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Cwiczenie 4
Czynniki bakteriobdjcze

1. Odczyt - szeregow i ich interpretacja

2. Pokaz wilasciwos$ci biochemicznych hemoliza typu a, 3, y na podtozu z krwia.

3. Bakteryjne czynniki bakteriobdjcze: bakteriocyny: kolicyny a) Wytwarzanie kolicyn przez E. coli -
¢wiczenie wykonujg wszystkie pary

Na przykrywke odwroconej do gory dnem ptytki Petriego z bakteriami (kolicynogenny szczep Escherichia

coli) wla¢ 1 ml chloroformu. Celem tego zabiegu jest zabicie bakterii.. Po p6t godzinie odkry¢ ptytke aby

chloroform mogt wyparowaé. Do probdwki zawierajacej 3 ml rozpuszczonego agaru goérnego dodac 0.1 ml

hodowli bakteryjnej (szczep wskaznikowy Escherichia coli A77). Zawartos¢ probowki wyla¢ na

powierzchnie ptytki agarowej i inkubowa¢ 24 godziny w temperaturze 37°C. Po tym czasie zaobserwowaé

strefy zahamowania wzrostu szczepu wskaznikowego wokot szczepu kolicynogennego.

4. Grzybowe czynniki bakteriobojcze: Antybiotyki. Oznaczanie wrazliwosci bakterii na antybiotyki.
Antybiotyki sg substancjami o dzialaniu przeciwbakteryjnym wytwarzanymi przez drobnoustroje (bakterie,
grzyby) albo otrzymywanymi syntetycznie lub potsyntetycznie. Maja one zdolno$¢ hamowania wzrostu i
zabijania takich mikroorganizméw jak bakterie, grzyby i niektore pierwotniaki.

a) Antybiogram - kazda para wykonuje antybiogram dla jednego rodzaju bakterii.

Na ptytke Petriego z podtozem agarowym nanie$¢ 100 pl hodowli bakteryjnej i doktadnie rozprowadzié
jalowa bagietka po powierzchni podtoza. Nastepnie, postugujac sie penseta umiescic na plytce krazki
bibutowe nasycone antybiotykami (5 krazkéw z posrod wielu dostgpnych). Odlegto$¢ pomigdzy
poszczeg6lnymi krazkami powinna wynosi¢ okoto 2 cm. Ptytki pozostawi¢ na dwie godziny w temperaturze
pokojowej (w tym czasie antybiotyki dyfunduja do podtoza) a nast¢pnie inkubowaé 24 godziny w
temperaturze 37°C. Po tym czasie porowna¢ skuteczno$¢ dziatania antybiotykdéw w stosunku do badanych
bakterii a ponadto okresli¢,ktore antybiotyki najskuteczniej dziatajg na dany drobnoustro;.

Bakterie wykorzystywane w tym ¢wiczeniu to: Escherichia coli, Bacillus subtilis, Proteus vulgaris,
Salmonella anatum, Klebsiella oxytoca, Staphylococcus aureus.

5. Chemiczne: Chemioterapeutyki. Oznaczanie wrazliwosci bakterii na sulfonamidy.

Sulfonamidy sa amidami kwasu paraaminobenzoesowego (PABA) o dzialaniu przeciwbakteryjnym.
Sulfonamidy obnizaja przemian¢ materii i hamujg rozmnazanie si¢ bakterii czyli dziatajg bakteriostatycznie.
Zwiazki te sg inhibitorami kwasu paraaminobenzoesowego, ktory normalnie bierze udzial w syntezie kwasu
foliowego. Sulfonamidy wchodzac w ciag reakcji prowadzacych do powstania kwasu foliowego interferuja z
ta synteza 1 w ten sposob bakterie zostaja pozbawione czynnika wzrostowego. Na dziatanie sulfonamidow s3
wrazliwe tylko te bakterie, ktore posiadajg zdolnos$¢ do syntezy kwasu foliowego.

A) Antybiogram - kazda para przygotowuje antybiogram dla jednego rodzaju bakterii (1 ptytka na pare).
Plytke Petriego z podtozem agarowym przygotowac jak w punkcie 4 a. W do§wiadczeniu uzywamy bakterie
wymienione w punkcie 4a. Nastepnie na ptytke nanie$¢ krazki bibutowe nasycone sulfonamidami
(trimetoprim, biseptol: trimetoprim+sulfametaksozol). Ptytki pozostawi¢ na dwie godziny w temperaturze
pokojowej (w tym czasie sulfonamidy dyfunduja do podtoza) a nastepnie inkubowac 24 godziny w
temperaturze 37°C. Po tym czasie porowna¢ skuteczno$¢ dziatania sulfonamidéw w stosunku do badanych
bakterii a ponadto okresli¢, ktore sulfonamidy najskuteczniej dziataja na dany drobnoustro;j.



6. Oznaczanie wrazliwosci bakterii na fitoncydy - 1 ptytka na pare

Fitoncydy sg substancjami o dzialaniu bakterio-, grzybo- i pierwotniakobdjczym. Wytwarzane sg przez
ro$liny wyzsze. Ze wzgledu na dziatanie toksyczne (w wysokim stezeniu) na komorki ssakéw nie znalazty
zastosowania w lecznictwie. Fitoncydy w duzych ilosciach wystepuja w cebuli, czosnku, chrzanie i1 koprze.
Ptytke Petriego z podtozem agarowym przygotowac jak w punkcie 4a (w ¢wiczeniu wykorzystujemy
bakterie wymienione w punkcie 4a). W srodku plytki wycig¢ krazek agaru, w powstalej w ten sposéb
studzience umies$ci¢ posiekany czosnek lub cebule. Phytki inkubowa¢ 24 godziny w temperaturze 37°C.
Okresli¢ wrazliwo$¢ badanych bakterii na fitoncydy.

7. Omowienie skutecznosci dzialania wybranych srodkéw dezynfekcyjnych.
8. Przygotowanie jalowo plytek z pozywka LA.



