Tematyka ¢wiczen z Mikrobiologii przedmiotu MIKROBIOLOGIA I PARAZYTOLOGIA
I ROK POLOZNICTWO, STUDIA I stopnia STACJONARNE

Osoba prowadzaca: dr Krystyna Krolikowska

Cwiczenia odbeda si¢ w Sali D4, poziom 0, budynek G UJK.

Blok ¢wiczeniowy nr 1

Przepisy BHP obowiazujace w laboratorium mikrobiologicznym. Metody sterylizacji i dezynfekcji.
Posiewy i hodowla drobnoustrojow.

Morfologia makroskopowa. Barwienie bakterii — morfologia mikroskopowa.

Oznaczanie lekowrazliwosci bakterii.

Mikroflora powietrza.

Materialy do badan mikrobiologicznych. Metodyka higienicznego mycia rak.

Blok éwiczeniowy nr 2

Podsumowanie. Interpretacja wynikow z bloku ¢wiczeniowego nr 1.
Zaliczenie przedmiotu w formie pisemnego testu.

PiSmiennictwo obowiazujace:

1. Rozalski A. ,,Cwiczenia z mikrobiologii ogolnej”. Skrypt dla studentow biologii.

2. Szewczyk E.M. (red.) ,,Diagnostyka bakteriologiczna”. PWN 2005.

3. Heczko P.B. (red.) ,,Mikrobiologia lekarska — przewodnik do ¢wiczen dla studentow wydziatu
lekarskiego”. Wyd. UJ Krakow.
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I ROK POLOZNICTWO, STUDIA I stopnia STACJONARNE - MIKROBIOLOGIA

Blok ¢wiczeniowy nr 1

Tematyka:

Przepisy BHP obowigzujace w laboratorium mikrobiologicznym. Metody sterylizacji i dezynfekcji.
Posiewy i hodowla drobnoustrojow.

Morfologia makroskopowa. Barwienie bakterii — morfologia mikroskopowa.

Oznaczanie lekowrazliwosci bakterii.

Mikroflora powietrza.

Materialy do badan mikrobiologicznych. Metodyka higienicznego mycia rak.

Zagadnienia teoretyczne

Metody sterylizacji i ich znaczenie w mikrobiologii.

Sterylizacja a pasteryzacja.

Dezynfekcja i metody dezynfekcji.

Definicja i podziat podtozy mikrobiologicznych.

Rodzaje posiewow i typy hodowli drobnoustrojow.

Pojecie CFU (jednostek tworzacych kolonie).

Metody liczenia drobnoustrojow.

Cechy charakteryzujace morfologi¢ makroskopowa bakterii

Wazrost bakterii na podtozu statym i ptynnym

Sposoby barwienia bakterii

. Rodzaje barwnikow stosowanych podczas barwienia drobnoustrojow
Pojecie zdolnosci rozdzielczej i apertury numerycznej oraz rola olejku immersyjnego w mikroskopii
Klasy antybiotykow
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Mechanizmy dziatania antybiotykoéw z réznych grup

Mechanizmy opornosci bakterii na antybiotyki z réznych grup

Antybiotyki a chemioterapeutyki

Niebezpieczenstwa zwigzane z narastaniem oporno$ci na preparaty przeciwbakteryjne (szczepy
wielolekooporne — MDR, gronkowce MRSA, enterokoki VRE, pratki gruzlicy XDR)

18. Powietrze jako §rodowisko bytowania drobnoustrojow.

g
N o o

19. Czynniki wptywajace na liczbe drobnoustrojow w powietrzu.

20. Charakterystyka mikroorganizméw wystgpujacych w powietrzu.

21. Sposoby rozprzestrzeniania si¢ drobnoustrojow w powietrzu.

22. Charakterystyka metod badania powietrza — met. sedymentacyjna, met. zderzeniowa (wolumetryczna).
23. Znaczenie mikroorganizméw bytujagcych w powietrzu szpitali, aptek.

24. Ogolne zasady postepowania dotyczace pobierania materiatu do badan mikrobiologicznych.

25. Higiena rak, zakazenia, dezynfekcja.

Czes¢ praktyczna

1. Sterylizacja podlozy mikrobiologicznych para wodna pod zwigkszonym cisnieniem (agar i bulion
wzbogacony). Kontrola sterylizacji.

2. Posiew na bulion wzbogacony.

Wyzarzy¢ eze, ostudzi¢ i pobra¢ na oczko posiewany material (pobra¢ nieco bakterii z hodowli statej).
Odkorkowa¢ probowke z jalowym bulionem wzbogaconym, opali¢ jej ujscie w plomieniu palnika a
nastgpnie zanurzy¢ oczko ezy w pozywce i energicznie potrzasngé



3. Posiew redukcyjny na ptytki:
Wyzarzy¢ ez¢ mikrobiologiczng, wystudzi¢ i pobra¢ na oczko posiewany materiat. Wykonaé posiew wg
omawianego schematu.

4. Omoéwienie czynno$ci zwigzanych z wykonaniem rozcienczen hodowli.

Uwaga
WSZYSTKIE CZYNNOSCI WYKONUJEMY PRZY PLOMIENIU PALNIKA, W STREFIE NIE
WIEKSZEJ NIZ 25 CM.

5. Przygotowanie preparatow mikrobiologicznych.

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

6. Barwienie pozytywne.
Pokryj utrwalony rozmaz fuksyng lub fioletem krystalicznym. Inkubuj 2 minuty. Sptucz woda destylowana,
osusz w bibule. Obserwuj pod imersja.

7. Barwienie bakterii metoda Grama.
Wysuszony rozmaz bakterii barwi¢ wg procedury:
- 1,5 min. fiolet krystaliczny
- 1,5 min. ptyn Lugola
- sptuka¢ pod woda biezaca, odbarwi¢ i ponownie splukaé
- 8 sek. fuksyna, po czym preparat sptuka¢ woda
Odczyt wynikéw
Wykonaj opis morfologii makroskopowej posiewanych bakterii (posiew z poprzedniego ¢wiczenia). Zwrdé
uwage cechy charakteryzujace typ wzrostu na podtozu ptynnym i statym.
Wykonaj rysunek obrazu mikroskopowego barwionych bakterii, zalicz je do odpowiedniej grupy.

8. Wykonanie antybiogramu dla wybranych szczepéw bakterii

W jatowej soli fizjologicznej sporzadzi¢ zawiesing badanych bakterii, tak aby uzyska¢ zmetnienie rowne 1°
w skali McFarlanda. Nastgpnie za pomoca jatowej wymazoéwki rozprowadzi¢ zawiesing doktadnie i
jednolicie na powierzchni statego podloza Miieller-Hintona. Bezpo$rednio po inokulacji umieéci¢ na
powierzchni podtoza krgzki nasgczone antybiotykami/chemioterapeutykami. Nalezy zwroci¢ uwage, zeby
kazdy krazek miat zapewniony dobry kontakt z podlozem M-H i zeby odleglos¢ miedzy poszczegodlnymi
krazkami byta nie mniejsza niz 2 cm.

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

Odczyt wynikow

Zmierzy¢ wielko$¢ srednicy strefy zahamowania wzrostu wokot krazka nasyconego antybiotykiem. Jest to

miara wrazliwo$ci badanego szczepu na dany antybiotyk. Oceny wrazliwosci dokonuje si¢ wedlug norm
NCCLS M2-A7 ze stycznia 2000r. lub wedtug standardow EUCAST.

antybiotyk/chemioterapeutyk

Gatunek bakterii

Escherichia coli

Proteus vulgaris

Staphylococcus
epidermidis




9. Badanie mikrobiologiczne powietrza metodg sedymentacyjng (PN-89-Z-04111/02; PN-89-Z-

04008/08).

e Oznaczanie og6lnej liczby bakterii — otwarte plytki z agarem wzbogaconym eksponowac¢ 10 minut w

wybranych stanowiskach na wysokosci ok. 120 cm, nastgpnie zamkna¢ i inkubowaé¢ 24 h w temp.

37°C.

e Wykrywanie obecnosci gronkowcoéw mannitolo-dodatnich — otwarte ptytki z podtozem Chapmana

eksponowa¢ 30 minut w wybranych stanowiskach na wysokosci ok. 150 cm, zamkna¢ i inkubowac

24-48 h w temp. 37°C.

e Oznaczanie liczby grzybow mikroskopowych na podtozu Sabourauda z chloramfenikolem (PN-89-Z-

04111/03) — otwarte ptytki z podtozem eksponowa¢ 10 minut w wybranych stanowiskach na

wysokosci ok. 150 c¢cm, inkubowa¢ co najmniej 3 doby (jesli nie obserwuje si¢ wzrostu, przedtuzy¢
czas inkubacji do 7 dni) w temp. 26°C.

10. Badanie mikrobiologiczne powietrza metoda zderzeniowa (probnik czystosci powietrza MikroBio

MB1+).
Odczyt wynikéw

Policzy¢ ilo$¢ kolonii bakterii na podtozach a nastepnie przeliczy¢ wg wzoru: A =

ax10*

: gdzie:
IIxr<x0,2xt

A — liczba bakterii /grzybéw mikroskopowych w 1m® powietrza atmosferycznego: a — srednia liczba kolonii na ptytkach
Petriego; [] x r* — powierzchnia plytki Petriego (cm?); t — czas ekspozycji (min.); 0,2 — wspélczynnik przeliczeniowy

czasu ekspozycji.

Ilo$¢ bakterii na

Stanowisko

podtozu

Agar wzbogacony

Chapmana

Agar Sabourauda

Stopien zanieczyszczenia powietrza atmosferycznego okre$li¢ wg tablic (PN-89-Z-04111/02 i PN-89-Z-

04111/03)
, . . . Stopief i . . . . .
Ogolna liczba | Liczba gronkowcow sanieczvszczenia Ogolna liczba grzybow Stopien zanieczyszczenia
bakterii mannitolo-dodatnich pow%etrza w 1 m® powietrza powietrza
przecietnie czyste, zwlaszcza w
ponizej 1000 brak niezanieczyszczone od 3000 + 5000 okresie péznowiosennym i
wczesnojesiennym
. . .. zanieczyszczenie mogace
1000 — 3000 25 i ponizej Zani;é:dgzlgzone po(;;yfg]OSO%OO negatywnie oddziatywac na
Y srodowisko naturalne cztowieka
powyzej .. - . .. zanieczyszczenie zagrazajace
3000 powyzej 25 silnie zanieczyszczone powyzej 10000 srodowisku naturalnemu czlowieka

11. Badanie obecnosci bakterii na skérze rak niezdezynfekowanych i odkazonych.




