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Organizacja zajec laboratoryjnych (¢wiczen) z przedmiotu mikrobiologia

Na zajecia laboratoryjne z przedmiotu mikrobiologia realizowanego dla kierunku biologia
sktadajg sie trzy bloki tematyczne:

— Podstawy hodowli i analizy bakterii

— Podstawy biochemii bakterii

— Wptyw czynnikéw fizycznych i chemicznych na bakterie

B4 —Podstawy mikrobiologii Srodowiskowej

Przepisy BHP obowigzujgce w laboratorium mikrobiologicznym. Metody sterylizacji i
C1
dezynfekcji. Podtoza mikrobiologiczne.

C2 Techniki posiewdw mikrobiologicznych, metody hodowli i liczenia drobnoustrojéw

C3 Morfologia makroskopowa. Barwienie bakterii (czes¢ 1)

c4 Barwienie bakterii (czes¢ 2)

C5 Wykrywanie wtasciwosci biochemicznych bakterii

(&3] Metabolizm energetyczny bakterii

c7 Wptyw czynnikdéw fizycznych na bakterie

Cc8 Oznaczanie lekowrazliwosci bakterii (czes¢ 1)

9 Oznaczanie lekowrazliwosci bakterii (czes¢ 2)

C10 | Analiza mikrobiologiczna powietrza

C11 | Analiza mikrobiologiczna wody

C12 | Analiza mikrobiologiczna gleby

C13 | Kolokwium z wiedzy praktycznej

C14 | Kolokwium z wiedzy teoretycznej

Na zajeciach ésmych (C8) kolokwium z wiedzy teoretycznej z zakresu materiatu
realizowanego w ramach blokéw B1 i B2
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Zakres materiatu (zagadnienia) w ramach wyktaddéw z przedmiotu mikrobiologia
na kierunku biologia

Historia odkry¢ w dziedzinie mikrobiologii.
° Klasyfikacja nauk mikrobiologicznych.
. Budowa komarki bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych
° Budowa sciany komérkowej grzybow
° Wybrane czynniki chorobotwdrczosci bakterii Gram+ i Gram-
° Budowa i klasyfikacja wirusow.
° Cykl lityczny i lizogenny bakteriofagdw. Fagoterapia — wady i zalety
. Metabolizm bakterii chemolitotroficznych.
° Metabolizm bakterii chemoorganotroficznych.
° Organizacja genomoéw bakterii, przekazywanie informacji genetycznej.
° Charakterystyka wybranych metod serologiczny i genetycznymi stosowanych w
diagnostyce mikrobiologicznej
° Patomechanizm wybranych choréb o podtozu bakteryjnych, rola:
e Helicobacter pylori
e Pseudomonas aeruginosa
e  Staphylococcus aureus
° Klasyfikacja antybiotykéw i mechanizmy dziatania antybiotykéw. Rodzaje opornosci.

° Przeglad nowych terapii przeciwbakteryjnych i przeciwgrzybiczych
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Cwiczenie nr 1

Temat: Przepisy BHP obowigzujagce w laboratorium mikrobiologicznym. Metody sterylizacji i
dezynfekcji. Podtoza mikrobiologiczne.

Zagadnienia teoretyczne

Metody sterylizacji i ich znaczenie w mikrobiologii.
Sterylizacja a pasteryzacja.

Dezynfekcja i metody dezynfekc;ji.

Definicja podtoza mikrobiologicznego i jego cechy.
Podziat podtozy mikrobiologicznych.

vk wN R

Wykonanie ¢wiczenia

1. Sterylne przygotowanie probowek z podfozem ptynnym (bulion wzbogacony)

Pipetg automatyczng pobrac 5 ml jatowego bulionu wzbogaconego. Odkorkowac sterylng probdéwke,
opali¢ jej ujscie w ptomieniu palnika a nastepnie wla¢ bulion wzbogacony do wnetrza, ujscie
probdéwki ponownie opali¢ i zakorkowad.

2. Sterylne przygotowanie probdéwek z podtozem statym (skos Kliglera)

Rozpuscié¢ jatowe podtoze Kliglera. Pipetg automatyczng pobracé 8 ml pozywki i przeniesé¢ do probowki
w sposéb opisany w punkcie 2. Po zakorkowaniu, probowke utozyé pod katem i odczekaé do
zakrzepniecia sie podtoza.

3. Przygotowanie ptytek z podfozem statym (agar wzbogacony)

Roztozy¢ jatowe szalki Petriego denkiem do dotu. Doktadnie rozmieszaé pozywke wyjatowiong w
autoklawie, wyjg¢ korek i opali¢ ujscie kolby. Uchylajgc wieczka szalki Petriego wla¢ ok. 25 ml podtoza
(tak, aby pozywka catkowicie zakryta dno szalki a jej grubos¢ wynosita ok. 5 mm), ewentualnie
przepali¢ (jesli pojawig sie bable). Odczekaé¢ do zestalenia sie poditoza, po czym odwrdci¢ ptytki
denkiem do gory.

Pismiennictwo
Rozalski A, Cwiczenia z mikrobiologii ogdlnej: cze$¢ | teoretyczna. wydanie |l rozdziaty 3, 4, 5
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Cwiczenie nr 2

Temat: Techniki posiewdw mikrobiologicznych, metody hodowli i liczenia drobnoustrojow

Czes¢ teoretyczna

Pojecie czystej kultury

Metody otrzymywania czystych kultur
Rodzaje posiewdw i ich rola w mikrobiologii
Typy hodowli drobnoustrojow

Krzywa wzrostu hodowli i jej fazy

Pojecie CFU (jednostek tworzacych kolonie)

ok wnNnE

Wykonanie ¢wiczenia

1. Posiew na bulion wzbogacony

Wyzarzy¢ eze, ostudzic¢ i pobrac na oczko posiewany materiat (pobrac nieco bakterii z hodowli statej).
Odkorkowac¢ probowke z jatowym bulionem wzbogaconym, opali¢ jej ujscie w ptomieniu palnika a
nastepnie zanurzy¢ oczko ezy w pozywece i energicznie potrzasnac

2. Posiew rysowy na skos agarowy (skos Kliglera)

Wyzarzy¢ eze, wystudzié i pobraé¢ na oczko posiewany materiat. Wykona¢ posiew wg omawianego
schematu

3. Posiew redukcyjny

Wyzarzy¢ eze mikrobiologiczng, wystudzi¢ i pobra¢ na oczko posiewany materiat. Wykonaé¢ posiew
wg omawianego schematu.

4. Metoda seryjnych rozciericzen i ptytek mazanych — liczenie drobnoustrojow

Pobra¢ wyzarzong i ostudzong ezg pojedynczg kolonie i zawiesi¢ w 10 ml bulionu wzbogaconego.
Przygotowad szereg rozcieiczen powyzej hodowli wedtug omawianego schematu w probdéwkach
typu ependorff Pipetg automatyczng pobra¢ 100 ul zawiesiny bakterii w jatowej soli fizjologicznej,
nanie$¢ na ptytke z podtozem statym i doktadnie rozprowadzi¢ sterylng gtaszczkg po powierzchni
ptytki.

Wszystkie posiewy inkubowac w temperaturze 37°C przez 24 godziny.

Pismiennictwo
Rozalski A, Cwiczenia z mikrobiologii ogdlnej: cze$¢ | teoretyczna. wydanie Il rozdziat 8
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Cwiczenie nr 3

Temat: Morfologia makroskopowa. Barwienie bakterii (czes¢ 1)

Czes¢ teoretyczna

Cechy charakteryzujgce morfologie makroskopowg bakterii

Wzrost bakterii na podtozu statym i ptynnym

Sposoby barwienia bakterii

Rodzaje barwnikéw stosowanych podczas barwienia drobnoustrojéow

Pojecie zdolnosci rozdzielczej i apertury numerycznej oraz rola olejku immersyjnego w
mikroskopii bakterii

ukwnN e

Wykonanie ¢wiczenia
1. Obliczenie ilosci bakterii (cfu/ml) na podstawie odczytu wynikéw z éwiczenia nr. 2
2. Przygotowanie preparatow mikrobiologicznych
Przygotuj szkietko podstawowe (odttusci¢ alkoholem i opali¢ w ptomieniu palnika), nanie$ na nie
krople wody destylowanej. Wyzarzong ezg mikrobiologiczng pobierz nieco bakterii i wykonaj rozmaz
(powinien by¢ cienki). Rozmaz utrwal w ptomieniu palnika
3. Barwienie pozytywne
a. Pokryj utrwalony rozmaz fuksyna lub fioletem krystalicznym
b. Inkubuj2 min.
c. Sptucz woda destylowang, osusz w bibule
d. Obserwuj pod immersjg przy powiekszeniu obiektywu 100x
4. Barwienie negatywne

a. Nanies$ na szkietko krople nigrozyny (ok. 1 cm od krawedzi szkietka)

b. Pobierz odrobine bakterii z wyjSciowej hodowli

c. Dokfadnie wymieszaj pobrane bakterie w nigrozynie

d. Rozprowadz zawiesine po powierzchni uzywajgc drugiego szkietka

e. Zaczekaj az szkietko wyschnie

f. Obserwuj pod immersjg przy powiekszeniu obiektywu 100x
PiSmiennictwo

Rézalski A, Cwiczenia z mikrobiologii ogdlnej: czeéé | teoretyczna. wydanie Il rozdziat 6, 7

[N\ To = TR
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¢wiczenie nr 4

Temat: Barwienie bakterii (czes¢ 2)

Zagadnienia teoretyczne
1. Budowa komérki bakteryjnej i znaczenie jej czesci sktadowych
2. Budowa i synteza peptydoglikanu oraz jego znaczenie w barwieniu metodg Grama

Wykonanie ¢wiczenia
1. Przygotowanie preparatow mikrobiologicznych
Przygotowad szkietko podstawowe (odttusci¢ alkoholem i opali¢ w ptomieniu palnika), nanie$¢ na nie
krople wody destylowanej. Wyzarzong ezg mikrobiologiczng pobraé nieco bakterii i wykona¢ rozmaz
(powinien by¢ cienki). Rozmaz utrwali¢ w ptomieniu palnika.
2. Barwienie bakterii metodq Grama
Wysuszony rozmaz bakterii barwi¢ wg procedury:

a. 1,5 min. fiolet krystaliczny

b. 1,5 min. ptyn Lugola

c. sptukaé pod wodg biezgca, odbarwié i ponownie sptukaé

d. 8sek. fuksyna, po czym preparat sptuka¢ woda
3. Barwienie przetrwalnikow metodq Schaeffera-Fultona w modyfikacji Writza
Wysuszony rozmaz bakterii barwi¢ wg procedury:

a. na szkietko nanies¢ zieleA malachitowa i ogrzewa¢ w ptomieniu palnika do momentu

ukazania sie 3 — 4 opardéw, odczekac az szkietko wystygnie
. sptukac barwnik pod biezgcg woda
c. dobarwié¢ fuksyna (ok 10 sek.)

Wszystkie preparaty osuszy¢ i oglagdac pod immersjg przy powiekszeniu obiektywu 100x.

PiSmiennictwo
Rézalski A, Cwiczenia z mikrobiologii ogdlnej: cze$é | teoretyczna. wydanie Il rozdziat 6, 7
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Cwiczenie nr D
Temat: Wykrywanie witasciwosci biochemicznych bakterii

Zagadnienia teoretyczne

1. Podziat drobnoustrojow ze wzgledu na sposoby odzywiania sie i zdobywania energii

2. Witasciwosci bakterii: glikolityczne, proteolityczne, glikolityczna, utleniajgco-redukcyjne i inne
3. Praktyczne wykorzystanie wtasciwosci biochemicznych drobnoustrojéow

Wykonanie ¢wiczenia

1. Wykrywanie wtasciwosci glikolitycznych (inkubacja 24 godz.)

Posiew ktuty bakterii na podtoze Kliglera

2. Wykrywanie wtasciwosci proteolitycznych (inkubacja 24 godz.)

Posiew redukcyjny na podtoze z dodatkiem 10% odttuszczonego mleka

3. Wykrywanie wtasciwosci lipolitycznych (inkubacja 4 dni)

Posiew na podfoze state z dodatkiem Tween 80

4. Wykrywanie witasciwosci utleniajgco-redukcyjne (obecnosé katalazy)

Na denko szalki Petriego nanies¢ krople wody utlenionej, do kropli doda¢ ezg odrobine bakterii

Odczyt wynikéw
1. Wykrywanie witasciwosci glikolitycznych
Odczyt z podtoza Kliglera:

rozktad glukozy — 26tty stupek; rozktad glukozy i laktozy — zazétcenie catego podtoza; brak rozktadu

cukréw — nie zmieniona barwa podtoza (czerwone) — rozktad aminokwasow z peptonu (wtasciwosci
proteolityczne, wtdrna alkalizacja podtoza); wytwarzanie H,S — zaczernienie podtoza; gazowanie
porozrywanie podtoza przez pecherzyki gazu

Odczyt z podtoza z dodatkiem mannitolu:

2. Wykrywanie wtasciwosci proteolitycznych

rozktad biatek mleka (kazeina) — strefa przejasnienia wokdt kolonii bakterii

3. Wykrywanie wtasciwosci lipolitycznych

rozktad Tween 80 — strefa wytrgconego wapnia (,,mydto wapniowe”)

4. Wykrywanie wiasciwosci utleniajgco-redukcyjne

obecnos¢ katalazy — pojawienie sie pecherzykdw gazu (tlen)

Wyniki umiesci¢ w tabeli.

Wiasciwosci
. Glikolityczne Proteolityczne
Drobnoustroj ) Lipolityczne | Oksydo-redukcyjne
Glukoza | Laktoza H,S | Gaz | Pepton | Kazeina
+ reakcja dodatnia, - brak reakcji

Pismiennictwo
Rozalski A, Cwiczenia z mikrobiologii ogdlnej: czes¢ | teoretyczna. wydanie Il rozdziat 15
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Cwiczenie nr 6

Temat: Metabolizm energetyczny bakterii

Zagadnienia teoretyczne

Znaczenie termindw: metabolizm, katabolizm, anabolizm

Podziat bakterii ze wzgledu na sposoby pozyskiwania energii.
Fermentacja — przebieg i znaczenie.

Oddychanie — przebieg i znaczenie.

Przebieg i znaczenie glikolizy (szlak Embdena-Meyerhofa-Parnasa)

ukwnN e

Wykonanie ¢wiczenia

1. Okreslenie stosunku bakterii do tlenu

Sporzadzi¢ zawiesine bakterii w soli fizjologicznej (zawiesina o gestosci 1 w skali McFarlanda).

Podtoza ptynne 1i 2 (1 — bulion odzywczy z dodatkiem 0,5% glukozy - wysoki stup podtoza; 2 — bulion

odzywczy - niski stup podtoza) zaszczepi¢ zawiesing bakterii.

Uwaga! Przed posiewem probowki z wysokimi stupami podtoza nalezy zagrzaé we wrzacej tazni

wodnej, a nastepnie szybko schiodzic.

Po posiewie — wysoki stup podtoza zalaé¢ 1 ml jatowe] parafiny, aby uniemozliwi¢ dostep powietrza.

2. Okreslenie sposobu metabolizowania glukozy

Wykonaé posiew ktuty na dwie probéwki z podtozem Hugh-Leifsona a nastepnie jedng z nich

nawarstwi¢ 1 ml parafiny.

3. Okreslenie zdolnosci bakterii do oddychania azotanowego (metabolizowania azotanu (V) do
azotanu (1))

Podtoze ptynne z azotanem sodu zaszczepi¢ 200 ul zawiesiny bakterii. Podtoze nawarstwi¢ 1 ml

parafiny.

Odczyt wynikéw

1. Okreslenie stosunku bakterii do tlenu

Obserwowac wzrost lub jego brak w poszczegdlnych probdéwkach. Okresli¢ czy badane bakterie s3
mikroorganizmami tlenowymi czy beztlenowymi.

2. Okreslenie sposobu metabolizowania glukozy

Okresdl typ rozktadu cukrow przez szczepy bakterii, na podstawie obserwacji hodowli na pozywce
Hugh-Leifsona. Rozktad cukréw w podtozu powoduje wytworzenie kwasu. Zakwaszenie podtoza
powoduje natomiast odbarwienie btekitu bromotymolowego zawartego w podtozu. W jednej
probéwce podtoze jest pokryte parafing — w probdwce panujg warunki beztlenowe; w drugiej (bez
parafiny) — tlenowe. Jezeli badany organizm utlenia glukoze bedzie produkowaé kwas tylko w
otwartej probéwece (bez parafiny). Jesli przeprowadza fermentacje bedzie produkowaé kwas zaréwno
w probdéwce z podtozem pokrytym parafing jak i w probdwce bez parafiny.

3. Okreslenie zdolnosci bakterii do oddychania azotanowego

Do probowki dodaj kilka kropel odczynnika Griessa (roztwér kwasu sulfanilowego i a-naftyloaminy w
kwasie octowym). Czerwone lub rézowe zabarwienie $wiadczy o reakcji dodatniej (obecnos¢ azotanu
() a tym samym o wykorzystywaniu azotandéw jako akceptora elektronéw. Wynik ujemny
potwierdzi¢ dodajgc do probek szczypte pytku cynkowego. Pojawienie sie rézowego lub czerwonego
zabarwienia $wiadczy o obecnosci nieroztozonych azotandw. Brak zabarwienia swiadczy o wyniku
dodatnim.

PiSmiennictwo
Rozalski A, Cwiczenia z mikrobiologii ogdlnej: czes¢ | teoretyczna. wydanie Il rozdziat 15
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Cwiczenie nr 7

Temat: Wptyw czynnikdw fizycznych na bakterie

Zagadnienia teoretyczne

1. Pojecie tolerancji na zmiany warunkdéw wzrostu i zakresy tolerancji

2. Wptyw pH, cisnienia osmotycznego, temperatury, promieniowania UV na drobnoustroje

3. Psychrofile, psychrotrofy, mezofile, termofile i hipertermofile; alkalofile, neutrofile i acydofile

4. Sposoby reagowania drobnoustrojow na niekorzystnych warunki wzrostu: biatka CSP i HSP,
krioprotektanty, biatka przeciwzamarzaniowe, sposoby zachowania ptynnosci bton biologicznych.
Fotoreaktywacja, system SOS

6. Mozliwosci przystosowawcze drobnoustrojow

i

Wykonanie ¢wiczenia

1. Wplyw temperatury na drobnoustroje. Posiew E. coli, B. subtilis, S. lutea i S. epidermidis na 3
podtoza bulionowe i inkubacja 30-minutowa w temperaturze: - 20°C, 55°C, 100°C; nastepnie
inkubacja 24-godzinna w 37°C.

2. Wptyw promieniowania UV na drobnoustroje. Posiew E. coli i S. epidermidis na ptytki z podtozem
statym (posiew na ,,murawe”) i naswietlanie 1 i 30 minut UV po nakryciu krazkiem z otworami;
inkubacja 24-godzinna w temperaturze 37°C.

3. Wptyw pH na drobnoustroje. Posiew ww. bakterii na podtoza bulionowe o pH: 2, 5, 10.

Odczyt wynikow
1. Uzupetnij tabele.

Drobnoustrgj Temperatura (°C) uv pH
=20 55 100 1 min 30 min 2 5 10
E. coli
S. lutea
B. subtilis
S. epidermidis

PiSmiennictwo
Rézalski A, Cwiczenia z mikrobiologii ogdlnej: cze$¢ | teoretyczna. wydanie Il rozdziat 16
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Cwiczenie nr 8

Temat: Oznaczanie lekowrazliwosci bakterii (czes¢ 1)

Zagadnienia teoretyczne

Klasy antybiotykéw

Mechanizmy dziatania antybiotykdw z réznych grup

Mechanizmy opornosci bakterii na antybiotyki z réznych grup

Antybiotyki a chemioterapeutyki

Niebezpieczenistwa zwigzane z narastaniem opornosci na preparaty przeciwbakteryjne (szczepy
wielolekooporne — MDR, gronkowce MRSA, enterokoki VRE, pratki gruzlicy XDR)

ukwnN e

Wykonanie ¢wiczenia

1. Wykonanie antybiogramu

W jatowe] soli fizjologicznej sporzadzi¢ zawiesine badanych bakterii, tak aby uzyska¢ zmetnienie
réwne 1° w skali McFarlanda. Nastepnie nanie$¢ 100 pl zawiesiny na powierzchnie statego podfoza
Mueller-Hintona i za pomocg wyjatowionej gtaszczki rozprowadzi¢ zawiesine doktadnie i jednolicie na
powierzchni pozywki. Po inokulacji (po wyschnieciu zawiesiny ale nie pdzniej niz 15 min. od posiewu)
umiesci¢ na powierzchni podtoza krazki nasgczone antybiotykami/chemioterapeutykami i lekko je
docisngé. Nalezy zwréci¢ uwage, zeby kazdy krgzek miat zapewniony dobry kontakt z agarem i zeby
odlegto$¢ miedzy poszczegdlnymi krgzkami byta nie mniejsza niz 2 cm.

Posiewy inkubowac przez 24 h w temp. 37°C.

Odczyt wynikdéw

Zmierzy¢ wielko$¢ srednicy strefy zahamowania wzrostu wokét krgzka nasyconego antybiotykiem.
Jest to miara wrazliwosci badanego szczepu na dany antybiotyk. Oceny wrazliwosci dokonuje sie
wedtug norm NCCLS M2-A7 ze stycznia 2000r. lub wedtug standardéw EUCAST.

antybiotyk/chemioterapeutyk

Gatunek bakterii

PiSmiennictwo
Rozalski A, Cwiczenia z mikrobiologii ogdlnej: czes¢ | teoretyczna. wydanie Il rozdziat 18
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Cwiczenie nr 9

Temat: Oznaczanie lekowrazliwosci bakterii (czesc¢ 2)

Zagadnienia teoretyczne

1. Pojecie MICi MBC

2. Efekt bakteriobdjczy i bakteriostatyczny antybiotykéw
3. Antybiotyki naturalne, potsyntetyczne i syntetyczne

Wykonanie éwiczenia

1. Przygotowanie szeregu rozciericzen antybiotyku

W 96 dotkowej ptytce titracyjnej przygotowac szereg rozcienczen antybiotyku w podtozu LB (metoda
seryjnych rozcienczen) wedtug schematu:

80 pl 80 pul 80 pl 80 ul 80 ul 80 pl 80 ul

NN N TN N

D3 D4 D5 D6 D7 D8 (K)

Do szeregu rozcieiczenn antybiotyku dodaé 20 pl hodowli ptynnej bakterii. Zmierzy¢ absorbancje
przed i po 24 h inkubacji w temp. 372C przy dtugosci fali 600 nm.

Odczyt wynikéw
Uzupetni¢ wykres — sporzadzi¢ dwie krzywe tj. pomiar przed i po 24 h inkubacji

A

1.2
1.0
0.8
0.6
0.4

Absorbancja

0.2

0.0 >
0 7 15 30 60 120 250 500 1000

stezenie antybiotyku [ug/mi]

PiSmiennictwo
Rozalski A, Cwiczenia z mikrobiologii ogdlnej: czes¢ | teoretyczna. wydanie Il rozdziat 18
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Cwiczenie nr 10

Temat: Analiza mikrobiologiczna powietrza

Czes$c¢ teoretyczna

ok wnNnE

Powietrze jako srodowisko bytowania drobnoustrojéw.

Czynniki wptywajgce na liczbe drobnoustrojéw w powietrzu.

Charakterystyka mikroorganizméw wystepujacych w powietrzu.

Sposoby rozprzestrzeniania sie drobnoustrojéw w powietrzu.

Znaczenie mikroorganizméw bytujgcych w powietrzu szpitali, aptek.

Charakterystyka metod mikrobiologicznego badania powietrza — met. sedymentacyjna, met.
zderzeniowa (wolumetryczna).

Wykonanie ¢wiczenia

1

Badanie mikrobiologiczne powietrza metodq sedymentacyjng (PN-89-Z-04111/02; PN-89-Z-
04008/08)

Oznaczanie ogolnej liczby bakterii — otwarte ptytki z agarem wzbogaconym eksponowac 10
minut w wybranych stanowiskach na wysokosci ok. 150 cm, nastepnie zamkng¢ i inkubowa¢ 24 h
w temp. 37°C.

Wykrywanie obecnosci gronkowcdw mannitolo-dodatnich - otwarte ptytki z podtozem
Chapmana eksponowaé 30 minut w wybranych stanowiskach na wysokosci ok. 150 cm,
nastepnie zamkngé i inkubowac 24 — 48 h w temp. 37°C.

Wykrywanie obecnosci Pseudomonas fluorescens — otwarte ptytki z podtozem
King B eksponowac 30 minut w wybranych stanowiskach na wysokosci ok. 150 cm, nastepnie
zamknac i inkubowac 48 h w temp. 26°C.

Oznaczanie liczby grzybéw mikroskopowych na podtozu Sabourauda z chloramfenikolem (PN-89-
Z-04111/03) — otwarte ptytki z podtozem eksponowaé 10 minut w wybranych stanowiskach na
wysokosci ok. 150 cm, zamkna¢ i inkubowac co najmniej 3 doby (jesli nie obserwuje sie wzrostu,
przedtuzy¢ czas inkubacji do 7 dni) w temp. 26°C.

Policzy¢ ilos¢ kolonii bakterii na podtozach a nastepnie przeliczy¢ wg wzoru:

B IMxr®x0,2xt

ax10? _
gdzie:

A — liczba bakterii /grzybéw mikroskopowych w 1m?® powietrza atmosferycznego,
a — $rednia liczba kolonii na ptytkach Petriego,

TT x r* — powierzchnia ptytki Petriego (cm?),

t — czas ekspozycji (min.),

0,2 — wspotczynnik przeliczeniowy czasu ekspozycji.

llos¢ bakterii na podtozu
Agar wzbogacony Chapmana King B Sabourauda

Stanowisko
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Ocene stopnia zanieczyszczenia powietrza atmosferycznego nalezy przeprowadzi¢ wg tablic

Tabela 1. wg normy nr PN-89-7-04111/02

Ogdlna liczba Liczba gronkowcow Stopien zanieczyszczenia powietrza
bakterii mannitolo-dodatnich atmosferycznego
ponizej 1000 brak niezanieczyszczone
1000 - 3000 25 i ponizej Srednio zanieczyszczone
powyzej 3000 powyzej 25 silnie zanieczyszczone

Tabela 2. wg normy nr PN-89-2-04111/03
Ogélna liczba grzybéw w 1 m®
powietrza atmosferycznego

Stopien zanieczyszczenia powietrza atmosferycznego

przecietnie czyste powietrze atmosferyczne, zwtaszcza w okresie
pdZnowiosennym i wczesnojesiennym

zanieczyszczenie  mogace  negatywnie  oddziatywa¢ na
Srodowisko naturalne cztowieka

od 3000 + 5000

powyzej 5000 do 10 000

powyzej 10 000 zanieczyszczenie zagrazajace srodowisku naturalnemu cztowieka

PiSmiennictwo
Rézalski A, Cwiczenia z mikrobiologii ogdlnej: cze$é | teoretyczna. wydanie Il rozdziat 24.3
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¢wiczenienr 11

Temat: Analiza mikrobiologiczna wody

Zagadnienia teoretyczne

Czynniki determinujgce rozwéj drobnoustrojow w srodowisku wodnym
Procesy zachodzgce w zbiornikach wodnych

Drobnoustroje charakterystyczne dla zbiornikdw wodnych

Bakterie allochtoniczne zbiornikdw wodnych

Zasady analizy sanitarnej wody

ukwnN e

Wykonanie ¢wiczenia

1. Oznaczanie ogdlnej liczby bakterii mezofilnych i psychrofilnych w 1 ml wody wodociggowej i
rzecznej/studziennej

Wykona¢ posiew badanych wéd metodg ptytek lanych.

Na dwie sterylne szalki Petriego (na denko) nala¢ pipetg automatyczng 1 ml badanej wody i zalac¢

rozpuszczonym i ochtodzonym do ok. 50°C agarem wzbogaconym, odczekaé do zastygniecia i

odwrdcic. Posiewy inkubowaé 72h w temp. 37°C (jedna ptytka — barterie mezofilne) i 3 dni w temp.

26°C (druga ptytka — bakterie psychrofilne).

2. Oznaczanie wskaznika zanieczyszczenia wody bakteriami grupy coli metodq filtrow
membranowych (FM) wg PN-75/C-04615.06.

Wyjatowiong pesetg przeniesé sterylny filtr na porowatg ptytke aparatu filtracyjnego, zatozy¢ lejek i

wla¢ odpowiednig objetos¢ badanej wody, witaczyé pompe prdézniowa i otworzyé kran aparatu

filtracyjnego. Po przesaczeniu prébki wody sptukaé¢ doktadnie $ciany lejka buforowang jatowg wodg

(okoto 20 ml), wytaczy¢ préznie i zdjaé lejek. Filtr przenies¢ jatowo na ptytke Endo i potozy¢ go

powierzchnig filtracyjng ku gorze; filtr powinien szczelnie przylega¢ do powierzchni podtoza,

inkubowa¢ w temp. 37°C przez 20+2 godziny, jesli stwierdza sie brak wzrostu po 20 godz., ptytki

pozostawic¢ w cieplarce na nastepne 24 godziny

Odczyt wynikéw
1. Oznaczanie ogdlnej liczby bakterii w 1 ml wody wodociggowej i rzecznej/studziennej.
Policzy¢ ilos¢ kolonii wyrostych na podtozu, a wybrane zabarwi¢ metodg Grama.
2. Oznaczanie wskaznika coli metodg filtrow membranowych.
Liczba wyrostych na filtrze typowych kolonii okreslana jest wskaznikiem coli (X), ktéry oblicza sie wg

a«100
\Y

gdzie: a - liczba typowych kolonii, V — objetos¢ przesgczonej prébki w ml.

nastepujgcego wzoru: X =

PiSmiennictwo
Rézalski A, Cwiczenia z mikrobiologii ogdlnej: cze$é | teoretyczna. wydanie Il rozdziat 24.2
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Cwiczenie nr 12
Temat: Analiza mikrobiologiczna gleby

Zagadnienia teoretyczne

Gleba jako srodowisko bytowania drobnoustrojow
Rola i znaczenie bakterii wystepujacych w glebie
Czynniki wptywajgce na ilo$¢ mikroflory glebowej
Cechy charakterystyczne bakterii glebowych
Krazenie azotu w przyrodzie

Symbioza bakterii z roslinami motylkowymi
Promieniowce (Actinomycetales)

NouswnN e

Wykonanie ¢wiczenia

1. Oznaczanie ogdlnej liczby bakterii w glebie

Odwazy¢ po 50g kazdej z badanych rodzajéw gleby i przeniesé¢ do kolb z jatowg wodg destylowang
(rozcieficzenie 10'), zawiesine gleb wytrzasa¢ ok. 5 min. a nastepnie odczeka¢ do opadniecia
wiekszych czastek. Wykona¢ rozcieficzenia 107, 102, 10, 10, 10%; z trzech ostatnich wyla¢ po 1 ml
na denka pftytek Petriego a nastepnie zala¢ podtozem statym, z glukozg i kazeinianem sodu,
rozpuszczonym i ochtodzonym do ok. 50°C. Inkubowac 3 dni w temp. 25°C.

2.  Wykrywanie w glebie obecnosci promieniowcdéw

Z wykonanych rozcieiczen wyla¢ po 1 ml na denka ptytek Petriego a nastepnie zala¢ podtozem
statym LB rozcieficzonym 100- i 1000-krotnie, odczekaé do zestalenia sie pozywki i inkubowac 3 dni w
temp. 25°C.

Odczyt wynikéw
Policzy¢ ilo$¢ kolonii bakterii wyrostych z kazdego rodzaju gleby, metodg Grama zabarwi¢ wybrane
kolonie. Uzupetni¢ tabele

Prébka gleby
Rozc. 10° Rozc. 10 Rozc. 10° >0g gleby

Okresli¢ wystepowanie promieniowcéw na podstawie ich charakterystycznych cech morfologicznych.

PiSmiennictwo
Rézalski A, Cwiczenia z mikrobiologii ogélnej: cze$¢ | teoretyczna. wydanie Il rozdziat 24.1
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