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Zakres materiatu (zagadnienia) w ramach wyktaddéw z przedmiotu mikrobiologia
na kierunku chemia kosmetyczna

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.

° Klasyfikacja antybiotykéw i mechanizmy dziatania antybiotykéw. Rodzaje opornosci.

° Mikroflora bakteryjna skory



3 | zaktad Mikrobiologii UJK

Cwiczenie nr 1

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

Czes¢ teoretyczna

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

3 Dezynfekcja i metody dezynfekcji.

4, Definicja podtoza mikrobiologicznego i jego cechy.
5

Podziat podtozy mikrobiologicznych.

Czes¢ praktyczna

1. Przygotowywanie podtozy ptynnych i statych.

2. Sterylizacja podtozy mikrobiologicznych parg wodng pod zwiekszonym cisnieniem
(agar wzbogacony).

3. Sterylne rozlewanie podtoza statego na ptytki Petriego.

Roztozy¢ jatowe szalki Petriego denkiem do dotu wokoét palnika, uchyli¢ wieczko i wlaé ok.

25 ml rozpuszczonego sterylnego agaru wzbogaconego, ewentualnie przepali¢. Odczeka¢ do

zestalenia sie podtoza, po czym odwrdci¢ ptytki denkiem do gory.

Przygotowane podtoza inkubowaé¢ w temperaturze 37°C przez 24 godziny (kontrola

sterylnosci).



4 | zaktad Mikrobiologii UJK

Cwiczenie nr 2

Temat: Techniki posiewéw mikrobiologicznych, metody hodowli, fazy wzrostu hodowli
drobnoustrojow.

Czes¢ teoretyczna

Pojecie i metody otrzymywania czystej kultury.

2. Rodzaje posiewdw i ich rola w mikrobiologii.
3. Typy hodowli drobnoustrojow. Krzywa wzrostu hodowli i jej fazy.
4. Pojecie CFU (jednostek tworzacych kolonie).

Metody liczenia drobnoustrojow.

Czes¢ praktyczna

1. Techniki posiewédw mikrobiologicznych.

° Posiew na bulion wzbogacony

Wyzarzyé eze, ostudzi¢ i pobra¢ na oczko posiewany materiat. Zanurzy¢ oczko ezy w
probowce z bulionem i energicznie potrzasnac.

° Posiew redukcyjny

Wyzarzy¢ eze mikrobiologiczng, wystudzi¢ i pobra¢ na oczko posiewany materiat (nieco
bakterii z hodowli statej). Wykonaé posiew wg omawianego schematu.

. Posiew murawowy metodg ptytek mazanych

Pipetg automatyczng pobra¢ 100 ul rozcieficzonej zawiesiny bakterii, nanies¢ na ptytke z
podtozem statym i dokfadnie rozprowadzi¢ sterylng gtaszczkg po powierzchni ptytki

Wszystkie posiewy inkubowaé w temp. 37°C.
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Cwiczenie nr 3

Temat: Morfologia makro- i mikroskopowa. Struktura komorki bakteryjne;.

Czesc teoretyczna

1. Cechy charakteryzujgce morfologie makroskopowg bakterii

2 Wzrost bakterii na podtozu statym i ptynnym

3 Sposoby barwienia bakterii

4, Rodzaje barwnikéw stosowanych podczas barwienia drobnoustrojéw

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

6. Budowa komorki bakteryjnej i znaczenie jej czesci sktadowych

Czes¢ praktyczna

e Przygotowanie preparatdw mikrobiologicznych.

Przygotowacd szkietko podstawowe (odttusci¢ alkoholem i opali¢ w ptomieniu palnika),
nanie$¢ na nie krople wody destylowanej. Wyzarzong ezg mikrobiologiczng pobraé nieco
bakterii i wykonaé rozmaz (powinien by¢ cienki). Rozmaz utrwali¢ w ptomieniu palnika.

e Barwienie bakterii metodg Grama.

Wysuszony rozmaz bakterii barwi¢ wg procedury:

- 1,5 min. fiolet krystaliczny

- 1,5 min. ptyn Lugola

- sptukac pod wodg biezacg, odbarwié i ponownie sptukaé

- 8sek. fuksyna, po czym preparat sptuka¢ woda

Wszystkie preparaty osuszyé i oglgdaé pod immersjg przy powiekszeniu obiektywu 100x.

Odczyt wynikow

Wykonaj opis morfologii makroskopowej posiewanych bakterii (posiew z poprzedniego
¢wiczenia). Zwrd¢ uwage cechy charakteryzujgce typ wzrostu na podtozu ptynnym i statym.

Wykonaj rysunek obrazu mikroskopowego barwionych bakterii, zalicz je do odpowiedniej

grupy.
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¢wiczenie nr 4

Temat: Analiza mikroflory skory.

Czesc teoretyczna

Pojecie diagnostyki mikrobiologicznej

Komercyjne mikrometody wielotestowe w identyfikacji bakterii

1
2
3. Rola prawidtowej mikroflory cztowieka
4 Drogi infekgji

5

Podstawowe czynniki wirulencji bakterii i ich rola w wywotaniu infekgji

Czes¢ praktyczna

1. Pobranie wymazu z réznych obszaréw skory.

Wymaz wykona¢ sterylng wymazéwka. Wymazéwke zwilzy¢ lekko jatowym roztworem soli
fizjologicznej. Dokfadnie zetrze¢ fragment skory (mozliwie duzy), w taki sposéb aby pobrac
wymaz kazdg strong wymazoéwki. Materiat posiewac na odpowiednie podtoza state:

Agar z krwig — wykrywanie drobnoustrojéw hemolizujgcych

Podtoze Chapmana — wykrywanie i réznicowanie gronkowcow

Podtoze Baird-Parker — wykrywanie Staphylococcus aureus

Podtoze Sabourauda — wykrywanie grzybow drozdzoidalnych

Odczyt wynikow

Oceni¢ wzrost drobnoustrojéw na poszczegdlnych pozywkach. Zwréé uwage czy pojawia sie

strefa hemolizy na podtozu z krwig i czy zachodzi rozktad mannitolu na podtozu Chapmana.
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Cwiczenie nr B

Temat: Analiza mikrobiologiczna kosmetykow.

Czesc teoretyczna

1. Objawy zakazenia produktéw kosmetycznych.

2. Skfadniki produktéw kosmetycznych hamujgce aktywnos¢ drobnoustrojéw.

3. Wskazniki skazenia kosmetykow.

4. Mikrobiologiczne wymagania ilosciowe dla kosmetykéw przeznaczonych dla dzieci i w
okolice oczu oraz dla pozostatych preparatow.

5. Metody badan mikrobiologicznych srodkéw kosmetycznych.

Czes¢ praktyczna

1. Okredlenie catkowitej liczby tlenowych drobnoustrojéw mezofilnych metoda ptytkows.
Na powierzchni jatowej ptytki Petriego z podtozem agarowym (agar wzbogacony) wysia¢ 0,1
ml rozciedczonej prébki odpowiadajacej 0,01 g wyrobu (rozcienczy¢ buforowanym
roztworem chlorku sodu z peptonem o pH 7,0) i rozprowadzi¢ jatowg gtaszczky. Szalki
inkubowa¢ w 30-35°C przez 3 dni w przypadku bakterii, 20-25°C przez 5 dni w przypadku
grzybéw, chyba ze bardziej wiarygodne zliczenia sg osiggalne w krétszym czasie. Nastepnie
policzy¢ liczbe wyhodowanych kolonii i przeliczy¢ liczbe mikroorganizméw na gram lub
mililitr badanego wyrobu.

2. Wykrywanie okreslonych drobnoustrojow bedacych wskaznikami zakazenia produktu
kosmetycznego.

e Pseudomonas aeruginosa — posiew (wg. powyzszej procedury) na podtoze z cetrimidem.
Na podtozu z cetrimidem typowe kolonie P. aeruginosa sg ptaskie, przejrzyste, z6tto-
zielonkawe do niebieskich.

e Staphylococcus aureus — posiew (wg. powyzszej procedury) na podtoze Baird-Parkera.

Na podtozu Baird-Parkera typowe kolonie S. aureus sg czarne, btyszczace, wypukte, otoczone
przejrzystym obszarem, ktéry moze opalizowac.

e Candida albicans — posiew (wg. powyzszej procedury) na podtoze Sabouard-dekstrozowe.
Na podtozu Sabouard-dekstrozowym typowe kolonie C. albicans sg biate do bezowych,

kremowe, wypukte.



8 | zaktad Mikrobiologii UJK

Cwiczenie nr 6

Temat: Przezywalnos¢ bakterii w produktach kosmetycznych.

Czesc teoretyczna

1.  Wptyw detergentdéw na bakterie
2.  Wptyw konserwantdw i zwigzkdw dezynfekujgcych na bakterie

Czes¢ praktyczna

1. Przygotuj zawiesine bakterii E. coli i S. epidermidis w soli fizjologicznej (zawiesina o
zmetnieniu 1 w skali McFarlanda).

2. Przygotuj szereg rozciericzer zawiesiny (do 10®) i wysiej 4 ostatnie (po 100 pl) na
podtoze stafe.

3.  Zaszczep produkty kosmetyczne (odzywka do witoséw w ptynie, ptyn do ptukania ust,
mydto w ptynie) przygotowang zawiesing w proporcji 1:50.

Odczyt wynikow

Ocen przezywalno$¢ bakterii w produktach kosmetycznych. W tym celu wykonaj posiew tych

preparatéw na pozywki mikrobiologiczne.
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Cwiczenie nr 7

Temat: Analiza mikrobiologiczna produktéw kosmetycznych.

Czesc teoretyczna

1. Objawy zakazenia produktéw kosmetycznych.

2. Skfadniki produktéw kosmetycznych hamujgce aktywnos¢ drobnoustrojéw.

3. Wskazniki skazenia kosmetykow.

4. Mikrobiologiczne wymagania ilosciowe dla kosmetykéw przeznaczonych dla dzieci i w
okolice oczu oraz dla pozostatych preparatow.

5. Metody badan mikrobiologicznych srodkéw kosmetycznych.

Czes¢ praktyczna

1. Okredlenie catkowitej liczby tlenowych drobnoustrojéw mezofilnych metoda ptytkows.

Na powierzchni jatowej ptytki Petriego z podtozem agarowym (agar wzbogacony) wysiac¢ 0,1

ml rozcieficzonej probki odpowiadajgcej 0,01 g wyrobu (rozciefczy¢ buforowanym

roztworem chlorku sodu z peptonem o pH 7,0) i rozprowadzié jatowg gtaszczky. Szalki

inkubowac¢ w 30-35°C przez 3 dni w przypadku bakterii, 20-25°C przez 5 dni w przypadku

grzybéw, chyba ze bardziej wiarygodne zliczenia sg osiggalne w krotszym czasie. Nastepnie

policzy¢ liczbe wyhodowanych kolonii i przeliczy¢ liczbe mikroorganizméw na gram lub

mililitr badanego wyrobu.

2. Wykrywanie okreslonych drobnoustrojow bedgcych wskaznikami zakazenia produktu

kosmetycznego.

° Pseudomonas aeruginosa — posiew (wg. powyzszej procedury) na podtoze z
cetrimidem.

Na podtozu z cetrimidem typowe kolonie P. aeruginosa sg ptaskie, przejrzyste, z6tto-

zielonkawe do niebieskich.

° Staphylococcus aureus — posiew (wg. powyzszej procedury) na podtoze Baird-Parkera.

Na podtozu Baird-Parkera typowe kolonie S. aureus sg czarne, btyszczace, wypukte, otoczone

przejrzystym obszarem, ktéry moze opalizowac.

° Candida albicans — posiew (wg. powyzszej procedury) na podtoze Sabouard-
dekstrozowe.

Na podtozu Sabouard-dekstrozowym typowe kolonie C. albicans sg biate do bezowych,

kremowe, wypukte.



