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OD AUTOROW

Mikrobiologia ogo6lna wykladana jest studentom biologii Uniwersytetu
Lodzkiego od kilkudziesigciu juz lat. Program ¢wiczen z tego przedmiotu
obejmuje szeroki zakres zagadnien, stanowigcych wprowadzenie w rdzine
dziedziny wiedzy mikrobiologicznej. Jego realizacja przyniosta nauczycielom
akademickim Zakladu Mikrobiologii Ogolnej UL wiele do§wiadczen, ktore
wykorzystano w opracowaniu niniejszego skryptu. Sklada si¢ on z dwoéch
czgéci — teoretycznej i praktycznej. Czgs¢ I — teoretyczna — zawiera przeglad
zagadnien mikrobiologii ogdlnej, laczacych si¢ tematycznie z problematyka
¢wiczen odbywanych przez studentow. Czgs¢ II — praktyczna — jest zbiorem
opisow wykonania 25 Cwiczen laboratoryjnych przewidzianych, w réznym
zakresie, programem zaje¢ z tego przedmiotu dla studentéw specjalnosci:
mikrobiologicznej, biochemicznej i biofizycznej, fizjologicznej oraz biologii
srodowiskowej. Zdajac sobie sprawg z tego, iz nie wszystkie tematy poruszane
w tym skrypcie zostaly opracowane wyczerpujaco, zachecamy studentow do
siggnigcia po literaturg uzupelniajaca, ktoéra pozwoli rozszerzy¢ im wiadomoéci
z tej dziedziny wiedzy. Mamy nadziej¢, Ze skrypt ten bedzie pomocny
studentom nie tylko w przygotowaniu si¢ do egzaminu lub kolokwium, ale
przede wszystkim podczas pracy na zajeciach praktycznych.

Autorzy skladaja serdeczne podzigkowania prof. dr hab. Krystynie
Kotelko, bez ktorej zyczliwosci i pomocy skrypt ten nie mogiby powstaé.
Dzigkujemy w szczegdlnosci za krytyczne uwagi co do jego tresci, jak i formy.
Podzigkowania skladamy takze kolegom z Zakladu Mikrobiologii Ogolnej
i Instytutu Mikrobiologii i Immunologii UL za pomoc w przygotowaniu
tego opracowania. Szczegblne podzigkowania naleza si¢ koledze Januszowi
Wiodarczykowi za przygotowanie manuskryptu i dokumentacji. Dzigkujemy
rowniez Malgorzacie Roézalskiej za wykonanie niektorych rycin oraz za pomoc
w opracowaniu catosci.

Lodz, kwiecien 1994 1.



WYKAZ SKROTOW

ADP — adenozynodifosforan

Ala — alanina

API — zestaw do badania wlasciwosci biochemicznych bakterii
Atm — atmosfera

ATP — adenozynotrifosforan

BCG — atenuowane pratki bydlgce Calmette’a Guerina

BB — Binding Protein, biatko wigzace

cAMP - cykliczny AMP (adenozynomonofosforan)

€ — elektrony

ECA — Enterobacterial Common Antigen (antygen wspolny — Kunina)
EDTA - kwas etylenodiaminotetraoctowy (kwas wersenowy)

Eh — potencjal oksydo-redukcyjny

FAD" - dinukleotyd flawinoadeninowy

Gal — galaktoza

GalA — kwas galakturonowy

GalN — galaktozamina

Glc — glukoza

GlcA — kwas glukuronowy

GIcN — glukozamina

Glu — glutamina

GluA — kwas glutaminowy

Gly — glicyna

Gas-Pak - zestaw do hodowli beztlenowcow

HPa — hektopaskale

LPS — lipopolisacharyd (endotoksyna, antygen O)

LTA — kwas lipoteichojowy

Lys — lizyna

ManNAc - N-acetylomannozamina

MDO — Membrane Derived Oligosaccharides — oligosacharydy bionopochodne

NAD* - dinukleotyd nikotynamidoadeninowy
NADP* - fosforan dinukleotydu nikotynamidoadeninowego

Omp — Outer membrane proteins (biatka blony zewngtrznej)

PAL — Peptydoglican Associated Proteins — biatka zwigzane z peptydoglikanem
PS — polisacharyd

Rha — ramnoza

UDP — urydynodifosforan

uv — ultrafiolet



1. WPROWADZENIE

Mikrobiologia jest nauka o drobnoustrojach (mikroorganizmach). Termin
mikrobiologia wywodzi si¢ z jezyka greckiego: mikros — maly, bios — zycie,
logos — stowo. Nauka ta zajmuje si¢ cechami morfologicznymi, wlasciwosciami
biochemicznymi, rola w $rodowisku naturalnym, wlaSciwosciami chorobo-
tworczymi, jak réwniez zastosowaniem drobnoustrojéow w przemysle.

Drobnoustroje stanowia odmienna pod wzgledem przynalezno$ci takso-
nomicznej, wielkosci i budowy grupg organizméw. Zaliczamy do nich rowniez
wirusy, nie wykazujace zdolnosci do samodzielnego zycia, organizacji
komorkowej oraz wiasnego metabolizmu.

Metody badania drobnoustrojow wyksztalcily si¢ w ciagu ponad stu lat
istnienia tej dziedziny wiedzy. Pomijajac szczegblowe i specjalistyczne techniki,
ogolny, podstawowy schemat badania obejmuje: wstgpna obserwacje mak-
roskopowa i mikroskopowa, wyosobnienie interesujacego nas drobnoustroju
w postaci czystej hodowli, okreslenie jego cech morfologicznych, typu wzrostu
na podlozach statych i plynnych, zbadanie jego wiasciwosci biochemicznych
i fizjologicznych oraz ustalenie ewentualnej roli wyizolowanego mikroor-
ganizmu w Srodowisku naturalnym, w przebiegu choroby lub mozliwosci
wykorzystania w procesie przemyslowym. Zwalczanie drobnoustrojow jest
takze jedna z dziedzin mikrobiologii ogolnej we wszystkich przypadkach,
w ktorych obecno$¢ niektorych z nich jest nie tylko zbedna, ale wrecz
szkodliwa.

Drobnoustroje sa praktycznie wszgdzie we wszystkich §rodowiskach
naturalnych na Ziemi; ich nosicielami s3 ludzie i zwierzeta, wystepuja na
(w) roslinach, ich obecno$¢ mozna takze stwierdzi¢ w wiekszosci produktéow
naturalnych i sztucznych. Zrédlem drobnoustrojéw do badas, okreslanym
przez mikrobiologoéw terminem ,,material mikrobiologiczny”, moga wiec byé:
probki wody, Sciekéw, gleby oraz powietrza, material pobrany od ludzi lub
zwierzat (np. mocz, krew, pltyny wysigkowe, wymazy z ran, gardla, skory),
produkty spozywcze (mleko i jego przetwory, soki i koncentraty owocowo-
warzywne, piwo, wino, migso i jego przetwory itp.), a takze produkty
przemystowe, ktore bardzo czgsto podlegaja niszczacemu dzialaniu mikroor-
ganizmow (zjawisko korozji mikrobiologicznej). W kazdym z tych, przy-
kladowo wymienionych materialéw do hodowli, mozna znalezé wiele,
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réznigcych si¢ pomigdzy soba drobnoustrojow, ktérych nie sposdb badad
jednocze$nie. Mikrobiolog, przystepujac do pracy, najczgsciej izoluje i bada
je oddzielnie. Zagadnienia te zostanag omoéwione w podrozdziale 9.1. Ze
szczegolna metodyka badan drobnoustrojow lacza si¢ rowniez specjalne rygory
postgpowania — poshugiwania si¢ jalowym sprzg¢tem i pozywkami, praca
w warunkach jalowych oraz zapewnienie bezpieczenstwa wlasnego i osob
postronnych przed zakazeniem drobnoustrojami chorobotworczymi.

Praca z materialem zakaznym zawsze wiaze si¢ z ryzykiem zakazenia
siebie lub 0so6b z otoczenia. Nawet wykonujac wszystkie czynnosci zgodnie
z przyjetymi sposobami postgpowania jest si¢ narazonym na nieprzewidziane
zdarzenia (pgknigcie probowki w trakcie wirowania, wypadnigcie wacika
z pipety, Zle zabezpieczony material od pacjenta). Biorac to pod uwage,
wprowadzono pojecie ryzyka mikrobiologicznego z jakim ma do czynienia
osoba stykajaca si¢ z racji swojego zawodu (mikrobiolog, lekarz, pielggniarka)
z materialem mikrobiologicznym. Dotyczy to rdwniez ucznidow i studentow
zapoznajacych si¢ z metodami pracy z drobnoustrojami. Pod pojeciem ryzyka
mikrobiologicznego rozumiemy potencjalne mozliwoséci zakazenia si¢ drobno-
ustrojami, wystgpujacymi w materiale od pacjenta, mikroorganizmami
badanymi w laboratoriach naukowych, a takze demonstrowanymi np.
studentom. Ryzyko zakazenia laboratoryjnego wystepuje nie tylko w trakcie
pracy z juz wyosobnionymi drobnoustrojami, ale takze przy pobieraniu
materiatu klinicznego od pacjenta, np. krwi (mozliwo$¢ zakazenia wirusem
zoltaczki, HIV) oraz transportu probek do badan do laboratorium. W zwiazku
z powyzszym wprowadza si¢ w laboratoriach mikrobiologicznych niezwykle
restrykcyjne przepisy okreslajace sposoby obchodzenia si¢ z materialem
zakaznym, wykonywaniem posiewow, badan, sterylizacji hodowli i materiatow,
utylizacji odpadow oraz dezynfekcji pomieszczen i dezynfekcji osobistej.
Oddzielne przepisy postgpowania opracowano dla laboratoriow bakterio-
logicznych, mykologicznych, wirusologicznych i zajmujacych si¢ riketsjami.
Specjalne regulacje dotycza laboratoriow, w ktorych ,,pracuje si¢” z wirusem
HIV. W przepisach tych znajduja si¢ instrukcje dotyczace wyposazenia
laboratoriow, w ktérych prowadzi sie¢ badania niosace ze soba najwigksze
ryzyko mikrobiologiczne. Laboratoria mikrobiologiczne zostaly podzielone
na cztery rodzaje ze wzglgdu na tzw. poziom bezpieczenstwa. Najnizszy
poziom bezpieczenstwa — 1 — reprezentuja laboratoria standardowe nie
wyposazone w specjalny sprzg¢t i system zabezpieczen przed ,,wydostaniem
si¢” drobnoustrojow na zewnatrz. Najwyiszy — 4 — stopien bezpieczenstwa
zapewniaja laboratoria wyposazone w szafki (kabiny) z jalowym, pionowym
przeplywem powietrza, w ktorych wykonuje si¢ wszystkie operacje z drobno-
ustrojami. Laboratoria te zawieraja wydzielone boksy (pomieszczenia od-
dzielone od zewnatrz), do ktérych wchodzi si¢ ze specjalnych pomieszczen
przejsciowych (przedsionki), w ktérych dokonuje si¢ zmiany ubrania. W la-
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boratoriach tych zainstalowany jest system wentylacji, uniemozliwiajacy
przedostanie si¢ drobnoustrojow wraz z powietrzem na zewnatrz. Pracownicy
tych laboratoriow charakteryzuja si¢ najwyzszymi kwalifikacjami zawodowymi
i duzym do$wiadczeniem, wykonuja swoja pracg postugujac sie wylacznie
sprzg¢tem zmechanizowanym, ponadto korzystaja z pelnego zabezpieczenia
osobistego (rgkawice, okulary ochronne, maski ochronne na twarzy itp.).

Wraz z rozwojem biotechnologii pojawily si¢ problemy bezpieczenstwa
roOwniez w tej dziedzinie dzialalnosci czlowieka. Do najwazniejszych zagadnien
z tym zwiazanych naleza: analiza chorobotworczosci drobnoustrojow stoso-
wanych w procesach biotechnologicznych, toksycznos¢ i wlasciwosci uczulajace
produktéw wytwarzanych przez drobnoustroje, zwigkszanie w $Srodowisku
naturalnym populacji szczepéw opornych na antybiotyki oraz zagrozenia,
jakie niesie ze soba otrzymywanie i stosowanie mikroorganizméw kon-
struowanych metodami inzynierii genetycznej. Powazne problemy stwarza
rowniez coraz wigksza iloS¢ biomasy wytwarzanej podczas proceséw bio-
technologicznych oraz oczyszczanie sciekow powstajacych w tych procesach.

Drobnoustroje stosowane w biotechnologii podzielono na cztery klasy:

1) drobnoustroje niechorobotworcze i nie zagrazajace Srodowisku na-
turalnemu,

2) drobnoustroje chorobotworcze dla czlowieka, ale niezdolne do roz-
przestrzeniania w $rodowisku (znane sa efektywne metody profilaktyczne),

3) drobnoustroje stanowiace niebezpieczenstwo dla ludzi z nimi pracu-
jacych, zagrazajace za§ w malym stopniu ludziom z otoczenia (istnieje
mozliwo$¢ zapobiegania),

4) drobnoustroje chorobotworcze zagrazajace nie tylko ludziom uczest-
niczacym bezpoSrednio w produkcji, ale i z otoczenia (brak efektywnych
metod profilaktycznych).

Biotechnolodzy stosuja przede wszystkim gatunki catkowicie bezpieczne
dla czlowieka i dla Srodowiska naturalnego. Wigksze problemy sprawia
stosowanie drobnoustrojow otrzymanych na drodze inZynierii genetycznej
dla potrzeb rolnictwa, farmacji, utylizacji odpadoéw i $ciekéw itp. Budzi to
niepokoj, gdyz szczepy te zawieraja obcy DNA, wprowadzenie ich celowe
lub przypadkowe do Srodowiska wiaze si¢ z nastgpstwami, ktore obecnie
trudno przewidzie¢. Biorac to pod uwage opracowano zasady bezpieczenstwa
pracy oraz wymogi techniczne dotyczace postgpowania ze zrekombinowanym
DNA. Do manipulacji genetycznych powinno dobiera¢ si¢ szczepy bezpieczne,
tj. biologicznie uposledzone, ktére nie sa zdolne do zasiedlenia swego
naturalnego §rodowiska. W pracach tego typu nalezy postugiwaé si¢ wektorami
niezdolnymi do przemieszczania si¢ pomigdzy komoérkami na drodze natural-
nej. Nie wszystko jednak da si¢ przewidzie¢, bowiem nie istnieje stabilno$é
genetyczna szczepow. Podlegaja one zmianom mutacyjnym, ktérych efekty
sa trudne do przewidzenia. Ponadto nalezy si¢ rowniez liczy¢ z mozliwoscia
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rewersji szczepOw niewirulentnych, stosowanych w biotechnologii do form
wirulentnych. Dlatego problematyka ta zostala $ciSle unormowana przepisami
Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO).

1.1. Prokaryota i Eukaryota — cechy wspélne i roznice

Opierajac si¢ na roznicach w organizacji aparatu genetycznego oraz
budowie komorki wyrézniamy Prokaryota (bakterie wlasciwe, mykoplazmy,
riketsje i sinice) oraz drobnoustroje eukariotyczne (pierwotniaki, grzyby
nitkowate, glony), ktorym, w odroznieniu od wirusoOw, mozemy przypisac
wszystkie atrybuty zycia (organizacja struktury, przemiana materii i energii
oraz przeplyw informacji). Pro- i Eukaryota reprezentuja dwa odmienne
typy budowy komorek. Prokaryota charakteryzuja si¢ uproszczona struktura
komorki i nie zawieraja lizosoméw, mitochondriéw i plastydow, ktérych
funkcje spetlniaja mezosomy i chromatofory, bgdace wytworami btony
cytoplazmatycznej. U tych drobnoustrojéw nie wystepuje rowniez siateczka
$rodplazmatyczna oraz inaczej zbudowana jest $ciana komorkowa. Pod-
stawowa roznica pomigdzy tymi organizmami tkwi w budowie aparatu
jadrowego. U Eukaryota wystepuje jadro komorkowe, wyodrebnione w cyto-
plazmie, z otoczka (btona) jadrowa, chromatyna, jaderkiem i macierza
jadrowa. U Prokaryota rol¢ jadra komérkowego spelnia nukleoid (chromosom
bakteryjny), stanowiacy podwdjna ni¢ DNA zanurzona w cytoplazmie
komorki. W rozwoju komoérkowym Prokaryota nie wystepuje mitoza i mejoza,
a zdecydowana wigkszo$¢ tych organizmoéw rozmnaza si¢ przez podzial prosty
komorek.

Do Eukaryota zaliczamy organizmy zbudowane z jednej lub wielu
komorek. Obok wymienionych wyzej drobnoustrojow znajduja si¢ wsrod
nich rowniez rosliny i zwierzg¢ta. Gatunki zaliczane do pierwotniakow
i grzybow charakteryzuje brak organizacji wielotkankowej, natomiast u roslin
i zwierzat wystgpuje ona w trakcie cykli rozwojowych. Komorki Eukaryota
posiadaja zlozona budowg cytoplazmy i jadra komorkowego, w ktorego
wnetrzu znajduja si¢ chromosomy zbudowane z DNA, RNA i bialek. Jadro
komoérkowe Eukaryota charakteryzuje si¢ znacznie wigksza zawartoscia DNA
w porownaniu do Prokaryota. Podstawe macierzy cytoplazmy u Eukaryota
stanowi szkielet komoérkowy (cytoszkielet), pelnigcy funkcje strukturalne
(podporowe) oraz funkcjonalne (ruchowo-transportowe). Najwazniejsza cecha
wspolng komorek eukaryotycznych jest rozdziat funkcji biologicznych komorki
pomigdzy wyodregbnione morfologicznie fragmenty zwane kompartmentami,
ktore najczedciej stanowia odrgbne organelle komorkowe. Wspdlnymi dla
wigkszosci komorek Eukaryota organellami sa: rybosomy, siateczka $rod-
plazmatyczna (ER), aparat Golgiego, mitochondria, lizosomy i peroksysomy.
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U roslin wystgpuja chloroplasty odpowiedzialne za proces fotosyntezy.
U niektérych Eukaryota funkcje mitochondriéow i chloroplastéw pelnia tzw.
ksenosomy — wewnatrzkomorkowe symbionty (endosymbionty), ktorymi moga
by¢ organizmy tak pro- jak i eukariotyczne. Zgodnie z przyje¢ta definicja
ksenosomami nazywamy kazdy organizm lub organellum komoérkowe wy-
stgpujace w komorce Eukaryota, ktére zawiera DNA i jest osloni¢te blona
komoérkowa. Najczgsciej gospodarzami ksenosomow sa pierwotniaki, charak-
teryzujace si¢ zdolnoscia do endocytozy, ulatwiajacej wnikanie innych
mikroorganizméw do wnetrza komorki. Prokaryota nie pelnia roli gospodarzy
ksenosomoéw, co wynika z braku ich zdolnosci do endocytozy, braku
cytoszkieletu w komorce oraz jej matej objetosci.

Cecha wspélna Pro- i Eukaryota jest uniwersalny kod genetyczny i synteza
biatek z udzialem RNA i rybosomoéw. Wigkszos¢ przedstawicieli Prokaryota
charakteryzuje si¢ bardzo wysokim tempem metabolizmu i krotkim czasem
generacji, ktory ponadto zalezy od warunkoéw srodowiskowych (zawarto$é
substancji odzywczych, temperatura wzrostu). Cecha wyr6zniajaca Prokarota
jest takze: miniaturyzacja i uproszczenie budowy komoérki, zdolno$¢ wykorzys-
tywania réznych substancji odzywczych, rowniez pojawiajacych si¢ na krétko
i wystepujacych w niewielkich ilosciach w §rodowisku, oraz mozliwo$¢ zmiany
w krotkim okresie czasu typu metabolizmu (np. z tlenowego na beztlenowy
czy z fotosyntezy tlenowej na beztlenowa). Wystgpowanie kolistego nukleoidu
oraz niewyksztalcenie w pelni wartosciowych bialek histonowych spowodowato,
ze komorki Prokaryota charakteryzuja si¢ ograniczona zdolnoscia do
gromadzenia informacji genetycznej i jej przetwarzania, co zapewne spowo-
dowalo ograniczenie ich ewolucji na poziomie strukturalnym.



2. LABORATORIUM MIKROBIOLOGICZNE
—~ ORGANIZACJA, WYPOSAZENIE, ZAPLECZE

Wspolczesna mikrobiologia postuguje si¢ réznorodnymi metodami badan
drobnoustrojow. Obok od lat stosowanych technik hodowli drobnoustrojow,
metod cytologicznych i serologicznych, wykorzystuje si¢ rdwniez metody
chemiczne, immunochemiczne, biochemiczne i genetyczne. Z tego tez powodu
laboratorium mikrobiologiczne powinno skladaé si¢ z kilku pomieszczen
0 réznym przeznaczeniu. Oprocz wlasciwej pracowni mikrobiologicznej,
w ktorej prowadzi si¢ obserwacje i badania drobnoustrojow, w sklad takiego
laboratorium najczgsciej rowniez wchodza: boks do pracy jalowej, pracownia
chemiczna, pok6j wagowy oraz z aparatura precyzyjna, pokdj wirbwkowy,
cieplarka i chlodnia oraz pomieszczenia sktadajace si¢ na zaplecze: zmywalnia,
sterylizatornia i pozywkarnia. Duze laboratoria mikrobiologiczne dysponuja
takze zwierzgtarniami zlokalizowanymi na zewnatrz budynku gléwnego.

Z uwagi na szybka potrzeb¢ czestego i dlugotrwalego korzystania podczas
pracy z palnika gazowego, pracownie mikrobiologiczne, o ile to mozliwe,
powinny by¢ organizowane w pomieszczeniach dobrze o$wietlonych, ale
z oknami wychodzacymi na pdlnoc. Pracownie te musza mieé¢ zapewniona
mozliwo$¢ dezynfekcji lampami UV podwieszonymi pod sufitem. Sciany
pracowni powinny by¢ pokryte farba umozliwiajaca ich zmywanie, a podloga
powinna by¢ wykonana z tworzywa sztucznego, ktére latwo dezynfekowad
i zmywac. Pracowni¢ mikrobiologiczna nalezy wyposazyé w stoly laboratoryjne
z trudno palna, ale latwo zmywalnag powierzchnia. Na standardowym
stanowisku pracy mikrobiologa powinny znajdowa¢é si¢ palnik gazowy (o ile
mozliwe z regulowana wysokoscia plomienia lub mozliwoscia czasowego
zapalenia plomienia), statyw z ezami, naczynie z plynem dezynfekujacym
na pipety, stdj na zuzyte szkietka mikroskopowe oraz zestaw podstawowych
barwnikow i wanienk¢ do barwienia preparatéw (jezeli warunki lokalowe
pozwalaja, najlepiej umieszczona bezposrednio pod kranem z woda przyla-
czong do zlewu). Na oddzielnym stole umieszcza si¢, najczgSciej na stale,
mikroskop $wietlny. W pracowni powinny tez znajdowal si¢ cieplarkaf(i),
taznia wodna, wytrzasarka stotowa, podreczna wiréwka laboratoryjna, szafa
na szklo laboratoryjne zwykle, jatlowe i chemicznie czyste oraz lodowka
i zamrazarka. W osobnym miejscu pracowni umieszcza si¢ wanienki (kubty,
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kosze) na wykorzystany material mikrobiologiczny, zuzyte szklo (osobno
zakazne i niezakazne), hodowle drobnoustrojow oraz inne materialy i sprzet
wykorzystywany do pracy i przeznaczony do sterylizacji i mycia. Nalezy
rOwniez umie$ci¢ w dwoch—-trzech miejscach na sali wanienki lub zlewki ze
srodkiem dezynfekujacym na ewentualnie rozbite probdwki lub ptytki
z materialem zakaznym, szkietka mikroskopowe, zuzyty zakazny sprzet
mikrobiologiczny itp. W pracowniach borykajacych si¢ z trudno$ciami
lokalowymi, bardzo czgsto cieplarki umieszcza si¢ na zewnatrz na korytarzu,
a mikroskopy instaluje si¢ jedynie na czas pracy. Nowoczesne pracownie
mikrobiologiczne wyposaza si¢ rowniez w komory (szafki) z przeptywem
jalowego powietrza. Nalezy pamigtac, iz do pracy z drobnoustrojami nalezy
stosowa¢ komory z nawiewem pionowym, a nie poziomym.

Zmywalnia, pomieszczenia do sterylizacji i pozywkarnia powinny byé
tak zlokalizowane, aby stanowily ciag pokoi, ktorych kolejno$¢ odpowiada
poszczegbdlnym etapom mycia, przygotowania i sterylizacji szkla oraz pozywek
mikrobiologicznych. Zmywalnia powinna by¢ wyposazona w autoklaw
przeznaczony jedynie do niszczenia (sterylizacji) wykorzystanego materiatu
zakaznego oraz hodowli bakteryjnych, a takze w zestaw do gotowania,
a nastgpnie mycia szkla laboratoryjnego. W zmywalni najcze$ciej instaluje
si¢ dwa stanowiska pracy — jedno do mycia za pomoca detergentow
(mycie zwykle) oraz drugie do mycia chemicznego, w ktérym stosuje
si¢ chromiank¢ lub Rovanex. Umyte szklo poddaje si¢ intensywnemu
plukaniu w wodzie biezacej, a nastgpnie w destylowanej, po czym suszy
si¢ w suszarkach elektrycznych (rzadziej na powietrzu), a nastgpnie przy-
gotowuje do sterylizacji. Sposob przygotowania i wyjalawiania szkla przed-
stawiono w podrozdziale 4.1.1.3.

Pozywkarnia jest pomieszczeniem stuzacym do przygotowywania podtozy
mikrobiologicznych. Najczesciej sklada si¢ z pokoju, w ktérym sporzadza
si¢ podloza, wyposazonego w zestaw do destylacji oraz podwdjnej destylacii
wody, pH-metr oraz podreczny zwykly i specjalny sprzet laboratoryjny
(wagi zwykle i analityczne, pipety automatyczne do rozlewania pozywek,
urzadzenie do przygotowywania skosow, zestawy do saczenia mikrobio-
logicznego). Do tego pomieszczenia powinien przylegaé boks (najlepiej
z przedsionkiem), ktory latwo wysterylizowa¢, w ktérym jalowo rozlewa
si¢ pozywki plynne i przygotowuje plytki z podlozami. W takich boksach
coraz czgiciej instaluje si¢ w pelni zautomatyzowane zestawy do jalowego
rozlewania pozywek do probéwek i plytek. Obok gléwnego pomieszczenia
pozywkarni wydziela si¢ specjalny boks, wyposazony w dobra wentylacje,
w ktorym ustawia si¢ autoklawy i aparaty Kocha stuzace do wyjalawiania
podiozy mikrobiologicznych. Metody sterylizacji pozywek opisano w pod-
rozdziale 4.1.2.



3. PODLOZA MIKROBIOLOGICZNE

Podloza mikrobiologiczne to sztucznie stworzone srodowisko wzrostu do
hodowli drobnoustrojéw. Stosuje si¢ je do izolacji, roznicowania, identyfikacji
lub namnazania drobnoustrojéw, okreslania ich wtasciwosci fizjologicznych,
biochemicznych i hodowlanych, moga tez by¢ wykorzystane do otrzymywania
okreslonych produktéw ich metabolizmu. Pozywki do hodowli drobnoustrojow
powinny charakteryzowac si¢ nastgpujacymi cechami:

1) musza zawiera¢ latwo dostgpne zrodla pierwiastkow biogennych
(C, O, H, N, P, S) oraz energii, a takze odpowiedni zestaw soli mineralnych,

2) powinny wykazywaC optymalny dla wzrostu danego rodzaju drobno-
ustrojow odczyn pH oraz potencjal red-oks,

3) musza by¢ przejrzyste (z wyjatkiem podlozy zawierajacych zwiazki
nierozpuszczalne, np. CaCO,, thuszcze itp.),

4) powinny wykazywa¢ odpowiednia warto$¢ ciSnienia osmotycznego,

5) musza byc jatowe.

Podloza mikrobiologiczne (ze wzgledu na zawartos¢ skladnikow odzyw-
czych) dzielimy na minimalne, pelne i wzbogacone. Podloza minimalne to
takie, ktore zawieraja tylko skladniki pokarmowe, ktore sa niezbedne do
podtrzymania wzrostu drobnoustrojow (np. podloze minimalne M9 wg
Adamsa). Podloza peilne (np. bulion odzywczy do hodowli bakterii oraz
brzeczka do hodowli drozdzy) zawieraja wszystkie niezbedne substancje
odzywcze, umozliwiajace dobry wzrost drobnoustrojow. Zawieraja one zrodlo
wegla, azotu oraz czynniki uzupehiajace (sole mineralne, czynniki wzrostowe).
Podloza wzbogacone sporzadza si¢ dla drobnoustrojow stabo rosnacych in
vitro, wymagajacych do wzrostu w tych warunkach dodatkowych substancji
odzywczych. Jako czynniki wzbogacajace podloza stosowane sa: krew,
surowica, pltyny wysickowe, wyciag watrobowy, mleko, zo6ltka jaj, dodawane
najczgSciej do podlozy dla drobnoustrojow chorobotworczych (gonokoki,
pratki gruzlicy, paleczki grypy). Najczesciej stosuje si¢ odwlokniona krew
owcy lub ludzka, ktéra dodaje sie w ilosci 3-5%. Zo6K wolowa, ktorej
skladnikami sa kwasy Zzolciowe, stosowana jest do przygotowania podtozy
roznicujacych i wybidrczych (patrz nizej). Podloza z mlekiem stuza do
roznicowania bakterii oraz do hodowli drobnoustrojow fermentacji mlekowe;j,
a takze oceny procesu proteolizy.
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Podloza bogate w substancje organiczne stuza przede wszystkim do hodowli
heterotrofow, zwlaszcza auksotrofow. Autotrofy, wykorzystujace jako Zrédla
wegla, najczgsciej CO,, hoduje si¢ na podlozach minimalnych, nie zawiera-
jacych zwiazkoéw organicznych lub z dodatkiem prostych zwiazkéw organicz-
nych (np. kwasow organicznych — podioze do hodowli bakterii fotosyn-
tetyzujacych) oraz czynnik6w wzrostowych.

Jako Zrodla azotu dla drobnoustrojéow w podlozach mikrobiologicznych
wykorzystywane sa najczgSciej zwiazki organiczne — aminokwasy i peptydy.
Wiele mikroorganizméw - zwlaszcza Zyjacych w warunkach naturalnych
—ma zdolno$¢ przyswajania azotu z soli amonowych, azotanéw lub azotynow,
a takze azotu atmosferycznego; te ostatnie namnaza si¢ na podlozach
bezazotowych.

Zrodlem siarki dla drobnoustrojow sa najczeéciej aminokwasy siarkowe,
siarczyny, siarczany, H,S, rzadziej siarka elementarna. Niezbednymi sklad-
nikami podlozy mikrobiologicznych sa rowniez sole mineralne, utrzymujace
wlasciwe ciSnienie osmotyczne podloza, warunkujace optymalne pH $rodowis-
ka, a niektore z pierwiastkow w nich zawartych (P, Fe, Mg, Cu) odgrywaja
bardzo wazina rol¢ w metabolizmie drobnoustrojéow np. jako aktywatory
enzymoéw lub skladniki zwiazkow chemicznych w komoérkach (chlorofil).
Pierwiastki te wystgpuja w wyciagu migsnym, a ich ilos¢, w razie potrzeby,
mozna zwigkszy¢é przez dodanie do podioza soli mineralnych. Pierwiastki
potrzebne bakteriom w iloSciach $ladowych wystgpuja przewaznie jako
zanieczyszczenie gldwnych skiadnikow podiozy.

Wszystkie pierwiastki, ktorych obecno$¢ w podlozu jest konieczna dla
prawidlowego wzrostu drobnoustrojow dzielimy na makro- i mikroelementy.
Do makroelementow zaliczamy: wegiel, wodor, tlen, siarke, fosfor, potas,
sod, wapn, magnez i zelazo. Wsr6d mikroelementoéw najwazniejsze znaczenie
dla mikroorganizméw maja: mangan, molibden, cynk, miedz, kobalt, nikiel,
wanad, bor, chlor, selen, krzem i wolfram.

Podloza dla heterotrofow sporzadza si¢ najczesciej z wyciagdw tkanek
zwierzgcych, glownie migsa wolowego lub konskiego; stosuje si¢ tez wyciagi
z serc, watroby lub moézgu zwierzat. Podstawowym podtozem stosowanym
w bakteriologii jest wyciag migsny (bulion) obecnie dostgpny w postaci
gotowej, wysuszonej (zliofilizowanej); przygotowuje si¢ go do hodowli bakterii
wg przepisu podanego przez wytworce. W hodowli bakterii bardzo czesto
wykorzystuje si¢ pepton, tj. wysuszony hydrolizat bialek zwierzecych (migso
wotowe) lub roslinnych (np. soi). Trawienie tych bialek moze by¢ prze-
prowadzone za pomoca kwaséw nieorganicznych (np. HCI) lub enzymoéw
(pepsyny, trypsyny, papainy). Kazeing, rowniez dodawana do pozywek,
otrzymuje si¢ z odtluszczonego mleka, przez wytracenie HCI lub podpuszczka,
a nastgpnie trawienie na goraco HCI. Najczgsciej stosowane peptony to
Proteose, Tryptose, Tryptone (polskie) oraz kwasny hydrolizat kazeiny
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— Casamino Acid B i Casitone — firmy Difco oraz Tripticase firmy BBL.
Hydrolizaty zmielonych ziarn sojowych, rowniez stosowane do celéw mik-
robiologicznych, sa dostgpne w handlu. Dodatkowe informacje na temat
sktadnikow podlozy mikrobiologicznych znajdzie czytelnik w podrecznikach
specjalistycznych, wydawanych przez firmy zajmujace si¢ ich produkcja, np.
Oxoid, Difco, Gibco, Bio Merieux i inne oraz Panstwowy Zaklad Higieny
zainteresowany m. in. ta problematyka.

Sposrod heterotrofow tylko nieliczne sa prototrofami zdolnymi do wzrostu
na podlozu zawierajacym prosty zwiazek organiczny (np. glukozg) oraz
zestaw soli mineralnych. Auksotrofy wymagaja do wzrostu takich czynnikow
wzrostowych jak aminokwasy, zasady purynowe i pirymidynowe, witaminy,
ktorych nie moga wytworzyé z dostgpnych im prekursoréow. Jako zrodlo
czynnikO6w wzrostowych najcze$ciej wykorzystuje si¢ wyciag z drozdzy (np.
yeast extract firmy Difco) lub ziemniaczany oraz przecier pomidorowy.
Wyciagi drozdzowe otrzymywane w wyniku autolizy (autolizaty drozdzowe)
lub plazmolizy drozdzy piekarniczych stanowia mieszaning aminokwasow
lub (i) peptydow, witamin, puryn, pirymidyn, soli mineralnych oraz glukozy
(woda drozdzowa).

Podloza mikrobiologiczne dzielimy na zwykle (podstawowe) i specjalne.
Podloza podstawowe (bulion odzywczy, woda peptonowa, brzeczka) stuza
do hodowli wigkszosci drobnoustrojow i sa wykorzystywane do przygoto-
wywania podlozy specjalnych, stosowanych do izolacji i identyfikacji drobno-
ustrojow.

Ze wzglgdu na sklad chemiczny podlozy dzielimy je na naturalne,
pOlsyntetyczne i syntetyczne. Podloze naturalne o nie w pelni zdefiniowanym
skladzie chemicznym to m. in. bulion odzywczy, brzeczka, mleko odttuszczone
lub pelne. Sa one podiozami pelnymi. Podloza poélsyntetyczne sa czgsciowo
poznane pod wzglegdem skladu substancji odzywczych; przykladem moze
by¢ podloze M9 wg Adamsa wzbogacone dodatkiem glukozy i autolizatu
drozdzy, stuzagce m. in. do hodowli drobnoustrojow Proteus i Escherichia.
Sktad chemiczny (jakosciowy i ilo§ciowy) podiozy syntetycznych jest w petni
okreslony. Jako przyklady mozna wymieni¢ podloza z mannitolem do hodowli
Azotobacter, do hodowli nitryfikatorow oraz do badania mutantow auksot-
roficznych. Podloza polsyntetyczne i syntetyczne moga by¢, w zaleznosci od
sktadu chemicznego, podtozami minimalnymi, pelnymi lub wzbogaconymi.

Podloza mikrobiologiczne ze wzgledu na konsystencj¢ dzielimy na stale
(zawierajace 1,5-2% agaru), pOlptynne (z dodatkiem 0,1-0,7% agaru) oraz
plynne. Te ostatnie stuza przede wszystkim do namnazania drobnoustrojow.
Na podlozach péiplynnych badamy np. ruch bakterii. Podloza stale moga
stuzy¢ do namnazania bakterii, ale przede wszystkim wykorzystywane sa do
ich réznicowania. Agar jest uniwersalnym, mikrobiologicznym czynnikiem
zestalajacym pozywki mikrobiologiczne, nie rozkladanym przez wigkszos¢
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bakterii. Otrzymuje si¢ go z morskich krasnorostow Selidium amansi oraz
Glacilaria conforroides, nalezacych do Rhodophyceae, gdzie wystepuje w Scianie
komorek. Preparat handlowy agaru (ekstrakt wodny glondéw) jest mieszanina
dwoch weglowodanow — agarozy (70%) oraz agaropektyny. Agaroza jest
polimerem galaktozy i 3,6 anhydro-L-galaktozy potaczonych wigzaniem
B 14 i 1,3, do ktérych przylaczone sa grupy sulfonowe. Agaropektyna
jest bardziej zlozona pod wzgledem chemicznym i zawiera D-galaktoze,
3,6 anhydro-a-galaktoz¢, kwasy uronowe i grupy HSO, (dwukrotnie wigcej
niz w agarozie). Agar dostgpny w handlu (wloknisty lub sproszkowany)
rozpuszcza si¢ w wodzie na goraco w temperaturze 100°C, krzepnie za$
w temperaturze 45°C (stgzenie 2%), w pH obojetnym (w niskim pH traci
zdolnos$¢ krzepnigcia). Drugim czgsto stosowanym czynnikiem zestalajacym
podloza jest bialko - Zelatyna — produkt hydrolizy kolagenu, tj. bialka
zwierzecej tkanki lacznej. Otrzymuje si¢ ja w wyniku dlugotrwalego gotowania
skory, $ciggien i kosci zwierzecych. Zelatyna, nierozpuszczalna na zimno,
w wodzie goracej pgcznieje, a po ochtodzeniu tworzy zel, ktéry jednak
uplynnia si¢ juz w temperaturze 22-25°C, co stanowi duza niedogodno$é
w hodowli bakterii. Na podlozu z zelatyna bada si¢ typ wzrostu oraz
zdolno$¢ wytwarzania przez drobnoustroje zelatynazy — enzymu hydro-
lizujacego zelatyng. Jako zestalacz podlozy mikrobiologicznych rzadko
stosowany jest zel krzemionkowy, stuzacy do przygotowywania pozywek
stalych bez skladnikéw organicznych.

Podtoza mikrobiologiczne, ze wzglegdu na przeznaczenie i zastosowanie,
dzielimy na namnazajace, wybiorcze, namnazajaco-wybidrcze, izolacyjne
i réznicujace (identyfikacyjne, diagnostyczne). Podloza namnazajace, najczesciej
plynne, rzadziej w postaci skosow agarowych lub plytek oraz butli Roux,
stuza do otrzymywania duzej biomasy drobnoustrojow badanego szczepu.
Pozywki wybiorcze zawieraja dodatek zwiazku(6w) chemicznych hamujacych
wzrost konkretnej grupy drobnoustrojow. Podloza namnazajaco-wybidreze
pozwalaja na namnozenie si¢ tylko jednemu rodzajowi lub gatunkowi
drobnoustrojoéw lub jednej grupie mikroorganizméw, znajdujacych sie w po-
siewanym materiale. Podloza te zawieraja skladniki hamujace wzrost jednych
i ulatwiajgce namnazanie drugich drobnoustrojow. Przykladem takiego podloza
moze by¢ podloze bezazotowe z mannitolem do hodowli bakterii wiazacych
azot atmosferyczny (Azotobacter sp.); podloze z kwasnym seleninem sodu
hamujace wzrost E. coli i wykorzystywane do namnazania Salmonella sp.
z katu lub probek zywnoéci; podloze Kauffmana z czterotionianem sodowym
i z6lcia hamujace wzrost wszystkich bakterii wystgpujacych w kale z wyjatkiem
Salmonella sp. Podloza izolacyjne to podloza stale (plytki), zawierajace
odpowiedni wskaznik (identyfikator) pozwalajacy odrdznié od siebie kolonie
bakterii. Przykladem takich podlozy moga by¢ plytka Endo z laktoza do
diagnostyki Enterobacteriaceae, podloze Chapmana z mannitolem do hodowli
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gronkowcow, podloze Clauberga z tellurynem potasu do hodowli Coryne-
bacterium sp. Podloza identyfikacyjne, na ktorych bada si¢ wlasciwosci
biochemiczne bakterii zostana omowione w rozdziale 15.

Specjalna grupe podlozy stanowia podloza ,transportowe” stuzace do
zabezpieczenia materialu mikrobiologicznego na czas przenoszenia go od
pacjenta do laboratorium. Sa to najczgsciej dobrze zbuforowane podltoza
minimalne bez skladnikéw odzywczych, zawierajace jedynie sole mineralne.



4. STERYLIZACJA (WYJALAWIANIE)

Wyjalawianiem nazywamy proces zabijania drobnoustrojow, zaréwno ich
komorek wegetatywnych, jak rowniez form przetrwalnych. Postgpowanie to
ma szczegblne znaczenie tam, gdzie nalezy si¢ poshugiwaé jalowym sprzgtem
i pracowa¢ w jalowym otoczeniu. Sterylne warunki pracy powinny by¢ wiec
zachowane m. in. w szpitalach, na salach operacyjnych i gabinetach zabie-
gowych, przy produkcji niektorych lekéw, plynéw infuzyjnych, preparatow
krwiopochodnych, srodkéw opatrunkowych oraz sztucznych elementow
organow (protez). Praca w warunkach jalowych, postugiwanie si¢ jalowym
sprzetem, niszczenie wykorzystanych hodowli i materiatéw mikrobiologicznych
w laboratorium, to czynnosci, ktére przynajmniej w podstawowym zakresie
powinny by¢ znane osobom rozpoczynajacym do$wiadczenia z drobno-
ustrojami.

Sterylizacj¢ mozna przeprowadzi¢ poshugujac si¢ metodami fizycznymi,
chemicznymi lub mechanicznymi.

4.1. Metody fizyczne

Wyrdzniamy nast¢pujace fizyczne metody sterylizacii:

— wysoka temperatura (sterylizacja cieplna — sucha i para wodna),
— promieniami ultrafioletowymi (UV),

— promieniami jonizujacymi,

— saczenie.

4.1.1. Sterylizacja cieplna — sucha

4.1.1.1. Wyjalawianie przez wyZarzanie

Sterylizacja przez wyzarzanie w plomieniu palnika gazowego shuzy do
wyjalawiania ezy (drucika z oczkiem wykonanego z platyny lub ze stopu
platynopodobnego) i igiel preparacyjnych. Niszczenie drobnoustrojow, po-
legajace na ich spaleniu, jest stosowane przed i po szczepieniu pozywki za
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pomoca ezy. Aby sterylizacja ezy byla efektywna, nalezy pami¢ta¢ o koniecz-
noSci ogrzewania drucika ezy do czerwonego zaru.

4.1.1.2. Wyjalawianie przez opalanie

Opalanie w plomieniu palnika brzegéw probéwek lub kolb (po wyjeciu
korka) stosuje si¢ w celu zapobiezenia zakazeniu drobnoustrojami z zewnatrz.
W plomieniu opalamy tez bagietki, glaszczki szklane oraz szkietka podstawowe
do preparatow mikroskopowych. Przedmioty te, a takze skalpele, topatki
metalowe, pensety, grube igly preparacyjne sterylizuje si¢ rOwniez przez
zanurzenie w alkoholu etylowym i opalenie w ptomieniu palnika gazowego.

4.1.1.3. Wyjalawianie goracym suchym powictrzem

Sterylizacja suchym goracym powietrzem sthuzy do wyjalawiania szkla
laboratoryjnego, a takze trwatych materialéow lub przedmiotéw stalowych,
np. opraw metalowych do filtréw, cylinderkéw do badania wrazliwo$ci na
antybiotyki, kuleczek szklanych oraz materialow sypkich itp. Sterylizacje ta
metoda wykonuje si¢ w suszarkach w temperaturze 140°C przez 2,5 godziny,
160°C — 2 godziny lub 180°C — 1 godzing. Szklo laboratoryjne do sterylizacji
przygotowujemy w sposob nastgpujacy: probowki zakrywamy korkami z waty,
ligniny lub metalowymi, kolby korkami ligninowymi lub ,kolderkami”
i kawatkami folii aluminiowej. Plytki Petrego oraz pipety zawijamy w papier
lub umieszczamy w metalowych puszkach oraz w tubusach. Ustniki pipet
zabezpieczamy wacikami.

4.1.2. Sterylizacja cieplna — mokra (para wodna)
4.1.2.1. Dekoktacja — wyjalawianie przez gotowanie

W przeszlodci powszechnie stosowano ogrzewanie w temperaturze wrzenia
wody strzykawek, igiel iniekcyjnych, instrumentéw chirurgicznych w szczelnie
zamknigtych sterylizatorach elektrycznych lub zwyklych, podgrzewanych na
maszynkach elektrycznych lub plomieniem palnika gazowego. Obecnie ten
sposob sterylizacji powinien byé ograniczony jedynie do wyjatkowych sytuacii,
gdyz zabieg ten nie niszczy wiruséw zapalenia watroby, a takze przetrwalnikow
bakterii. Postugujac si¢ ta metoda nalezy pamigtaé o stosowaniu wody
destylowanej (w szczegélnych warunkach mozna uzy¢ wody przegotowanej),
gdyz gotowanie w wodzie wodociagowej pozostawia nalot na strzykawkach
lub wewnatrz igiel.
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4.1.2.2. Pasteryzacja

Przyjmuje si¢, ze dzialanie na drobnoustroje temperatura do 100°C
nazywane jest pasteryzacja, stosowanie za$ temperatury powyzej 100°C
okreslane jest sterylizacja. Pasteryzacja jest to proces zniszczenia form
wegetatywnych drobnoustrojow obecnych w $§rodowisku plynnym, np.
produktach spozywczych: mleku i jego przetworach, piwie, sokach owocowych
itp. Pasteryzacja ma na celu zabicie bakterii chorobotworczych w produktach
spozywczych oraz przedtuzenie trwalosci tych produktéw w wyniku zniszczenia
wigkszos$ci drobnoustrojow saprofitycznych nieprzetrwalnikujacych. Wyr6z-
niamy pasteryzacje niska (dlugotrwala), polegajaca na ogrzaniu produktu
do temperatury 63-65°C przez 30 minut, oraz pasteryzacj¢ wysoka (szybka),
kiedy pasteryzowany plyn, przeptywajacy cienka warstwa przez specjalny
aparat, jest ogrzewany w ciagu 15 sekund do 72°C (lub 90°C — wtedy bez
zatrzymywania w aparacie).

Wiele lat temu podjeto rowniez badania nad mozliwoscia uzycia do
pasteryzacji mleka temperatury wyzszej, tzn. takiej, ktéora powodowalaby
wigksza redukcje liczby bakterii w pordéwnaniu z metodami dotychczas
stosowanymi. Z chwila wprowadzenia dynamicznych metod pasteryzacji
(przeptywowych) stato si¢ mozliwe dzialanie na mleko lub jego przetwory
temperatury wyzszej od stosowanej w tradycyjnych technologiach. Nowa
technologi¢ pasteryzacji okre$lono terminem obrobki termicznej UHT (Ultra
High Temperature — temperatura ,,ultrawysoka’’). Technologia ta pozwala
nawet na pelna sterylizacje mleka. W metodzie UHT wyr6znia si¢ tzw.
pasteryzacj¢ szybka (HTST - High Temperature Short Time — wysoka
temperatura, krotki czas) oraz tzw. ultraszybka, okreSlana przez niektorych
autoréw jako rzeczywista ,,pasteryzacjc — UHT”. Obie metody pozwalaja
uzyska¢ mleko o przedluzonej trwalosci, przede wszystkim dlatego, iz jest
ono wolne (poza nielicznymi szczepami) od bakterii psychrotrofowych
(zdolnych do wzrostu w niskich temperaturach). W technologii wlasciwej
UHT stosuje si¢ temperaturg 130-150°C przez kilka sekund (dla mleka nie
opakowanego). Efektem takiego dzialania jest otrzymanie mleka w petni
jalowego, ze zinaktywowanymi wirusami pryszczycy. Technologia UHT ma
wiele zalet, ale i nie pozbawiona jest wad. Do przetwarzania w tej technologii
nadaje si¢ mleko jedynie o bardzo wysokiej czystoSci mikrobiologicznej i nie
zawierajace enzymoOw bakteryjnych. Metoda ta prowadzi rowniez do koagulacji
bialek mleka, jego gorzknienia oraz czgsciowego rozkladu. Nalezy dodac,
iz warunki pasteryzacji okreslaja przepisy poszczegélnych krajow. Kazda
metoda pasteryzacji konczy si¢ gwaltownym schlodzeniem produktu, tak
aby nie stracil swoich wartosci odzywczych.



