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Cwiczenie 1

Temat: Wprowadzenie do ¢wiczen laboratoryjnych z mikrobiologii

Bezpieczenstwo i higiena pracy w laboratorium mikrobiologicznym

W ramach ¢wiczen laboratoryjnych mamy do czynienia z metodami mikrobiologicznymi
majacymi na celu wykrywanie i badanie réznych grup mikroorganizméw zar6wno
pozadanych jak i szkodliwych, ktére wystepuja w halach produkcyjnych, magazynach,
na opakowaniach, a takze w surowcach i produktach rolno-spozywczych. Aby zapobiec
przypadkowemu zakazeniu oraz unikna¢ zranien lub oparzen w trakcie wykonywania

poszczegblnych czynnosci w laboratorium wymaga si¢ stosowania wlasciwych warunkow
pracy. W tym celu przed rozpoczgciem ¢wiczen studenci sa zobowiazani do zapoznania si¢
z nast¢pujacymi zasadami bezpiecznej i prawidtowo wykonywanej pracy:

v" W laboratorium mikrobiologicznym nalezy przebywaé¢ w fartuchu

ochronnym z dhugimi rekawami uszytym z naturalnego materiatu oraz @

w jednorazowych ochraniaczach na obuwie. Spod fartucha nie moga

wystawa¢ elementy odziezy codziennej (np. golfy, kaptury, "’
kothierzyki, mankiety). Ubrania wierzchnie (plaszcze) nalezy '
zostawia¢ w szatni uczelni. Ponadto wymagane sa umyte dlonie,

zwigzane wlosy oraz posiadanie zeszytu do mikrobiologii, zapatek <= -
lub zapalniczki, markera do szkta, otéwka do rysunkow oraz Kilku gumek recepturek.
Zabronione jest posiadanie: malowanych lub sztucznych paznokci, bizuterii oraz
mocnego makijazu. Torby i torebki nalezy schowa¢ pod stot laboratoryjny przed
przystapieniem do zaj¢¢. Nie wolno uzywac telefonéw komorkowych ani innych
urzadzen elektronicznych. Wszystkie czynnosci w laboratorium mikrobiologicznym
wykonuje si¢ w pozycji siedzace;.

Na sali ¢wiczen nie wolno pié, jes¢, pali¢, a takze zu¢ gumy. W przypadku potrzeby
krotkotrwatego opuszczenia sali ¢wiczen nalezy przed wyjsciem umy¢ rece
i zawiadomi¢ prowadzacego.

Przed przystapieniem do ¢wiczen nalezy zapoznaé si¢ z metodyka ¢wiczen oraz
przestrzega¢ wskazowek dotyczacych ich wykonania. Procedura postgpowania bgdzie
zawsze omowiona przez prowadzacego.

W czasie wykonywania ¢wiczen przestrzegaé zasad jalowej pracy, ostroznie
obchodzi¢ si¢ z materiatem badanym, wszelkie czynno$ci zwiazane z posiewami
wykonywaé przy zapalonym palniku, zatozone hodowle dokladnie opisywac
(nr grupy, inicjaly osoby wykonujacej oznaczenie, nazwa posiewanego
drobnoustroju). Na czas wykonywania posiewoéw odtozy¢ materiaty i zeszyty.

Z sali ¢wiczen nie wolno wynosi¢ na zewnatrz hodowli mikroorganizmow,
preparatow, odczynnikow i szkta laboratoryjnego.
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v' Drobny sprzet (ezy, igly, skalpele, szczypce, pincety) nalezy zaréwno przed jak
1 po uzyciu opali¢ w ptomieniu palnika w celu zniszczenia drobnoustrojow. Plytki
Petriego, probowki z hodowlami powinny by¢ zamknigte. Otwieramy je tylko na czas
pobrania materialu i natychmiast zamykamy, lub wykonujemy to na wyrazne
polecenie prowadzacego.

v Kazde rozbicie naczyn z hodowlami przypadki napicia si¢ materialu badanego oraz
wszelkie skaleczenia, oparzenia powstate w trakcie zaje¢ nalezy niezwtocznie zglosic¢
prowadzacemu. Nie dotykac rozbitego szkta gotymi rekami.

v' Uzywane szklo, szkietka, pipety oraz zatozone hodowle odktada¢ do wyznaczonych
przez prowadzacego pojemnikdw. Niczego nie wylewac i nie zmywac.

v Po zakoficzeniu zaje¢ uporzadkowaé stoty, sprawdzi¢ czy zostaly zgaszone palniki
gazowe. Schowa¢ uzywane przedmioty do szafek (np. mikroskopy). Przemy¢ stoty
srodkiem odkazajacym, umyc¢ rece stosujac $rodki dezynfekcyjne.

Zasady zaliczania éwiczen laboratoryjnych z przedmiotu Mikrobiologia Zywno$ci

Warunkiem zaliczenia éwiczen z przedmiotu Mikrobiologia Zywnoéci jest obecno$é
na zajeciach, bezwzglednie przestrzeganie zasad BHP w laboratorium mikrobiologicznym,
przygotowanie do zaje¢ (znajomo$¢ przewodnika obowigzujacego na danym ¢wiczeniu),
praktyczne wykonanie ¢wiczen oraz pozytywna ocena ze wszystkich kolokwiow.

Terminarz kolokwiow zostanie podany przez prowadzacego lub wywieszony na tablicy
ogloszen Katedry. Teoretyczny zakres kolokwiéw obejmuje tres¢ wykladow poszerzona
o notatki z ¢wiczen laboratoryjnych oraz wiedzg literaturowa. Literatura tematu jest podana
na tablicy ogtoszen Katedry.

Organizacja pracy laboratorium mikrobiologicznego

Warunkiem sprawnej pracy mikrobiologa jest wtasciwa organizacja catej pracowni, na ktore
sktada sig szereg pomieszczen:

Zmywalnia — pomieszczenie przeznaczone do zmywania szkla laboratoryjnego
i przygotowywania go do sterylizacji termicznej suchej w suszarkach laboratoryjnych.

Pozywkarnia — pomieszczenie, w ktorym przygotowywane sa podioza mikrobiologiczne,
rozcienczalniki, odczynniki chemiczne, barwniki.

Sterylizatornia czysta — pomieszczenie wyposazone najczeSciej W autoklaw -
do termicznego wyjalawiania podidz mikrobiologicznych, suszarke¢ laboratoryjng —
do sterylizacji szkta laboratoryjnego oraz aparat Kocha — do pasteryzacji.

Sterylizatornia brudna - pomieszczenie wyposazone w autoklaw przeznaczony
do utylizacji posiewow 1 hodowli mikrobiologicznych.
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Laboratorium mikrobiologiczne posiewéw i odczytow — pomieszczenie mozliwie
odizolowane, jasne, umeblowane w sposob prosty, tatwy do mycia i dezynfekc;ji.
W laboratorium powinien znajdowaé si¢ specjalistyczny sprzgt oraz urzadzenia takie jak
komory laminarne do wykonywania posiewow, lampy UV shuizace do wyjatawiania
pomieszczenia, cieplarki do hodowli drobnoustrojow tlenowych, anaerostaty do hodowli
mikroorganizmow beztlenowych, homogenizator, Stomacher do ujednolicania prob, vortexy,
mikroskopy, taznie wodne, ultra-termostaty, szafy chtodnicze i zamrazarki

Kolekcja szczepéw — pomieszczenie wyposazone w szafy chlodnicze 1 zamrazarki
do przechowywania szczepéw na skosach agarowych, w formie liofilizatow
lub zamrozonych.

Pozywkarnia . Zmywalnia

Przygotowywanie podidd mikrobiologicznych Zmywania szkia laboratoryjnego

: Sterylizatornia czysta

| Wyjatawlanie szkia | podite mikroblologleznyeh

SURUSUSTTTI 1 ___________________

' Kolekcja szczepow ' Laboratorium mikrobiologiczne
i Przachowywanie mikroorganizmdw —_— | Posiewarie | odczylywanie wynikdw

T

 Sterylizatornia brudna
1 Utylizacja odpaddw biologicznych

| L J

Rysunek 1 — Organizacja pracy w pracowni mikrobiologicznej

Metody wyjalawiania

Podstawa pracy w laboratorium mikrobiologicznym jest stworzenie warunkéw jalowych,
a wigc pozbawienie szkla, podtéz, narzedzi i1 przyrzadow mikroflory. Oznacza to,
ze drobnoustroje (zarowno formy wegetatywne jak 1 przetrwalne) wystepujace na ich
powierzchni lub w objgtosci powinny zosta¢ zabite w procesie wyjalawiania metodami
fizycznymi, chemicznymi lub mechanicznymi przez filtracj¢ albo promieniowanie.
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Fizyczne metody wyjalawiania
Sterylizacja termiczna sucha

Wyjatawianie w suszarkach przeprowadza si¢ za pomoca goracego suchego powietrza,
ktore powoduje denaturacje biatek i kwaséw nukleinowych drobnoustrojow. W procesie
sterylizacji gina formy wegetatywne i przetrwalne mikroorganizméw. W suszarce
wyjalawia si¢ naczynia szklane (kolby, probowki, pipety, ptytki Petriego). Do wyjatawiania
szkto nalezy odpowiednio przygotowa¢ np. probowki i kolby zakorkowa¢ korkiem
metalowym lub z waty, bagietki i pipety owina¢ papierem. Pipety i plytki sterylizujemy
w specjalnych pojemnikach zwanych tubusami. Tubusy na czas wyjatawiania zamyka si¢ tak,
aby otwory w pokrywach nakladaty si¢ umozliwiajac swobodny przeplyw goracego
powietrza. Po sterylizacji otwory zamyka si¢ uniemozliwiajac wtorne zakazenie. Parametry
wyjatawiania szkta to: 140°C przez 2,5 godziny, 160°C przez 2 godziny lub 180°C przez
1 godzing. Czas wyjatawiania odlicza si¢ od momentu osiagni¢cia zadanej temperatury.
Szkto z suszarki wyjmuje si¢ dopiero po jego wystygnieciu.

Rysunek 1 — Termiczne wyjatawianie na sucho
przez wyzarzanie (A) i opalanie wylotow np.
proboéwek w celu zapobiezenia reinfekcji (B)

Wyzarzanie — polega na rozgrzaniu
w  plomieniu palnika ezy lub igly
bakteriologicznej (do rozzarzenia metalu)

Opalanie — to krotkotrwaly kontakt ptomienia

z brzegiem naczynia lub narzgdziem.

Przedmioty metalowe (pgseta, skalpel) czgsto

sa uprzednio zanurzane w denaturacie

1 zapalane w plomieniu palnika. Mozna ich
A B uzywac dopiero po wypaleniu si¢ denaturatu.

Sterylizacja termiczna mokra

Wyjatawianie ta metoda prowadzi si¢ w autoklawach. Autoklaw jest to hermetycznie
zamknigty zbiornik stalowy zaopatrzony w plaszcz grzejny, termometr manometr
I elektryczny system grzewczy. Czynnikiem wyjatawiajacym w autoklawie jest przegrzana
nasycona para wodna pod zwigkszonym ci$nieniem, ktora umozliwia osiagnigcie
temperatury powyzej 100°C. W aparacie gotujaca woda doprowadza do nadci$nienia parg
wodna, ktora ulega nasyceniu po zupelnym wyparciu powietrza. Manometr (M) znajdujacy
si¢. w obudowie wskazuje wzrost ci$nienia po zamknigciu zaworu odpowietrzajacego.
W autoklawach przeprowadza si¢ wyjatawianie: podtozy mikrobiologicznych w temperaturze
121°C przez 20 — 30 min, pozywek zawierajacych cukry, zelatyng i inne sktadniki
termolabilne - 117°C, a materiat zawierajacy drobnoustroje chorobotworcze w temperaturze
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134°C. Na skutecznos$¢ sterylizacji ma wplyw czas — im wyzsza temperatura tym krotszy
czas dzialania oraz objgtos¢ wyjalawianych podlozy — im mniejsza tym krotszy czas
dziatania czynnika sterylizujacego. W wyniku dziatania przegrzanej pary wodnej
w komorkach drobnoustrojow nastgpuje denaturacja biatek i kwaséw nukleinowych oraz
zerwanie wigzan wodorowych.

Proces sterylizacji prowadzony w autoklawach i suszarkach podlega kontroli
z zastosowaniem metod:

a) fizycznych (odczyty z termometru i manometru),

b) chemicznych (wskazniki zmieniajace barwe po wlasciwym przebiegu procesu
sterylizacji)

c) biologicznych (tzw. sporotesty ~ zawierajace przetrwalniki: Bacillus
stearothermophilus — sporal A (autoklaw), Bacillus subtilis — sporal S (suszarka),
ktére wklada si¢ do urzadzenia na czas wyjatawiania, po czym umieszcza w kolbie
z bulionem odzywczym i inkubuje w temperaturze 55°C przez 48 godzin. Wzrost
mikroorganizméw $wiadczy o nieprawidtowo przeprowadzonym procesie sterylizacji.
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Rysunek 2 — Autoklaw — zasada dziatania, M — manometr, T - termometr
Pasteryzacja

Pasteryzacja nie jest metoda wyjalawiania! W procesie pasteryzacji gina jedynie formy
wegetatywne drobnoustrojow, a przezywaja przetrwalniki bakterii.
W laboratorium mikrobiologicznym proces pasteryzacji wykorzystywany jest do oznaczania:
1) bakterii cieploopornych, ktorych formy wegetatywne maja zdolno$¢ przezywania
pasteryzacji w temperaturze 63,5°C przez 30 minut
2) obecnosci i liczby przetrwalnikéw z zastosowaniem pasteryzacji w temperaturze 80°C
przez 10 minut
Proces pasteryzacji dla celow analitycznych przeprowadza si¢ w ultra-termostatach.
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Aparat Kocha jest przeznaczony do pasteryzacji substancji w parze biezacej o temperaturze
do 100°C przy ci$nieniu atmosferycznym. Aparat sktada si¢ z metalowego kotta parowego
z perforowanym dnem, pod ktoérym znajduje si¢ zbiornik z woda i system grzatek. Grzatki
doprowadzaja wode do wrzenia, a powstajaca para wodna znajduje uj$cie w nieszczelnej
porywie aparatu. Kociol wyposazony jest we wskaznik poziomu wody oraz termometr.
W dolnej czesci kotta wmontowane sa grzatki.

Aparat Kocha stuzy do uptynniania pozywek mikrobiologicznych i przygotowywania podtéz
zawierajacych termolabilne sktadniki. Czas pasteryzacji zalezy od objetosci i rodzaju
materiatu i wynosi od 15-60 min.
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Rysunek 3 — Aparat Kocha — zasada dziatania
Mechaniczne metody wyjalawiania
Wyjalawianie przez filtracje

Przez filtracj¢ wyjalawia si¢ najczgsciej podtoza ptynne lub ich sktadniki, ktore pod
wplywem temperatury zmieniaja wlasciwosci fizyko-chemiczne np. surowica, krew, roztwor
mocznika, witaminy, aminokwasy, niektore cukry. Metoda ta polega na mechanicznym
zatrzymaniu mikroorganizmow na powierzchni filtra o porowato$ci mniejszej od $rednicy
drobnoustrojow, czyli okoto 0,22-0,45 pm. Skuteczno$¢ filtracji zalezy od wielkosci
mikroorganizmoéw, ich fadunku oraz od budowy samego filtra. Istotng rolg¢ odgrywa rowniez
zjawisko adsorpcji sktadnikéw podloza na powierzchni filtra. Z tego powodu czgsto stosuje
si¢ filtracje tylko termolabilnego sktadnika i dodanie go do reszty sterylnego podioza
mikrobiologicznego. Zestawy do filtracji najczesciej] wyposazone sa w pompe prozniowa
wymuszajaca filtracje przez male pory lub filtry strzykawkowe. Najczgsciej stosowane filtry
to: porcelanowe §wiece Chamberlanda, krzemionkowe §wiece Berkefelda, azbestowe filtry
Seitza, filtry Schotta oraz filtry membranowe z estrow celulozy.
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Rysunek 4 — Filtracja przez filtr strzykawkowy

FILTR
Z OSADZONYMI
MIKROORGANIZMAMI
POMPA
PROZNIOWA STERYLNY
PRZESACZ

Rysunek 5 — Zestaw do filtracji prozniowej — filtr Schotta
Chemiczne metody wyjalawiania

Polegaja na =zastosowaniu zwiazkow chemicznych do niszczenia drobnoustrojow
chorobotwérczych i saprofitycznych tzw. dezynfekcja. Srodki dezynfekcyjne stosuje sig
do sterylizacji podtog, $cian i powierzchni roboczych, linii technologicznych, czy tez maszyn
lub ich czgs$ci. Rdznia sie¢ one aktywnoscia biologiczna i mechanizmami dzialania.
Aktywno$¢ srodkow dezynfekcyjnych zalezy od rodzaju zwiazku chemicznego, gatunku
mikroorganizméw, ich wieku 1 liczebnosci populacji, czynnikéw Srodowiskowych -
temperatura, kwasowos$¢ podloza 1 obecno$¢ w nim innych zwiazkéw chemicznych,
zwlaszcza organicznych.
Aby dezynfekcja byta skuteczna, srodek odkazajacy powinien by¢:

v’ nieszkodliwy dla ludzi i zwierzat

v' wykazywaé¢ wysoka skuteczno$¢ w niskich stezeniach w szerokim zakresie pH i dobra
rozpuszczalno$¢ w wodzie
styka¢ si¢ bezposrednio z cata masa lub powierzchnig odkazanych przedmiotow,
dziata¢ przez okreslony czas i w odpowiedniej temperaturze
by¢ bezwonny
nie niszczy¢ dezynfekowanych powierzchni

AN
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Do dezynfekcji najcze$ciej stosuje si¢ kwasy i zasady, Srodki utleniajace, sole metali
cigzkich, alkohole, fenole, krezole, aldehydy i czwartorzgdowe zwiazki amonowe.
Mechanizm dziatania $rodkéw dezynfekcyjnych polega na:

v’ uszkodzeniu $ciany i blony komorkowej - np. przez detergenty, czwartorzedowe
zwiazki amoniowe, kwasy, fenole, zasady;

v’ denaturacji bialek, glownie enzymow, ktorych dezaktywacja prowadzi do $mierci
komorki np. alkohole, aldehydy, fenole, czwartorzedowe zwiazki amonowe

v blokowaniu wolnych grup sulfhydrylowych - enzymy zawierajace te¢ grupe moga
dziata¢ tylko w wolnej, zredukowanej formie. Zredukowanie grupy —-SH przez
czynnik utleniajacy powoduje uszkodzenie lub $mier¢ komoérki. Podobne dziatanie
wykazuja rowniez preparaty jodowe i preparaty zawierajace metale cigzkie

v’ uszkodzeniu kwasdéw nukleinowych - barwniki zasadowe jak fiolet krystaliczny,
zielen brylantowa tworza sole z kwasami nukleinowymi mikroorganizmow.

Kwasy i zasady - efekt ich dziatania wiaze sie z aktywnoscia jonow wodorowych lub
wodorotlenowych; rzadko stosowane — niszcza nie tylko drobnoustroje, ale tez przedmioty
i materiaty poddawane dezynfekcji. Generalnie kwasy wykazuja silniejszy wptyw niz zasady.
Weglan sodu, wodorotlenek sodu i wapnia maja zdolno$¢ zmydlania 1 rozpuszczania
ttuszczow. Stosuje sig¢ zazwyczaj 10% roztwory zasad, 20% zawiesing wodorotlenku wapnia
(mleko wapienne). Najpowszechniej stosowany rozcienczony kwas nadoctowy jest aktywny
w stosunku do form wegetatywnych i1 przetrwalnych bakterii. Poniewaz zwiazek ten
nie wykazuje wlasciwos$ci korozyjnych i tatwo ulega rozktadowi na produkty nieszkodliwe
(woda, tlen, kwas octowy) dla produktéw spozywczych, moze by¢ stosowany do dezynfekcji
systemow zamknigtych (np. w browarnictwie i winiarstwie) bez koniecznosci przeptukiwania
ich woda. Taka procedura zapobiega powtérnemu skazeniu systemu, gdy jakos¢
mikrobiologiczna bgdacej do dyspozycji wody nie jest najlepsza. Ponadto zwiazek ten moze
by¢ uzyty do sterylizacji przedmiotéw termowrazliwych i dezynfekcji rak. W nizszych
stezeniach 2-5% stosuje si¢ roéwniez kwas siarkowy do dezynfekcji rur 1 kranow
wodociagowych oraz roztwor fenolu do dezynfekcji sit 1 workow.

Srodki utleniajace — gtownie zwiazKi chloru; w wyniku reakcji chloru z woda powstaje
silnie bakteriobojczy kwas podchlorawy. Zaledwie 0,006% stezenie chloru w wodzie niszczy
formy wegetatywne 1 przetrwalne drobnoustrojow. W praktyce uzywa si¢ chloramin
organicznych (S, B, T) i podchloryn (sodu lub wapnia). Chloramina T zawiera 12,5%
czynnego chloru i dziata najsilniej w $rodowisku kwasnym. Do dezynfekcji rak stosuje sig¢
chloraminy w stezeniu 1%, a do odkazania pomieszczen w stezeniu 5%. Podchloryny
natomiast dziataja najlepiej w pH oboje¢tnym Iub kwasnym i w niskich temperaturach. Stosuje
si¢ je zazwyczaj do dezynfekcji pomieszczen.

Silnym utleniaczem jest rowniez ozon stosowany do dezynfekcji wody (w stezeniu 0,3
mg/litr do dezynfekcji wody wodociagowej). Do $srodkoéw utleniajacych zaliczamy rowniez:
nadmanganian potasu i 3% roztwor H,O; (znany jako woda utleniona).

Sole metali ci¢zkich — silne dziatanie bakteriobojcze wykazuja sole rteci 1 srebra; najbardziej
rozpowszechnione sa organiczne zwiazki rteci np. chlorek rteci tzw. sublimat. Stosowany jest
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do dezynfekcji skor, futer, naczyn porcelanowych i szklanych. Nie moze by¢ stosowany
natomiast do dezynfekcji sprzg¢tu majacego kontakt z zywnoscia.

Alkohole - (etanol, n-propanol, izopropanol). Charakteryzuje je szerokie dziatanie
bakteriobdjcze szczegdlnie wzglgdem form wegetatywnych bakterii, ktére uwarunkowane
jest obecnoscia wody. Najskuteczniejsze stezenie alkohole wykazuja jako 50-70% roztwor
wodny. Wyzsze stezenia, wskutek silnego odwodnienia bakterii, wykazuja wolniejsze
dziatanie. Skuteczno$¢ przeciwwirusowa alkoholi jest wyraznie mniejsza niz
przeciwbakteryjna. Aktywnos$¢ alkoholi wzrasta wraz ze wzrostem liczby molowej i liczby
atoméw wegla w tancuchu, a maleje w obecnos$ci substancji organicznej. Sa wykorzystywane
do dezynfekcji systeméw zamknigtych bez koniecznosci ptukania woda, powierzchni
roboczych, sprz¢tu i rak.

Aldehydy — wykazuja szeroki zakres dziatania, obejmujacy bakterie, prawie wszystkie
wirusy, grzyby oraz w okreSlonych warunkach przetrwalniki bakteryjne, rdéwniez
w obecno$ci zanieczyszczen organicznych. Aldehydy wykorzystuje si¢ czgsto w formie
preparatdéw mieszanych np. z detergentami - zwiazkami powierzchniowo czynnymi, ktére
umozliwiaja penetracj¢ aldehydu przez zanieczyszczenia organiczne bezposrednio
do mikroorganizméw. W tej grupie zwiazkow najwigksze znaczenie ma formaldehyd, czyli
mieszanina 37% aldehydu mroéwkowego z 10-15% aldehydem metylowym. Wodny lub
alkoholowy roztwor formaliny w st¢zeniu 1-5% stosowany jest do dezynfekcji stotow, ptyt i
homogenizatorow. Silne dziatanie antybakteryjne wykazuje réwniez aldehyd glutarowy,
glioksal i aldehyd bursztynianowy.

Zwiazki fenolu i ich pochodne — dziataja silnie bakteriobojczo (stabo antywirusowo)
w $rodowisku kwasnym. Preparaty handlowe tych zwiazkow to: lizol (roztwor krezolu
i kwasow tluszczowych, stosowany w stezeniu 2-8%), septyl (mieszanina amylofenolu
i fenylofenolu, stosowany w stezeniu 1-2%) i desson (roztwor chloro-ksylenol-terpineolu
i soli potasowej kwasu rycynowego, stosowany w stezeniu 2-5%).

Czwartorzedowe zwigzki amonowe — Sa to zwiazki powierzchniowo czynne.
Charakteryzuje je szerokie spektrum dziatania (bakterie, grzyby strzgpkowe - plesnie,
drozdze, wirusy), dlugotrwaty efekt i przyjemny zapach. Ujemna strong jest mozliwosé
uodpornienia si¢ bakterii szczegolnie Gram-ujemnych (np. Proteus vulgaris i Serratia
marcescens), co wymusza konieczno$¢ przemiennego ich stosowania z preparatami
o odmiennych mechanizmach dzialania (zwiazkami nadtlenowymi, podchlorynem).
Ich aktywno$¢ ulega ostabieniu w obecnosci zwiazkow organicznych 1 mydta.

Wykorzystanie aldehydow, zwiazkoéw fenolowych i pochodnych fenoli, zwiazkow chloru,
metali cigzkich jako $rodkdéw dezynfekujacych jest czgsto ograniczone jedynie
do wyjalawiania powierzchni roboczych nie majacych kontaktu z zywnoscia, a w niektorych
krajach zakazane. Wynika to z ich toksyczno$ci, wywotywania podraznien skory i bton
Sluzowych, slabej biodegradacji, przykrego zapachu, dzialania korozyjnego, mozliwosci
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wyksztalcenia si¢ form odpornych oraz uwarunkowania ich aktywnosci od czynnikoéw
srodowiskowych.

Wyjalawianie przez promieniowanie

Promieniowanie elektromagnetyczne obejmuje zakres od ultrakrotkich  promieni
kosmicznych, poprzez promienie X, UV, widzialna czes¢ $wiatta stonecznego
do podczerwieni i dtugich fal radiowych. W mikrobiologii wykorzystywane jest najczesciej
promieniowanie o dlugosci fali 230-270 nm (promieniowanie ultrafioletowe)
i promieniowanie jonizujace (promienie X i gamma - Y). Promieniowanie jonizujace
penetruje przez struktury komodrek drobnoustrojow wywotujac efekt mutagenny lub letalny.

Promieniowanie UV

W praktyce mikrobiologicznej wykorzystuje si¢ najczesciej hamujace lub zabojcze dziatanie
na mikroorganizmy nadfioletowej czgsci widma stonecznego o dlugosci fali 250-260 nm,
a wicc ta czes¢ widma, ktora jest najsilniej absorbowane przez kwasy nukleinowe. Zrédlem
promieniowania sa lampy kwarcowe, wypelnione oparami rtgci, emitujace w 95%
promieniowanie o dhlugosci fali 258 nm. Promieniowanie UV jest wykorzystywane
do niszczenia mikroorganizmow wystepujacych w powietrzu i na odkrytych powierzchniach
zamknigtych pomieszczen o niewielkim zapyleniu (silosow, magazyndéw i chtodni,
laboratoriow). Poniewaz charakteryzuje si¢ staba przenikliwoscia — nie przenika przez
zwykle szklo, stad promieniowanie UV nie jest wykorzystywane do wyjatlawiania szkta
1 podtozy agarowych w szklanych naczyniach. Najbardziej efektywnie dziala promieniowanie
o dlugosci fali 260 nm, ktore jest pochtaniane przez zasady purynowe i pirymidynowe oraz
promieniowanie o dlugosci fali 280 nm - pochtaniane przez aminokwasy aromatyczne
(tryptofan, tyrozyna, fenyloalanina). Nastgpuje rowniez unieczynnienie enzymow, surowic
i toksyn. Efekt bakteriobojczy promieniowania zalezy migdzy innymi od objgtosci
napromienianego powietrza, wielkosci powierzchni, odleglosci i ustawienia lamp UV. Czas
emisji promieniowania nie powinien by¢ krotszy niz 30 min, odlegltos¢ lampy
od sterylizowanej powierzchni nie moze przekracza¢ 3 m, a lampy winny by¢ ustawione
prostopadle do powierzchni. W laboratorium mikrobiologicznym promieniowanie UV
znalazto zastosowanie glownie do wyjatawiania powietrza w pomieszczeniach
laboratoryjnych.

Promieniowanie jonizujace (gamma — y, promienie X)

Sterylizacja promieniowaniem jonizujacym przebiega zaré6wno w sposob bezposredni,
jak i posredni, przez produkty radiolizy wody. Zrodlem tego promieniowania moga by¢
na przyktad izotopy emitujace promieniowanie v - zwykle izotopy kobaltu ®Co. Sterylizacja
radiacyjna moze tez by¢ prowadzona z wykorzystaniem wiazki elektronow
lub promieniowania X (wytwarzanego w procesie konwersji e/X), uzyskiwanych
w elektrycznym zrdédle promieniowania jakim jest akcelerator elektronow. Do sterylizacji
sprzetu medycznego jednorazowego uzytku, surowcOw 1 preparatow farmaceutycznych

Copyright©2012 - Mik$-Krajnik M. -10-



é‘ Uniwersytet Warmirisko-Mazurski w Olsztynie; Katedra Mikrobiologii Przemystowej i Zywnosci
' Przedmiot: Mikrobiologia, Cwiczenie 1

wykorzystuje si¢ niekiedy promieniowanie jonizujace (X, gamma), ktore charakteryzuje si¢
bardzo duza przenikliwos$cia, energia i aktywnoscia biologiczna.

Mikroskop i technika mikroskopowania
Budowa i dzialanie mikroskopu

Jednym z podstawowych urzadzen w laboratorium mikrobiologicznym jest mikroskop. Stuzy
on do obserwacji drobnoustrojow, ich wielko$ci, ksztaltu, naturalnego ulozenia komorek,
zdolnos$ci ruchu czy sposobu ich rozmnazania. W konstrukcji mikroskopu sa potaczone dwa
uktady: optyczny i mechaniczny. Uktad optyczny sktada si¢ z dwoch potaczonych ze soba
czgsci: oswietleniowej i powigkszajacej. Pierwsza stuzy do optymalnego o$wietlenia
obserwowanego obiektu (preparatu), natomiast druga do dwustopniowego powigkszenia jego
obrazu. Uktad mechaniczny zapewnia wlasciwe potozenie poszczegdlnych elementow uktadu
optycznego. W mikroskopie powstajacy obraz jest prosty, powigkszony i pozorny.

OKULAR —» +—— GLOWICA

BINOKULAROWA

TUBUS

STOLIK —»
PRZEDMIOTOWY

KOMNDENSOR —»

REGULACJA —»
PRZYSLONY

SRUBA
“«— MAKROMETRYCZNA

«— SRUBA
MIKROMETRYCZNA

ZRODLO

<«  THIANA POLA WWIDZENIA,
SWIATLA :

FODSTAWA

Rysunek 6 — Budowa mikroskopu optycznego binokularowego
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Do elementéow optycznych mikroskopu zaliczamy:

Zrédlo $wiatla - w prostych mikroskopach element ten stanowito lusterko, wspotczesnie jest
to wbudowana zarowka z reflektorem. O$wietlenie nalezy dostosowac do powigkszenia, przy
matych powigkszeniach stosuje sig stabe natezenie §wiatta, przy duzych — silne.

Kondensor — jest to zespdt 2—-3 soczewek silnie koncentrujacych $wiatto formujac stozek
wystarczajacy do oswietlenia pola przedmiotowego preparatu.

Przystona — reguluje ilo$¢ swiatta wpadajacego do kondensora.

Obiektywy - elementy powigkszajace obraz. Zbieraja $wiatto wychodzace z przedmiotu
1 tworza jego powigkszony obraz posredni, ogladany przez okular(y) mikroskopu.
Wyrézniamy obiektywy suche (powietrzne) i mokre (immersyjne, zanurzeniowe). Obiektywy
suche powigkszaja do 60 razy, immersyjne 90 do 150 razy.

Uwaga! Obiektyw immersyjny jest oznaczony jako OIL lub IMMERSION OIL.

Imersja polega na wypelnieniu ciecza (olejkiem immersyjnym) przestrzeni pomigdzy
szkietkiem podstawowym (preparatem) a obiektywem. W przypadku obiektywoéw suchych
we wspomnianej przestrzeni, na drodze swiatta znajduje si¢ powietrze.

Okulary — sa zbudowane z szeregu soczewek i powigkszaja obraz na zasadzie lupy. Zwykle
powigkszaja od 2-30 razy. Powigkszenie okularu podane jest na oprawce.

Powigkszenie mikroskopu rowne jest iloczynowi powigkszenia obiektywu i powigkszenia
okularu.

Do elementow mechanicznych mikroskopu zaliczamy:

Podstawa i statyw — zapewniaja sztywnos¢ konstrukcji

Stolik przedmiotowy - shluzy do umocowania preparatu i jego przesuwu w poziomie
w osiach X, Y, przez co nastepuje zmiana pola widzenia

Sruba makrometryczna — stuzy do ustalania odleglosci preparat — obiektyw. W zaleznosci
od konstrukcji $sruba podnosi/opuszcza stolik przedmiotowy lub tubus z obiektywami.

Sruba mikrometryczna — stuzy do nastawiania ostroci, ogniskowania.

Rewolwer — jest to obrotowa tarcza mikroskopu, w ktorej umieszczone sa obiektywy. Jego
obracanie umozliwia prosta zmiang obiektywu, a tym samym uzywanego powigkszenia.
Tubus — jest to przestrzen pomigdzy obiektywem a okularem, w ktorej nastgpuje formowanie
si¢ obrazu.

Uklad mechaniczny kondensora - pozwala na regulacj¢ potozenia kondensora w pionie.

Technika mikroskopowania przy uzyciu obiektywow suchych

Ustawi¢ mikroskop 10-15 cm od krawedzi stotu, sprawdzi¢ czystos¢ mikroskopu, optyczne
czesci (obiektyw, okular) przetrze¢ migkka, sucha Sciereczka.

Wiaczy¢ zrédlo §wiatta (z tylu obudowy), otworzy¢ przystong kondensora znajdujaca sie pod
stolikiem.

Przekrgcajac Sruba makrometrycznag podnies¢ tubus tak, aby obiektywy znalazty si¢ do 5 cm
nad stolikiem.
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Wiaczy¢ w 0§ optyczna mikroskopu obiektyw o wybranym powigkszeniu (poprzez obrot
rewolweru).

Przygotowany preparat umiescic na stoliku i docisna¢ zaciskami.

Patrzac z boku zblizy¢ maksymalnie stolik z preparatem do soczewki obiektywu.

Nastgpnie patrzac w okular, przy uzyciu §ruby makrometrycznej, bardzo wolno opuszczac
stolik az do ujrzenia konturu badanego obiektu. Ostro$¢ obrazu nastawi¢ za pomoca $ruby
mikrometrycznej.

Przeprowadzi¢ korekte o$wietlenia. W przypadku zbyt silnego o$wietlenia nalezy obnizy¢
potozenie zespotu o§wietlajacego. Regulowac kontrast i ostro§¢ obrazu za pomoca przystony.

Szuka¢ nowych obrazéw mikroskopowych przy uzyciu $ruby do przesuwania preparatu w osi
XIY

10) Po zakonczeniu mikroskopowania usunaé preparat ze stolika, a obiektyw przetrzeé

mi¢kka Sciereczka.

11) Zostawi¢ mikroskop z obiektywem o najmniejszym powigkszeniu W 0Si optyczne;j.

1)
2)
3)
4)
5)
6)

7)

8)

9)

Technika mikroskopowania przy uzyciu obiektywow immersyjnych

Ustawi¢ mikroskop 10-15 cm od krawedzi stotu, sprawdzi¢ czysto$¢ mikroskopu, optyczne
czesci (obiektyw, okular) przetrze¢ migkka, sucha Sciereczka.

Wiaczy¢ zrodlo swiatta (z tylu obudowy), otworzy¢ przystong kondensora znajdujaca si¢ pod
stolikiem.

Przekrecajac $ruba makrometryczna podnies¢ tubus tak, aby obiektywy znalazty si¢ do 5 cm
nad stolikiem.

Wilaczy¢ w o$§ optyczna mikroskopu obiektyw immersyjny o powigkszeniu 100x (poprzez
obrot rewolweru).

Na preparat nanie§¢ krople olejku immersyjnego. Przygotowany preparat umiesci¢ na
stoliku 1 docisna¢ zaciskami.

Patrzac z boku zblizy¢ maksymalnie stolik z preparatem do soczewki obiektywu tak, aby
koniec soczewki zanurzyt si¢ w naniesionej kropli olejku immersyjnego.

Nastepnie patrzac w okular, przy uzyciu §ruby makrometrycznej, bardzo wolno opuszczac
stolik az do ujrzenia konturu badanego obiektu. Ostro$¢ obrazu nastawi¢ za pomoca §ruby
mikrometrycznej.

Przeprowadzi¢ korektg os$wietlenia. W przypadku zbyt stabego o$wietlenia nalezy
podwyzszy¢ polozenie zespotu o$wietlajacego (kondensora). Regulowa¢ kontrast
1 ostro$¢ obrazu za pomoca przystony.

Szuka¢ nowych obrazow mikroskopowych przy uzyciu §ruby do przesuwania preparatu w osi
X/Y pamigtajac, aby soczewka byla zawsze zanurzona w olejku immersyjnym.

10) Po zakonczeniu mikroskopowania usunaé preparat ze stolika, a obiektyw przemy¢

sciereczka namoczong alkoholem do mikroskopu.

11) Zostawi¢ mikroskop z obiektywem o najmniejszym powigkszeniu w osi optyczne;.
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Czes¢ praktyczna:

1. Nauka mikroskopowania przy uzyciu obiektywéw immersyjnych gotowych
preparatéw bakterii.
Nalezy narysowa¢ w naturalnych wielko$ciach bakterie zaobserwowane w obrazach
mikroskopowych z trzech wybranych preparatow, np.

g

Preparat Paciorkowce
Powigkszenie 1000x

Ksztalt / wulozenie Kulisty, tahcuszki
komorek

2. Poréwnanie grubosci wlosa i wielkosci bakterii na preparatach gotowych.

Do doswiadczenia nalezy przygotowac jedno szkietko podstawowe 1 jedno szkietko
nakrywkowe. Pipeta Pasteura nalezy nanie$¢ krople wody destylowanej na Srodek
szkietka podstawowego. Przygotuj kawatek wtosa 1 umies¢ w kropli wody. Catos¢
nakryj szkietkiem nakrywkowym. Na szkietko nakrywkowe nanie$ kroplg olejku
immersyjnego. Nalezy narysowa¢ wlos zaobserwowany w obrazie mikroskopowym
1 porowna¢ go z wielko$cia komorek bakterii obserwowanych na dowolnym
preparacie gotowym.

g

Preparat Paciorkowce Wios
Powigkszenie 1000x 1000x
Wielkos¢ 1 um 57-90 um (Europejczycy)

3. Wykonanie preparatu odciskowego z opuszkow palcéw na podlozu stalym — agar
odzywczy.
Bierzemy jedna plytke Petriego na osobg z wylanym i zestalonym podtozem.
Podpisujemy ptytk¢ na ,,denku” markerem permanentnym dzielac plytk¢ na dwie
polowy ,,L” na odcisk lewej reki i ,,P”” na odcisk prawej reki. Odciskamy delikatnie
kolejno wszystkie opuszki palcow obydwu rak. Odktadamy ptytke do inkubac;ji
w temperaturze 30°C przez 72godziny (rys.7).
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WIECZKO
[ | q PODLOZE
L PODLOZE ) l J
DENKO Pozycja plytki do inkubaciji

Rysunek 7 — Ptytka Petriego ze statym podtozem mikrobiologicznym, pozycja ptytki
po posiewie przeznaczonej do inkubacji

4. Obserwacja przygotowanych posiewéw z naniesionymi krazkami bibulowymi
nasgczonymi wybranymi $rodkami dezynfekcyjnymi celem stwierdzenia ich
hamujacego oddzialywania. Odczyt strefy zahamowania wzrostu.

Zastosowany .y, Wielko$¢ strefy
, Stezenie Srodka ;
Badany szczep srodek . zahamowania
i dezynfekcyjnego
dezynfekcyjny wzrostu [mm]
Escherichia coli Incidur

Bacillus subtilis

Saccharomyces cerevisiae

Enterococcus faecalis

Chloramina T
Alkohol etylowy
Incidur
Chloramina T
Alkohol etylowy
Incidur
Chloramina T
Alkohol etylowy
Incidur
Chloramina T
Alkohol etylowy
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