czynnik sterylizujacy

= « chemiczne - informujg o prawidiowos$ci przebiegu procesu sterylizacji, zawierajg
substancje, ktére po osiggnigciu wymaganych parametrow procesu zmieniajq
barwe

Metodyka biologicznego badania skutecznosci dziatania urzadzef sterylizacyjnych
Polega na uzyciu tzw. sporali. Sg to opakowania papierowe zawierajace krazki z bibuty lub
Wodorotienku glinu, na ktérych zaabsorbowane sa przetrwalniki bakteryjne. Opakowania te
foZktada sie w roznych miejscach w autoklawach lub suszarkach | przeprowadza proces
sterylizacji. Po procesie sterylizacji krazki umieszcza sie w podiozu (np. bulionie odzywczym)
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i inkubuje w cieplarce. Wzrost drobnoustrojéw $wiadczy o nieskutecznoSci procesu
sterylizacj.

Uzycie sporali jest najpewniejszg metodg kontroli urzadzen!

W
|
l
§
A

Obecnie, z metod chemicznych badania procesu sterylizacji najpopularniejsze jest
stosowanie tasm, ktére sg przyklejane w réznych miejscach sterylizowanych opakowarh.
Zmieniajg one zabarwienie po osiggnieciu przez aparat wlasciwej temperatury. Jest to
metoda nieprecyzyjna, jednakze mato kosztowna i mozliwa do codziennego stosowania.

Innym sposobem jest uzycie tzw rurek Browna. S3 to szklane rurki zawierajgce
odczynniki chemiczne zmieniajgce zabarwienie pod wplywem temperatury.

= rurki ze znakiem czarnym s3 stosowane dia temperatur < 126°C (para pod

ci$nieniem)

= rurki ze znakiem zéitym s3 stosowane dla temperatur > 130°C (para pod
ciSnieniem)

= rurki ze znakiem zielonym s3 stosowane dla temperatur 160°C (suche gorace
powietrze)

= rurki ze znakiem niebieskim sg stosowane dia kontroli sterylizacji w podczerwieni

Tabela 1

_Metody sterylizacji na goragco

Czynnik s, Sk
lizujac stosowane Urzadzenie Nazwa metody | Zastosowanie
| b & y w praktyce 3
Bardzo wysoka ~BhR° : : ezy
| temperatura | 600°C Palnik Wyzarzanie bakteriologiczne
wioty kolbek,
Bf;fnme‘g‘;z‘r’:a ~600°C Palnik Opalanie | probowek, pipety,
PN s i bagietk, itp.
; szkio
.Suche gorgco” ° S laboratoryjne,
wysoka }ggogﬁ: Suszarka S':ear);tz(:itgf jednorodny sprzet
temperatura . (skalpele, waciki
do wymazow, itp.)
podioza
bakteriologiczne,
.wilgotne gorgco” ! . - rofg: r‘)\/c(iz A,
para nasycona 117°C/15‘ Autoklaw Steryhzaq? zestawy zlozone
pod cisnieniem: 121°C/15 ,na mokro 5
008 -0.1 MP z materiatow
SRR 9 o roznej
rozszerzalnoSci
____ciepinej |
~wilgotne goraco" - : Sterylizacja niektére podioza
| _para biezgca sl | Rpamstiochn frakcjonowana lub sktadniki




| ' : (tyndalizacja) |  podtbz
bakteriologicznych
Tabela 2
Metody sterylizacji na zimno
[: _Proces Urzadzenie " Parametry | Zastosowanie |
Membranowe z octanu celulozy sterylizacja roztworéw
| | lub innych polimeréw cuk'réw‘ enzymééw
S ; Seitza - azbestowo-celulozowy * Wi : witamin, ptynéw
| qczi:'lvtse press Berkefelda - z ziemi okrzemkowej * 0 lzelkg i%p: ustrojowych
| ry Chamberlanda - z nieglazurowane) ! i (sktadowe podtozy,
porcelany * wrazliwe na czynnik
| [ 48 Schotta - ze sproszkowanego szkia * termiczny)
Broim: . e jatowienie
| om'e&f i Lampy kwarcowe g#ggiozéscof:rl:‘ powierzchni
- { roboczych, powietrza |
| sterylizacja przypraw,
| Prqmieniowame Sormiy Rokaiows prom?ear:?:\?vania ow‘;zgiven::r::waenie
jonizujgce Akceleratory liniowe 01-50kGy ™ | kielkowania cebulii
| LA ziemniakéw |

*praktycznie nie uzywane
**kGy - (kilo) Gray- jednostka promieniowania pochionigtego

CWICZENIE 1
TEMAT: CWICZENIE DEMONSTRACYJNE

Cel: Zapoznanie studentow z zasadami postepowania,
wyposazeniem | metodami pracy w pracowni mikrobiologicznej

Zasady BHP na zajgciach z mikrobiologii
Zwiedzanie pracowni bakteriologicznej
pracowni mikrobiologiczne|

oo

plytek, pipet, bagietek, itp.)
Demonstracja dziatania suszarki

o oa

|
Demonstracja szkia laboratoryjnego, sprzetu | aparatury charakterystycznej dla'.-

Demonstracja przygotowania szkia i sprzetu laboratoryjnego do steryhudr
(przygotowywanie korkéw do kolb, probéwek; zatykanie i pakowanie pipet, pakowamd

Demonstracja zestawow do filtracji; sposéb przygotowania jatowego sprzetu
. Demonstracja dziatania autoklawu i aparatu Kocha

k BIBLIOTEKA
. GtOWNA .
&

Secres




g | CWICZENIE 2

TEMAT: STERYLIZACJA W AUTOKLAWIE | APARACIE KOCHA
. - Cel: Porownanie skutecznosci jednorazowej obrobki termicznej
CWICZENIA w parze biezacej i w parze nasyconej pod ciSnieniem

s
J
lf"'l Autoklaw (sterylizator parowy) jest urzadzeniem ci$nieniowym,
w ktorym wytwarzana para wodna sprezana jest do wartosci
= 0,08 ~ 0,3 MPa (0,8 - 3 atm.) przez co uzyskuje ona temperatury
r [l 117 - 138°C.
URIADZENIA

Istniejg réznego typu autoklawy. Na przykiad autoklawy stosowane w medycynie
wyposazone sg w urzadzenia suszgce pozwalajgce na suszenie wysterylizowanej bielizny
czy materiatow opatrunkowych Autoklawy stosowane w przemysle spozywczym
zaopatrzone sg w obrotowe pojemniki na puszki. Rys.1 przedstawia schemat autoklawu
stosowanego w laboratorium mikrobiologicznym.

W autoklawach wyjatawiamy:

= pozywki baktericlogiczne, zestawy zawierajgce elementy o roznej rozszerzainosci
cieplnej - tzw. sterylizacja czysta

= wykorzystane pozywki bakteriologiczne, prébki do badania bakteriologicznego
(w medycynie | weterynarii) - tzw. sterylizacja brudna

Najczesciej stosowane parametry sterylizacji w autoklawach:

= 117°C/0,08 MPa - 30 min.; 121°C/0,1 MPa - 15 min. (sterylizacja czysta)
= 132°C/0,25 MPa - 30 min. (sterylizacja brudna)

Uwarunkowania bezpiecznej i prawidlowej pracy autoklawu parowego:

» do uzycia moze by¢ dopuszczone urzgdzenie majgce wazny atest Rejonowego
Dozoru Technicznego

= autoklaw musi by¢ sprawny

= autoklaw moze obstugiwac¢ wyltgcznie osoba przeszkolona

= autoklaw nalezy obstugiwa¢ zgodnie z instrukcjq obstugi

Zasady sterylizacji w autokiawie:

uzupemi¢ wode w ptaszczu wodnym

wiozy¢ do komory autoklawu sterylizowany materiat
zamkngc pokrywe

wigczy€ grzanie

po osiggnieciu temperatury 100°C odpowietrzy¢ autoklaw
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Mieszanina powietrza i pary wodnej nie dziala tak skutecznie jak sama para wodna.

prowadzic sterylizacje przez okreslony czas
po sterylizacji umozliwi¢ spadek ci$nienia w autoklawie do zera i otworzyc autoklaw

W Zzadnym razie nie probowac otwiera¢ autoklawu przed spadkiem
ci$nienia do 0. Wystygniecie zamknigtego autoklawu moze utrudni¢
otwarcie pokrywy wskutek jej zassania - wytworzonego podcisnienia' |

B

Materiaty:

Wykonanie:

1. Probowka z 5 ml 7-dniowej hodowli bulionowe] szczepu wytwarzajgcego formy
przetrwalne - oznakowana literg A

2. Probéwka z 5 ml 7-dniowej hodowli bulionowej szczepu nie wytwarzajacego form
przetrwalnych - oznakowana literg B

3. Statyw z szeécioma probowkami zawierajgcymi po 5 mi, jalowego bulionu
odzywczego kazda

4. Dwie jatowe pipety — 1 ml

5. Dermatograf

1. Probéwki zawierajace jatowy bulion odzywezy oznaczyé numerami od 1 do 6 oraz
numerem stanowiska i grupy

2. Do probéwek oznaczonych numerami od 1 do 3 przenies¢ po 0.5 ml materiatu z
proboéwki oznaczonej literg A ‘

3. Do probéwek oznaczonych numerami od 4 do 6 przenies¢ po 0.5 ml materiatu z
probéwki oznaczonej literg B !

4. Probowki oznakowane 1A i 4B oraz 2A 1 5B poddac dziataniu odpowiedniego
czynnika termicznego (patrz: Tabela 3) I

5. Probéwki oznakowane numerami 3A i 6B pozostawi¢ w statywie

6. Poddane obrobce termiczne] probowki oznakowane 1A, 4B, 2A, 5B ustawi¢ w
statywie obok probowek z oznakowaniem 3A i 6B; cato§¢ inkubowac w 37°Cr24h |

7. Dokonaé odczytu wynikéw i zapisat je w Tabeli A 3 przyjmujac nastepujaca zasade

% brak wzrostu (klarowne podtoze) = ( - )
< wzrost (widoczne zmetnienie catego podioza lub wzrost w formie kozuszka na

powierzchni podioza) = ( +)
Dokona¢ oceny skuteczno$ci porownywanych metod obrébki termiczne;.

9. Wyniki oceny zapisa¢ w Tabeli 4 , wg schematu:

< wzrost na podiozu po inkubagji = brak skutecznosci procesu = ( - )
< brak wzrostu na podiozu po inkubacji = proces skuteczny = ( +)




Rys. 2

Schemat wykonania €wiczenia 2

Tabela 3

Wyniki inkubacji posiewow materialu poddanego Ilub nie

0

|

I 28 3A

28 5B 6B

Autoklaw

Inkubacja 24h - 37°C
ODCZYT

‘\\

okreslonej obrobki termicznej

poddanego dziataniu

S, A T ey . Wynik inkubacji |
Oznakowanie préb_y Dziatajacy czynnik Urzqdzemev_ ¢ posiewow |
_ as , ] 4
1A 100°C /15 min. | aparat Kocha
h 2A 121°C/ 15 min autoklaw
3
3A - -
i
%
4B 100°C / 15 min. aparat Kocha
58 121°C /15 min autoklaw
6B - -




Tabela 4

Skuteczno$¢ bakteriobojcza zastosowanego czynnika termicznego

f
I Dzlalajacy czynmk (URZADZENIE)

1A

' Para biezaca (100O C/15min) (Aparat Kocha)

Para nasycona pod cisnieniem (121°C/15min)
|(autoklaw)

Préba kontroina

| Whioski:

zaliczenie

2A

s
|
1
e




Rozdziat 4
STERYLIZACJA PRZY POMOCY PROMIENIOWANIA ELEKTROMAGNETYCZNEGO

W procesie sterylizacji wykorzystywane sg nastepujace rodzaje promieniowania
elektromagnetycznego:

e promieniowanie gamma
* promieniowanie ultrafioletowe

Zrédtem promieniowania gamma, stosowanego w utrwalaniu Zywno$ci, sg urzadzenia
nazywane bombami kobaltowymi, zawierajace izotopy promieniotwércze Co'50 lub rzadziej
137
Cs oraz akceleratory liniowe. Aparaty te emitujq promieniowanie gamma o duzej
przenikliwosci. Sita ich bakteriobdjczego dziatania zalezy od ilosci energii zaabsorbowanej
przez napromieniowany material. WielkoSC zaabsorbowanej dawki wyrazana jest w grejach
(Gy). 1 Gy = 1 dzul/kg masy (1Gy = 100 radow)

Przykiady zastosowania promieniowania gamma :

utrwalanie zywnos$ci pochodzenia zwierzgcego
wyjatawianie ziaren, orzechow i przypraw
konserwacja $wiezych owocow | warzyw
narzedzia medyczne jednorazowego uzytku

Mechanizm bakteriob6jczego dzialania promieni gamma polega na uszkadzaniu
DNA. Najwrazliwszg na to promieniowane grupe stanowig formy wegetatywne bakterii
Bardziej] oporne sg, w kolejnosci wzrastajacej opornoSci, drozdze i plesnie, formy
przetrwalne oraz wirusy

Skuteczno$¢ wyjalawiania promieniami gamma zalezy od:

« dawki promieniowania
o warunkéw  $rodowiska (temperatury, pH, skiadu chemicznego
napromieniowywanej zywnosci)

4.1. WYJALAWIANIE PRZY POMOCY PROMIENI UV

Zrodtem promieni UV s3 lampy kwarcowe. Najbardziej skuteczne bakteriobdjczo jest
promieniowanie UV o ditugosci fali = 250 - 260 nm. Promienie UV, z uwagi na malg
przenikliwos¢, dziatajq tylko na wystawione na ich bezposrednie dziatanie powierzchnie, itp.
Mechanizm dziatania promieni UV polega na uszkadzaniu DNA poprzez tworzenie mostkow
pomiedzy tyminami. Powstajq przez to petle ktore nie sg powielane przy procesach replikacji
DNA. W ten spos6b nowopowstate nici DNA zawierajg wiele brakéw, co uriemozliwia rozwo)
nowopowstatej komorki. Do wyjatawiania promieniami UV form przetrwalnych bakterii
zarodnikéw grzybow oraz wirusow konieczne jest przediuzanie czasu naswietlania od 2 do
5 x. Schemat dziatania promieni UV przedstawiono na rys. 3
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Rys. 3
SCHEMAT DZIALANIA PROMIENI UV NA DNA

r Powstawanie petli DNA pod ‘
wplywem promieni UV
Juw

A-C-G-T-A-C-G-A-T-G-C

\

A-C-G-A

N o
A-G-G-T-T-A-T-6-6

Sy —
\ DNA z petia J

b Petla

Przykiady zastosowania promieniowania UV:

e wyjatawianie pomieszczen szpitalnych, itp.
wyjalawianie  pomieszczen, powierzchni roboczych i  przedmiotéw
w pracowniach mikrobiologicznych, laboratoriach przyzaktadowych, itp.

e wyjatawianie niektérych pomieszczen sktadowych, np. chtodni

e wyjatawianie powierzchni jaj

Skutecznosé wyjatawiania promieniami UV zalezy od:

o formy w jakiej wystepujq oraz liczebnosci mikroorganizméw w poddawanym
dziataniu UV $rodowisku

emitowanej diugosci fali

czasu dziatania UV

stopnia zanieczyszczenia powietrza czgstkami mechanicznymi

wilgotnosci powietrza

odleglosci wyjatawianego obiektu od zrédta promieniowania (skuteczno$c¢
maleje z kwadratem odleglosci)

Efekt dziatania lamp UV zalezy gtéwnie od ich mocy oraz
odleglosci od naswietlanej powierzchni.
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Skiada sie nan takze wiele innych czynnikéw. Trudno jest zatem podac¢ proste reguty,
ktore nalezy stosowaé aby uzyskac prawidiowa sterylizacje. Spowodowane jest to tym, ze
lampy ulegajg stopniowemu zuzyciu i nie jest mozliwe precyzyjne okreslanie
wypromieniowywanej dawki opierajac si¢ jedynie na podanej przez producenta mocy lampy.
Najwtasciwszym jest przestrzeganie wytycznych producenta lamp, ktoéry podaje czasy
naswietlania w zaleznosci od odlegtosci do powierzchni naswietlanej.

Podczas pracy z lampami UV nalezy zwraca¢ bacznga uwage na
ostone oczu. Nawet kilkusekundowe naswietlenie powoduje
bardzo bolesne zapalenie spojowek. Moze tez prowadzi¢ do

uszkodzenia wzroku.

Jest to rodzaj promieniowania, KTORE NIE OPALA a powoduje

jedynie uszkodzenie naskorka.

CWICZENIE 3
TEMAT: WPLYW PROMIENIOWANIA UV NA MIKROORGANIZMY

Cel: Zapoznanie studentow ze skuteczno$cig dziatania
promieniowania ultrafioletowego na rézne drobnoustroje

PNOABWN

pwna

Wykonanie:
|

® Nowo

Probbéwka z 24h hodowlg Escherichia coli na bulionie odzywczym
Probéwka z 24h hodowla Bacillus subtilis na bulionie odzywczym
Probéwka z 24 godzinng hodowlg Candida tropicalis i
Hodowla Aspergillus fumigatus
Plytki z agarem odzywczym (AO)
Jatowe pipety 1ml

Jatowe bagietki (gtaszczki)
Dermatograf

Przeniesé po 0,1 ml hodowli bulionowej Escherichia coli na 4 plytkiz AO
Rozprowadzi¢ materiat po powierzchni podioza jatowa bagietka.
Przeniesé po 0,1 ml hodowli bulionowej Bacillus subtilis na 4 ptytki z AO !
Przenies¢ po 0,1 ml hodowli ptynnej Candida tropicalis na 4 piytki z podiozem
Sabouraud )
Rozprowadzi¢ materiat po powierzchni podioza jatowg bagietkg

Oznakowac ptytki w sposéb pozwalajacy na identyfikacje posianego szczepu
Pobra¢ eza zarodniki z hodowli Aspergillus niger i rozprowadzié je po
powierzchni 4 plytek z podiozem statym Sabouraud |
Plytki ustawié na stole w odlegiosci ~ 1m od Zrédta promieni UV. J




wwa
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r- —

9. Zsunqc wieczka p%ytek w sposob pozwalajacy na ekspozyqe na bezpoéredme
dziatanie promieni UV, cze$ci materiatu na ptytce l
10. Plytki z postanymi szczepami doswiadczalnymi eksponowac na dzialanie
promieni UV przez 1, 5, 101 15 min !
11. Po kazdym interwale czasowym ekspozycji plytki ozmaczy¢ dodatkowo,
odpowiednio 1,5,10,15, co odpowiada czasowi ekspozycji kazdej z piytek ‘i
12. Plytki inkubowaé w 379C/24h, hodowle z A niger inkubowaé przez 3-5 dni i
13. Okresli¢ skuteczno$¢ bakteriobojczg réznych czaséw ekspozycji na dziatanie
promieni UV f
brak wzrostu na eksponowanej czesci plytki = proces skuteczny = (+ ) i
e wzrost na eksponowanej czesci ptytki = proces nieskuteczny = ( - )
e wzrost mniej intensywny na eksponowanej czesci plytki w poréwnamu
z czgécig ostoniety = redukeja liczby skutecznosc czesciowa = ( +/-) 1

Rys. 4 '
SCHEMAT WYKONANIA CWICZENIA 3

Hodowia bulionowa £scherichia coli | E coli)

Posiac 0,1ml

Kapromieniowanie UV
-odlegtesé 1m

inkubowraé pivtki 24 - 48h A0 Agar odivurcty
w

To samao 1 chodovdami: 8
Faciiins sablilis\B.sgblin\ 6808188 Irogie8iis 8. ropicslis\ A speryilles siseri. siyer]




Wyniki odczytéw umiescié w tabeli 5

Tabela 5
Skuteczno$é bakteriobdjcza okreslonego czasu ekspozycji na dziatanie promieni UV

(260 nm)

-

Szczep

| Escherichia coli [Bacillus subtilis

Candida | Aspergillus
__ tropicalis __| . _niger

Czas ekspozycji |

|

Whioski:

zaliczenie
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Rozdziat 5

WYJALAWIANIE MECHANICZNE - STERYLIZACJA NA ZIMNO

Sterylizacja na zimno prowadzona jest przy pomocy réznego typu filtréw (patrz: Tabela
2). Dzialajg one na zasadzie sita zatrzymujac wszystkie, mniejsze od srednicy por filtra,
czgsteczki znajdujgce sie w poddawanym filtracji Srodowisku. (Zatrzymywanie mniejszych od
$rednicy por filtra komérek jest wynikiem ich adsorpcji na filtrze.)

Wyjatowiony zestaw do sterylizacji na zimno, w skilad ktérego wchodzi okreslony fiitr
bakteriologiczny podigczany jest do pompy prozniowej. Wytworzone podci$nienie pozwala
na swobodny przeptyw jatowionego materiatu przez filtr oraz na uzyskanie jalowego
Przesaczu.

Ta metoda jatowione sa:

* zwigzki termowrazliwe (termolabilne) przygotowane w formie roztworéw (niektore
cukry, biatka, aminokwasy, witaminy, enzymy, ptyny ustrojowe)
* powietrze (np. boksy do posiewow, sale operacyjne)

Obecnie do wyjatawiania stosowane sg wylacznie jednorazowe filtry membranowe,
Sporzadzone z poliweglanu, octanu celulozy lub innych polimeréw. Sg one mato kosztowne
| bardzo wygodne w uzyciu

Filtry Seitza zostaly wycofane ze wzgledu na zagrozenie wynikajgce z kontaktu
Z azbestem. Filtry Schotta, Berkefelda i Chamberlanda nie sg uzywane ze wzgledu na ich
koszt oraz kiopotliwe przygotowanie (regeneracja) do ponownego uzycia.

Oprécz filtréw membranowych bakteriologicznych spotkac mozna takze tzw. ultrafiltry
Mmembranowe o réznej zdolnosci saczenia. Pozwalajg one na zatezanie badz frakcjonowanie
roztworéw biatkowych, eliminacje soli i zwiazkéw organicznych niskoczasteczkowych z
roztworow. W laboratoriach i przemysle sa stosowane do otrzymywania wody o najwyzszym
stopniu czystosci
~ Najbardziej znanym producentem filtrow membranowych stosowanych w laboratoriach
Jest firma Millipore. Produkuje ona bardzo wiele rodzajéw filtréw i réznej $rednicy, wielkosci
Por, wiasnosciach powierzchni (hydrofobowe, hydrofilowe), materiale (nitrocelulozowe,
poliweglowe itp.). Schemat zestawu filtrujgacego przedstawiono na rys. 20 str. 42.

5.1. CHEMICZNE METODY STERYLIZACJI

Do sterylizacji gazami stosowane s3 nastepujace zwiazki:
* tlenek etylenu
* tlenek propylenu

* formaldehyd

* B - propionolaktan




Tienek etylenu jest bezbarwnym gazem, ktéry reaguje z wieloma
zwigzkami chemicznymi jak alkohole, aminy, kwasy organiczne
i amidy. Jest zapalny i wybuchowy. Jego zapalno$¢ jest ograniczana
poprzez mieszanie z CO,. Ma witasno$ci mutagenne i rakotwércze
Jego dziatanie bakterio— i sporobdjcze jest spowodawane reakcig
z kwasami nukleinowymi, a konkretnie z alkilacjg guanozyny.

1. Zastosowanie:

wy)atawianie sprzetu wielokrotnego uzytku z materiatéw termolabilnych
sterylizacja sprzetu i narzedzi medycznych jednorazowego uzytku (skala
przemystowa)

2. Trudnosci zwigzane z bezpiecznym stosowaniem tlenku etylenu:

7 dniowy okres degazacji w temperaturze pokojowej (oddzielne, dobrze
wietrzone pomieszczenie)

12 h w 60°C w specjalnych urzadzeniach (aeratory) - proces kontrolowany
biologicznie - zalecenie WHO

3. Skutecznosc¢ tlenku etylenu zalezy od:

stezenia gazu
wilgotnosci
temperatury
czasu dziatania

Ze wzgledu na toksycznosc¢ dla cztowieka tlenek etylenu moze
by¢ stosowany wylacznie przez wyspecjalizowane zaktady
produkcyjne.

Tlenek propylenu w obecno$ci pary wodnej hydrolizuje do
nietoksycznego glikolu propylenowego. Podobnie jak tienek etyienu
powoduje uszkodzenie DNA poprzez metylacje guaniny
Byt proponowany ale rzadko stosowany do sterylizacji Zzywnosci
ptatkowanej i sproszkowane;.
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Rozdzial 6

PODLOZA (POZYWKI) BAKTERIOLOGICZNE

ﬂ Podioze lub pozywka to srodowisko, w ktérym sztucznie
stworzono warunki dla rozwoju mikroorganizméw.

~4

Warunki, jakie speiniaé powinno podioze:

powinno zawierac sktadniki zapewniajgce odpowiednig warto$¢ odzywczg

powinno zapewniaé odpowiednie oddziatywanie na drobnoustroje, tzn. mie¢
odpowiednie pH, potencjat oksydo-redukcyjny (Eh), aktywnoS¢ wodng (ay ). cisnienie
osmotyczne, itp

powinno byc jatowe
powinno by¢ mozliwie przejrzyste (fatwos¢ obserwaci)

Kiedy spelniony zostaje warunek odpowiedniej wartosci odzywczej podioza?

Gdy podioze zawiera

Zrodio energii (weglowodany, aminokwasy, tiuszcze)

Zrédio wegla (weglowodany; biatka, tluszcze, CO; )

Zrédio azotu (aminokwasy, peptydy; sole amonowe, azotany; N,)

makro i mikroelementy (S, P, Mg, K, Co, Cu, Zn, itp.)

Zlozone zwiazki organiczne (drobnoustroje wystepujace w zywnosci to najczesciej
heterotrofy /chemoorganotrofy/, wykorzystujace jako zrodio C i N zwigzki organiczne.
Nierzadko wymagaja one obecnosci w pozywce dodatkowych czynnikow
wzrostowych jak witaminy czy nukleotydy itp.)

6.1. RODZAJE POZYWEK

Podziat podiozy na podstawie réznic w skladzie chemicznym:

naturalne - podioza bazujace na sktadnikach pochodzenia naturalnego, np.: wyciagi
z tkanek zwierzecych lub roélinnych, mieko, z6ttko jaja, brzeczka, krew zwierzeca
syntetyczne - podioza o $cisle okreSlonym skiadzie chemicznym (jako$ciowo-
ilo$ciowym) - najczesciej sporzadzone z zestawu okre$lonych aminokwasoéw, cukréw,_
witamin, soli itp. Przeznaczone sg do badania zapotrzebowan odzywczych bakterii
oraz uzyskiwania czystych wielkoczasteczkowych produktow metabolizmu bakterii
polsyntetyczne - podioza syntetyczne ktére wymagajg dodatkéw naturalnych jak
surowica zwierzeca
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Podziat podiozy na podstawie réznic w konsystencji:

e stale (1,5 - 2,0% agaru; 10-15% zelatyny)

e plynne
e polplynne (0,1 - 0,7 % agaru). Stuzg do badania ruchu bakterii, przechowywania

szczepow, oceny wymagan tlenowych badanych drobnoustrojow

Tabela 6
Czynniki zestalajgce podioza
Zelatyna Agar
proste biatko, kwasny hydrolizat kolagenu polisacharyd zawierajacy reszty siarczanowe,
| zwierzecego | obecny w glonach morskich, krasnorostach
koloid peczniejacy w wodzie, silnie ch chtonacy
rozpuszczalna w cieptej wodzie (w 25°C), wode,
postac galaretowatego zelu temp. rozpuszczania 59 — 95°C,
g & temp. krzepniecia 45 — 48°C st
;zgicljltayr::az:;zez Bcedong bpnzyty rozktadany przez nieliczne drobnoustroje
utrata wiasciwosci zestalajgcych przy nie traci wiasciwosci zestalajgcych przy
kilkakrotnym przeprowadzeniu z zolu w zel | wielokrotnym przeprowadzaniu z zolu w zel
zmienia pH podioza bez wptywu na odczyn Srodowiska ]
ilo$¢ niezbedna do zestalenia podioza 10 - | dodatek agaru niezbedny do uzyskania |
AD%. o . _5 podioza statego 1.5-25% nll, N
‘substrat pokarmowy (Zrédito N) da
drobnoustrojow proteolitycznych — efekt wytgcznie czynnik zestalajacy podtoze
- uptynnienie podioza
w srodowisku o pH < 5,0, podczas sterylizacji
ulega cze$ciowej hydrolizie (traci wiasciwosci
zestalajace)

Formy zestalania podiozy stalych:

1. Podtoza zestalone na plytkach Petriego
2. Podtoza w probowkach zestalone w formie:

e stupka
e skosu
e poiskosu

Zastosowanie podlozy statych:

ad 1.
¢ zolowanie pojedynczych kolonii bakteryjnych
o okreslanie morfologii kolonii jako cechy réznicujgcej
e okreslanie liczby drobnoustrojow




przechowywanie czystych szczepdw bakterii
* okreslanie niektérych cech fizjologicznych bakterii (sposéb oddychania, zdolnoéé

ruchu)
e okres$lanie cech biochemicznych bakterii

Podziat podiozy na podstawie réznic w zapotrzebowaniu pokarmowym drobnoustrojéw:

* proste - podioze umozliwiajgce wzrost wiekszosci drobnoustrojow z danego
$rodowiska

* wzbogacone - podioze proste zawierajgce dodatkowe czynniki wzbogacajgce jak
ekstrakty z drozdzy, czy tkanek zwierzecych - moézg, serce, umozliwiajgce wzrost
bardziej wybrednych pod wzgledem odzywczym bakterii z danego $rodowiska

Podziat podiozy na podstawie celu jakiemu stuza:

* podstawowe - zamiennie uzywana nazwa poditoza prostego
* specjalne:
- hamnazajace - stuzg do namnazania bakteril
- nhamnazajaco-wybiorcze - stuza do namnazania okreslonych rodzaj bakterii.

Dodany inhibitor hamuje rozwé) wigkszosci gatunkéw a umozliwia rozwdj

poszukiwanego gatunku
- wybiérczo-réznicujace - nastepuje na nich wzrost wybranych gatunkéw

I jednoczesnie ich wstepne zréznicowanie

- réznicujace - stuzg do okreslenia wybranej cechy biochemicznej wybranego
Szczepu co pozwolg na zroznicowanie tego szczepu na bakterie posiadajgce | nie
posiadajace badanej cechy

- szczegolnego przeznaczenia - wykorzystywane do transportu szczepow,
przechowywania bakterii, maksymalnej produkcji niektorych metabolitow, badan
genetycznych

Co decyduje o wyborze podioza ?
* wymagania izolowanego drobnoustroju

¢ Zalozony cel eksperymentu

Podloza podstawowe peine

Izotoniczno$é srodowiska = cisnienie osmotyczne Srodowiska,
optymalne dla zawieszonych w nim komorek ludzkich,
zwierzecych i bakteryjnych




Bulion odzywczy - skiad:

 wodny wyciag miesny - wyekstrahowane z migsa wolowego poprzez gotowanie
biatka i inne drobnoczasteczkowe sktadniki

e pepton - rozpuszczalne produkty czesciowej proteolizy biatek bulionu (wynik
dziatania enzymow proteolitycznych)

e rozitwor 0,85% NaCl - zapewnia izotoniczno$¢ srodowiska. Czesto uzywa sig terminu
- roztwor fizjologiczny soli.

¥ Bardzo czesto dla celdw laboratoryjnych uzywa sie roztworéw
PBS - buforowanych fosforanami roziworéw soli fizjologiczne.

¥ Rozwory hipotoniczne - roziwory © ciSnieniu osmotycznym
nizszym nizeli izotoniczne. Komo6rki w nim zawieszone peczniejg
I pgkajq

Y Rozwory hipertoniczne - roziwory o ciSnieniu osmotycznym
wyzszym nizeli izotoniczne. Komérki w nim zawieszone

obkurczajg sie.

Agar odzywczy - skiad:

e bulion odzywczy
e agar(1,5-2%)

Agar - czynnik zestalajacy podioza bakteriologiczne jest
polisacharydem zbudowanym 2z galaktozy, reszty siarczanowej,
jonédw magnezu i wapnia. Co 10. czasteczka cukru jest
zestryfikowana z reszta kwasu siarkowego. Jak kazdy polisacharyd
w Srodowisku kwasnym w podwyzszone] temperaturze ulega
hydrolizie, co powoduje utrate jego zdolnosci zelifikacyjnych
Obnizenie pH przygotowywanej pozywki do wartosci <5 a nastepnie
jej sterylizacia powoduje, ze pomimo dodania odpowiedniej ilosci
agaru (1.5 -2%) pozywka pozostaje poiptynna. Najczesciej zjawisko
takie wystepuje podczas przygotowywania pozywek do hodowli
drozdzy, w ktérych czynnikiem ograniczajacym rozwoj bakterii jest
niskie pH.
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CWICZENIE 4
TEMAT: PRZYGOTOWANIE PODLOZY BAKTERIOLOGICZNYCH

Cel: Zapoznanie si¢ z metodami przygotowywania podiozy
bakteriologicznych

i

if

IzerEiy:’ 2

S2veENoasLN

- O
The

1.

2.

N o

Dwie 250 ml kolbki ptaskodenne z korkiem z waty lub ligniny ostonigte gaza
Suche podioza gotowe: bulion odzywczy i agar odzywczy

Woda destylowana w kolbie, cylinder miarowy 100ml

Waga laboratoryjna

3 niejatowe probéwki 20 ml z korkami jw., statyw, metalowy koszyk
3 jatowe probowki

1 niejatowa pipeta

1 jatowa pipeta

2 jatowe szalki (ptytki) Petriego

Dermatografy

Autoklaw

"Wykonanie:

Odwazyé, zgodnie z instrukcjg na opakowaniu wymagane ilosci suchego podioza
gotowego by otrzyma¢ odpowiednio; 100 ml agaru odzywczego oraz 50 ml bulionu
odzywczego. Dodac odpowiednie ilosci wody destylowanej (100 i 50 ml)

Kolbki zawierajace okreslone podioze odpowiednio oznakowac, odpowiednio, agar
odzywczy = AO,; bulion odzywczy = B

Ustawi¢ w statywie probéwki, roziaé¢ do nich ,miarowo, bulion odzywczy (po 10 ml),
probowki zakorkowa¢ i umiescié w koszyku zbiorczym. Umieszczone w koszyku,
zbiorczym probéwki z bulionem przykry¢ kapturkiem . W koszyku umiesci¢ kartke
Z napisem -Bulion odzywczy . »
Kolbke z agarem odzywczym ,po zalaniu suchego podioza wodg destylowans,
pozostawi¢ na ~ 1 h w temp pokojowsj, do napgcznienia agaru

Koszyk z probéwkami zawierajagcymi bulion odzywczy oraz kolbki z agarem
odzywczym umiescic w autoklawie :
Sterylizowaé¢ podioza w 121°C/ 15 min. (Praktyczna demonstracja pracy autoklawu)
Agar odzywczy w kolbce przestudzié a nastepnie roziac, z zachowaniem warunkéow
jatowosci , na jalowe plytki Petriego oraz przy pomocy jatowej pipety, do 3 jatowych
probéwek. Jedng z nich pozostawi¢ w statywie pozostate "skosic”, tzn. oprze¢
o statyw pod katem ~ 45 i 20 stopni i pozostawic tak do zestalenia sig podioza ;
Po zestaleniu sie podioza na plytkach odwroci¢ plytki denkami do géry i na denku, |
dermatografem, oznaczy¢ -AQ. Probéwki z podiozem zestalonym w formie stupkéw|
. skoséw i potskoséw oznakowac jw. | zebra¢ do koszyka

Podloza przechowywa¢ w warunkach chiodniczych - beda wykorzystywane na|
nastepnych zajeciach i

]
|

i —— i S——




CWICZENIE 5

TEMAT: WPLYW PH PODLOZA NA WELASCIWOSCI
ZESTALAJACE AGARU

Cel : Demonstracja wptywu pH na cechy zestalajace agaru

1 Dwie 250 ml kolbki ptaskodenne z korkiem z waty lub ligniny ostonigte gaza
2 Suche podioze gotowe: agar odzywczy

3. Woda destylowana w kolbie, cylinder miarowy 100mi

4. Waga laboratoryjna

5. Jalowe szalki (plytki) Petriego

6 Dermatograf
7. Autoklaw

Wykonanie:

1. Do 2 kolbek odwazy¢, zgodnie z instrukcja na opakowaniu, wymagang |los¢
suchego podioza gotowego tak, by otrzymaé po 50 ml agaru odzywczego |
Dodaé¢ po 50 ml wody destylowanej

W jednej z kolbek obnizy¢ pH podioza przy pomocy 10% roztworu HCI do ~ 4,5.
Oznaczy¢ jq odpowiednio AOz

Kolbki z agarem odzywczym umiesci¢ w autoklawie i sterylizowac w 121° C/ 15 min |
Wyjatowione podioza przestudzic¢ i wylac na plytki oznaczone stosownie literami AO
i AOz. Pozostawi¢ do zestalenia

Poréwnac skutecznosc agaru jako czynnika zestalajgcego w podiozach o réznym
pH wyjsciowym przed sterylizacjg

7.  Whnioski zapisa¢ w ponizsze) tabeli

e e

<

Tabela 7
Wplyw wyjsciowego pH na wiasciwosci zestalajace agaru

Oznakowanle | Konsystencja podloza po
__préby zestaleniu

AO |

AOz |

i

Whioski:

zaliczono .............. T



29

Rozdziat 7

WZROST MIKROORGANIZMOW W WARUNKACH LABORATORYJNYCH

Wzrost mikroorganizméw rozumieé mozna jako:

1.  Wzrost masy i rozmiaréw pojedynczego osobnika, tj. komorki
2. Wzrost biomasy i liczebnoséci komérek w érodowisku, tj. wzrost liczebnosci populacii

Hodowla nazywamy mase drobnoustrojéw wyrostych na podiozu ’

|

o dowolnej konsystencji. ‘

Hodowla czysta - wyrosfe w Srodowisku wzrostowym drobnoustroje
sg identycznymi osobnikami tj. nalezg do jednego szczepu
konkretnego gatunku.

Hodowla mieszana - wyroste w Srodowisku wzrostowym
drobnoustroje naleza do réznych szczepow tego samego gatunku
lub réznych gatunkéw jednego rodzaju badz réznych rodzajow

Hodowla statyczna - namnazanie drobnoustrojéw prowadzone jest
w naczyniu do ktérego w trakcie doswiadczenia nie dodajemy nowej
ani nie ujmujemy zuzytej pozywki.

)

Hodowla zsynchronizowana - osobniki stanowigce wyjSciowe
inokulum, znajdujq sie w jednakowej fazie wzrostu.

Hodowila zsynchronizowana - ma zastosowanie giéwnie dla celow
badawczych.

Hodowla ciagla - namnazanie drobnoustrojéw prowadzone jest
w $rodowisku w ktorym ciggle usuwana jest czeS¢ poZywki

i dodawana nowa.

Inokulum - masa drobnoustrojéw wysiewanych na pozywke

W zaleznosci od tego, czy wyroste drobnoustroje sa identycznymi osobnikami, tzn. czy
naleza do jednego szczepu, czy tez sg przedstawicielami réznych szczepow tego samego
atunku, réznych gatunkéw, jednego rodzaju, badz réznych rodzajéw, itp. jest to
Odpowiednio, hodowla czysta lub mieszana. Podobna terminologie mozemy stosowa¢ do
_h°d0W|l. w ktérej wystepujg bakterie nalezace do jednego typu serologicznego, fagowego lub

ntycznej antybiotykowrazliwosci.
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W zaleznosci od tego, czy namnazanie drobnoustrojow prowadzone jest w Srodowisku
o ograniczonej, zawarto$ci sktadnikéw pokarmowych czy tez w warunkach statego doptywu
substratéw pokarmowych i eliminacji ze $rodowiska wzrostowego produktéw przemiany
materii rozwijajgcych si@ w nim drobnoustrojéw, wyrézniamy hodowle statyczng i ciagia.
Hodowila ciagta znajduje zastosowanie w warunkach przemystowych.

Jesli osobniki stanowigce wyjsciowe inokulum, znajdujg si¢ w jednakowej fazie wzrostu
to takg hodowle nazywamy zsynchronizowang Tego typu hodowle majg zastosowanie
gtéwnie dla celéw badawczych

Hodowla ciagla znajduje zastosowanie w przemysle!

Tabela 8
Metody prowadzace do uzyskania hodowli. !
i FSposéb lewu Narzedzia Podtoze docelowe
wyijsciowy X
podioze ptynne przelewanie - podioze ptynne

P 0 I T : " 3 pod{o'Ze— btynne
podtoze pOynnf przenoszenie pipeta miarowa podioze st a%e

- podtoze ptynne

dfo '
po zierp{!im_ne . P?f?‘is_z?f'e pipeta niemiarowa podioze stale -
eza
. bakteriologiczna podioze ptynne
podioze ptynne ‘ przenoszenie (€za prosta, podioze stale
B | —— eza z oczkiem) |
eza
. bakteriologiczna podioze plynne
podioze state przenoszenie (eza prosta, podioze stale

eza z oczkiem) |

Charakter wzrostu na podiozach ptynnych zalezy od:

wymogow tlenowych mikroorganizmu
wiasciwosci fizyko-chemicznych podioza
natlenienia $rodowiska

metody hodowli

Przy zatoZeniu, ze mamy do czynienia z hodowlg czysta moze to by¢ wzrost:

o dyfuzyjny (zmetnienie) - réwnomiemy w calej objetosci podioza w postaci
zmetnienia, charakterystyczny dla drobnoustrojéw wzglednie beztlenowych.
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Dodatkowo przy wzroscie dyfuzyjnym na powierzchni podioza moze wystgpi¢
membrana, pierscien lub osad na dnie probowki

* w postaci kozuszka na powlerzchni - typowy dia drobnoustrojow $cisle
(bezwzglednie) tlenowych

* w postaci pierscienia tuz pod powierzchnia podioza - typowy dla mikroaerofilnych
mikroorganizmow, tj. rosnacych przy obnizonej zawartosci tlenu (5%)

®* w postaci osadu na dnie - typowy dla drobnoustrojow preferujgcych warunki
beztlenowe. Osad moze mie¢ forme kiaczkéw lub grudek

Formy wzrostu na podiozach plynnych przedstawia rys. 5

Rys.5

TYDY wWzrostu
na podiozu plynnym
dufuryiny kotuch piersciei osad

Kolonig nazywamy skupisko drobnoustrojéw, widoczne gotym
okiem, wyroste na powierzchni lub w giebi PODLOZA STALEGO,
powstate z jednostki tworzace) kolonie (jtk).

Jednostka tworzaca kolonie - jtk (ang colony forming unit - CFU) moze by¢ pojedyncza
komérka jub ich naturalne skupisko np.. dwoinka, grono (gronkowce), laricuszek
(Paciorkowce), itp.

Okreslanie cech morfologicznych kolonii ma znaczenie przy oznaczaniu przynaleznos$ci
s)’#‘?’“’ﬁ“}'cznej drobnoustrojéw. Morfologia niektorych kolonii, szczegdinie na podiozach
foznicujaco - wybiérczych bywa niekiedy tak charakterystyczna, 2e w znacznym stopniu
Utatwia dalsze réznicowanie drobnoustrojéw. Morfologia kolonii bakteryjnych zalezna jest od
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czasu hodowli. - drobnoustroje wystepujgce w zywnosci wyrastajg w postaci kolonii
zwykle po 24 —48 godz., w starych hodowlach morfologia kolonii ulega znacznym
Zmianom

rodzaju pozywki - na pozywkach ubogich w sktadniki odzywcze - kolonie wyrastajg
wolniej i g znacznie mniejsze

cech fizjologicznych szczepu — szczepy stare tzn. przechowywane na pozywce przez
diuzszy okres czasu, uszkodzone antybiotykami lub $rodkami dezynfekcyjnymi mogg
wytwarza¢ odmienne morfologicznie kolonie

Tabela 9
Sposoby posiewéw do pojedynczych kolonii

“Material | Sposoéb . Podloze TR
‘MLM_J,_ posiewu | MNoZeUHA | gocelowe | Rodzajposiewu
posiew powierzchniowy
podioze A ‘ . . posiew podpowierzchniowy
plynne przenoszenie | pipeta miarowa | podioze state ’ przez:
e zalewanie,
’ m— e Zzataplanie 3
‘ posiew powierzchniowy
; posiew podpowierzchniowy
ppﬁ%? przenoszenie nle?;?:rtgwa podioze state | przez: .
e zalewanie,
5 - e = | e 2zatapianie
posiew powierzchniowy
pp(;yd;%zee przenoszenie | bakter;zlgguczna | podioze state pgrszlz\;v PRCOROAYIEZEHMOW))
. S »_wklucie
pos@ew powierzphniowy
podioze state | przenoszenie bakteri‘:)zlsgiczna podioze state p sz'?:- PRRpEINRIZCIDIOWY
— - S — e wkiucie

I

WINOOHA

Charakterystyka wzrostu drobnoustrojow na podiozach statych.

Kolonie, w zaleznosci od metody posiewu moga wyrastaé na powierzchni (kolonie
powierzchniowe) lub w giebi podioza statego (kolonie wglebne).

Cechy uwzgledniane przy charakterystyce kolonii powierzchniowych:

Kszta#t kolonii - okragly, elipsoidainy, nieregularny, meduzowaty

Brzeg kolonii - rowny, zabkowany, falisty, postrzepiony

Ksztalt przekroju poprzecznego - rodzaj wyniesienia kolonii nad podioze - plaskie
wypukie, wypukio - wklgste, pepkowate, tarasowate

Struktura wewnetrzna kolonii - mastowata, sluzowata, grudkowata

Powierzchnia kolonii - ISnigca, matowa, tuskowata, puchowata

Przejrzystosé kolonii - przejrzyste, nieprzejrzyste

Barwa kolonii

Wielko$¢ kolonii (w milimetrach)

Zmiany dotyczace podioza w bezposrednim sasiedztwie kolonii - zabarwienie
podtoza, hemoliza na podiozu z krwia, strefa zmetnienia, itp.
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]
Niekiedy kolonie majg charakterystyczny zapach takze utatwiajgcy I
identyfikacje. '

LR ETTT 1 T

Rys 6

Morfologia kolonii bakterii

Ksztait kelonii
okragly elinsoidainy nieresulamy meduowaly

® /7 ® >

Brzeg kolonii
rovmy  igbkowany falisty  postrigpiony

e I s W s e

Przekroj poprzeczny kolonii
plaska vamukia whilesio -vaypukia

S . o
pepliowata tarasowala
—liiie, et

zaF’Otrzebowanie tienowe drobnoustrojow

in Sposéb wzrostu bakterii na podiozach plynnych i pdiptynnych uzalezniony jest migdzy
nymi od wymagan tienowych drobnoustrojow. W zwigzku z powyzszym dzielimy je na:

1.

Bezwzgledne tlenowce (obligatoryjne tlenowce) wykorzystujgce tlen do
proceséw  metabolicznych, ktérych celem jest uzyskanie energii (tlen jest
akceptorem wodoru). Jest to ich jedyna forma uzyskiwania energii i bez
obecnosci tlenu drobnoustroje nie rosng _
Bakterie wzglednie beztlenowe (fakultatywnie beztlenowe) drobnoustroje
tlenowe posiadajace zdolnos¢ wzrostu takze w warunkach beztlenowych.
Zdolno$é wzrostu, zarowno w warunkach tienowych jak i beztlenowych jest
mozliwa dzieki dwém mechanizmom biochemicznym uzyskiwania energii przez
drobnoustroje (np. drozdze)

Bakterie bezwzglednie beztlenowe (obligatoryjne beztlenowce) rosng
wylacznie w warunkach beztlenowych. Sa szczepy beztienowcow, dla ktérych tien

atmosferyczny jest toksyczny , _ iy
Bakterie mikroaerofilnie - rosng w warunkach zmniejszonej koncentracji tlenu




CWICZENIE 6

TEMAT: CHARAKTERYSTYKA WZROSTU BAKTERII NA
PODLOZACH PLYNNYCH (TYPY WZROSTU)

Cel: Zapoznanie studentéw z réZznego typu wzrostem bakterii na
podiozach plynnych

l

‘ ——

O TR e

Materiaty:

I

NoaswN

. 24-godzinne czyste hodowle: Bacillus subltilis, Escherichia coli, Staphylococcus

aureus, Micrococcus sp., Proteus vulgarls, Pseudomonas fluorescens, Serratia
marcescens, Sarcina lutea, Streptococcus faecalis, Salmonella entenitidis,
Streptococcus lactis, Bacillus cereus

Probéwki z jatowym bulionem odzywczym — 2 probéwki po Smil

Jatowy olej parafinowy lub jatowy 2% agar wodny

Jatowy bulion odzywczy w kolbce

Jatowe pipety 1 ml

Jatowa ptytka z agarem odzywczym

Jatowe waciki do wymazow

|
Wykonanie:

LR

1. Postugujgc sig ez bakteriologiczng przenies¢ z zachowaniem warunkéw jatowosci po

jednym oczku ezy kazdego ze szczepbw, réwnolegle do 2 probdéwek z bulionem
odzywczym

. Jedng z ustawionych w statywie probéwek z posiewem zalac 0,5 ml oleju

parafinowego lub schiodzonym 2% agarem wodnym, drugg pozostawi¢ jako kontrolg.
Probéwki oznaczy¢ odpowiednio B i O

Posiewy inkubowat w 37°C przez 24h

Po inkubacji odczytac typ wzrostu w oparciu o schemat rysunkowy

Wyniki odczytéw zapisac w Tabeli 10

Wykona¢ posiew materiatu z dowolnie wybranego Zrédia na podtoze agarowe na

ptytce, np.:
e ekspozycja otwartej plytki na stole laboratoryjnym przez 10 min 1
e odcisk palcéw na podiozu ‘
e pobrany jalowym wacikiem materiat z parapetu, podtogi
e pobrany jatowym wacikiem materiat z kacikow zlewu, toalety, itp.
e pobrany jalowym wacikiem materiat z powierzchni ciata, np. reki, wioséw,

czola, jezyka, itp.)
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nym (bulion
r g:::l:t:gstyka wzrostu wybranych szczepéw bakterii na podiozu plynny
odzywczy)

S — -
| m//————

CEIE 5 5 dychania
' Drobnoustroj l Rysunek [_Typ wzrostu Typ oddy

b |
: L
B|O B
u Oznakowame  probéwki o ]
Bacillus subtilis

Bacrllus cereus ¢ - *1

Eschenchla coli B

NN . —
| Pseudomonas fiuorescens 1 ) =

| Streptococeus faecalis
Stregtococcus lactis j| —
| Staph Jlococcus aureuc == wall; )
Serratia mqges_qgns_ . *é" .
Proteus Vulgaris | ‘

‘ M/crococcus ussp. = ll -

Sarcina lutea i s
Salmonella ententldls [

O — warunki te tlenowe; B — warunki beztlenowe

e

Whioski:

BNIE - wteisiias
‘ Data zalicz




CWICZENIE 7

TEMAT: CHARAKTERYSTYKA WZROSTU BAKTERII
TLENOWYCH | WZGLEDNIE BEZTLENOWYCH
NA PODLOZU STALYM (AGAR ODZYWCZY)

Cel: Zapoznanie studentow z metodami obserwacji (lupa. binokular),
wygladem | cechami branymi pod uwage przy charakterystyce
morfologicznej koionii bakterii

| Bacillus subtilis

Bacillus cereus

=u .

CYD A'A S NIS 7Am rAl=~ "% ro = o~ !

If T, - — i
i |
l"mﬂa‘y: D
1
| 1. Lupa, binokular 5
i 2. Piytki z posianymi do pojedynczych kolonii szczepami Escherichia col, Bacillus 3
| subtilis, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Proteus vulgaris, Pseudomonas ~
i fluorescens, Serratia marcescens, Streptococcus faecalis, Streptococcus lactis,
( Micrococcus sp., Sarcina lutea, Salmonella enteritidis
”‘ 3. Plytkl z _posianym metoda odciskows i metodg rozmazéw materialem z poprzedniego
cwiczenia
4. Dermatograf
l'\l\lykonanie:
, 1. Przeprowadzi¢c obserwacjg¢ morfologii kolonii szczepow o znanej przynaleznosci:
' systematycznej (patrz: Materiaty - punkt 2)
| 2. Podat charakterystyke kolonii, biorac pod uwage uwzgledniane przy takiej
it charakterystyce cechy (patrz: Tabela11)
;l 3. Wyniki obserwacji zapisa¢ w ponizszej tabeli i
' 4. Przeprowadzi¢ obserwacje piytki ze wzrostem szczepéw z réznorodnych zrodet
(patrz: éwiczenie poprzednie) .
5. Zaznaczy¢ dermatografem 3 dowolnie wybrane kolonie i nadac im na denku plytki,
I kolejne numery od 1 do 3
,} 6. Podaé charakterystyke morfologii kolonii szczepdw, oznaczonych numerami od 1 do
1 3, o nieznanej przynaleznosci systematycznej.
| 7. Zapisac wyniki obserwacji w ponizszej tabeli
f i A L el .~ . vt A
Tabela11
Charakterystyka morfologiczna kolonii wybranych szczepéw bakterii na (podiozu
podstawowym peinym) agarze odzywczym
—
i i = zmian
Drobnoustréj ksztaft |wyniesienie |brzeg |struktura PrZ€ parwa |wielkosé |w
rzystos¢ Ed'g
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M=cherichia co
PseUdOmonas
Nuorescens
Streptococeus
ot
re,
!acﬁgfococcus '

|
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CWICZENIE 8

TEMAT: CHARAKTERYSTYKA WZROSTU BAKTERII - POSIEW
KLUTY NA WYSOKI SLUPEK AGAROWY

Cel: Zapoznanie studentéw z cechami bakterii mozliwymi do odczytu
przy posiewach kiutych — na przyktadzie wybranych szczepow
bakterii

T - {‘

_ 1 % 24-godzinny materiat w postaci czystych kolonii szczepéw: Escherichia coli, Bacillus,
E Subtilis, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Proteus vulgans, Pseudomonas
|

fluorescens, Serratia marcescens, Streptococcus faecalis, Strepfococcus lactis,

|

Micrococcus sp., Sarcina lutea, Salmonella enteritidis, Listeria monocytogenes |

§' Probéwki z polptynnym agarem odzywczym |
*  Ezaprosta g

L
<% Dematograf

L—




nrw«onanie.

1. Przy pomocy ezy prostej pobra¢ matenat z pojedynczej kolonil szczepu wzorcowego
2. Wykonac posiew kiuty kazdego ze szczepow wzorcowych (do dna) na wysoki
stupek agarowy
Oznaczy¢ probowke z posiewem numerem szczepu (patrz: Tab. 12)
Posiewy inkubowaé w 37°C przez 24h
Po inkubagji odczytac wyniki posiewéw, tj. okresli¢ typ wzrostu oraz typ oddychania:

charakteryzujgcy dany drobnoustrdj

Na podstawie zasiegu wzrostu , odlegtosci od kanatu wkiucia, okreslic zdolnosc
szczepow do poruszania sie ruchem swoistym
7.  Wyniki odczytéw zapisa¢ w Tabeli 12

@ ;aw

Tabela 12
Charakterystyka wzrostu wybranych szczepdéw wzorcowych bakterii na podiozu

potptynnym (agar odzywczy) — posiew kiuty

—

Drobnoustréj

Rysunek

Typ wzrost:[ Typ oddychania J Ruch ,

' Bacillus subtilis

 Bacillus cereus ) 3 -
Eschench:a col/ P
Pseudomonas ﬂuurescens

Streptococcus faecalis | B
| Streptococcus lactis | | | A
| Staphylococcus aureus
Seiatlmargescens 3
| Proteus vuigaris .
Mlcrococcus sp. § B
LSarcma lutea i
| Salmonella entermd/s ‘ il

__L/slena monocytogenes : ]

Whioski:

zaliczenie .......



Rozdziat 8
WZROST DROBNOUSTROJOW BEZTLENOWYCH

Do grupy drobnoustrojéw $cisle (bezwzglednie) beztlenowych wystepujacych w Zywnosci
Naleza bakterie z rodzajéw:

* Clostridium, Desulfotomaculum

* Sarcina, Methanosarcina, Thiosarcina

* Propionibacteriaceae, Lactobacteriaceae

Warunkiem niezbednym dla wzrostu bakterii
beztienowych jest eliminacija tienu ze srodowiska
wzrostowego. Mozna to osiggna¢ metodami fizycznymi.
chemicznymi i biologicznymi.

MetOdy fizyczne usuwania tlenu ze $rodowiska wzrostowego polegaja na:

gotowaniu podioza przed posiewem (regeneracja poditoza)

nawarstwianiu na zregenerowane podioze ptynne warstwy parafiny

zalewaniu posiewu w probowce warstwa agaru

dodatku do podioza "cial" adsorbujacych O, (np. kawalkéw watroby, serc wotowych,
farszu zmielonego migsa, skrawkow marchwi, ziemniakow, itp.)

stosowaniu anaerostatu (urzgdzenia, w ktorym powietrze zastgpowane jest gazem
lub mieszaning gazéw obojetnych dla beztlenowcéw, tj. H,, N,, Co,)

Metody chemiczne usuwania tlenu ze $rodowiska wzrostowego polegaja na
* umieszczeniu substancji redukujacych tatwo utlenialnych poza podtozem, takich jak,
np:

- pirogallol w $rodowisku zasadowym (pirogallol + O, z powietrza = trioksybenzol

(barwa ciemnobrgzowa) _—
tiosiarczan sodu (roztwér Na, S, O, w 10% tugu) 1g wiaze~ 60mi O2

dodaniu zwiazkéw silnie redukujacych bezposrednio do podioza wzrostowego, takich
jak, np.:

1% glukozy,

0,10 Na,SO,

opitkow 2elaza zredukowanego w strumieniu N,, i
substancji biologicznie czynnych, tj.: cysteina, kwas askorbinowy, tioglikolan
sodu, glutation (C, H,_O.N_S), itp.

17 6 3
rzygotowywane zestawy eliminujgce

becnie najczesciej wykorzystuje sie firmowo p 40 hermetycznego naczynia, do

tlen ze srodowiska. W tym celu hodowle wkiada sk
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ktérego dodajemy koperty, tzw. gas generating kits, w ktérych do ucigtego rogu
dodajemy okreélona ilo§¢ wody. Zachodzi wéwczas reakcja chemiczna wigzania
tlenu. Istotne jest przy tym, ze w zaleznosci od wymogéw hodowlanych mozemy
zastosowac rézne zestawy tworzgce rozne warunki beztlenowe.

Metody biologiczne usuwania tlenu ze srodowiska wzrostowego polegaja na:

e wspélnej hodowli &cistych beztlenowcow ze Scistymi tlenowcami (metoda Fortnera)
w tym celu:
- beztlenowce sacharolityczne na podiozu weglowodanowym , np.
- Cl. acetobutylicum, Cl. pasteurianum hodujemy z B. subtilis, S. marcescens lub

Mycoderma cerevisiae

- beztlenowce proteolityczne na podtozu biatkowym
- CI sporogenes, Cl. putrefaciens hodujemy z B. subtilis, E. coli, P. vulgaris

CWICZENIE 9

TEMAT: METODY FIZYCZNE HODOWLI DROBNOUSTROJOW
BEZTLENOWYCH

1. Probéwka z aktywnie rosnacg hodowlg Clostridium sporogenes
: 2. Eza z oczkiem, pipeta pasteurowskg
)' 3. Jalowa parafina lub 2% agar wodny
_ 4. Probowki z podiozem BHI (wycigg mézgowo-rdzeniowy)
] 5. Anaerostat
| 6. Dermatograf

Mkaonanie: 1

‘ 1. Probéwki z bulionem watrobowym ponumerowac od 1 - 4 i postepowat z nimi przod
! posiewem nastepujgco:
; A - podgrza¢ do 100°C w tazni wodnej i szybko schiodzi¢ pod biezaca woda
i B-podgnacdo100°Cna|ainimdnejiszybkosdﬂodzi¢podbie24ch
a po posiewie nawarstwié 1,0 ml jatowej parafiny lub agarem wodnym i
C - nie poddawac zadnym zabiegom {
D - nie poddawaé zadnym zabiegom, a po posiewie umiescic w anaerostacie i
Przenies¢ po jednym oczku ezy hodowli Clostridium sporogenes do probbvd’
z bulionem watrobowym
Probowki oznaczone literg D umiescic w anaerostacie
Usung¢ powietrze z anaerostatu przy pomocy pompy prozniowej
Zastapi¢ powietrze CO,
Anaerostat z probéwkami inkubowaé w 37°C przez 24h |
‘ Wyniki odczytéw zamiescié w tabeli 13 .
- i : S = - ] -

R ——— S ——

aaw N

ae




u  Tabela 13
@ Charakterystyka wzrostu Clostridium sporogenes na wybranych podtozach (fizyczne
fy Metody usuwania 0,)

| umoﬂiwianu [ Opis wzrostu;
uzyskama " Rodzaj podioza ~ Charakterystyczne |
) ' ’ cechy |
| warunkéw e _| e e L]
i _M.F FIZYCZNE | Al-B @ |'D
BHI ptynne
| regeneraqa/ +kaw:f2: serc ' . l - = ‘
2 jisorpc;a | wotowych, l i |
| : jW | |
Nawarstwienie agar wodny s ' ' 3 -
| .. 7 (lub parafina) 1 ' —
—@naerostat | jw. R R P
S ] w. ol | T e | = |
Whioski:
J
|
Data zaliczenie .

CWICZENIE 10

TEMAT: METODY CHEMICZNE HODOWLI DROBNOUSTROJOW
BEZTLENOWYCH

I

| |

|
|

Probéwka z aktywnie rosnaca hodowlg Clostridium sporogenes :
Plytka z agarem odzywczym ’
Eza z oczkiem ,
Pakiet zawierajgcy mieszanine pirogallolu z fugiem |
Plastelina ;
[ Dermatograf

|}I * Podioza z dodatkiem zwiazkéw wiazacych Op z posianym materialem d°
l ' demonstracji i odczytéw:

, Clostridium Selective Agar (CLA)

! Reinforced Clostridial Medium (RCM)
RCM + 0,5% agaru

< _Tryptong Yeast Extract Glucose Agar (TYEGA + Fe;S0s)

—

P AW N -




Wykonanie:

' Clostridium sporogenes na podiozu BHI
-
3.
w strone pakietu)
4. Uszczelnié styk wieczka z denkiem plasteling
5. Inkubowat¢ posiewy w 37°C przez 24h
6. Wyniki zanotowac w tabeli 14
Rys 7

Schemat wykonania ¢wiczenia 10

1. Na plyice posiaé gesto materiat pobrany eza z aktywnie rosngcej hodowli

Pakiet zawierajgcy mieszaning pirogallolu z fugiem i ziemig okrzemkowa
przytwierdzic plastrem na zewnetrznej stronie wieczka
Nad przytwierdzonym pakietem ustawi¢ denko ptytki z posiewem (posiew zwrécony.

{

s

Koperta rawierajaca
pirogaliol + ziemia okrzemhowa : KOH

”

Ep——any

[
\_

/

Agar 2z pesiewem beztienowedw

J

Tabela 14

Charakterystyka wzrostu Clostridium sporogenes na wybranych podiozach
(chemiczne metody usuwania O,)

oﬁmﬂ

uzyskanie warunkow Sposob posiewu Mm Charakterystyczne
‘ nowych cechy
M.CHEMICZNE
pochtaniacz O, posiew powierzchniowy CLA
w sgsiedztwie podioza __(ptytka) A
posiew kiuty
(probowka) CLA
zwigzki wigzace O, posiew pipetg, ezq RCM
w skfadzie podioza (probéwka)
posiew do wyczerpania | RCM~ 0,5%
(probéwki) agaru =
posiew do wyczerpania | TYEGA +
(probéwki) Fe2S03

—ﬁ
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Whioski:

zaliczenie .....

CWICZENIE 11

TEMAT: METODY BIOLOGICZNE HODOWLI
DROBNOUSTROJOW BEZTLENOWYCH

.h)d

Nooasw

£

—p————" I

Probéwka z aktywnie rosnaca hodowlg Clostridium sporogenes |
Probéwka z aktywnie rosngca hodowlg drobnoustroju cisle tienowego, np. Serratia
marcescens i
Ptytka z agarem cukrowym (1% glukozy)

Eza z oczkiem

Skalpel

Plastelina

Dermatograf

Onhanie: i

Wycia¢ w centralnej czesci plytki z agarem odzywczym, jatowym skalpelem, waski‘

1.
pasek podtoza (~0,5 cm) i usung¢ go poza plytke -

2. Na jednej potowce plytki ezg z oczkiem posiac gesto Clostridium sporogenes, na
drugiej wykona¢ posiew Serratia marcescens; posiewy stosownie oznakowaél
dermatografem : il

3. Na wierzchniej stronie wieczka plytki ustawié denko z posiewem wodwrbconel,
pozyciji ’

4. Styk wieczka i denka uszczelnié plasteling '

5. Plytki inkubowaé w 37°C przez 24h f

o8- Wyniki odczytow zamiescic wtabeli 15 i '
Rys 8
schemﬂ wykonania éwiczenia 11
//}mm' Posiew
beztienowecow tienowcow
. 1

=




Tabela 15

Charakterystyka wzrostu Clostridium sporogenes na agarze cukrowym (biologiczna
metoda usuwania O,)

[ “Metoda umozliwiajaca r . “ Opis wzrostu;
. uzyskania warunkow ’ Sposob posiewu | Rodzaj podioza ! Charakterystyczne
’ beztlenowych ; l 1 __ cechy 3

'M.BIOLOGICZNA

' posiew

P eaeiedzivio podiza | Powierzchiowy . {CIL SRR
| (plytka Fortnera) |

Whioski:

Data zaliczenie ...
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Rozdziat 9

MORFOLOGIA BAKTERII

Bakterie to mikroorganizmy o rozmiarach od 0,5 do ~5 pm.
Obserwacja pojedynczych osobnikéw, poznanie ksztattu komorki,
typowych wewnetrznych i zewnetrznych struktur komérkqu{:h.
typow urzesienia, sposobu podziatu, typowych form skupisk, .ntp.
stalo sie¢ mozliwe dzigki rozwinigtej technice mikroskopowania.
Cechy morfologiczne bakterii s wykorzystywane w systematyce;J

METODY OKRESLANIA MORFOLOGII KOMORKI: ‘ .

1.  Ogladanie zywych, nie zabarwionych komérek (preparat w kropli wiszgcej). .
Mata zdolnos¢ pochtaniania i odbijania przez bakterie $wiatta sprawia, ze komorki
nie zabarwione trudno jest wyréznié z tta. Najczesciej nie zabarwione komorki
ogladamy stosujgc normalny mikroskop oraz preparat w tzw. kropli wiszace] W cc_elu
okreslenia zdolno$ci do ruchu bakterii. Znacznie rzadziej stosowang jest technika
ogladania bakterii z zastosowaniem techniki mikroskopowej ciemnego pola
widzenia badz fazokontrastu.

2. Ogladanie zabarwionych komérek (preparaty barwione)
Barwienie ma na celu wyréznienie komérki lub jej struktur wewnetrznych
| zewnetrznych z tta oraz odréznienie ich od innych elementéw preparatu. Stosuje
sig je zwykle przy okreslaniu: ksztattu, wielkosci, charakterystycznych form skupisk
komorek, wyréznianiu interesujgcych elementéw budowy, itp.

W zaleznosci od celu obserwacji stosowane moga by¢ rézne metody barwienia.
Metody barwienia:
w 2aleznosci od liczby uzytych barwnikow metody barwienia dzielimy na:

A. m. proste - preparat wybarwiany jest przy pomocy jednego barwnika, np. m. Loefflera

B. m. zlozone - w metodach tych stosowane sg dwa Ipb_wiecej barwnikéw w okresione)
kolejnosci, co pozwala na wyréznienie z tha wigce) niz jednego elementu

o’s m. Grama " -
oo m. Schaeffera-Fultona w modyfikacji Wirtza (wybarwianie przetrwalnikow)
S m. Ziehl-Neelsena (wybarwianie bakterii kwasoopornych)

w Zaleznosci od tego, czy barwimy tlo czy wnetrze komoérki, metody barwienia
Zielimy na:

* metody pozytywowe — metody, w ktérych zabarwiany ;osgaje oblelft lub element
budowy bedacy przedmiotem zainteresowania, tlo pozostgje niezabarwione S

® Mmetody negatywowe — metody, w ktérych wybarwiane jest tio, podczas gar}\l/viony
lub element budowy bedacy przedmiotem zainteresowania pozostaje nieza :
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e metody pozytywowo - negatywowe — metody, w ktérych wybarwimy zaréwno tto,
jak i wnetrze komoérki. Metody te stosuje sie do wykrywania otoczek bakteryjnych,
w ktorych wybarwione zostaje tio i wnetrze bakterii, zas otoczka pozostaje nie
zabarwiona, np.m. Burri-Ginsa

-y

Barwniki: S3 to wielkoczasteczkowe zwigzki o charakterze soli,
w ktérych jeden jon jest barwonosny. ).

Barwnliki zasadowe to sole, w ktérych jonem barwonoSnym jest
kation; biekit metylenowy, fiolet krystaliczny, fiolet
metylowy, btekit krezolowy, tianina, itp.

Barwniki kwasne to sole w ktérych jonem barwono$nym jest anion,
bigkit metylowy, fuksyna kwasna, eozyna, zielen

metylowa. J

Etapy przygotowywania preparatu :

przygotowanie rozmazu

wysuszenie rozmazu na powietrzu

utrwalanie suchego rozmazu w ptomieniu palnika
barwienie

Utrwalenie ma na celu przytwierdzenie drobnoustrojéw do powierzchni szkta oraz ich
zabicie Opréocz utrwalania w plomieniu stosuje sie takze niekiedy utrwalanie Srodkam!
chemicznymi takimi jak: formalina, alkohol etylowy, itp.

_—

CWICZENIE 12
TEMAT: KALIBRACJA MIKROMETRU OKULAROWEGO

Cel : Zapoznanie studentéw z mozliwosciami pomiarowymi
mikroskopu (mikrometr przedmiotowy i okularowy)

=

¢ metod

Wielko$é drobnoustrojéw moZzemy okresli€ przy pomocy:

e mikrometru okularowego
nowoczesnych z zastosowaniem kamery telewizyjnej sprzezond

z komputerem




Okreélanie wielkosci drobnoustrojéw znajduje zastosowanie
praktyczne w okreélaniu przynaleznosci systematycznej drozdzy
i ple$ni. Pomiar wielkosci komorek bakterii i drozdzy pozwala na
obliczanie biomasy.

Aby zastosowa¢ mikrometr okularowy musimy przeprowadzi¢ jego kalibracje. Polega ona
Na okresleniu dlugosci jednej dziatki ~ mikrometru okularowego przy okreslonym
Powiekszeniu. Pomiaru dokonuje sie poprzez okreslenie liczby dziatek mikrometru
Okularowego pokrywajacej sie¢ bez reszty z okre$long liczbg dziatek mikrometru
p?edmiotowego o znanej jednostce - réwnej 10 um. Kalibracje wykonuije sig oddzielnie dia
32dego powigkszenia oraz oddzielnie dla kazdego mikroskopu. ;
Powigkszenie mikroskopu obliczamy mnozac: powigkszenie okularu x powigkszenie
gb'ek‘VWu x powiekszenie tubusa (w niektérych mikroskopach o famanym tubusie wystgpuje
Cdatkowe powigkszenie tubusa 1,2 — 1,5x).

Mikrgmetr przedmiotowy - szkietko przedmiotowe, na ktorym skala o dtugosci 1 mm
Fodzielona zostata na 100 réwnych odcinkéw (dzialek), z ktérych kazdy (1 dziatka) ma
tgos¢ 1/100 mm (10 pm)

Mikr_ometr okularowy - okragle szkietko, wkiadane do okularu, na ktérym jest ska!a
Podzielona na 100 réwnych czeéci o jednostce (dzialce) wymagajacej kalibracji. Kalibracje

Mikrometru okularowego przeprowadza sie w sposéb podany ponizej (a).

o — - /
2AsApy TECHNIKI OBSERWACJI MIKROSKOPOWYCH
|

3

Kondensor ustawi¢ w pozyciji bezposrednio pod stolikiem mikroskopu
Ustawi¢ lusterko wkigsle w sposéb pozwalajacy na dobre o$wietlenie calego pola
widzenia przy matym powigkszeniu (np. 5, 10x) P |
Przygotowany preparat umiesci¢ na ruchomym stoliku mikroskopu, na drodze biegu
promieni $wietinych |
Nanieé¢ kropelke olejku immersyjnego na preparat 1
Ustawi¢ obiektyw immersyjny nad preparatem L P |
Patrzac z boku, obnizyé tubus rubg makrometryczng, zanurzajac go w 0‘31"““
immersyjnym do momentu zetkniecia obiektywu ze szkietkiem przedmiotowym ‘
7. Patrzac w okular, podnosi¢ bardzo wolno tubus érubg makrometryczng do momentul
8. uchwycenia konturéw obrazu [
Ustawi¢ ostro$¢ obrazu $rubg mikrometryczng |
S, Zmieniajgc polozenie kondensora poprawié oSwietlenie obrazu : :
10. Wyszukac na preparacie pole widzenia zawierajace elementy bedace szedm""em{
1 obserwacji poprzez przesuwanie stolika przedmiotowego mikroskopu 4 ol
" M. Po obejrzeniu preparatu unies¢ tubus, wyja¢ preparat i wrzuci¢ go do piyn i
odkazajacego |
| 2. Przetrzec dokladnie obiektyw sucha, Iniang szmatka il

T e T S

L

ooa

p— ———
— - & — —




UWAGAI Pozostawienie olejku na obiektywle moze
nieodwracalnie uszkodzic obiektyw.

DS'I'IHEHI

|KALIBRACJA PODZIALKI MIKROMETRU OKULAROWEGO
|
' 1. Umiesci¢ szkietko przedmiotowe ze skalg (mikrometr przedmiotowy) na stoliku
| mikroskopu
| 2. Ustawi¢ obiektyw mikroskopu na powiekszenie 10x, znalez¢é podziatke n@
, mikrometrze przedmiotowym |
! 3.  Ustawi¢ skale mikrometru okularowego i przedmiotowego w polu widzenid
| mikroskopu tak, by poczatek obu skal pokrywat sie
| 4. Policzy¢, lle dzialek (dziatka = odleglo$¢ migdzy jedng kreska, a drugq na skall'
mikrometru  okularowego) (A) przypada na jedng dziakke mikrometi
przedmiotowego (B) przy danym powigkszeniu po doktadnym nasunigciu na siebié
poczatku obu skal. Okreslic, ktéra kolejna kreska skali mikrometru okularoweg®,
pokrywa si¢ dokiadnie z kolejng kreskg podziatki mikrometru przedmiotowego |
5.  Przy znanej wielkosci dziatki mikrometru przedmiotowego réwnej 10 pm, wielkosé 1
f dziatki mikrometru okularowego wyniesie przy danym powiekszeniu B x 10 pm: A,

|
!

—

Rys. 9

Obraz mikroskopowy trakcie kalibracji

et

Kalibracja
mikrometru okularowego

mikrometr
~ prtedmiotowy (B)

2dzialki

15 dzialek

2x10 pm =20 pm :15 =1,33 pm




—  Prykad:

3 I

’ Jesli w 2 dziatkach mikrometru przedmiotowego (B) przy powigkszeniu 100x, miesci

4 sie bez reszty 15 dzialek mikrometru okularowego (A) lub jesli trzecia kreska skali

| mikrometru przedmiotowego (B) pokrywa sie dokladnie Z pietnasta kreska skali
mikrometru okularowego (A), to wielkos¢ 1 dziatki mikrometru okularowego (A), przy
zastosowanym powigkszeniu wynosi 2x 10 um : 15 = 1,33 ym.

Obliczyé powierzchnig pola widzenia mikroskopu przy danym powigkszeniu

4. 0_kreéli6, ile dzialek skah mikrometru przedmiotowego odpowiada $rednicy pola’
widzenia mikroskopu przy danym powiekszeniu
5. Obliczy¢, jaka jest srednica pola widzenia (2r) w ym I
4 | 6 Obliczy¢ promieti pola widzenia (r) w pm przy danym powigkszeniu i
! . . . 8 = s
| 7. Obliczyé powierzchnig pola widzenia (rrrz) w pm2 przy danym powigkszeniu

R TSR ——

|
t ‘ Znajomos$¢ powierzchni pola widzenia ma zastosowanie przy
; : obliczaniu liczby drobnoustrojow w badanym materiale.
——— '
‘ (WSKAZOWN ]
|
| Tabela 16
‘ Ynik kalibracji mikroskopu przy réznych powligkszeniach:
[T Powie- > Wielkos¢ dziatki | Promien (r) | Powierzchnia |
| mikros- | kszenie | oWiekszenie | mikrometru pola pola widzenia
kopu | okulary | ©OPiektywu | okularowego | widzenia (mr’),
‘ [ — : - Bx10pm:A w pm wpm® |

Wnioski:

S -
ata zaliczenie ...




CWICZENIE 13
TEMAT: MORFOLOGIA KOMORKI BAKTERYJNEJ

e
'
.
Ll
1

CWICZENIA

Cel : Okreslanie ksztattu i wielkosci komoérek oraz
charakterystycznych form skupisk. Preparaty barwione metodg
Léefflera - m. prosta pozytywowa

CHARAKTERYSTYCZNE KSZTALTY KOMOREK | FORMY SKUPISK BAKTERII

/ ZIARNIAKI \

ZIARNIAK || DWOINKA TETRADA

(czwoniak)

oo o
e ‘..Oo g“

®e
COCCUS nirlococeus || TETRACOCEUS

PAKIETOWIEC | | GRONKOWIEG | | PACIORKOWIEC

gun || B || e

\ SHRCIHA gﬂrmwcuctﬁ smmoconcus)

" FORMY CYLINDRYCZME =~ )

@ kokonateczka
- pateczka - bacterium
G laseczka - bacillus

\-_-— forma nitkowata J




W bakteriologii uzywa sie takze terminu laseczka = bacillus. Ten:min
ten odnosi sig do form pateczkowatych posiadaja!cych zdolnos¢
wytwarzania endospor - przetrwalnikow.

Metoda barwienia bigkitem metylenowym -Loefflera ma zastosowanie przy ustal‘anAlu
liczby drobnoustrojow w mileku oraz przy ustalaniu liczby 2ywych komorek drozdzy
W kulturach uzywanych w przemysle fermentacyjnym. Zywe komérki drozdzy nie barwig sig
blekitem, za§ komérki martwe sq w preparacie wybarwione na kolor niebieski.

‘ d*-'—-- P —— S — NP =L  ESe—
|
; f
| I’Matenaly I
{ Il
’ 1. 24 h hodowle szczepéw o znanej przynaleznosci systematyczngj ;
| 2 Plytki z posianym do pojedynczych kolonii materiatem z dowolnie wybranych Zrodet l
‘ ,‘ 3. Szkietka przedmiotowe |
! 4. Probowka z jatowym pltynem fizjologicznym ; |
5.  Zestaw do barwienia: mydetko, szmatka bawelniana, wanienka, tryskawka z wodal
| destylowang, szczypce Corneta
6.  Biekit metylenowy Loefflera ‘
‘ ]-kaonanie: ,
i 1. Odtusci¢ szkiefko przedmiotowe przy pomocy mydetka i Inianej szmatki ,ﬂ
| 2. Przygotowat cienki rozmaz badanego materialu. W zaleznosci od tego,
czy materiatem wyjSciowym jest 24 h hodowla na podiozu p&ynn)_/m (patrz:.Mat.ef.la*y
! - punkt 1) czy pojedyncza kolonia (patrz: Materiaty- punkt 2) qalezy. odpowiednio:
‘ 3. Przenies¢ jatowa eza 1 -2 oczka na powierzchnie szkietka przedmnotowego”
i rozprowadzi¢ po powierzchni w formie cienkiego rozmazu = b2 A
‘ 4. Nanies¢ krople plynu fizjologicznego z probowki i rozprowadzic w niej materiat
pobrany ezg, z zachowaniem warunkéw jatowosci, z brzegu typowej, pojedyncze}
kolonii
‘ S.  Wysuszyé rozmaz w powietrzu
6.  Utrwali¢ suchy preparat w plomieniu palnika
7. Nawarstwi¢ preparat bigkitem metylenowym na 5 min - by Y
‘ I 8. Splukaé preparat woda; wysuszyé odciskajac nadmiar wilgoci z preparatu przy
| pomocy bibuly filtracyjnej. !
9. Nawarstwié preparat olejkiem immersyjnym; ogladaé pod mikroskopem poslugujacl

10.  Wyniki obserwacji mikroskopowych zamiescié w tabeli17

si¢ obiektywem immersyjnym (100x) '




Tabela 17
Charakterystyka morfologiczna komoérki wybranych szczepow bakterii

Drobnoustrj |

 Ksztalt komorki | Wielkosé Ko’

A< > ” T

komorki ——

rys.

opis (wpm ) Irys. opis

Bacillus subtilis

Bacillus cereus

Escherichia coli

Pseudomonas fluorescens

Streptococcus faecalis

Streptococcus lactis

Staphylococcus aureus

Serratia marcescens

Proteus vulgaris

Micrococcus sp

Sarcina lutea

Salmonella enteritidis

Listeria monocytogenes

Whioski:

Zaliczenle ...

SR |
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CWICZENIE 14

TEMAT: BARWIENIE BAKTERII METODA GRAMA

Cel : Zapoznanie studentéw z metodg barwienia stosowana
powszechnie w diagnostyce bakterii

Metoda Grama jest bardzo popularna w diagnostyce bakteri,
pozwala na réznicowanie bakterii na Gram-dodatnie i Gram-
ujemne, na podstawie roznic w wybarwianiu si¢ komorek
Komorki bakterii Gram-dodatnich wybarwiajg sie na fioletowo,
komérki bakterii Gram-ujemnych na czerwono

Jest to metoda zlozona, pozytywowa. 4

W Zakiadzie Mikrobiologii Zywnosci WNoZiR AR stosowana jest
modyfikacja Kopeloffa - Beermana.

Réznice w odmiennym wybarwianiu si¢ komorek ta metodg s
wynikiem réznic w budowie i sktadzie chemicznym Sciany

22 komérkowej bakterii.

(WSKAZOWKS

[—

G*éwnym skiadnikiem $&ciany komorkowej bakterii Gram-dodatnich jest peptydoglikan
E’)"a”y mureing. Wielowarstwowa mureina stanowi¢ moze u tych bakterii 40 - 80% masy
§ Morki. W scianie komorkowej bakterii Gram-ujemnych mureina stanowi niewielkg frakcje

Clany komérkowej. Glownym jej sktadnikiem s3 biatka i lipoproteiny.

Bakterie Gram(+) rézniq si¢ od bakterii Gram(-) nastepujacymi cechami:

1. Wrazliwoscia na antybiotyki. Szereg antybiotykéw dziata wytacznie na bakterie
G(+) lub G(-)

Wrazliwoscig na rodki dezynfekcyjne

Zdolnoscig produkcji toksyn

Chorobotwoérczoscig s ;
Zdolnoscig do psucia produktéw spozywczych. Bakterie G(+) rozwijajac si@
W produktach zwykle nie powodujg ich zepsucia

T .

gheN




%

24 h hodowle szczepbw bakterii 0 znanej przynaleznosci systematycznej
Szkietka przedmiotowe; zestaw do odttuszczania szkietka; bibuta filtracyjna; tryskawka
z wodg destylowang, wanienka do barwienia, szczypce Corneta

Eza bakteriologiczna z oczkiem

Roztwér A (roztwor wodny fioletu krystalicznego)

Roztwor B (roztwér wodny kwasnego weglanu sodu)

Plyn Lugola (roztwér wodny jodu i jodku potasu)

Rozpuszczalnik organiczny (96% alkohol etylowy lub mieszanina 1:1 eteru i acetonu
badz chioroformu i acetonu)

Barwnik kontrastowy (wodny roztwor fuksyny fenolowej)

Mikroskop, olejek immersyjny

. Dermatograf

Wykonanie:

Na odtluszczonym szkielku przedmiotowym przygotowac cienki rozmaz materialu
pobranego jatowg eza, z 24 h hodowli szczepu wzorcowego; odpowiednio oznakowat
preparat

Wysuszy¢ rozmaz na powietrzu

Utrwali¢ preparat w plomieniu palnika

Nawarstwi¢ preparat roztworem A, dodajac 2-3 krople roziworu B; barwi¢ przez 2-3
min

Spiukac preparat roztworem Lugola

Nawarstwi¢ preparat Swiezym ptynem Lugola na ~2 min

Splukac preparat woda

Odcisngé nadmiar wilgoci bibulg filtracyjng (rozmaz powinien pozosta¢ wilgotny)
Odbarwié preparat rozpuszczalnikiem organicznym (trzymajac preparat ukoénie nad
wanienka szczypcami Cometa la¢ rozpuszczalnik po kroplt do momentu, gdy
splywajacy ze szkietka rozpuszczalnik bedzie bezbarwny

Splukaé preparat wodg

Wysuszy¢ preparat na powietrzu .
Nawarstwi¢ preparat barwnikiem kontrastowym i pozostawic na 5-10 sekund ‘
Spiukac preparat wodg

Wysuszy¢ preparat bibutg

Ogladac pod immersjg 3
Wyniki obserwacji zapisac w tabeli 18 '




—
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MECHANIZM BARWIENIA SIE KOMOREK BAKTERIl W METODZIE GRAMA

1. Barwienie roztworem fioletu krystalicznego wspomagane jodem w KJ.

Barwnik przenika przez ostony komérkowe a J zastepuje CI' w czgsteczce
barwnika tworzac duze, fioletowe agregaty wewnatrzkomérkowe.

2.  Odbarwianie rozpuszczalnikiem organicznym.

Rozpuszczalnik organiczny rozpuszcza blone cytoplazmatyczng bakterii Gram-
dodatnich oraz biong cytoplazmatyczng i blone zewnetrzng bakterii Gram-
uiemnych. Wskutek czeéciowego odwodnienia §ciany komérkowej zmniejsza sie
wielko$¢ "paréw” w mureinie. W przypadku komérek z grubg warstwa mureiny
(bakterie Gram - dodatnie) barwne kompleksy zostaja zatrzymane wewnatrz
komérki.

3. Barwienie kontrastowe safraning lub fuksyna.

Odbarwione rozpuszczalnikiem organicznym komérki zabarwione zostaja kolejnym
barwnikiem stosowanym w tej metodzie

Na kolor fioletowy barwig sie jedynie komérki gramododatnie
w prawidtowym stanie fizjologicznym. Szczepy przechowywane
przez diuzszy okres czasu, poddane dziataniu antyblotyk_ow. .
srodkow dezynfekcyjnych czy konserwantow czesto _wybarwua;a_ sig
na kolor rézowy. Przy prawidiowym barwieniu bakterie gramujemne
nigdy, nie barwig sie na kolor fioletowy.

Tabela 18
Wybarwianie sie komoérek wybranych szczep6w bakterii metoda Grama

B " g =
'Mmm Barwa komorek |Bakterie Bakterie 2 IUwagl

- 1 W preparacie Gram-dodatnie* |Gram-ujemne
Bacillus subtitis

~28Cillus cereys
\SSeherichia col
Eiseydgmopas fluorescens
#ell‘?iogcus faecalis
MUS lactis
e —Phylococcus aureus
5 "Tatia marcescens
eus vuigaris
Micrococcus Sp.
8rcina Jutea
Lelmonella eneriicis
S—2rla monocytogenes
“Wstawic "x" we wiasciwym polu

“—_——




Whioski:

Data . zaliczenie ...............

CWICZENIE 15
TEMAT: BARWIENIE ENDOSPOR - METODA SCHAEFFERA-
FULTONA W MODYFIKACJI WIRTZA

przez niektére rodzaje bakterii. Zdolno$¢ taka posiadajg laseczki
z rodzaju Bacillus i Clostridium, przedstawiciele rodzajow

ﬂ
Endospory - przetrwalniki sg formami przetrwalnymi wytwarzanymi
Sporosarcina, Sporolactobacillus oraz riketsja gorgczki Q

—

Bodzcem do wytwarzania przez komorke wegetatywng formy przetrwalnej jest stopniowe
pogarszanie sie warunkéw w srodowisku wzrostowym (np. wyczerpywanie sie sktadnikow
pokarmowych, obnizanie sie temperatury, itp.). Zwykle jedna komérka wytwarza jednd
endospore. Endospora jest bardziej oporna na niekorzystne czynniki dziatajgce
w $rodowisku niz forma wegetatywna, ktéra jg wytworzyta. W tym takze bardziej oporna n@
penetracje barwnikow

Zaleznie od miejsca zlokalizowania endospory w komérce wegetatywnej oraz ksztafty
komérki z endosporg wyroznic mozna 3 typy sporulacji: bacillarny, klostridialny
i plektridialny. Rysunek 10 przedstawia schematycznie typy sporulacji. Dla celow
diagnostycznych ma znaczenie fakt wytwarzania spor przez dany gatunek. Natomiast
wymieniony powyzej sposéb sporulacji ma znacznie mniejsze znaczenie diagnostyczne

W pierwszym etapie wybarwiania endospor preparat zalewa sie¢ barwnikiem i podgrzewa:
Umozliwia to penetracje barwnika przez grubg blong endospory. W drugim etapie prepara‘
odbarwia sie najczesciej alkoholem. Prowadzi to do odbarwienia komérki, zaé endospory
pozostaja zabarwione. Po odbarwieniu preparat ponownie barwi si¢ barwnikiem o innym
kolorze, nie penetrujacym do endospory. Uzyskujemy w ten sposéb obraz komorkl
bakteryjnej zabarwionej jednym kolorem i wewnatrz endospory zabarwionej na inny kolor.

Fakt zdolnosci produkcji endospor przez bakterie ma znaczenie przy oznaczaniv
przynaleznoséci systematycznej bakterii.




Typy sporulaciji

@ O Bacilarny (centralny)

-bez znieksztatcenia komorki wegetatywnej

8D Kostridialny (unzecionowaty)

(@) Plektridiainy (butawkowaty)

Formy przetrwalne barwig si¢ na zielono, komorki wegetatywne
zabarwiajg sie na rozowo

W
A
t
N
A

Lagh ok ol

24h i 7-dniowe hodowle bulionowe szczepow wzorcowych: B. subtilis, Cl. sporogenes
24 h hodowla bulionowa materiatu namnozonego z przypraw

Szkietka przedmiotowe; zestaw do barwienia

5% roztwor wodny zieleni malachitowej

Roztwér wodny safraniny

Dermatograf.

Wykonanie:

!

1

aawN

o~

- Na odtluszczonym szkietku przedmiotowym przygotowac cienki rozmaz materiatu

pobranego jatowa ezg, z 24h i 7- dniowych hodowli szczepéw wzorcowych
Odpowiednio oznakowaé preparaty po spodniej stronie szkietka przedmiotowego .
Wysuszy¢ rozmaz w powietrzu '
Utrwalié preparat w plomieniu palnika @
Utrwalony preparat nawarstwic roztworem zieleni malachitowej na 3 - 5 min. W trakcie
barwienie podgrzewaé¢ preparat nad palnikiem trzykrotnie do ukazania si¢ pary. Nle
dopusci¢ do wyschnigcia barwnika na preparacie w trakcie podgrzewania

Splukaé nadmiar barwnika wodq

Nawarstwi¢ preparat roztworem safraniny na 30 sek.

Splukaé preparat wodg

9. Wysuszyé preparat bibutg '
10. Ogladaé pod immersja a
1. 11 Wyniki obserwacji zanotowaé w tabeli 19




Tabela 19
Zdolnosé szczepéw bakterii do wytwarzania endospor; typ sporulacji.

B e

! = Wiek | Obecnos¢ , I
| Drobnoustdl | hodowi | endospor |rys. |
| B. subtilis pdane Ll L o | I
'B. subilis ~ [7dni ;

| B. cereus [24h B 5

B. cereus |7 dni = 0
| B. thuringensis 24h I
B. thuringensis 7 dni f
| Cl. sporogenes | 24h [ .
Cl. sporogenes |7 dni | 4

- brak

+ nieliczne
++ bardzo liczne
+++ przewaga endospor

Whioski:
Data zaliczenie ..........
—
CWICZENIE 16
TEMAT: OTOCZKI BAKTERY.JNE
Cel : Zapoznanie studentow z metodyka wykrywania otoczek
bakteryjnych
—
===

Otoczki bakteryjne sg to warstwy $luzu zbudowanego najczescie]
z polisacharydéw otaczajace $ciang komérkowa bakterii, mozliwe do
wykrycia metodami mikroskopii optycznej

Znaczenie otoczek dla 2ycia bakterii w $rodowisku:

% W przypadku bakterii chorobotwérczych chronig je przed mechanizmam!
obronnymi organizmu — fagocytoza. Przez to zwigksza sig ich patogennos¢.

% W $rodowisku zewnetrznym ulatwiaja im adhezje do powierzchni i tworzeni€

biofiméw. Przyklejone dzieki warstwie $luzu drobnoustroje stajg sig¢ bardziél

oporne na $rodki dezynfekcyjne, wysuszenie oraz mechaniczne usunigcie.
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Do wykrywania otoczek stosuje si¢ metodyki zlozone, negatywowo-pozytywowe
W pierwszym etapie barwienia stosuje sie barwnik barwigcy cialo bakterii ale nie barwigcy
Otoczki. W drugim etapie stosuje sie barwnik wielkoczgsteczkowy wybarwiajacy tto
Preparatu. W ten sposéb otoczka pozostaje niezabarwiona.

w

niniejszym C€wiczeniu zostanie zastosowana metoda Burmi-Ginsa z uzyciem tuszu

Chirskiego jako barwnika wielkoczasteczkowego.

Zdolnos¢ do wytwarzania otoczek ma znaczenie przy ustalaniu
przynaleznosci systematycznej bakterii

Na ciemnym tle pola widzenia (barwa zalezna od rodzaju uzytego |

tuszu) widoczne, zabarwione na kolor czerwony, komorki.
Obszar niezabarwiony pomigedzy komérkami a ttem to otoczka

[ro—
T

(WS

———

ateriaty:

- 24h hodowle bulionowe szczepéw wzorcowych wytwarzajgcych otoczki -
Klebsiella sp.

. 24h hodowla bulionowa materiatu z przypraw

. Szkielka przedmiotowe; zestaw do barwienia

. Czarny tusz kreslarski

. Fuksyna fenolowa wg Ziehla

Dermatograf

[

|
Na szkietko przedmiotowe naniesé krople hodowli bulionowej; obok umiesci¢ krople
tuszu kreslarskiego !

2. Odpowiednio oznakowaé preparaty po spodniej stronie szkietka przedmiotowego

. Wymiesza¢ obie krople kantem drugiego szkietka, po czym krétszym bokiem szkietka

1

rozprowadzi¢ materiat rownomiernie po powierzchni drugiego

- Wysuszy¢ preparat na powietrzu i utrwalic nastepnie w plomieniu palnika

Utrwaleny preparat nawarstwic roztworem fuksyny fenolowej wg Ziehla na ~2 min

- Spiuka¢ preparat wodg

Wysuszy¢ preparat bibuig

. Oglada¢ pod immersjg

10.

—~—

Wyniki obserwacji zanotowac w ponizszej tabeli
Wyniki obserwacji zamiescié w tabeli 20




Tabela 20

Zdolnosé szczepbw bakterii do wytwarzania otoczek

Kezialt
P Sy _ Wielko$¢ otoczki
Drobnoustrdj . otoi:zr:‘a o:::;ﬁc Srednica komorki: grubosé
v L NSy "~ s
Klebsiella sp. ]

| Serratia sp.
Micrococcus sp.

zczepy X:

winf=lo|

Whnioski:

zaliczenie ...............
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CWICZENIE 17
} 1 B} | TEMAT: OKRESLANIE PROCENTOWEGO UDZIALU KOMOREK
j ) B ZYWYCH W KULTURZE STARTEROWEJ
a :
\ €el : Zapoznanie studentéw ze sposobami okreslania zywotnosci
CWICZENIA kultur starterowych stosowanych w praktyce produkcyjnej

Zywe drobnoustroje posiadajq zdolnos¢ wybiérczego pochtaniania
Zewnatrzkomérkowych substancji. Dzigki temu nietoksyczne barwniki nie przenikaja do
Wnetrza komérek. Zabicie bakterii niszczy mechanizm wybiérczego pochtaniania i umozliwia

rdzo intensywne zabarwienie wewnatrzkomérkowych struktur.

Najczesciej uzywanym w tej metodyce barwnikiem jest biekit metylenowy. Zastosowanie
90 daje obraz, w ktorym komérki martwe sg zabarwione na kolor niebieski, zas Zywe
POzostajg niezabarwione.

Metodyka ma zastosowanie przy okreslaniu zywotnoéci kultur stosowanych w przemysie

fefThentacyjnym i mleczarskim.

. o

| S—— — —
P&hﬂaiy:

24 j 72h hodowle wybranych szczepéw drozdzy Saccharomyces cerevisiae
Szkietka przedmiotowe z kwadracikami o boku 1 cm

Zestaw do barwienia

Roztwor bigkitu metylenowego

Eza z kalibrowanym oczkiem

Dermatograf

Monanie:

1. Na odtiuszczone szkietko przedmiotowe przenies¢ po jednym oczku ezy z hodowli |
oraz biekitu metylenowego
! 2 Po doktadnym wymieszaniu obu kropel, rozprowadzié catosé po powierzchni
| wydzielonego na szkietku kwadracika o boku 1 cm
| 3. Pozostawi¢ preparat do wysuszenia ‘
4. Oglada¢ pod immersja :
5. Komorki martwe barwig sie na niebiesko, komérki zywe pozostajg bezbarwne
8. Obejrzec 10 losowo wybranych pél widzenia i okreslié:
a) liczbe wszystkich komérek w kazdym polu widzenia (zywe i martwe - ab)
b) liczbe komérek zabarwionych na niebiesko w kazdym polu widzenia (martwe - b)
c) liczbe komérek bezbarwnych w kazdym polu widzenia (zywe - a) !

D QBN -

o

B — S —_ e T e




7. Wyliczy¢:
ab1 - $rednig liczbe komorek Zzywych | martwych w 1 polu widzenia,
b1 - $rednig liczbe komérek martwych w 1 polu widzenia,
a1 - $rednig liczbe komérek zywych w 1 polu widzenia

8. Wyniki obserwacji zapisa¢ w tabeli 21

Tabela 21

- : e e —— —_— S e |

Nr pqla ; ! |
}F Bl 24h 24h 72h 72h

[ 1a o s {1 [or fabifa [ fab 5 !9_1___ o |
T RS T 5 0N G ) B e =]

9. Obliczy¢ ogo6ing liczbe komoérek (X) oraz liczbe komérek zywych (Y) w 1ml hodowli
24 i 72h, wg wzorow, odpowiednio:

abt x A abix A
X jtkiml = ceceemmemeaenn " Y jtkiml = e 5
B B

ab1 - $rednia liczba wszystkich komérek z 10 p6l widzenia (patrz: tabela 21)

A -liczba pél widzenia na powierzchni 1 cm? przy danym powiekszeniu
(powierzchnia pola widzenia przy danym powiekszeniu — patrz: tabela 16)

B -ilos¢ materiatu przenoszona kalibrowang eza (w ml)

jtk - jednostka tworzgca kolonie

10. Okresli¢ procentowy udziat komérek Zywych i martwych w ogolnej liczbie
mikroorganizmow /ml hodowli 24 i 72h
11. Wyniki zapisac w tabeli 22

12. Wyciagna€ wnioski
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‘Srednia liczba komorek w1 Liczba jti/ml % udzial komérek

polu widzenia hodowli x(y) *YWY‘;:@ c:'b. ?ﬂnel

Wnioski:

zaliczenie

CWICZENIE 18

TEMAT: RUCH DROBNOUSTROJOW — OBSERWACJA RUCHU
W KROPLI WISZACEJ

Cel : Doskonalenie techniki obserwaciji mikroskopowej

Drobnoustroje moga poruszaé si¢ dzieki:

1. Posiadaniu organelii ruchu - rzeski (wigkszoéé pateczek jelitowych)
2. Ruchom ciata (kretki)
3. Produkcji $luzu w jednym z biegunéw komorki (bakterie $lizgowe)

( p0_siadanie organelléw ruchu, jakimi sg rzeski pozwala podzielic bakterie na ruchliwe
“’Zesmne) i nieruchliwe (nieurzesione). Te ostatnie poruszajg sie w $rodowisku ruchami
"owna (ruchy Browna to drgania czastek zawieszonych w $rocowisku ptynnym).

Sni Szczepami posiadajacymi rzeski sa gtéwnie formy cylindryczne (laseczki, pateczki i formy
Plralne). Rzeski posiadajg takze nieliczne ziarniaki, np. Sarcina urea.

h dRUthiwosc szczepu posiadajgcego rzeski moze byé cecha przejsciowg zalezng od wieku
OWli (B.subtilis), czasu przetrzymywania na podiozach hodowlanych (mozliwosé
p'zeCHOdzenia z formy urzesionej w nieurzesiong), temperatury hodowli. Listeria
Nocytogenes posiada zdolnosé ruchu gdy hodowia jest w temp. 20°C. Hodowla w 37°C
Powoduje utrate tej zdolnosci.

Okreslanie zdoinosci ruchu jest bardzo przydatne przy roéznicowaniu
bakterii, szczegobinie pateczek jelitowych.




Typy urzesienia bakterii:

jednorzese - monotrichalne
wielorzese - Iofotrichalne
czuborzese - amfitrichalne
okotorzese - peritrichalne

Oznaczanie typu urzesienia jest mozliwe przy stosowaniu specjalnych technik barwienia
Nie ma to jednak przydatnosci diagnostycznej

Rys. 11
Typy urzesienia bakterii
CDvw\-iednnrzese
czuborzg¢se
melolzgse
\ .E#j\z. okolorzgse
‘;AMﬂaly:

1. 18h hodowla bulionowa szczepéw Pseudomonas fluorescens, Bacillus cereus:
Kiebsiella sp., Streptococcus faecalls

2. 18 h hodowla z wybranych przypraw !

3. Szkietka przedmiotowe z tezka (Lindnera), szkielka nakrywkowe, wazelind,
wykalaczka

s S e e B i e T R EPGESIECC SNBSS

f
L:;




Wykonanie: |
|

|
1 1. Na nieodtiuszczone szkietko nakrywkowe, w czeéci centralnej tego szkietka, nanies¢
1 oczko 18h hodowli bulionowej wzorcowego szczepu |
Na kazdym z 4 rogbw szkietka nakrywkowego umie$ci¢é wykataczkg odrobing
wazeliny f
Szkietko Lindnera ustawi¢ w taki sposob by lezka (wglebienie) znalazio sig
bezposrednio nad kropelkg hodowli na szkietku nakrywkowym Il
Obnizy¢ szkietko Lindnera do momentu zetknigcia z wazeling na szkietku
nakrywkowym - pozwala to na przywarcie szkietka nakrywkowego do przedmiotowego
Odwroci¢ preparat tak, by materiat na szkietku nakrywkowym zwisat nad wglebieniem
szkietka Lindnera (preparat w kropli wiszacej) ]
|
|

\

|
]
i
!

Ustawi¢ preparat na stoliku mikroskopu, nawarstwic olejkiem immersyjnym, oglqdaéf

pod immersjg
. Wyniki obserwacji zestawic w tabeli 23

NP s ST

Tabela 23
dolnosé wybranych szczepéw bakterii do poruszania si¢ ruchem wiasnym.

-E Ruch Ruchy Sposob Typ

n Drobnoustroj wilasny Browna | poruszania sie | urzesienia l
Seudomonas fluorescens ‘ | |
BaCIIlus S cereus _1

Kebsieila sp. |

f"eplococcus faecalis

B2yprawa 2 i !

rawa 3

|
S — 1

Rys. 12

danie ruchu bakterii w kropli wiszacej

e A

mikroshopu

Stkietko naknuhowe Kroplawistgea

\ -

S s
Warelina Sthietho podstavowe
tfetka




Whioski:

zaliczenie




Rozdziat 10
WPLYW SRODOWISKA NA MIKROORGANIZMY

Srodowisko dla obecnych w nim mikroorganizméw jest zrédiem sktadnikéw odzywczych
'energii oraz "odbiornikiem" produktow przemiany materii tych mikroorganizméw
Jednoczesnie moze ono, w roznoraki sposob oddziatywaé na drobnoustroje.

_ Mikroorganizmy w wigkszym niz inne organizmy stopniu uzaleznione sg od warunkow
Srodowiskowych. Powodem tego jest, miedzy innymi, znaczna w stosunku do masy ciala,
Powierzchnia styku komérki ze $rodowiskiem zewnetrznym oraz brak systeméw ochrony
Przed zmianami w $rodowisku zewnetrznym®. Powoduje to, ze kazda zmiana warunkow
Srodowiskowych wywoluje okreslong reakcje biochemiczng komérki (np. zmiany koncentracji
tlenu w $rodowisku powoduja, ze drobnoustroje wzglednie beztlenowe uruchamiajg system
Oddychania tlenowego badz beztlenowego)

*W przypadku wystapienia w $rodowisku niekorzystnych warunkéw np. obnizenie pH,
Podwyzszenie temperatury, drobnoustroje wytwarzaja tzw. biatka stresu ktére modulujg ich
Procesy biochemiczne tak aby bylo mozliwe przezycie w zmienionym érodowisku

W érodowisku na drobnoustroje dziatat mogg rézne czynniki fizyczne, chemiczne
I biologiczne.

Do grupy czynnikéw fizycznych naleza: temperatura, potencjat oksydo-redukcyjny,
CUSnienie osmotyczne, napiecie powierzchniowe, promieniowanie elektromagnetyczne
(Promieniowanie jonizujgce, promieniowanie UV, dzwigki, ultradzwigki), cisnienie
Ydrostatyczne / mechaniczne, aktywno$¢ wodna ( ay)

Do grupy czynnikéw chemicznych naleza: stezenie jonéw (pH) , sole (kationy, aniony),
IWigzki powierzchniowo-czynne (mydia, detergenty, alkohole, fenole, krezole),
deZynfektanty, barwniki, antybiotyki

Czynniki biologiczne to m.in. inne mikroorganizmy obecne w srodowisku

Efekt dziatania dowolnego czynnika zalezy od:

drobnoustroju, na ktéry dziata

liczebnosci populacii

wieku drobnoustroju

dziatajacego czynnika

jego stezenia (lub natgzenia)

czasu dziatania

sktadu chemicznego §rodowiska w ktérym dziata

T:I':t sam czynnik moze réznie oddziatywaé na obecne w $rodowisku mikroorganizmy, np.
erie




Moze to byc dzialanie:

o stymulujgce wzrost

o neutralne (dziatajgcy czynnik pozostaje bez wptywu na dany drobnoustréj)
bakteriostatyczne (dzialajgcy czynnik hamuje wzrost oraz wstrzymuje proces
rozmnazania si¢ danego drobnoustroju)

o bakteriobdjcze (dzialajacy czynnik trwale uszkadza komoérke prowadzgc do j€j

Smierci)

W odniesieniu do grzybéw uzywamy terminu dzialanie - grzybostatyczne
(mykostatyczne) lub grzybobéjcze.

Czynniki hamujgce wzrost bakterii lub dziatajace bakteriobdjczo wykorzystywane sd
w praktyce przemystowej, w medycynie, w rolnictwie.

WPLYW WYBRANYCH CZYNNIKOW SRODOWISKA NA MIKROORGANIZMY

10.1. TEMPERATURA

Wzrost oraz inne przejawy aktywnosci zyciowej mikroorganizméw majg miejsce
w okreslonych przedziatach temperatur, réznych dla réznych drobnoustrojéw. Przedziat
temperatur w ktérych mozliwy jest wzrost drobnoustrojéw wyznaczajg temperatury minimalna
i maksymalina dla wzrostu. Jednocze$nie wzrost konkretnego drobnoustroju jest najszybszy
w temperaturze okreslanej jako optymalny dla wzrostu. Na podstawie réznic w zakresié
temperatur, w ktorym mozliwy jest wzrost, drobnoustroje podzielono umownie na psychrofile,
psychrotrofy, mezofile, termofile i ekstremalne termofile (patrz: tabela 24)

——

Temperatura maksymalna jest to najwyzsza temperatura, w ktérej
drobnoustroje moga sie rozmnazacé. Powyzej temperatury
maksymalnej dochodzi do trwatego uszkodzenia metabolizmu
drobnoustrojow

. ~ Temperatura minimalna to temperatura, ponizej ktérej ustaje
rozmnazanie komorek Ponizej temperatury minimalne)
drobnoustroje nie gina. W przypadku wzrostu temperatury powyzej

minimalnej drobnoustroje ponownie zaczynaja sie dzielic. e

MRS

Temperatura optymalna to taka, w ktérej zachodzg
najintensywniejsze podziaty komérek. Warto zaznaczyé¢, ze nie jest
to zawsze temperatura najkorzystniejsza dia wszystkich proceséw

zyciowych komorek.
—
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Tabela 24
zl'lkresy temperatur w ktorych mozliwy jest wzrost roznych grup drobnoustrojow (OC)

Grupa _! Minimum | Optimum | Maksimum
sychrofile -10 15 20
osychrotrofy - <0 > 20 ~37
mezofile ~15 37 ~45
termofile | ~30-45 ~50 | ~80

Temperatura decyduje zaréowno o szybkosci reakcji chemicznych w komoérce, Jak
10 stanie fizykochemicznym (strukturze) biatek | kwasow nukleinowych komorki

Zmiana temperatury w zakresie temperatur kardynalnych dla wzrostu (minimum-
Maksimum) spowoduje, odpowiednio:

* obnizanie temperatury od optymalnej do minimaine] powoduje spowolnienie
metabolizmu komérkowego az do jego ustania co manifestuje sie zwolnieniem
tempa podziatéw komaorek

* przyspieszenie procesow zyciowych (wynik podwyzszania temperatury od optymalnej
do maksymalnej dla wzrostu). Przekroczenie temperatury maksymalnej dla wzrostu
prowadzi do uszkodzenia struktur komérkowych i Smierci komorki

Zmiana temperatury hodowli pozwala na regulacje procesow
biochemicznych.

102, POTENCJAL OKSYDO-REDUKCYJNY — O/R (Eh)

( thencjal oksydo-redukcyjny okresla zdolno$¢ uktadu do oddawania elektronéw

‘{"emama sie z jednoczesng redukcjg innego ukiadu) lub do ich przyjecia (redukcji

1\'Z::t“oczesnym utlenieniem innego ukfadu). Jednostka potencjatu oksydo-redukcyjnego jest
(). ;

W I:"3kty<:znie O/R potencjat wyraza proporcje molekut utlenionych do zredukowanych.AGdy
imp,°zYch znajduje sig tlen to zwiazki w niej zawarte wystepujg w formie utlenionej
w Zywka wykazuje potencjat dodatni. Gdy usuniemy tlen skfadniki pozywki przechodzq
Postag¢ zredukowana i potencjat staje sie¢ ujemny. Wartoéé potencjatu oksydo-redukcyjnego
Owiska zalezy takze od aktywnosci zyciowej mikroorganizméw tlenowych, ktére
3jac tlen powodujg przesuniecie potencjatu w kierunku bardziej ujemnego. Mozna go
yfikowa¢ przy pomocy metod fizycznych, chemicznych i biologicznych (patrz: Hodowla
%bnoustrojéw beztlenowych)
abela 25
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Potencjat oksydo-redukcyjny $rodowiska wzrostowego a wymogi tienowe
drobnoustrojow

[ OIR (EmwV | +04do+02 |

sai

oriiancwa sciste tlenowce wzgledne iiiccastaile Sciste beztlenowce
wes (AEROBY) beztlenowce (ANAEROBY)

10.3. NAPIECIE POWIERZCHNIOWE

Napigcie powierzchniowe jest to zjawisko fizyczne na styku Srodowiska zawieszajgcego

(warstwy ptynnej) z powierzchnig komorki (fazg statg). Mierzone jest w dynachlcmz. Zmiany
w napieciu powierzchniowym majg wplyw, m.in. na przepuszczalnos¢ blony
cytoplazmatycznej, podziaty komoérkowe, wzrost komorki i typ wzrostu bakterii na podiozu
ptynnym.

Obecnos¢ hydrofilnych zwigzkéow (zwiazki posiadajgce grupy polarne) w Scianie
komorkowej sprawia, ze powierzchnia komorki jest tatwo zwilzana. W przypadku przewag!
niepolarnych grup (zwigzkéw hydrofobowych) na powierzchni komérki zwilzalno$¢ komorki
obniza sig, co prowadzi do wzrostu komorek w postaci agregatow.

Tabela 26
Typ wzrostu Bacillus subtilis w réznych $rodowiskach zawieszajacych

Srodowisko | Napigcie powierzchniowe
| zawieszajace (dynylcm2) R
| woda destylowana (37°C) 70 brak
bulion odzywczy 60 |_btonka na powierzchni
etanol 20 _jednolita zawiesina

10.4. AKTYWNOSC WODNA (a,,)

Woda jest istotnym skiadnikiem komoérki (stanowi¢ moze 70-98% masy ciata komorki)-
Peini istotng role w procesach zyciowych komorki (rozpuszczalnik zwigzkéw nieorganicznych
i organicznych, zwigzek umozliwiajgcy pobieranie i transport sktadnikow pokarmowych
i produktéw przemiany materii oraz biorgcy bezposredni lub posredni udziat wprocesach
chemicznych i fizycznych zachodzacych w komorce) oraz jest czynnikiem regulujgcy™
gospodarke cieplng organizmu (pojemnos¢ ciepina ).

lloé¢ dostepne] wody wolnej (nie zwigzanej ze zwigzkami chemicznymi)
w $rodowisku okresla mozliwosc¢ rozwoju drobnoustrojéw w tym Srodowisku.
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Odwodnienie $rodowiska prowadzi do zahamowanie proceséw zyciowych, wzrostu,
rozmnazania komoérki. Miarg dostepnosci wody w $rodowisku, np. w Srodowisku
Zywnosci, jest jego aktywnos¢ wodna (ayy).

ayy Srodowiska mozna zmieniac przez:

»  suszenie (suszenie na powietrzu, np. grzybow, ryb, miesa, warzyw i owocow
jest jedna z najstarszych metod konserwowania zywnosci)

» liofilizacje (suszenie w stanie zamrozenia)

» suszenie metodg rozpylowa (mleko w proszku)

» zageszczanie (dodatek soli, cukrow)

Wzrost stezenia rozpuszczalnych w wodzie zwigzkéw, np. soli, cukréw prowadzi do
Obnizenia ayy $rodowiska

Aktywno$¢ wodng mierzy sie okreslajac stosunek preznosci pary wodnej nad roztworem
59 preznosci pary nad rozpuszczalnikiem — wodg. Waha sie ona od 1 do 0. Wigkszo$¢
Mikroorganizméw preferuje ayy $rodowiska wzrostowego >0,99 Wyjatek stanowig bakterie

halofilne, osmofilne drozdze oraz kserofilne plesnie, ktore toleruja badz wrecz wymagajq
Obnizonej aktywnosci wodnej $rodowiska wzrostowego.

Tabela 27

WP*YW okreslonego stezenia wybranych, rozpuszczalnych w wodzie, zwigzkéw na
aktywnosé wodng srodowiska (bulion odzywczy)

—

jﬁl (wiv) | aw % glukozy (wiv) | aw
= o 0,999 0 0.999
I 55 0,986 | 10 0,990
sl 0,974 20 0,980 |
10 0,940 40 0,958 |
20 0.875 60 0,935
30 0,800 |

D"Obnoustroje halofilne = bakterie
Obnoustroje osmofilne = drozdze (grzyby mikroskopowe)
Tobnoustroje kserofilne = plesnie (grzyby mikroskopowe)

105, WPLYW pH SRODOWISKA NA DROBNOUSTROJE
Wiekszos¢ drobnoustrojéw wystepujacych w érodowisku cztowieka rozwija sig¢ najlepiej
PH 7. Znaczne podwyzszenie bgdZ obnizenie pH hamuje ich wzrost. Istniejg jednak
Srupy bakterii, ktére moga rosngé¢ w bardzo niskim badz wysokim pH.

w Zaleznosci od pH optymalnego dla wzrostu bakterii dzielimy je na:

acidofile  wzrost w zakresie pH: 2 - 3,5,
®* neutrofile wzrost w zakresie pH: 5 - 8,
¢ alkalofile wzrost w zakresie pH: 9 - 10,5




72

Wyréznia sie takze drobnoustroje rosngce w neutrainym pH ale posiadajgce takze
zdolno$¢ do wzrostu w niskim bgdz wysokim pH. Nazywamy je woéwczas alkalo- (zasado-)
badz acidotolerantnymi (kwasotolerancyjnymi).

Niskie pH stosuje si¢ do konserwacji zywnosci - kwaszenie,
marynowanie oraz do niszczenia drobnoustrojéw wystepujgcych na
tuszach wotowych i wieprzowych - .sprejowanie” kwasem octowym,

cytrynowym, miekowym.

b

WSKAZOWK

W
A
1
¥
A =

Obnizanie pH srodowiska jest jedng ze starszych metod konserwacji zywnosci. Kiszenie,
marynowanie warzyw, owocow, grzybow jest stosowane do dnia dzisiejszego. Ponadto
stosuje sie takze w praktyce sprejowanie tusz wieprzowych i wotowych kwasem octowymn
w celu przedtuzenia ich trwatosci oraz obnizenia liczby drobnoustrojow chorobotwérczych.

Nalezy jednak pamietac, ze uzyskanie efektu bakteriostatycznego nie zalezy wytgcznie
od uzyskanego pH lecz takze od zastosowanego czynnika zakwaszajgcego.

10.6. DZIALANIE SOL! /KATIONOW, ANIONOW/ NA DROBNOUSTROJE

Sole — zwigzki powstajgce w wyniku reakcji kwasow i zasad nieorganicznych wywieraja
okreslony wptyw na drobnoustroje. Efekt dziatania soli zalezy od :

koncentracji soli w roztworze

stopnia jej dysocjaciji

rodzaju kationu i anionu powstajgcego w wyniku dysocjacji soli
pH roztworu soli - roztwory soli kwasnych i zasadowych

Wazrost wiekszosci drobnoustrojow jest mozliwy przy ciSnieniu osmotycznym, roztword
wktorym sg zawieszone, zapewnionym przez dodatek 0,85% NaCl. Zwigkszeni€ |
koncentracji NaCl ponad 3% hamuje ich wzrost. Szereg drobnoustrojéw jednak, w tym
chorobotworczych (St aureus, L. monocytogenes) wytrzymuje znacznie wyzszé
koncentracje (10 - 12%)

Niektére drobnoustroje za$ tolerujg stezenia do 30%. Drobnoustroje nie niszczone przé?
wysokie stezenia soli kuchennej nazywamy halotolerantnymi (halotolerancyjnymi), za3°
rosngce w takich stezeniach halofilnymi.

Wysokie koncentracje soli sg wykorzystywane
w przechowalnictwie ryb, warzyw, seréw i niekiedy masta

—




10.7. BARWNIKI

Swiatlo jest rodzajem promieniowania elektromagnetycznego.,
ktore jest rejestrowane przez oko. Widmo $wiatta w zakresie
widzialnym obejmuje fale od diugosci 360 (fiolet) do 810 nm

(czerwien).

Barwniki sg zwigzkami posiadajacymi zdolno$¢ absorpcji okreslonych zakresow widma
s*Onecznego Pozostata, niezaabsorbowana cze$c widma ulega odbiciu co odbieramy jako
Okreslony kolor. Energia pochionieta przez barwnik dziata uszkadzajaco na bakterie przez co
Zm\'zgzkl te wykazujg duzg aktywnos¢ bakteriobdjcza. Do niedawna byly szeroko stosowane

ycynie.

Barwniki o dziataniu przeciwbakteryjnym:
A. Posiadajace grupe trojfenylometanu:
e zielen brylantowa, zielen malachitowa, fiolet krystaliczny
* stezenia hamujgce wzrost (bakterii G(+) 1:75 000 - 1: 100 000,
bakterii G(-) 10-krotnie wyzsze)
B. Akrydyna i jej aminopochodne:
akryflawina, aminakryna, proflawina
szersze spektrum dziatania

bakterie G(+), bakterie G(-), pierwotniaki - Plasmodium, Trypanosoma
hamujg synteze DNA

10.8, ZWIAZKI POWIERZCHNIOWO-CZYNNE

Zwigzki powierzchniowo — czynne (zwiazki zwilzajace) jest to grupa zwigzkow
b“'Zaja‘cych napiecie powierzchniowe (patrz: NAPIECIE POWIERZCHNIOWE). Zawieraja
One grupe hydrofilng, rozpuszczalng w wodzie, oraz grupe hydrofobowa, rozpuszczalng

Szczach.

k 09 grupy zwigzkéw powierzchniowo-czynnych nalezg mydta, kwasy tluszczowe, sole
WE’I?OW ttuszczowych, syntetyczne detergenty, alkohole, fenole i ich pochodne, krezole i ich

Chodne.

W zaleznosci od tego ktéry z jonéw jest rozpuszczalny w wodzie, zwigzki

ierzchniowo-czynne dzieli sie na:

kationowe

anionowe (mydia)

niejonowe (nie zawierajace grup ulegajacych dysocjacji; np. Tween 80 =
pochodna poli-oksy-etylenowa sorbitolo-mono-oleinianu)
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TEMAT: DEMONSTRACJA WPLYWU TEMPERATURY v
INKUBACJI NA WZROST WYBRANYCH SZCZEPOW

WZORCOWYCH BAKTERII

e—— Sram—— e ———————

S ———
" -

1. Odczytaé wyniki inkubacji posiewéw wzorcowych szczepdw bakterii, réznicujat
iloscig plusow intensywno$¢ wzrostu szczepu w kazdej z temperatur

2. Na podstawie zakresu temperatur w ktérych zanotowano wzrost kazdego 2€
szczepow, zaklasyfikowac kazdy z nich do odpowiedniej grupy (patrz: tabela 24)

3. Wyniki obserwacji zanotowac w tabeli 28

b e - — e — - ————— e

Rys. 13

Schemat wykonania ¢wiczenia 19

Inkubacja
10% 2w% 3% 55°¢
Odczyt




Tabela 28

Wplyw temperatury inkubacji na mozliwo$ci wzrostowe wybranych szczepéw bakterii

B T

20* |

75

T B5*

‘Grupa

Nr | Szczep bakterii

|2 | Streptococcus faecalis

f’itaphylococcus aureus

ia | Klebsiella oxytoca

|4 ‘Salmonella anatum

(5 Pseudomonas aeruginosa

6 Escherlchla coli

(7 A | Alteromonas putrefaciens |
\8 &LBBCIIIUS stearo!hermophllus

Smtbadiint ——

= brak wzrostu,
* staby wzrost,
*++ obfity wzrost

Whioski:

Data

zaliczenie
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TEMAT: DEMONSTRACJA WPLYWU NAPIECIA
POWIERZCHNIOWEGO NA WZROST BAKTERII

>
.
3]
w
1
a
a
c
T
.
»
)

CWICZENI

1. Okresli¢ typ wzrostu bakterii testowych na bulionie odzyweczym .
| 2. Okreslic typ wzrostu bakterii testowych na bulionie odzywczym z réznym dodatkiem
Tweenu 80 [

3. Wyniki obserwacji zanotowac w tabeli 29

Rys. 14

Schemat wykonania ¢wiczenia 20

Hodowla bulisnowa

Bacillus subtilis

odiywety

Posiew
i RO+ { B0+
'““ 0.05% 0.1%
T 80 Tween 80
‘ ‘ ween ‘
inkubacja 37°C 24-48h

Odezyt

To samovkonac 1:
U cerews. Ps. fluorescens, Noravelis sn.

7,




T——-—

? .

Tabela 29

Wpiyw modyfikacji napigcia powierzchniowego pozywki na typ wzrostu wybranych
SZczepow bakterii

T

Stezenie (% Charakterys " Bacillus | Bacillus | Pseudomonas ST

L?ze cer b-g ; 2 _sublilis | cereus | fluorescens | Moraxellasp.

0 = _Twzros!‘ | ]
wzrostu** { 3

e S

- typ wzrostu** | |

S’-L\_ wzrost* J |

. | typ wzrostu** [ |

d°f¥czy obecnosci | intensywno$ci wzrostu:
* brak wzrostu,
* slaby wzrost,

*++ obfity wzrost

" typ wzrostu
| kozuszey (k)
‘ Onka (B) na powierzchni,
Warost dyfuzyjny (D),
%ad na dnie (Os)

( Wnioski:

‘ Data

zaliczenie
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TEMAT: DEMONSTRACJA WPLYWU PROMIENIOWANIA UV NA
WYBRANE SZCZEPY BAKTERII

e o TN = = —— ]

I
Wykonanie:

! |

1. Obejrzeé uwaznie plytki z posianymi szczepami, eksponowanymi na dziatanié
promieniowania UV przez 1- 20 min |
2. Intensywnosé wzrostu szczepu na czesci plytki poddanej ekspozycji na dziatanie UV
zréznicowac iloscig + '
| 3. Wyniki odczytow oraz wnioski zanotowac w tabeli 30 |

Tabela 30

Wplyw czasu ekspozycji na dzialanie promieniowania UV (260nm) na mozliwo$ci
wzrostowe wybranych szczepow bakterii (czas ekspozycji w min)

—

Czas ekspozycji™™ | ' | 1 | & | & [40° [10°20'[20' | Wnioski /

nr | Szczep bakterii 2 Z Z° [GZ? _ e

1| Staphylococcus aureus. -

2 | Streptococcus faecalis !

3 | Klebsiella oxytoca

|4 | Salmonella anatum - _—
5 | Pseudomonas aeruginosa i |

6 | Escherichia coli | __ e

7 | Alteromonas putrefaciens ' i l :

8 |Bacillus cereus | { [ ==

* po napromieniowaniu plytka z posianym szczepem inkubowana bez dostepu Swiatia
(zastoniete piytki - Z)

** obecnosé i intensywnos$¢ wzrostu po réznym czasie ekspozycji:

- brak wzrostu

+ sfaby wzrost

+++ obfity wzrost

Whioski:

zaliczenie ...................
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CWICZENIE 22

TEMAT: WPLYW AKTYWNOSCI WODNEJ (Ayy) SRODOWISKA
NA WZROST DROBNOUSTROJOW

Materiaty:
'] 1. Skosy agarowe zawierajgce szczepy wyizolowane ze Srodowisk o réznej aktywnosci,
wodnej:
1 A - przedstawiciel mikroflory jelitowej - Escherichia coli ;
B - szczep wyizolowany z ryby mocno solonegj - Halobacterium halobium |
| C - szczep wyizolowany z masy karmelowej stosowanej przy produkgji $liwek
| “ w czekoladzie - Saccharomyces rouxii

D - szczep wyizolowany z suszonych sliwek kalifornijskich - Aspergillus repens
5 probowek z bulionem odzywczym (dla 4 szczepéw + 1 probéwka kontrolna)

l Po 1 probowee, dla kazdego ze szczepéw zawierajgcej, bulion odzywezy
’ ‘ z dodatkiem 2,5; 5; 10, 20 i 30 (w/v) NaCl + po 1 probowce kontrolnej z analogicznymi[

Lol o

stezeniami NaCl
4. Po 1 proboéwce, dla kazdego ze szczepow zawierajacej ,bulion odzywczy
z dodatkiem 10, 20, 40 i 60 % (w/v) glukozy + po 1 probéwce kontrolnej
Z analogicznymi stezeniami glukozy |
Densytometr ATB 1550 (bioMerieux, Francja) |
Dermatograf

— e
[-
..

Uwaga: Podtoza, na ktére posiany zostanie szczep
Halobacterium halobium (patrz punkt 2- 4) zawierajg
dodatkowo jon Mg®* (2% MgS0, x 7 H,0)- czynnik
wspomagajacy wzrost Halobacterium sp.




Wykonanie: /1

| R

2
3
4
5.
6.
7
8

Rys.

Probdwki zawierajgce bulion odzywczy oraz bulion odzywczy z dodatkiem
okre$lonych stezen NaCl i glukozy odpowiednio oznakowaé (patrz: tabela 29) |

. Przenies¢ po 1 oczku ezy kazdego ze szczepdw do przynaleznych mu probéwe"]

(patrz: Tabela 29)

. Do oznakowania dotyczacego zawartosci podioza (patrz: punkt 1) doda¢ mformadﬁ

dotyczaca posianego szczepu (patrz: Tabela 29)

. Doktadnie wytrzasa¢ probéwke na wytrzgsarce w celu réwnomiernego zawneszenl’

materiatu
Oznaczy¢ wyjsciowy stopieri zmetnienia (wg skali Mc Farlanda) - X - lub wy]saowﬂ'
liczebno$c¢ inokulum - Y - na densytometrze ' |
Wyniki zapisa¢ w Tabeli 30

. Inkubowaé posiewy odpowiednio: A w 37°C/ 48h, B, C i D w temperaturze pokojth

/7 dni

. Dokiadnie wytrzgsa¢ probéwki na wytrzgsarce w celu réwnomiernego zawieszenid

materiatu, po czym oznaczy¢ stopien zmetnienia (wg skali Mc Farlanda) - X1 - Iub
odczytaé liczebno$¢ populacji szczepéw testowych - Y1 - na densytometrze
Poréwna¢ reakcje mikroorganizmoéw wyizolowanych z réznych $rodowisk na zmiany
wa, srodomska modyfikowanej dodatkiem NaCl i glukozy

15

Schemat wykonania ¢wiczenia 22

( " Hodowla bulionowa
Escherichia coli

,'"

| { _

IR e
odivwery

05% 2% W% 10% 20% 30%

NaCl  MaGl NaGl  NaGl NaCl  NaGl

LR R

To samo powtdrzye wysiewajgc
nabutionz dodatkiem 10, 20,40, 60% glukozy ‘.

i

Pomiar gestoécl optyeznel
w densylometize

LR R

Inkubowaé w temperaturze 37°¢

L1 T
POMIAR GESTOSE! IN
5 P,




Tabela 31

Wyniki odczytéw reakcji wybranych szczepéw drobnoustrojow na zmiany w a,
$rodowiska wzrostowego przy uzyciu okreslonych czynnikow modyfikujacych a,

halobilum

Halobacterium :

> Escherichia coli

w

<
x
— ==
by’
<
2%

zaliczenie




CWICZENIE 23

TEMAT: WPLYW pH SRODOWISKA NA WZROST BAKTERII

Cel : Demonstracja wptywu pH srodowiska na wzrost wybranych
szczepobw bakterii

CWICZENI

=4

. Odczyta¢ wyniki posiewow szczepow wzorcowych na bulion odzywezy o roznym pﬂs
modyfikowanym dodatkiem kwasu mlekowego, i HCI

2. Zaznaczy¢ odpowiednio probowki, w ktorych jest wzrost réznice w mtensywnosw
wzrostu zréznicowac iloscig + ‘

3. Wyniki odczytébw zanotowac w tabeli 32 ‘

Tabela 32

Wplyw pH srodowiska na wzrost wybranych szczepow bakterii

pH [ e JE & e e
Szczep kwas
S aureus octowy
miekowy
HCI
E.coli octowy
miekowy
HCI
S.enteritidis octowy .
| mlekowy
|HCI
K.oxytoca |octowy l
mlekowy |
|HCI i
| E faecalis octowy : !
miekowy
HC |
Alt.putrefaciens octowy | 4_
miekowy
HCI
| B.cersus octowy
mlekowy
|HCI
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Saccharomycessp.  [octowy | |
miekowy | -~y
[HCI iy

dOtyczy obecnosci i intensywnosci wzrostu:
- brak wzrostu
+  slaby wzrost
+++ obfity wzrost

Whioski:

Data zaliczenie ....................

CWICZENIE 24

TEMAT: DEMONSTRACJA WPLYWU ROZNYCH STEZEN SOLI
NA WZROST WYBRANYCH SZCZEPOW BAKTERII
POLACZONA Z ODCZYTAMI WYNIKOW GOTOWYCH
POSIEWOW

v‘Vl«manie:

1. Odczytaé wyniki posiewow szczepéw wzorcowych na bulion odzywczy z réznym
| dodatkiem NaCl i CaClp (patrz: tabela 33) I
| 2 Zaznaczy¢ odpowiednio probowki, w kiérych ma miejsce wzrost, roznice w
f intensywnosci wzrostu zréznicowaé iloscig + l
3 Wyniki odezytéw zanotowaé w tabeli 33

— R ==




Tabela 33

Wplyw réinych stezeri NaCl i CaCl, na wzrost wybranych szczepéw bakterii

if‘r“ ST Trea il T RIS Nimad T T IRy,
| [stezene () “fos> 50 | 10° 1 200 »085 ‘15 ﬁﬁr‘m 1 20°
v*_ nr_jszczep | [ ﬁ‘l. TR J_L_ ! :_[____
1_IS. aureus G e il _W“ | ST My, Sl
P leer = R T e —
i[ijjg—gntentldlsk _j[_:'[l T I -~E 0 s
| 4 K oxytoca e e e T T [ AR
[ 5 |E faecalis O P R [ - —
\ 6 |Alt putrefaciens f‘. 3 |[ ] *“[ - \ti - ‘“‘* l ——r — ,;
[ 7 I8 cereus* i 19T | Y A R e W R | |
| 8 [fPs aerugmosa [ . —vhr—~‘ { '-- ] —r :
“* dotyczy obecnoéci i intensywnosci wzrostu: : S

- brak wzrostu, {
+  staby wzrost, !
+++ obfity wzrost

Whnioski:

zaliczenie ........
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CWICZENIE 25

STUDENTOW

TEMAT: DEMOSTRACJA WPLYWU ROZNYCH STEZEN,
ROZNYCH BARWNIKOW NA WZROST WYBRANYCH
SZCZEPOW BAKTERII POLACZONA Z ODCZYTAMI
WYNIKOW GOTOWYCH POSIEWOW PRZEZ

Tabela 34

Wplyw wybranych barwnikéw na wybrane szczepy bakterii

TS T SR LA AR AR EE S KNG 4

1  1Barwri Stezenie , | I \ ' ' ‘

1 e ) 1 i

fiolet krystali A Lot ' j{
rystaliczny iy [ e -

(fiolet metylo 290 — % L

! 2l " 0,005 ik »

o1 | [ }

bigkit metylenowy ) r - T

+(CreH1aN,Scl) e nn , |

0005 | |

’ {;Ozyna L SRR S e S ' ‘

(tetrabromoﬂuoresoema) {001 i ik bt e s |

‘ mHaost-: 0,005 | e ]

gCZEM(en fenolowa ‘, 0.1 A (ﬂ_ . R }

\ ;(fen0|osulfoﬁaleina) L8 B0t g 2 - ) I EE P 4,{

:CwHuOsS ‘) 0,005 | : I i r | [ [ |

| “a | o ol D s M

Zielery malachitowa | 0,01 -l T [ = S 1 i

A . ' 0005 | [ J£ 1 1

: LTS S R TS - T Sl

kryflawina D . i _J = 2 _i jr__'? il

L 1 0005 | I e ; =3

d°'yt:zy obecnosci | Intensywnosci wzrostu:
= brak wzrostu,
+  staby wzrost,
+++ obfity wzrost

Szczepy testowe :

Ps. aeruginosa

E. coli

St. aureus

Ps. aeruginosa ATCC 27853
KI. oxytoca

L. monocytogenes

.

PAE N =




7. Alt putrefaciens 10471
8. B. cereus

Whioski:

zaliczenie




Rozdziat 11
ANTYBIOTYKI

Antybiotyki sg produktami metabolizmu organizméw zywych, ktore hamujg wzrost
(bakteriostaza) lub nieodwracainie uszkadzajg - niszczg (bakteriob6jczo$é) drobnoustroje.
Producentami antybiotykow sg giéwnie promieniowce z rodzaju Streptomyces (producenci
60% znanych antybiotykéw), grzyby gtownie z rodzaju Penicilium. Produkuja je takze
bakterie wiaéciwe, glony oraz organizmy wyzsze.

Poczawszy od 1960r do antybiotykéw zaliczane sg takze zwigzki uzyskane w wyniku
chemicznej modyfikacji antybiotykow naturalnych. Aktualnie znanych jest okoto 3000
antybiotykéw (< 5% wykorzystywanych jest w lecznictwie).

Antybiotyki, niezaleznie od ich przeznaczenia (antybakteryjne, antygrzybicze,
antynowotworowe, antywirusowe) s3 inhibitorami uktadéw enzymatycznych.

Drobnoustroje bronia si¢ przed antybiotykami poprzez uruchamianie roznych
Mechanizméw (np. w przypadku penicyliny wytwarzanie enzymu rozkiadajgcego ten
antybiotyk - penicylinazy). Wytworzone mechanizmy obronne sg przekazywane z pokolenia
na pokolenie, najczgsciej jest to opornosé krzyzowa. Polega to na tym, ze pojawienie sie
Opornosci na jeden antybiotyk pocigga za sobg powstanie opornosci na wiele innych.
Problem powstawania opornoéci drobnoustrojéw na antybiotyki jest jednym z wazniejszych
W medycynie. Aby unikna¢ powstawania szczepéw opornych wprowadzono absolutny zakaz
Stosowania antybiotykéw w zywieniu zwierzat oraz w konserwacji zywnosci. Jedynym
Wythknem jest nizyna, stosowana najczesciej w mleczarstwie. Szczepy oporne na nizyne nie

dajg krzyzowej opornoéci na antybiotyki stosowane w medycynie.

Znanych jest szereg metod badania opornosci bakterii na antybiotyki. Jedng z najczesciej
Stosowanych jest metoda kragzkowa, w ktorej krazki z bibuly nasgczone antybiotykiem uktada
Sig¢ na pozywke agarowa z posianymi drobnoustrojami. Dyfundujacy do podioza antybiotyk
hamuje wzrost bakterii wokot krazka. Wielkosé strefy zahamowania, oceniana w mm,
Poréwnywana jest z opornoécig szczepéw wzorcowych przedstawiong w tabeli 35.

Tabela 35
Okreslanie wrazliwosci na antybiotyki ($rednica zahamowania wzrostu w mm) stopien
. Wrazliwosci (mm)
G'Upa antybuotykow Antyﬁotyk_ Symbol | Dawka WraZIiwy Stabo wrazliwy Opomy'
l - <
1 penicilina Pe } 10j.m ! (>28’) i (2115_217%) ((213,)
B-laktamowe - —r —— —
i ampicilina ‘ Am ” 10mcg l >18 ‘! 1447 } <13
| I I |_(>28%) || (22-27%) | (<21") |
[ streptomycyna | s T 30meg | >20 | "1519 | <1
3minoglikozydowe | neomycyna | N | 30meg T >19 ﬂ 1318 |
'r‘éntamycyna I ce | 10mcg A 5 f - 1337_j—“ 1
‘f oxytetracykhna lr e 4 l" 30meg | >20 | 15-19 |
tetracyklinowe ' o v = T
il Y ; (jgg’%';';’;z y | Dk | 30meg [ >19 1‘ 15-18
makrolldowe r erytromycyna ][ H—15mcg [ %> >22 T 14-21
ryfamycyny | rifampicyna L Rf i_10mcg | >1=§_‘ 11317
~._Peptydowe |l kolistyna | Ks | 300jm | >15 [  12- 14
g _||_chloramfenikol o C EBOmcg | _>25 ™ 18~24
= P S -

Syntetyczne || nitrofurantoina | 200mcg >23 17-22
*dotyczy Staphylococcus aureus

B

|
- R




H | CWICZENIE 26
| TEMAT: OKRESLANIE WRAZLIWOSE BAKTERII NA
i ANTYBIOTYKI METODA KRAZKOW BIBULOWYCH
CWICZENIA (ANTYBIOGRAM)
Materialy: L N T M AP G VN N S
1. 24h hodowle bulionowe wybranych szczepéw bakterii chorobotworczych (patrz:
Tabela 36) I

2. Plytki z agarem odzywczym

3. Probéwki z 0.4 ml jalowego ptynu do rozcienczen
4. Krazki bibutowe z antybiotykami

5. Jalowe pipety 1ml, jatowe bagietki

6. Peseta

Wykonanle

Przenies¢, z zachowaniem warunkow jatowosci, 0,1 mi 24h hodowli szczepu"

j testowego do 0.4 ml rozcienczalnika
" 2. Przeniese¢, z zachowaniem warunkéw jatowosci, po 0.1 ml rozcieniczonej hodowli

(1:10) na podioze agarowe na plytce Petriego i rozprowadzi¢ réwnomiernie po

powierzchni jatowg bagietkg
3. Przy pomocy opalone] w plomieniu palnika pesety, przenie$¢ z zachowaniem
j‘ warunkow jatowosci, krazki bibutowe nasgczone antybiotykami na podtoze na ptytceé
l (odlegtosé migdzy krazkami nie powinna byé mniejsza niz 2 cm)
4. Piytki inkubowac w 37°C/18-24h
‘ 5. Zmierzy¢ srednice strefy zahamowania wzrostu
I 6 Wyniki zapisa¢ w tabeli 36
| 7. Na ich podstawie okreslic stopiefi wrazliwosci poszczegbinych bakterii na dany
antybiotyk (patrz: Tabela 35)
| 8. 8. Porowna¢ skutecznos¢ dziatania okreslonego antybiotyku na rozne bakterie:
: wskaza¢ antybiotyk najskuteczniej dziatajacy na okreslony szczep bakterii *
‘ zaznaczajgac kétkiem symbol oznaczajacy najskuteczniej dziatajgcy antybiotyk.
Tabela 36

Stopien wrazliwosci wybranych szczepéw bakterii chorobotworczych na wybran€
antybiotyki

!’-f"r -1 " Antybiotyk ‘ Strefa hamowania tl Stopies
I M T i
e e— . I
e EE NN RS TIES et - e Bl T
1 || Staphylococcus aureus | | ; I
| P TS U ST
I [ I el




Pseudomonas
aeruginosa

Salmonella enteritidis

Escherichia coli

Bacillus cereus

‘ 7

Listeria monocytogenes

Whioski:

zaliczenie .......... ]




Rozdziat 12
METODY OZNACZANIA LICZBY MIKROORGANIZMOW

Do metod oznaczania liczby mikroorganizméw w dowolnym $rodowisku zaliczane s3:

e konwencjonalne, bezposrednie i posrednie metody okreslanie liczby w 1 mifg/cm?

e metody szybkie — posrednie - okreslajace, miedzy innymi liczebnosé drobnoustrojow
na podstawie zmian chemizmu — poziom ATP, zmetnienia, przewodnosci elektrycznej
pozywki, ti. zmian zachodzgcych w  Srodowisku, w wyniku wzrostu w nim
drobnoustrojow.

Metody bezposrednie okreslania liczby drobnoustrojow polegajg
na bezposrednim liczeniu odpowiednio przygotowanego
materiatu pod mikroskopem

|

Réznice pomiedzy okreslonymi metodami mikroskopowymi okreélania liczby
sprowadzajg si¢ do roznych sposobéw przeliczania liczby komoérek widzianych pod
mikroskopem na jednostke masy, objetosci lub powierzchni.

Do tej grupy metod naleza:

1. BezpoSrednie liczenie komoérek w preparacie barwionym
A. Okreslanie liczby komorek /1 g/mi
B. Okreslanie liczby komoérek /1 cm? preparatu odciskowego (stosowane przy
badaniu materialu o stalej konsystencji, np. tkanki)

2. Liczenie zywych, wybarwionych lub nie barwionych komoérek przy pomocy rézneg@
typu komér, np. komory Thoma, Howarda, Burkera, itd Metoda stosowana zwykle
przy liczeniu wiekszych komérek, np. komoérek drozdzy

3. Metoda filtréw membranowych

Metody posrednie okreslania liczby drobnoustrojéw (liczba JTK/g/ml)

W tej grupie metod od momentu przeprowadzenia analizy do czasu uzyskania wynikow
musi mina¢ czas potrzebny dla uzyskania widocznego wzrostu oznaczanych drobnoustrojow
(czas inkubaciji). Czas ten zalezy od czasu 1 generacji 0znaczanego mikroorganizmu i moze
wahat sie od 24h do kilkunastu dni

Do metod posrednich okre$lania liczby nalezg, m.in.:
1. Metoda ptytkowa

2. Metoda miana
3. Metoda NPL
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4. Metoda spektrofotometryczna (pomiar stopnia zmetnienia)
5. Metoda filtréw membranowych

METODA PLYTKOWA:

1. Metoda posiewdw powierzchniowych
2. Metoda posiewdw zalewanych
3. Metoda filtréw membranowych

SPOSOB POSIEWU POWIERZCHNIOWEGO

Na powierzchnie podioza stalego na ptytkach /wybdr podioza zalezy od oznaczanej
grupy drobnoustrojéw/ przenie$¢ po 0,1 ml z kolejnych rozcienczen dziesietnych
wyjsciowego materiatu

W' przypadku materialu plynnego, jednorodnego oraz spodziewanej, niskiej
liczebnosci oznaczanej grupy drobnoustrojow, (na poziomie 10° — 10° Itk/mi),
wykonywa¢ posiew bezposredni wyjSciowego materiatu. Posiany materiat
rozprowadzi¢ po powierzchni podioza, przy pomocy szklanej bagietki

Posiewy inkubowac¢ w temperaturze optymalnej dla oznaczanej grupy drobnoustrojow
Po inkubacji posiewéw, do liczenia wybrac plytki na ktérych liczba wyrostych kolonii
miesci sie w przedziale 30 - 300

Na wybranych do liczenia plytkach, w zaleznosci od kierunku prowadzonych
oznaczen oraz uzytego podioza, liczy¢ badz wszystkie wyroste kolonie, badz kolonie
rosngce w sposob charakterystyczny dla oznaczanego drobnoustroju (oznaczanej

grupy)

.16

( Wykonanie posiewu \

powierzchniowego

Smlplyne
do rozeieniczed

Rozprowadzenle materiaty
no powierzohni piviki

@@@@“ -y
\ Inkubacja
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SPOSOB POSIEWU ZALEWANEGO

e Na dno pustej, jatowej plytki przenie$é po 1 ml materiatu z kolejnych rozcienczen
dziesietnych (lub nierozcieficzonego materiatu wyjéciowego o ile jest to materiat
plynny, a spodziewana liczebnos¢ oznaczanych drobnoustrojow na poziomie
10% - 10° jtk/ml)

e Zala¢ podiozem agarowym, rozpuszczonym i odpowiednio schiodzonym i dokfadnie
wymieszac

e Posiewy inkubowa¢ w temperaturze optymainej dla oznaczanej grupy drobnoustrojéw

e Po inkubacji posiewdw, do liczenia wybraé plytki, na ktorych liczba wyrostych kolonii
miesci sie w przedziale 30 - 300

= Na wybranych do liczenia plytkach, w zaleznosci od kierunku prowadzonych
oznaczer oraz uzytego podioza, liczy¢ bgdz wszystkie wyroste kolonie, badz kolonie
rosngce w sposob charakterystyczny dia oznaczanego drobnoustroju (oznaczanej

grupy)
Rys. 17

Wykonanie posiewu zalewanego

Vvkonad rozcieficzenie jak na rys.
‘ 1ml odpowiednieso
rotcieiiczenia

T vsmi
£ ) asaru otivwezeso

3

wymiestac ruchem
okirezmm

Illﬂltlmﬁ /

METODA FILTROW MEMBRANOWYCH

« Przefiltrowaé¢ badany plyn przez filtr membranowy (patrz éwiczenie nr 29)

¢ Przemy¢ $cianki urzadzenia filtrujacego 20 ml roztworu jatowej soli fizjologicznej,
zebrany ptyn przefitrowac (nastepuje zmycie drobnoustrojow pozostatych na
Sciankach filtra)

o Zdjac filtr z podstawki jalowa pincetg i utozy¢ na powierzchni pozywki agarowej
w plytce Petriego. powierzchnig filtrujacg do goéry
Inkubowac filtr w cieplarce 24-36 godz.
Policzy¢ liczbe wyrostych kolonii

e Metoda ta stosowana jest praktycznie do oznaczania iloéci drobnoustrojéw w wodzié
oraz okre$lania iloéci drobnoustrojéw w powietrzu. W tym przypadku specjainé
urzadzenie zasysa przez filtr okre$long objeto$¢ powietrza, po czym filtr ukfada sig n2
powierzchni pozywki




Metoda filtrow membranowych

Zestaw do filtracyi
(zasada dzialania
patrz: Rys.20 str.92)

Piytka z jalowym
posiiozem stalym

V' ¢

e

CWICZENIE 27

TEMAT: BEZPOSREDNIE LICZENIE BAKTERII W PREPARACIE
BARWIONYM

. Prob6wka z miekiem prosto od krowy, probéwka z mlekiem po 48 h przetrzymywania

jej w temp. pokojowe) 1
. Szkietka przedmiotowe z kwadracikami o boku 1 cm? ‘
- Kalibrowana eza z oczkiem I
. Zestaw do barwienia: mydetko, szmatka baweiniana, wanienka, tryskawka z wodg

destylowang, szczypce Corneta i
- Biekit metylenowy lub fiolet krystaliczny !
. Mikroskop ;S




Wykonanie:

Odtiusci¢ szkietko przedmiotowe

Pobrac po 1 oczku mieka kalibrowang jatowg ezg i rozprowadzi¢ réwnomiernie na
powierzchni kwadracika na szkietku przedmiotowym

Wysuszy¢ rozmaz na powietrzu

Utrwali¢ suchy preparat w plomieniu palnika

Nawarstwi¢ preparat biekitem metylenowym (fioletem krystalicznym) na ~ 3 min.
Spiukaé preparat wodg; wysuszyé odciskajgc nadmiar wilgoci z preparatu przy
pomocy bibuty filtracyjnej

Nawarstwi¢ preparat olejkiem immersyjnym, oglgdac pod mikroskopem postugujgc sie
‘ obiektywem immersyjnym (100x)

| 8. Okreslic liczbe form eylindrycznych i ziamiakéw w kazdym z 10. losowo wybranych|
5 pol widzenia ,
I 9. Okreslic ogolng liczbe bakterii (jtk/ml) w 1mi mieka o réznej swiezosci |
i 10. Wyniki obserwacji mikroskopowych zanotowaé w tabeli 37

omaw Na

N

Tabela 37

Liczebnos¢ bakterii w probach mileka o réZnej $wiezosci okreslana metoda
bezposredniego liczenia

' Pole widzenia Mieko prosto od krowy ~ Mieko po 48h w 20°C
‘ formy formy

ziarniaki |cylindryczne | cylindryczne

i ziarniaki

)

‘oo\xcam,hum_;;,

P g [
r—"'""" ! 3

=
“’\
;
|
X
:
{
i
f
[
»
|
=

f§r’€ar§5 liczba | P eanligy
‘w1 polu
Twidzenia

hczb;-i]'tk/—ml_"v’.r RN e— =] E——— Lm_:”f/i

Whioski:

zaliczenie ....................
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CWICZENIE 28

TEMAT: LICZENIE KOMOREK PRZY POMOCY KOMORY THOMA

Komora Thoma (hemocytometr) przedstawiona zostata na rys. 19
Jest to gruba, szklana plytka z dwoma siatkami kwadratow
o boku (a) 1720 mm i gtebokosci 0,1 mm kazdy. Powierzchnia
jednego kwadratu (a®) réwna jest 1/400 mm?, za$ po przykryciu
komory szkietkiem nakrywkowym objetoé¢ kazdego prostopadto-
$cianu réwna jest 1/400 mm? x 0,1 mm = 1/4000mm°. Kazda z 2
siatek zlozona jest z 400 identycznych kwadratéw (20 x 20). ]

Rys. 19

Budowa komory Thoma

Komora  Szkietko nakrywkowe

N

Wygian Komory pod mikroskopem
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Liczba mikroorganizmow (x jtk) w 1 cm® obliczyé wg wzoru:

xJKT/cm® = ax4x10°xR
gdzie:
a = $rednia liczba komorek w 1 kwadraciku
4 x 10° = przeliczenie objetosci 1 kwadracika na 1 cm®
R = rozciericzenie wyjsciowego materiatu

Zasada metody polega na liczeniu liczby komérek w losowo wybranych 20 kwadratach.
Z uwagi na grubo$é komory i glebokosé kwadratéw komora pozwala na liczenie wigkszych
od bakterii mikroorganizméw, takich jak np., drozdze czy zarodniki lub strzepki grzybéw. Do
obliczen stosowaé mozna takze inny rodzaj komory — tzw. komore Birkera w ktorej
obliczanie ilosci komérek wykonujemy podobnie jak w komorze Thoma. Do obliczen ilosc!
strzepek plesni w takich produktach jak przecier pomidorowy stosuje sig komore Howarda.

b}
;Materlaly:

Probowka z 24 h hodowlg drozdzy (Candida lipolitica, Candida utilis)
Probowka z jatowym podiozem dla drozdzy

Komora Thoma + szkietko nakrywkowe

Eza z oczkiem

Biekit metylenowy z plynem rozjasniajgcym

Mikroskop

PorwNS

‘Wykonanie:

' 1. Przytwierdzi¢ szkietko nakrywkowe do szkietka z komorg Thoma

{ 2. Ustawic siatke komory Thoma na biegu promieni $wietinych mikroskopu, znaleZé

! siatke przy powigkszeniu obiektywu = 10x, przej$¢ na powigkszenie 40x. Nie zmieniat

i‘; ustawienia mikroskopu. Zapamigta¢ pofozenie komory na stoliku mikroskopu

| 3. Doda¢ 1 krople barwnika z ptynem rozjasniajgcym do hodowli

| 4. Pobrac 1 oczko hodowli drozdzy. Przytkngé do styku szkietka nakrywkoweg°

z komorg

' 5. Ustawi¢ ostros¢ obrazu. W przypadku duzych liczebnosci, przygotowaé rozcienczenie
10-tne wyjSciowej hodowli przenoszgc 1ml hodowli do 9 mi podioza w probéweel
Powtérzy¢ czynnosci wymienione w punkcie 1, 214

6. Policzyé liczbe komorek w 20 - 40 losowo wybranych kwadracikach PonlewaZ
rozmieszczenie komorek w preparacie jest zwykle nierownomierne, dla zmmejszen"'
bledu obliczen, liczbe $rednig okresla¢ w oparciu o wigkszg ilo§¢ losowo wybrarlyj

, kwadratéw
7. Wyniki z poszczegdlnych kwadracikow zanotowa¢ w tabel 38

e




Tabela 38

.ries;lanie liczebnosci komorek W komorze Thoma _
'kwadNr;cika § 2 AiRisempeRL - | kwac::;cika | Liczba komorek
T s 121 s
[22

23

24

~f

125

19
{20

 Srednia arytmetyczna
oo pol

-

Whioski:

zaliczenie ................. -




CWICZENIE 29

TEMAT: BEZPOSREDNIA METODA OZNACZANIA LICZBY
BAKTERII PRZY POMOCY FILTROW
MEMBRANOWYCH

, . TET——— —— o

oareN

Nap6j chlodzacy, niegazowany po 48 h przetrzymywania otworzonej butelki
w temp. pokojowej |
Filtr membranowy o srednicy 4,5 cm i wielko$ci por 0,22 um, aparat do filtracji |
Pompa prozniowa, kolbka prozniowa |
Szkietko przedmiotowe, szkietko nakrywkowe

Oranz akrydynowy, 0,1 % roztwor

Mikroskop epifiuorescencyjny

Wykonanie:

1.

apwN

NS>

Jatowy filtr membranowy umieszczony w osadce zwilzy¢ jatowa woda destylowand
(zapewnia to rownomierne przyleganie filtra do aparatu)

Przesaczy¢ 10 ml badanego napoju przez jatowy filtr membranowy

Nanies¢ na filtr 1ml roztworu oranzu akrydynowego, przesaczyt

Nanies¢ na szkietko przedmiotowe krople olejku immersyjnego I
Umiescic na powierzchni wilgotny filtr (nie dopusci¢ do powstania pecherzykow
powietrza migdzy filtrem a szkietkiem) .
Nawarstwic filtr 1 kroplg olejku immersyjnyego

Okreslié ogdlng liczbe bakteri w 10, losowo wybranych polach widzenid
z uwzglednieniem komdrek zabarwionych na zielono (zywe) i pomarariczowo
(martwe) |
Okresli¢ ogolng liczbe bakterii (jtk/ml) w 1 ml badanego napoju

Wyniki obserwacji mikroskopowych i obliczeri (okreslanie wielkosci pola widzenia
patrz: MORFOLOGIA BAKTERII) zanotowac¢ w tabeli 39 |

e e A S e e S S T ST e ————— S SRy
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Rys. 20
(" Testaw do tiltracii
wickszych objetoscl
} Titr membranowy
odpora litry
memhranowego
Fo=dad
proinia
. o
| ( Zestaw tiftru membranowego
‘ do uiycia ze srzykawka
%/n
“‘—iunnmc- any piye
Tabela 39
?gélna liczba bakterii w 1ml napoju okre$lana metodg bezpos$redniego liczenia na
iltrach
Nrpolawidzenia ~  Komérkizywe  Komérki martwe
T ) R S| | PE—
B o | —— ——
j4 == : | w:
oy - i R "
L T s—— g
o s - = —— e e
7 r
iire\ RN |
9 A T
o s e

m‘w I:czba wi polu \mdzema 1?
Uezbajtiom ]
Whioski:




CWICZENI

CWICZENIE 30

TEMAT: OZNACZANIE OGOLNEJ LICZBY DROBNOUSTROJOW
W WODZIE METODA PLYTKOWA

L]
.
4
L
[l
"
a2
a
- 1]
.
"
A

Metode tg stosuje sie takze do oznaczania liczby drobnoustrojéw w napojach oraz
zywnosci plynnej. Zywnos$¢ statg nalezy zhomogenizowaé z plynem do rozcienczen
w stomacherze.

PP wNS

N

-

Wykonanie ( patrz: Metoda plytkowa - sposéb posiewu):

2. Przeniesé po 0,1 ml z rozcieficzen 10°, 10° i 10° na powierzchnig AO na plytkach

Proby wody pobranej z Zalewu Szczeciriskiego

3 x 3 plytki Petriego z agarem odzywczym

3 x 3 jatowe plytki Petriego

Cieplarki ustawione na 37°C i 20°C

Jatowe pipety i bagietki (gtaszczki)

Kolbka z jafowym agarem odzywczym ostudzonym do 45°C
Po 4 probowki z ptynem do rozcienczen (po 9 ml)

Przygotowac kolejne rozciericzenia dziesietne badanej wody z Zalewu

| rozprowadzi¢ jatowg bagietka po powigrzchgi. Plyt‘ki inkubowaé w 20°C/ 5 dni 'l
Przenie$¢ po 1 mil z rozcienczen 10°, 10 i 10 na dno jalowych piytek i zalaé
ostudzonym do ~ 45°C AO. Plytki inkubowaé w 37°C /24-48 h |
Okreslic ogolng liczbe bakterii mezofilnych i psychrotrofowych w 1ml wody z Zalewu
zgodnie z zasadg podana: Metoda plytkowa - Spos6b odczytu wynikéw posiewéw -
ad1iad?2)

Wyniki odczytow zanotowac w Tabeli 40

SPOSOB ODCZYTU POSIEWOW METODA PLYTKOWA

ad1) posiewano po 0.1 ml z kolejnych 1 rozciericzen dziesietnych, zatem:

LICZBA jtik/g/ml = L. WYROSLYCH KOLONII x ROZCIENCZENIE x 10

ad 2) posiewano po 1 ml z kolejnych rozcienczen dziesigtnych, zatem:

LICZBA jtk/g/ml = LICZBA WYROSLYCH KOLONIl x ROZCIENCZENIE

i NN
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bela 40

Ogélna liczba bakterii psychrotrofowych | mezofilnych w wodach Zalewu okreélana
metoda plytkowa

rl;oslane T 7 Liczba wyrostych kolonii

'Nr

1102
JHode—ye v - 1 .
11‘10"*"‘ ' b i =) T B e i ST MY
i om—

—

,,roa:lclk:zenie [

ol

p!ytkl

S e - == {,“._ | S,

Jtk/ml

Whioski:

Data ... zaliczenie ..........

akterie psychrof iine | bakterie mezofilne |
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CWICZENIE 31

TEMAT: OZNACZANIE OGOLNEJ LICZBY DROBNOUSTROJOW
W POWIETRZU METODA SEDYMENTACYJNA

Matertaiy
1. Po 2 plytki Petriego o $rednicy 10cm z agarem odzywczym (AQ) i brzeczkg zestalong

)

agarem (BA)
2, Cieplarka ustawiona na 30°C
onanie;
1. Otworzyé piytki i pozostawi¢ odkryte przez 10 min.

2. Zamkngg phytki i ustawi¢ dnem do géry w cieplarce o temp. 30°C na 48h

3. Obliczy¢ ogélng liczbe bakterii i grzybow w 1 | (dm®) powietrza wg wzoru

(Omielianski):
ax100
X= R gdzie

bxk

x = liczba bakterii (grzybéw) w 101 (10 dm®) powietrza,

a = srednia liczba kolonii z 2 ?Mek kazdego z podtozy,

b= powierzchnia plytki w em®,

k= wspéltczynnik czasu ekspozycp plytki

(5min - k=1; 10 min - k=2, 15 min - k=3),
100 = przelicznik powierzchni plytki na 100 cm?
4. Wyniki zapisa¢ w tabeli 41

i

|

ii

|
|
|
I

]




Agar odzywczy stosuje sie¢ do oznaczania liczby bakterii za$
brzeczke zestalong agarem do oznaczania liczby drozdzy i plesni*.
* brzeczka jest to ekstrakt wodny ze zmielonego, wczesniej
podkietkowanego jeczmienia, wykorzystywany przy produkcji
piwa

W nowoczesnych metodach oznaczania ilosSci drobnoustrojéw w
powietrzu stosuje sie fitry membranowe. Filtry te wkiada sie do
urzadzenia ktore zasysa 1 m® powietrza. Nastepnie po filtracji filtr

v

W
A
1
il
]

WSKAZOWK uktada si¢ na powierzchni podioza agarowego ktére inkubuje sie
w odpowiedniej temperaturze. Po inkubacji oblicza liczbe wyrostych ‘
na filtrze kolonii.
Tabela 41

Okreslanie ogoélnej liczby bakterii i grzyboéw w powietrzu metoda sedymentacyjng

= N S ¥ PO T gt R ———
If Grupa mikroorganizméw | Podioze | LicZbawyroslych Liczba jtk w 10 dm

b kolonii i, Powietrza
bakerie 20 1 —— |
L i 2 | g _
|
grzyby BO 1 .

I | 2° g !
Whioski:

zaliczenie




CWICZENIE 32

TEMAT: OKRESLANIE CZASU 1 GENERACJI WYBRANYCH
SZCZEPOW WZORCOWYCH

Czas jednej generacji jest to czas ubiegajacy od jednego
podziatu komorek do drugiego we wiasciwej fazie wzrostu
loegarytmicznego. W  przypadku wigekszo$ci  drobnoustrojow
wystepujacych w zywnosci tzw. drobnoustrojow zepsucia wynosi on
w optymalnych warunkach 20 ~ 30 min. Znajomos$¢ czasu generacji
pozwala na okreslenie terminu zepsucia produktéw. Jest tez on
waznym parametrem uzywanym w mikrobiologii prognostycznej
DEFINIC] (predictive microbiology) — dziale pozwalajgcym na matematyczne
okreslanie trwatosci produktow.

Materiaty:

. Aktywnie rosngce hodowle bulionowe (X) szczepéw E.coli, S.aureus w fazie wzrostu’
logarytmicznego

. 2 probowki z bulionem odzywczym po 9,89 ml (A i B)

. Mikropipeta z jatowymi koricéwkami na 200 pl

. Probéwki z jatowym plynem fizjologicznym (po S mi)

. Piytkiz AO

. Jalowe pipety 1ml i jatowe bagietki (gtaszczki)

. Mikro-shaker do mieszania materiatu w probowkach

Wykonanie:

1. Przygotowaé wyjsciowe hodowle szczepow wzorcowych (patrz: Materiaty - punkt 1)
przenoszge 0,01 ml hodowli X do probéwki z 9,99 ml bulionu A, a nastgpnie
powtérzyé czynnosé przenoszac 0,01 ml hodowli A do probowki z 9,99 ml bulionu B.
Na kazdym z etapéw doktadnie wymiesza¢ materiat przy pomocy mikro-shakera i

. Przygotowa¢c 3 kolejne rozcienczenia dziesigtne materiatu B wykorzystu:a_c
w tym celu probéwki z jatowym ptynem fizjologicznym (R 10, 100, 1-)
Wykona¢ posiew z kolejnych rozcienczer dziesigtnych na powierzchnig AO na
plytkach. (Oznaczy¢ plytki symbolem O, numerem szczepu, stanowiska i grupy oraz
rozcienczeniem)
Materiat B inkubowaé¢ w 37°C przez 2i4 h f
. Po kazdym 2z interwatbw czasowych wykonywaé posiew ilosciowy na AO
z rozcienczer 100, 1- i 10- oraz 1-, 10- i 100- , odpowiednio dla materiaty
inkubowanego przez 2i 4 h |

i grupy oraz rozcienczeniem
. Kolejno wykonywane posiewy inkubowa¢ w 37°C/24-48h
. Policzyé wyroste kolonie. Wyniki zanotowa¢ w Tabeli 4 |
Dla kazdego z interwatéw czasowych (0, 2 i 4) okreshé liczbe jtk /ml aktwmie}

rosnacej hedowli s (e *1 5T o s e o=

. Plytki oznaczy¢, odpowiednio, symbolem 2 i 4 oraz numerem szczepu, stanowiska '
|
Il
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Czas 1 generacji szczepbéw wzorcowych wyznaczyt wg wzoru:
(t-t5)1g 16

Ig N -lg Ng

gdzie: g = czas 1 generagji,
Ng = liczebno$¢ populacji w punkcie wyjscia to,
N = liczebno$¢ populacji po czasie t (odpowiednio po 2 lub 4 godzinach)
t—-to = czas migdzy jednym a drugim oznaczeniem ( 2 lub 4 h)

Wyniki obliczen zanotowa¢ w tabeli 42

Tabela 42

Odczyt czasu 1 generacji wybranych szczepow testowych w optymalnych warunkach

i A Liczba wyrostych kolonii T |

Szczep | Escherichia coli ' —‘7[_‘S:'t;i£@<locgqcu§ aureus

'Czas inkubacji | | ‘l j !
w 37°C 0h 2h  14h (Oh 2h 4h

Rozcienczenie

= 1 4 -

Whioski:

zaliczenie .. .......



Rys. 21

9.9 mi Bufionu
ediywciego

Rozciefczenle
1100 (107

=~ Rozclenczenie
w 110000 (10

1:100.000 (18" 11000.00010) 1:18.000.000 (107

Inkubacija 2h 37°C (4h)

Rpar odiywezy orm o oym AUarotd2ywezy

(10°)

Roar odiywczy
"

\_ Inkubacia2an3rc  /
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CWICZENIE 33

TEMAT: OZNACZANIE MIANA COLI W MLEKU

Miano jest to najmniejsza ilo§¢ badanego materiatu w ktérej
znajduje sie przynajmniej jeden interesujacy nas drobnoustroj.

Im warto$¢ miana jest wyzsza tym materiat zawiera mniej drobnoustrojéw. Np. miano 1
oznacza ze w 1 jednostce badanego materiatu jest co najmniej jeden drobnoustroj.

Zasada metody:

1.

oL w

Metodg miana oznaczaé mozna obecno$¢ dowolnej grupy drobnoustrojow lub
konkretnego drobnoustroju w badanym materiale . W praktyce metoda miana okresla
sie najczesciej bakterie jelitowe Escherichia coli oraz podobne do tego drobnoustroju
tzw bakterie kolipodobne. Stosuje sie jg takze do okreslania liczby bakterii
Salmonella i gronkowcoéw

W zaleznosci od kierunku oznaczen i wymogow mikrobiologicznych punktem wyjécia
do posiewow jest material wyjSciowy lub jego kolejne rozcienczenia dziesietne.
W przypadku posiewu ilosci wiekszych-rownych od 1g/ml posiewany materiat moze
wymagaé regeneracji przed posiewem (ma to na celu przywrocenie sprawnosci
fizjologicznej uszkodzonym komérkom)

Posiew wykonuje sie w 1 powtorzeniu

Nalezy go wykonac (w przypadku posiewu z rozcienczen) z 3 kolejnych rozcienczen
Posiew w metodzie miana wykonywany jest na podtoze ptynne

Wynik dodatni to zmetnienie podfoza + ewentuaine zmiany dodatkowe widoczne
gotym okiem, takie jak zmiana barwy podtoza, obecno$¢ gazu, itp.

Im wyzsza wartos¢ miana tym mniej drobnoustrojow znajduje
sie w badanym materiale!
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Tabela 43
Przykiady odczytu miana przy posiewie 100 g/ml préby z r62na konfiguracja podpréb

10 16 10 10 [10 10 (10 10 10 10 _Miano {
fe T+ I+ I+ 4+ I+ {+ 1+ 1+ [+ 1 t10 4
T D o (O 0 O O O BN TR
I+ [+ |+ I+ dx I+ [+ 4+ - - [ 122 B
+ [+ T+ 1+ I+ &+ & |- |- [ 144 |
+ [+ ,ff I+ + 0+ [ - - [- [ 166 |
I} [-+ 1+ ,-c-_hg 7;._._"._;{_—,,‘_ ‘[- 20 «':‘
e T+ g+ -0 - - - I- 1 25 |
tofr o b= f> §= b= 1= f= 1 333 {
B EFE G & 1 s
e S O T S [~ 4 1 100

Tabela 44

Przyktady odczytu miana przy réznych wariantach posiewow

10 1 01 0,01 Miano

i+ i+ I+ s To01 |
+ +~,+‘ j-u | 0.1

il o S G 1 .
A [' RO 10 |
o T S > 10
Rys. 22

K

05 ﬁl &E Ecm‘-
inkubacia 37" C 48h

Podiors ENDO
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!EWykonanie ( patrz: Metoda miana - zasada metody):

. Proby mleka inokulowane szczepem wzorcowym E coli

Po 4 probéwki z plynem do rozciericzen (po 9 mi) i
Jatowe pipety [
Probéwki z podiozem BGB i rurkami Durhama

Cieplarka ustawiona na 37°C ’
Dermatograf

Plytki z podiozem Endo [

-

NeooawN

1. Przygotowac kolejne rozciericzenia dziesigtne badanych préb mieka

2. Przeniesé po 1 ml materialu nierozcienczonego oraz po 1 mi z rozciericzen 10', 10°

i 10° do probéwek z podiozem BGB. Probéwki oznakowaé posianym rozciefczeniem

Posiewy inkubowa¢ w 37°C /24-48 h

Qdczytaé wyniki posiewow; wynik dodatni = zmetnienie pogioza, gaz w rurkach

Durhama, zmiana barwy podtoza z zielonej na z6itg

Wynik odczytu zanotowac w tabeli 45

Potwierdzanie wynikéw . material z probéwek z potencjalnie dodatnim wynikiem

(obserwowane wszystkie zmiany lub ktoras z wymienionych zmian) przesia¢ do

pojedynczych kolonii na podioze Endo. Posiewy inkubowaé w 37°C/ 24-48h |

7. Typowe kolonie E.coli na podiozu Endo - ciemnoczerwone z takaz zmiang barwy
podioza pod wzrostem, z metalicznym potyskiem lub rézowe z ciemniejszym centrum

8. Okresli¢é miano coli w mileku; wynikt zanotowaé w tabeli 45

s ST

oo aw

Tabela 45

Miano coli w mieku

= Zmiany widoczne w ~ Wyni

| Posiane SFe. »g?“dlozu BGB  Wynik potwierdzenia Miano
. Rozciesiczenie  zmetni- | A - odczytu = napodiozu = coli

' E | enie ‘J gaz |  barwa Endo : |
‘10-'_“ | f [ | | |
[igrr © e v L il fe B |
L i, el L 7S j )

—— e e )

Whioski:
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CWICZENIE 34

TEMAT: OZNACZANIE MIANA BEZTLENOWYCH LASECZEK
PRZETRWALNIKUJACYCH REDUKUJACYCH
SIARCZANY W PRZYPRAWACH

W przewodach pokarmowych zwierzat i cztowieka oprocz paleczek E coli i pateczek
kolipodobnych wystepuja takze duze ilosci laseczek przetrwalnikujacych, w tym takze
laseczek jadu kietbasianego. Przetrwalniki te obecne sg takze w bardzo duzych ilosciach,
>1x10%g, w przyprawach ktére dodaje sie do wedlin i innych potraw. Stad ich nadmierna
ilo$¢ dyskwalifikuje przyprawy. Ponadto obecno$¢ przetrwalnikow laseczek beztlenowych
w wodzie pitnej wskazuje na zanieczyszczanie katowe ktére miato miejsce w przesziosci,
gdy zanikly juz inne wskazniki zanieczyszczenia katowego jak podwyzszony poziom E.coli

Materiaty:

. Rozne przyprawy dostepne w handlu detalicznym
. Po 6 probowki z plynem do rozciericzen (po 9 ml)

. Jalowe pipety

. Jatowe duze probowki

. Kolbka z jatowym podiozem Wrzoska

. Kolbka z jatowym 2% agarem wodnym

. Cieplarka ustawiona na 37°C, waga laboratoryjna.
. Dermatograf

|
h

‘Wykonanie (patrz: Metoda miana - zasada metody)

Przygotowac kolejne rozcienczenia dziesigtne badanych préb przypraw (p:eprz
majeranek, papryka)

. Przenie$¢ po 1 ml z rozcienczen 10%10°10°,10°10° do jatowych probéwek, zalaé
podiozem, nawarstwic 2-3 cm warstwg agaru wodnego. Probéwki oznakowat:
posianym rozcienczeniem, nr stanowiska i grupy |

. Posiewy inkubowaé w 37°C/ 3 dni
Odczytac wyniki posiewow; wynik dodatni = zaczemienie podioza

. Wynik odczytu zanotowac w tabeli 46

., Potwierdzanie wynikéw

Tabela 46
Miano beztienowych laseczek przetrwalnikujacych redukujacych

!’ przyprawach 2
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H | GWICZENIE 35
? TEMAT: OZNACZANIE NPL BAKTERII Z GRUPY COLI
: W WODZIE
CWICZENIA

METODA NPL (NAJBARDZIEJ PRAWDOPODOBNEJ LICZBY)
Metoda statystyczna

Zasada metody

1. Metodg NPL oznacza¢ mozna liczebno$¢ dowolnej grupy drobnoustrojéw lub
konkretnego drobnoustroju w badanym materiale

2. W zaleznosci od kierunku oznaczen i wymogow mikrobiologicznych punktem wyjscia
do posiewdw jest materiat wyjSciowy lub jego kolejne rozcienczenia dziesigtne.
W przypadku potrzeby prowadzenie badan w kierunku drobnoustrojow
o szczegblnym znaczeniu (np. bakterii chorobotworczych czy wskaznikowych)
posiew moze dotyczy€ ilosci rownych lub wigkszych od 1g/ml. Ponadto posiewany
materiat moze wymagac regeneracji przed posiewem ilosciowym (ma to na celu
przywrocenie sprawnosci fizjologiczne] uszkodzonym komoérkom)

3. Posiew nalezy wykonaé przynajmniej w 2 powtdrzeniach (zwykle sg to 3 lub §
powtorzen)

4. Nalezy go wykona¢ minimum (w przypadku posiewu z rozcienczen) z 3 kolejnych
rozcienczen

5. Posiew w metodzie NPL wykonywany jest na podioze ptynne

6. Wynik dodatni, to zwykle zmetnienie podioza + ewentualne zmiany dodatkowe
widoczne gotym okiem, takie jak zmiana barwy poditoza, obecnosc gazu, itp.

7. Przy odczycie wynikow okresla sie ilos¢ wynikow dodatnich przy posiewie danej iloci
(danego rozciericzenia) na maksymalng ilos¢ mozliwych wynikéw dodatnich (zalezy
to od ilosci powtérzen, np. przy 5 powtérzeniach maksymalna mozliwa ilos¢ wynikow
dodatnich rowna jest 5)

8. Wyniki odczytywane sg ze specjalnych tabel. Wybdr tabeli zalezy od ilosci
zastosowanych powtérzen (patrz: tabela 47, 48)

Tabela 47

NPL mikroorganizméw w jednostce badanego materialu dla wariantu posiewu
w dwéch powtorzeniach
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Tabela 48

NPL mikroorganizméw w jednostce badanego materialu dla wariantu posiewu

w trzech powtérzeniach
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. Préby mieka inokulowane szczepem wzorcowym E.coll

Po 4 probowki z ptynem do rozcienczen (po 9 ml)

. Jalowe pipety

Probowki z podtozem LPB i rurkami Durhama

. Cieplarka ustawiona na 37°C
. Dermatograf

Plytki z podiozem Endo

qukonanie (patrz: metoda NPL. - zasada metody)

. Przygotowac kolejne rozciericzenia dz»esnetne badanych préb wody

Przenies¢ po 1 ml materiatu nierozciericzonego oraz po 1 ml z rozciericzen 10', 107
i 10° do probéwek z podtozem LPB. Posiew wykonaé w 2 powtérzeniach Probéwku
oznakowac posianymi rozcieficzeniami

. Posiewy inkubowaé w 37°C/ 24-48 h i
. Odczyta¢ wyniki posiewow, wynik dodatni = zmetnienie podioza, gaz w rurkach‘

Durhama, zmiana barwy podioza z fioletowej na z6tta

. Wynik odczytu zanotowaé w tabeli 49
. Potwierdzanie wynikéw; materiat z probowek z potencjalnie dodatnim wymklem;

(obserwowane wszystkie zmiany lub ktéras z wymienionych zmian) przesia¢ do'

pojedynczych kolonii na podioze Endo. Posiewy inkubowaé w 37°C /24-48h 1
. Typowe kolonie E.coli na podtozu Endo - ciemnoczerwone z takaz zmiang barwy

podioza pod wzrostem, z metalicznym polyskiem lub rézowe z ciemniejszym centrum |

. Okresli¢ NPL bakterii z grupy coli w wodzie; wyniki zanctowaé w tabeli 49 ;

- ]




Tabela 49

Odczyt NPL bakterii z grupy coli w wodzie
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Whnioski:

inkubacja 31° C 48h
Potwierdzenie na podiozu ENDO
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