Zaktad Mikrobiologii UJK

Instytut Biologii

Instrukcje do ¢wiczen oraz zakres materiatu
realizowanego na wyktadach z przedmiotu
Mikrobiologia medyczna
na kierunku
biologia



Zaktad Mikrobiologii UJK

Zakres materiatu do egzaminu z przedmiotu mikrobiologia medyczna na

1.

10.

11.
12.

13.

kierunku: biologia

Endotoksyna: budowa lipo polisacharydu bakteryjnego, produkcja czynnikéw
prozapalnych zalezna od receptordéw tlrd/md2/cd14.

Charakterystyka wybranych egzotoksyn: enterotoksyny, hemolizyny, koagulaza,
eksfoliatyna (toksyna epidernonekrotyczna), leukocydyna, hialuronidaza,
fibrynolizyna, penicylinaza.

Mechanizmy dziatania antybiotykdéw, a opornosé (opornosé¢ wrodzona, nabyta,
krzyzowa, rownolegta), horyzontalny transfer genéw

Pojecia: MDR, XDR, PDR

Fagoterapia (budowa bakteriofagow, cykl lityczny fagéw, wady i zalety zastosowania
fagow w terapii przeciwbakteryjnej, mechanizm dziatania i klasyfikacja litycznych
biatek fagowych, schemat produkcji rekombinowanych biatek fagowych o
wtasciwosciach przeciwbakteryjnych).

Nanozwigzki srebra (budowa i mechanizm dziatania, wadu i zalety zastosowania
nanozwigzkéw w terapii)

Oligopeptydy klasyczne i modyfikowane na przykfadzie kolistyny

Kompleksy metali (pojecie kompleksu metali i ich klasyfikacja, wybrane mechanizmy
dziatania na komarki bakteryjne)

Zakazenia bakteryjne uktadu moczoptciowego: charakterystyka bakterii
uropatogennych Escherichia coli i Proteus sp. Pojecie biofilmu bakteryjnego i jego
znaczenie w efektywnosci terapii przeciwbakteryjnych, wyrost rozpetzliwy i
charakterystyka wybranych czynnikdw patogennosci bakterii z rodzaju Proteus,
znaczenie fimbrii w tworzeniu biofilmu wewnatrzkomadrkowego przez UPEC.
Czynnik patogennosci Pseudomonas aeruginosa w przebiegu mukowiscydozy: biofilm
bakteryjny, antybiotykoopornos¢, produkcja piocjaniny i piowerdyny.
Charakterystyka szczepdw gronkowcow: MRSA, VISA, MRCNS, MSSA, PSSA
Eschericha coli — podziat ze wzgledu na typy serologiczne oraz efekt na organizm
cztowieka

Diagnostyka mikrobiologiczna: wybrane techniki hodowlane, immunochemia,

biologia molekularna
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Zestawienie tabelaryczne instrukcji do éwiczen realizowanych w ramach

przedmiotu mikrobiologia medyczna na kierunku biologia

L.p. Tytut

Omoéwienie zasad BHP w laboratorium mikrobiologicznym oraz podstaw

teoretycznych ¢wiczen. Przygotowanie podtozy bakteryjnych

2 Zastosowanie terapii fagowej na przyktadzie faga T4

3 Ocena wfasciwosci bakteriobdéjczych nanozwigzkéw

4 Wybrane witasciwosci biochemiczne bakterii o znaczeniu chorobotwérczym

Obserwacja mikro- i makroskopowa bakterii chorobotwdérczych — forma

pokazowa zajec

Warunkiem zaliczenia przedmiotu mikrobiologia medyczna jest pozytywna ocena z
egzaminu praktycznego z cze$¢ <Ccwiczeniowej oraz testowego egzaminu
teoretycznego obejmujacego zakres materiatu zrealizowanego na éwiczeniach oraz

wyktadach.
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Cwiczenie nr. 2
Temat: Zastosowanie terapii fagowej na przykfadzie faga T4

Zagadnienia teoretyczne

1. Budowa bakteriofagéw

2. Cykl lityczny i lizogenny bakteriofagow

3. Enzymy fagowe i ich specyfika substratowa: endolizyny i holiny
4. Wady i zalety fagoterapii

Zadania praktyczne

1. Krzywa lityczna

Do kuwety pomiarowej doda¢ 1 ml zawiesiny bakterii Escherichia coli doda¢ 20 ul
zawiesiny faga T4. Okresli¢ spektrofotometrycznie gestos¢ zawiesiny przy dtugosci fali 600
nm. Nastepnie zmierzy¢ absorbancje prébki co 10 min. przez 1 godzine przy dtugosci fali
600 nm. Wartosci absorbancji naniesé na ponizszy wykres.
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2. Test tysinkowy

Wylaé cienkg warstwe agaru LB do szalki Petriego i poczeka¢ az zastygnie (15 min.). Do
jatowej probowki szklanej dodac 100 pl zawiesiny bakterii Escherichia coli oraz 2 ml agaru
miekkiego (agar LB %) schtodzonego do 42°C (taznia wodna) oraz 20 ul zawiesiny faga T4.
Po wymieszaniu wyla¢ zawarto$¢ probdwki do wczesniej przygotowanej szalki z
zastygnietym agarem LB, delikatnie rozprowadzi¢ po powierzchni i zostawi¢ do
zastygniecia. Szalki przenies¢ do cieplarki.

PiSmiennictwo

1. Niczyporuk J.S., Bartoszcze M. Fagowe enzymy lityczne — nowe nadzieje w walce z
zakazeniami bakteryjnymi, Przeglad Epidemiologiczny 2007; 61: 713-721 (link)

2. Brzozowska E., Bazan J., Gamian A.: Funkcje biatek bakteriofagowych. Postepy
Higieny i Medycyny Doswiadczalnej, 2011, 65: 167-176. (link)


http://www.pzh.gov.pl/przeglad_epimed/61-4/614_11.pdf
http://www.phmd.pl/fulltxt.php?ICID=936090
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Cwiczenie nr. 3
Temat: Ocena wtasciwosci bakteriobdjczych nanozwigzkow i antybiotykow

Zagadnienia teoretyczne

1. Nanotechnologia w stuzbie biotechnologii farmaceutyczne;j

2. Mechanizm dziatania bdjczego nanozwigzkdéw srebra

3. Pojecia MICi MBC

4. Typy opornosci: nabyta, wrodzona, krzyzowa, réwnolegta

5. Mechanizmy dziatania antybiotykdéw réznych klas, w tym kolistyny

Zadania praktyczne

W 96 dotkowej ptytce titracyjnej przygotowad szereg rozcieficzen kolistyny oraz nanokoloidu
srebra czgsteczkowego w podtozu LB (metoda seryjnych rozcienczen) w 6 powtdrzeniach tj. 3
powtdrzenia antybiotyku i 3 powtdrzenia nanokoloidu wedtug schematu:

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

i\/\/\/‘\/\/\ﬁ&

D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 (K)

Do 3 szeregdw rozcienczen antybiotyku dodac po 20 pl zawiesiny bakterii Escherichia coli,
Proteus vulgaris lub Bacillus subtilis. Podobnie, do 3 kolejnych szeregdw rozciericzen
nanokolidu dodac po 20 pl zawiesiny bakterii Escherichia coli, Proteus vulgaris lub Bacillus
subtilis. Ptytki umiesci¢ w cieplarce w 37°C i zmierzy¢ absorbancje po 18 h przy dtugosci
fali 600 nm. Wartos$c absorbancji nanies¢ na wykresy:

Kolistyna Nanokolid srebra
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PiSmiennictwo
1. Rozalski A, Cwiczenia z mikrobiologii ogdlnej: cze$é | teoretyczna. wydanie Il rozdziat
18
2. Kedziora A, Sobik K. Opornos¢ bakterii na srebro-problem stary czy nowy? Kosmos,
62, 2013, 557-570. (link)


http://kosmos.icm.edu.pl/PDF/2013/557.pdf
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Cwiczenie nr. 4
Temat: Wybrane witasciwosci biochemiczne bakterii o znaczeniu chorobotwérczym

Zagadnienia teoretyczne

Charakterystyka i klasyfikacja czynnikdéw chorobotwdrczosci

Zakazenia oportunistyczne

Biofilm bakteryjny, produkcja piocjaniny i piowerdyny przez Pseudomonas aeruginosa
Wzrost rozptezliwy bakterii rodzaju Proteus, rzeski i fimbrie

Hemolizyny bakteryjne

Wtasciwosci ureolitycznej bakterii

oA wWwNRE

Zadania praktyczne

1. Ocena produkcji barwnikow przez biofilm PAO1

Zwirowac 72 h biofilm Pseudomonas aeruginosa PAO1 i Proteus mirabilis (1400 obr./min.
15 min.) i przenies¢ 200 pl supernatantu do ptytek titracyjnych (przezroczystych i
czarnych). Zmierzy¢ absorbancje przy dtugosciach fal 312 nm, 381 nm i 691 nm (ptytki
przezroczyste) oraz fluorescencje 400 nm/420nm (ptytki czarne).

2. Wozrost rozpetzliwy/obserwacja mikroskopowa ,,zywych” bakterii

Wykonaé punktowy posiew P. mirabilis z wklonowanym genem kodujgcym biatko
czerwonej fluorescencji na srodek szlaki Petriego z podtozem agar LB. Ptytke inkubowaé
18 h w 37°C. Dodatkowo z przygotowanych zawiesin powyzszych bakterii wykonac
preparaty mikroskopowe — obserwacja w tzw. ,kropli wiszgcej” w mikroskopie swietlnym
i fluorescencyjnym. Na szkietko nakrywkowe nanies¢ po jednej kulce z plasteliny na kazdy
z rogoéw, nastepnie na s$rodek szkietka nanies¢ krople hodowli bakteryjnej i od gory
przycisnac¢ szkietko podstawowe. Caty uktad odwrdci¢ wedtug schematu:

kropla wiszgca

plastelina szkietko nakpywkowe

szkietko podstawowe

3. Wiasciwosci hemolityczne bakterii
Wykona¢ posiew redukcyjny E. coli, B. subtilis, P. mirabilis na ptytke krwawg
4. Wiasciwosci ureolitycznej bakterii
Wykona¢é posiew redukcyjny E. coli, B. subtilis, P. mirabilis na podtoze Christiansena

Pismiennictwo

1. Wolska K, Grudniak A.M., Kraczkiewicz-Dowjat A, Kurek A. Rdéznorodne funkcje
wybranych pigmentéw bakteryjnych. Postepy Mikrobiologii 2010, 40, 105-114 (link)

2. Rozalski A, Kwil I, Torzewska A, Baranowska M, Staczek P. Bakterie z rodzaju Proteus-
cechy i czynniki chorobotwdrczosci. Postepy Higieny i Medycyny Doswiadczalnej
2007; 61: 204-219 (link)

3. Ostrowska K, Strzelczyk A, Rézalski A, Staczek P. Biofilm bakteryjny jako przyczyna
zakazen uktadu moczowego — mikroorganizmy patogenne, metody prewencji i
eradykacji. Postepy Higieny i Medycyny Doswiadczalnej 2013; 67 1027-1033 (link)


http://www.pm.microbiology.pl/web/archiwum/vol4922010105.html
file:///C:/Users/user/Downloads/fulltext618.pdf
http://www.phmd.pl/fulltxt.php?ICID=1073567
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Cwiczenie nr. 5
Temat: Obserwacja mikro- i makroskopowa bakterii chorobotwodrczych —
forma pokazowa zajeé

Zagadnienia teoretyczne

1. Podtoza mikrobiologiczne stosowane w diagnostyce mikrobiologicznej
2. Zasady oceny makro- i mikroskopowej bakterii

3. Metody barwienia komérek bakteryjnych

4. Szereg biochemiczny

Zadania praktyczne

Zajecia majg charakter demonstracyjny na ktérych zostang zaprezentowane

zabezpieczone wyniki posiewu lub preparaty mikroskopowe:

1. Staphylococcus epidermidis i Staphylococcus aureus na podtozu Chapmana

2. Bakterie hemolityczne na ptytkach krwawych

3. Bakterie oporne na antybiotyk — metoda krazkowo-dyfyzyjna/podtoze Mueller-
Hintona

4. Preparaty mikroskopowe biofilmu bakteryjnego Pseudomonas aeruginosa PAO1 i
Proteus mirabilis 018 z wklonowanym plazmidem niosgcym gen kodujac biatko
czerwonej fluorescencji RFP (obserwacja pod mikroskopem swietlnym; barwienie
fioletem krystalicznym oraz fluorescencyjnym)

PiSmiennictwo
1. Szewczyk E.M. Diagnostyka mikrobiologiczna. Wydawnictwo Naukowe PWN, 2005
2. Roézalski A, Cwiczenia z mikrobiologii ogélnej: czeéé I. wydanie Il rozdziat 6,7, 15

Zaliczenie praktyczne éwiczen




