Wyklad Liczba | Czy konieczny jest podzial na

wprowadzajacy | osob: grupy? (poda¢ liczebno$¢ grup)

Nie Ze wzgledu na wielko$¢ sal dydaktycznych konieczny jest
podziat grup (10-15 osob)

Temat: Mikroorganizmy wokot Nas

Opis tematu (3 zdania): Zajecia laboratoryjne, podczas ktorych Uczestnicy majg
okazje przyjrzec¢ si¢ z bliska mikroorganizmom; tym ktore
zagrazaja naszemu zyciu i zdrowiu, jak i tym pozytecznym,
ktére wykorzystujemy do produkcji antybiotykow czy

biopolimerow.

Opis rozszerzony:

Mikrobiologia — nauka biologiczna zajmujaca si¢ zagadnieniami zwigzanymi z
mikroorganizmami oraz wirusami, dziat biologii. Do organizmoéw, ktorymi zajmuje si¢
mikrobiologia, nalezg: bakterie (zobacz tez bakteriologia), grzyby (zobacz tez mykologia)
oraz niektore protisty.

W czasie zaj¢¢ praktycznych Uczestnicy w pierwszym etapie zapoznaja si¢ z zasadami BHP
panujacymi w laboratorium mikrobiologicznym. Aby zachowaé bezpieczenstwo
wszyscy Uczestnicy bedg pracowaé w jednorazowych rekawiczkach oraz jednorazowych
fartuchach laboratoryjnych.

W pierwszym etapie warsztatow Uczestnicy zapoznajg si¢ z metodami izolacji
mikroorganizméw ze Srodowiska. Wykorzystujac jalowa wymazowke pobiora materiat z
wybranego przez siebie miejsca np. z powierzchni telefonu, klamki, wnetrza toalety, jamy
ustnej czy skory. Nastepnie posieja mikroorganizmy na odpowiednie state (agarowe)

podtoza ogdlnowzrostowe.
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Schemat wykonania posiewu redukcyjnego

Kolejnym etapem bedzie identyfikacja mikroorganizméw na podstawie morfologii

kolonii (metoda makroskopowa). Przy opisie morfologii kolonii mikroorganizméw

najwazniejsze sg nastepujace cechy:

Wielko$¢ kolonii

duze, $rednie, mate, drobne, $rednica kolonii podana
w milimetrach.
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Ksztalt kolonii:

okragty owalny nieregularny gwiazdkowaty promienisty
Brzeg kolonii: /’*\ it BSAY%) & M’

rowny  falisty zatokowaty postrzepiony nitkowaty
Powierzchnia gladka, szorstka, pomarszczona, nitkowata, ziarnista, matowa,
kolonii: btyszczaca.
Wynios{oéé. kolonii. P £ & £
ponad powierzchnie¢  plaska  lekko  wypukta  stozkowata  kraterowata
podloza: wzniesiona

barwa samej kolonii np. biala, kremowa, beZowa, zoétta;

Kolor kolonii:

zabarwienie podloza wokél kolonii, strefa przejasnienia wokdt
kolonii itp.

Przejrzystosc , o . .

Koloniis przejrzysta, metna, opalizujaca, nieprzejrzysta.

Zapach Kolonii: mydlany, kwasny, piwa, miodu, kasztandw, gnilny;

Zawieszalnosc¢ zdolnos§¢ tworzenia jednolitej zawiesiny w roztworze plynu
kolonii w plynie fizjologicznego (0,85% NaCl) fatwa lub nie, zawiesina
fizjologicznym grudkowata, niejednorodna.

Konsystencje kolonii sprawdza sie za pomoca ezy i okresla jako: suchg, lepka, sluzowata.




Uczestnicy poznaja cechy kolonii bakteryjnych charakterystycznych dla konkretnych
mikroorganizmow: kolor np. czerwony kolor kolonii Serratia marcescens (pateczka
krwawa, pateczka cudowna), zotty kolor Staphylococcus aureus (gronkowiec zlocisty),
ziclony fluorescencyjnych potysk kolonii Pseudomonas aeruginosa (pateczka ropy
biekitnej); powierzchnia: chropowata kolonii Bacillus cereus (laseczka woskowa), gtadka
kolonii Staphylococcus epidermidis (gronkowiec skorny), $luzowata kolonii Klebsiella
pneumoniae (pateczka =zapalenia pluc), zapach drozdzowy zapach Saccharomyces

cerevisiae (drozdze piekarnicze).

Kolejnym etapem analizy bedzie wykonanie preparatow mikroskopowych. Uczestnicy
zapoznajg si¢ z réznymi metodami barwienia mikroorganizmow. Ze wzgledu na to, co
podlega barwieniu, wyrdznia si¢:
e Dbarwienie negatywne — polegajace na barwieniu tla, a bakterie pozostaja
niezabarwione, np. czerwienig kongo, nigrozyng, tuszem chinskim oraz
e Dbarwienie pozytywne — polegajace na barwieniu bakterii, z ktérych przygotowany
jest preparat np. bigkitem metylenowym, zielenig malachitowa, fuksyna, safraning.
Ze wzgledu na ilo§¢ barwnikow zastosowanych przy barwieniu, wyroznia si¢ barwienie
proste (z uzyciem jednego barwnika) oraz barwienie ztozone (stosuje si¢ kolejno kilka
barwnikéw). Barwienie ztozone ma wigksze znaczenie, gdyz umozliwia okreslenie nie tylko
ksztaltu bakterii, ale takze pozwala oceni¢ jej niektore cechy morfologiczne. Przykladem
barwienia ztozonego jest barwienie wedtug metody Grama, metody Ziehl-Neelsena, metody
Schaeffera-Fultona.
Technika kazdego barwienia polega na pokrywaniu szkietka podstawowego (z naniesionym
1 utrwalonym preparatem) barwnikiem na okre$lony czas, a nastepnie splukiwaniu
poszczegbdlnych barwnikéw wodg przed nalaniem nastgpnych. Czasami w zaleznosci od
przepisu stosuje si¢ takze takie substancje jak alkohol, czy ptyn Lugola, a takze

podgrzewanie preparatu nad palnikiem. Preparat po wysuszeniu obserwuje si¢ pod imersja.

Po przygotowaniu preparatéw Uczestnicy zapoznajg si¢ z budowa mikroskopu $wietlnego.
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Budowa mikroskopu swietlnego.

Cze¢Sciami mechanicznymi mikroskopu sa:

1. Statyw. Sktada si¢ on z podstawy i ramienia tubusu. Podtrzymuje on stolik przedmiotowy
1 system optyczny oraz oswietleniowy.

2. Tubus z urzadzeniem rewolwerowym. Obejmuje on cze$¢ gorng z nasadkami okularow 1
cz¢$¢ dolna, urzadzenie rewolwerowe z gniazdami na 3-6 obiektywow.

3.Stolik przedmiotowy. Stuzy on do przemieszczania preparatu. W zaleznosci od typu
mikroskopu, stolik przedmiotowy moze by¢ prosty i sktadaé¢ sie tylko z prostokatnej
podstawy z otworem w $rodku, przez ktory przechodzi §wiatto. Stolik bardziej zlozony
zawiera rOwniez uchwyty do preparatu, pokretta umozliwiajace przemieszczanie preparatu i
skale pionowg oraz pozioma pozwalajace ustali¢ umiejscowienie okreslonego fragmentu

badanego okazu.

Cze¢sciami optycznymi mikroskopu sa:




1. Obiektywy. Obiektywy w zasadniczy sposob decyduja o jakosci mikroskopu.
Umozliwiaja one powigkszone i wyrazne ogladanie obiektow. Sa one zbudowane z
soczewek. Na obudowie obiektywu zwykle znajduja si¢ liczby informujace o:

e sile powigkszajacej, np. 60x,

e aperturze, od ktoérej zalezy zdolno$¢ rozdzielcza obiektywu, np. 1,40,

e maksymalnej grubos$ci szkietka nakrywkowego, ktore moze by¢ uzyte, np. 0,17,

e mechanicznej dlugosci tubusu.

2. Okulary. Zawieraja one co najmniej dwie soczewki, ktore:
e przekazuja w powigkszeniu do oka obserwatora obraz posredni preparatu, tworzony
przez obiektyw,
e umozliwiajg przeprowadzenie ro6znych pomiaréw mikroskopowych. Liczba
umieszczona na obudowie okularu informuje o tacznej sile powickszajacej

soczewek.

CzeSciami oswietleniowymi mikroskopu sa:

1. Zrodto $wiatta, sktadajace si¢ z lusterka lub zaréwki elektrycznej. Lusterko stuzy do
skierowania $wiatta na badany obiekt. Starsze mikroskopy nie posiadaja wlasnego Zrodia
Swiatta. Sg wyposazone w lusterko odbijajace §wiatlo emitowane ze stojacej z boku lampy.
2. Kondensor. Najczgsciej uzywa si¢ dwusoczewkowego kondensora Abbego. Kondensor
jest uktadem optycznym $cisle wspotpracujacym z obiektywem mikroskopu. Kondensor
sktada si¢ z soczewek skupiajacych promienie $wietlne w miejscu potozenia badanego
obiektu. A wigc rolg kondensora jest intensywne o$wietlenie obiektu. Z obudowa
kondensora jest zwigzana przyslona irysowa, speiniajaca role przystony aperturowe;.

Przystona ta reguluje wielko$¢ o§wietlanego pola.

Wykorzystujac mikroskop $wietlny Uczestnicy zapoznaja si¢ z réznymi ksztaltami
komorek mikroorganizmow jak ziarniaki, pateczki, laseczki oraz forma ich utozenia jak

dwoinki, pakietowce, gronkowce, paciorkowce.
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Roznice w ksztalcie i utoZeniu komorek bakteryjnych.

Wykorzystuja barwienie pozytywne, ztozone Grama begda mogli rowniez okresli¢ czy
identyfikowane mikroorganizmy naleza do grypy Gram pozytywnych (G+) czy gram
negatywnych bakterii (G-).
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Rozinice w budowie sciany komorkowej bakterii gram dodatnich i gram ujemnych.




Uczestnicy zapoznaja si¢ z metoda oceny lekowrazliwosci mikroorganizméw
(antybiogramy/metoda dyfuzyjno-krazkowa). Metoda ta jest jednym z najstarszych
sposobow badania lekowrazliwosci drobnoustrojéw 1 pozostaje jedng z najszerzej
stosowanych metod oceny lekowrazliwosci w laboratoriach klinicznych. Jest odpowiednia
do badania wigkszosci patogendw bakteryjnych, w tym najczesciej izolowanych bakterii

wymagajacych, umozliwia badanie szerokiej gamy antybiotykdéw i1 nie wymaga specjalnego

wyposazenia.
1. Pobrac material z plytki 2. Zawiesi¢ materiat w soli 3. Zanurzy¢ wymazowke
Petriego fizjologicznej w zawiesinie

eza mikrobiclogiczna ,4’

zawiesina o gestosci !
// 0,5 w skali McFarlanda
.//
,//
C'-// - —_—* —
0,85% NaCl \:
24 h hodowla bakterii
4. Rozprowadzi¢ zawiesing 5. Roéwnomiernie rozmiescié 6. Zmierzy¢ Srednice strefy
na catej powierzchni plytki krazki bibulowe zawierajace antybiotyk zahamowania wzrostu
) Inkubacja
24 h, 36°C

B —_——»

Schemat wykonania antybiogramu metodg dyfuzyjno-krgzkowa.

Uczestnicy zaje¢ poznaja réwniez mikroorganizmy o wysokim potencjalne
biotechnologicznym, ktore wykorzystuje si¢ do produkcji biopolimerow, antybiotykdéw czy
alkoholi. Poznajg metody ich namnazania i1 oceny efektywnosci procesu biotechnologiczne
w ktorym sa wykorzystywane. Zapoznaja si¢ z budowg réznych rodzajow fermentorow

stosowanych w procesach biotechnologicznych.

Weryfikacja wiedzy na Weryfikacja wiedzy nie jest konieczna. Zajgcia dotycza
wejsciu: podstawowych zagadnien z biologii 1 mikrobiologii.

Preferowani sg jednak uczniowie klas o profilu

przyrodniczym.




Cel zajec:

Celem zaje¢ jest zapoznanie uczestnikow z metodami
izolacji oraz identyfikacji mikroorganizméow izolowanych ze

srodowiska, a takze mozliwosci ich wykorzystania.

Materialy
Dydaktyczne:

Plastiki laboratoryjne jednorazowego uzytku m.in. szalki
petriego do hodowli mikroorganizmoéw, ezy
mikrobiologiczne, wymazowki.

Szkietka podstawowe oraz barwniki do przygotowania
preparatow mikroskopowych.

Podloza mikrobiologiczne (pozywki state i ptynne do
namnazania mikroorganizmow).

Na zajeciach wykorzystuje sie rowniez komputer, rzutnik
oraz telewizor do lepszego zaprezentowania omawianych

zagadnien.

Program zajec —

prezentacji / wykladu:

1. Zapoznanie si¢ z zasadami bezpieczenstwa w
laboratorium mikrobiologicznym.

2. Izolacja mikroorganizméw ze srodowiska oraz posianie
ich na odpowiednie podtoza ogdlnowzrostowe.

3. ldentyfikacja mikroorganizmow na podstawie morfologii
kolonii (analiza makroskopowa).

4. Przygotowania preparatoéw mikroskopowych.

5. Ocena morfologii komorki, wykorzystujac mikroskop
swietlny.

5. Ocena lekowrazliwosci roznych mikroorganizméw
(wykonanie antybiogramow).

6. Zapoznanie si¢ z metodami hodowli mikroorganizmoéow o
wysokim potencjale biotechnologicznym w réznych typach

bioreaktorow.

Efekt Ksztalcenia:

Wiedza
Posiada wiedzg dotyczaca zachowania bezpieczenstwa w
laboratorium mikrobiologicznym. Posiada wiedz¢ na temat

réznorodnosci, funkcjonowania oraz znaczenia




mikroorganizmoéw dla cztowieka oraz srodowiska
przyrodniczego.

Umiejetnosci

Posiada umiejegtnosci pozwalajace izolacj¢ oraz identyfikacje
roznych grup makroorganizméw. Posiada umiejgtnosci
pozwalajace na ocen¢ wrazliwosci mikroorganizméw na
substancje przeciwdrobnoustrojowe.

Kompetencje

Uczestnik jest zdolny do wyboru odpowiednich metod
wykorzystywanych w badaniach mikroorganizmoéw oraz jest
Swiadomy zardwno zagrozen z ich strony jak i mozliwos$ci

ich wykorzystania w przemysle.

Kosztorys:

1. Podtoza mikrobiologiczne m.in.

e Podloze ogdlnowzrostowe Brain Heart Infusion
LAB-AGAR™ / BROTH Podloze dla drozdzy i
plesni Sabouraud Dextrose LAB-AGAR™ / BROTH

e Podloze wybidrczo-roznicujace MacConkey LAB-
AGAR™/ BROTH Mannitol Salt acc. to Chapman
LAB-A-GAR™ / BROTH

e Podtoze do oznaczanie antybiotykowrazliwosci
Mueller Hinton LAB-AGAR™ / BROTH

Koszt ok. 2000 zt

2. Materialy jednorazowego uzytku do przeprowadzenia
wszystkich analiz mikrobiologicznych m.in.

e szalki petriego;

e glaszczki,

e ezy jednorazowe;

e  wymazowk;

e tipsy jednorazowe 1000 ul, 200 ul, 10 ul;

e prbowki typu falkon 50 ml, 15 ml,

e probowki typu eppendorf;

e plytki wielodotkowe,

e jednorazowe faktuchy labolatoryjne,




e jednorazowe rgkawiczki lateksowe.

Koszt ok. 3000 zt

3. Szkto laboratoryjne do namnazania mikroorganizmow

Koszt ok. 1000 zt




