Podloze biologiczne- mieszanina odpowiednio dobranych skladnikéw odzywczych,
dostarczajacych hodowanym na nich organizmom niezbednych pierwiastkow
chemicznych(C,H,N,P,S) oraz Zrédla energii. Kazde podtoze musi mie¢ odpowiednia dla danego
gatunku warto$¢ odzywcza, pH, potencjal oksydoredukcyjny (rH) oraz wartos$¢ osmotyczna,
dostepnos¢ tlenu. Wazne jest rowniez okreslenie do jakiego celu ma stuzy¢ dane podloze, czy
chodzi nam tylko o namnozenie komorek, czy o wyselekcjonowanie jakiego$ konkretnego
gatunku drobnoustroju, czy tez o zréznicowanie gatunkow wystgpujacych w mieszaninie. Jednym
z koniecznych warunkow, jaki musza speinia¢ wszystkie podtoza jest ich sterylnos¢, co oznacza, ze
musza by¢ pozbawione wszelkich organizmoéw — zaréwno ich form wegetatywnych jak i
przetrwalnych oraz przejrzystos¢.

Podzialy podloza biologicznego:

e zapotrzebowanie pokarmowe:
v minimalne- minimum pokarmowe, niekorzystne energetycznie, np. Davisa,
Fiedorowa(bezazotowe)
v pehe- wszystkiego w bréd, np. Bulion odzywczy
v wzbogacone- dla organizméw o specyficznych upodobaniach(np. witaminy)
> sklad chemiczny:
v naturalne-nieznany sktad, np. Mleko
v poOlsyntetyczne- sktad znany w potowie(podtoze minimalne+dodatki,ktérych sktadu nie
znamy np. kazeina)
v syntetyczne- skiad znany, podtoze minimalne+okreslone ilo$ci okreslonych substancji
> konsystencja:
v plynne- brak czynnikow zestalajacyh, np. Bulion odzywczy
v polptynne-agar ptynny(0,1-0,7%agaru), bakterie moga go przerasta¢, do namnazania
bakteriofagow
v state-do wylewania na szalki(1,5-2% agaru)--> agar+bulion odzywczy=agar odzywczy
> zastosowanie
v namnazajace-PLYNNE, do otrzymywania duzej biomasy
v wybiorcze(selekcyjne)-STALE lub PLYNNE, maja lub nie jaka$ substancje
v namnazajaco-wybiorcze-PLYNNE, do okreslania duzej biomasie o okreslonej cesze
v roznicujace(elekcyjne)-do hodowania bakterii o wyr6zniajacej si¢ cesze, STALE, np.
EMB

Zrédla pierwiastkéw biogennych:
»> N:NH,", NOs, NO,, aminokwasy, N,
> S: aminokwasy, siarczany
> C: cukry, CO;

POZYWKI:

> bulion odzywczy- do otrzymywania duzej biomasy, bogate, ptynne

> agar- topnieje w 0k.90°C, krzepnie w ok. 40°C, mozna go wielokrotnie uzywac,
uzyskiwany z krasnorostow, wielocukier wzbogacony MgSO, lub CaSO.. Nie dla kazde;j
bakterii.

> Zelatyna-rozpuszcza si¢ w temperaturze 26-30°C, krzepnie tylko raz, wiele bakterii ma
proteazy, ktore ja uptynniaja

> krzemionka(zele krzemionkowe)- krzepnie tylko raz, bardzo twarde -->trudno posia¢
bakterii [podioze state bez substancji organicznych]

SPOSOBY PRZECHOWYWANIA BAKTERII:
v shupek- podtoze potptynne
v szalka- podtoze stale



WYJALAWIANIE:

>

Autoklaw- hermetycznie zamknigty kociot z podwdjnym dnem, wrzaca para wodna i
nadci$nieniem 1 atmosfery. Temperatura wzrasta do 121°C na 15-30 minut. [agar, bulion
odzywczy, sol fizjologiczna, bufory, woda destylowana, narzedzia chirurgiczne, opatrunki]
tyndalizacja- trzykrotne ogrzewanie jalowionego podtoza w temperaturze 100°C przez 30
minut co 24 godziny. W czasie pierwszego ogrzewania zabite zostaja formy wegetatywne, a
przetrwalniki zostaja zaktywowane do kietkowania, w wyniku dziatania wysokiej
temperatury i obecnosci pewnych zwiazkow orhanicznych. Proces ten jest mozliwy dzigki
pozostawieniu jatowionego materialu w temperaturze pokojowej przez ok. 24 godziny.
Nastgpne ogrzewanie zabija kietkujace przetrwalniki( ktore utracily cieptoopornos¢).
Trzecie ogrzewanie zabija ewentualne formy wegetatywne pozostate po opoéznionym
kietkowaniu. {stezone roztwory cukréw, witamin, aminokwasow itp]

filtracja- jatowienie pltynéw, ktore ulegaja rozktadowi pod wptywem ciepta(np. Roztwor
mocznika, surowica). Polega ona na przepuszczaniu jatowionego ptynu przez filtr o
okreslonej wielkos$ci porow zrobionego np. z octanu lub azotanu celulozy przy zastosowaniu
nad- lub podci$nienia. Filtr zatrzymuje bakterie na zasadzie mechanicznej i/lub fizyko-
chemicznej. Filtry 1 oprawki do filtrow nalezy przed uzyciem wyjalowié¢(na ogot w
autoklawie); sterylne musi by¢ takze naczynie, do ktorego filtrujemy jalowy ptyn. UWAGA:
podczas filtracji pozbywamy si¢ bakterii ale nie WIRUSOW!![bufory i inne roztwory,
ktérych chcemy uzy¢ natychmiast. ]

Promieniowanie: UV, v, X[pomieszczenia, fartuch]

Suszenie- jalowienie w wysokiej temperaturze bez udziatu wody(pary wodnej).[szkto-160-
180 stopni C przez 1-1,5h]

Srodki chemiczne[blaty, pomieszczenia]- np. tlenek etylenu- zabija formy wegetatywne i
przetrwalnikowe(dziata w min 5-15% obecnisci wody)

x  stezonych kwasow, zasad i soli nie trzeba jatlowi¢- tam i tak nic nie wyro$nie.

Cechy umozliwiajace bakteriom szerokie rozprzestrzenienie:

)
2)
3)

4)
5)

6)

mate rozmiary

krotki czas generacji

roznorodnos$¢ metaboliczna (zdolno$¢ do wykorzystania wielu zrodet wegla, azotu, energii,
réznych ostatecznych akceptoréw elektronow)

zdolno$¢ adaptacji do zmieniajacych si¢ warunkow srodowiska

zdolno$¢ do zycia w warunkach ekstremalnych (dotyczy to temperatury, pH, potencjalu
oksydo-redukcyjnego, cisnienia osmotycznego, cisnienia hydrostatycznego 1 bardzo niskich
stezen substancji pokarmowych)

wytwarzanie form przetrwalnych

Srodowiska Zycia bakterii:

2>

>

POWIETRZE:
x  malo substancji odzywczych
duza amplituda temperatur
brak podioza do przyczepu
niewielka ilo$¢ dostepnej wody
zanieczyszczenia
promieniowanie UV- mutagen(obecnos¢ barwnikow karotenoidowych)
v duza dostgpnos¢ tlenu
+ po samym kolrze nie da si¢ oznaczy¢ rodzaju bakterii
GLEBA:
x  dostgpnos¢ tlenu zaledwie 30 cm wglab
v duza dostgpnos¢ pokarmu

*X X X X X



v dos$¢ dobra dostepnos¢é wody
2 typy flory:
o mikroflora autochtoniczna- bakterie zawsze sa w niej obecne
o mikroflora zymogenna- bakterie pojawiaja si¢ okresowo
zwykle brak barwnikow
> WODA:
x  dostgpnos$¢ tlenu tylko przy powierzchni
x powierzchniowe warstwy narazone na dzialanie promieniowania UV
v duza dostgpnos¢ wody
v duza dostgpnos¢ pokarmu
v latwe poruszanie
> ORGANIZMY ZYWE- WARUNKI BARDZO ROZNE

Hodowla- podtoze z namnozonymi mikroorganizmami. Hodowle mozna prowadzi¢

na podtozu ptynnym badz statym. Hodowle moga by¢ jednorodne (gdy na podtozu rosnie jeden
gatunek bakterii) lub mieszane (gdy rosna w nich przynajmniej dwa gatunki).

Kolonig- widoczne golym okiem skupisko drobnoustrojow na podtozu statym. Na ogot kolonia
powstaje w wyniku podziatow pojedynczej komorki

Czysta kultura-_hodowla, w ktorej bakterie stanowia potomstwo jednej, pierwotnie wyosobnionej
komorki bakteryjnej

Klon -czysta kultura i pochodzace od niej populacje bakteryjne.

Szczepy- roézne klony nalezace do tego samego gatunku, a wyprowadzone z poszczegdlnych
czystych kultur, izolowanych niezaleznie od siebie. W obregbie gatunku moga wigc wystgpowac
szczepy rozniace si¢ pewnymi cechami.

METODY OTRZYMYWANIA CZYSTYCH KULTUR:

> Dbezposrednia- z wykorzystaniem mikromanipulatora
seryjnych rozciefczen Listera
posiew redukcyjny
rozcienczen (0,1 ml, glaszcza- ptytka mazana)
ptytki lane (gdy spodziewamy si¢ niewielkiej ilosci bakterii)
replik(plytek odciskowych)

YV V V VYV V

Liczba drobnoustrojow:
v W powietrzu
_ax 100

" bxe

gdzie:

a - usredniona liczba kolonii na plytce,

b - powierzchnia ptytki w cm?;

¢ - wspotczynnik czasu (dla 5 minut wynosi 1, dla 10 - 2, dla 15 - 3 itd.)
100 - przeliczenie powierzchni ptytki na 100 cm?

v W wodzie
X =axbx10 gdzie a - $rednia liczba bakterii na ptytkach;
b - odwrotno$¢ wysianego rozcienczenia,
10 - przeliczenie na 1 ml (wysiewamy 0,1 ml).



HODOWLE:

OKRESOWA- po wsianiu bakterii i I !
na odpowiednie podtoze ptynne 1 - ~
inkubowaniu ich w optymalnych dla Exg?,gggt'al \\\

danego gatunku warunkach
nastgpuje, po okresie adaptacji, —
intensywny przyrost liczby bakterii
w hodowli. Jednakze sktad podtoza
takiej hodowli podlega stopniowym
1 ciaglym zmianom; ubozeje ono w
sktadniki pokarmowe, natomiast
nagromadzaja si¢ w nim metabolity, Lag
wykazujace cz¢sto dziatanie phase
toksyczne. Bakterie po okresie H at}
intensywnego wzrostu, w ktorym (d;{;‘har;gig)“
liczba komorek rosnie w postepie
geometrycznym, zaczynaja si¢
dzieli¢ coraz rzadziej, w wynika g : ;
czego hodowla wchodzi w faze i ‘
réwnowagi a nastgpnie w fazg
zamierania, w ktorej podziaty prawie zupelnie ustaja, a liczba zywych komorek maleje.
CIAGLA- utrzymywanie hodowli w fazie intensywnego wzrostu przez dluzszy czas, ciagle
uzupeltniajac zuzywane z podtoza sktadniki pokarmowe oraz odprowadzajac z hodowli
nagromadzajace si¢ metabolity i nadmiar komorek.

SYNCHRONICZNA- kiedy stworzymy warunki do rownoczesnego podziatu wszystkich bakterii
w hodowli- odzwierciedla zachowanie si¢ pojedynczej komorki i1 przez to moze by¢ przydatna w
wielu badaniach dotyczacych fizjologii 1 genetyki bakterii.

Stationary
phase

Number of cells

Time

TYPY WZROSTU:
> w hodowlach ptynnych:
> dyfuzyjny (zmgtnienie)
> w postaci kozuszka/ btonki
> W postaci osadu
> w hodowlach na pozywkach statych(kolonie):
> wglebne
> powierzchniowe
e gladkie
e szorstki
e Sluzowe
> ruchliwe

PARAMETRY HODOWLI:
v STALA SZYBKOSC PODZIALU- liczba podziaté na godzing
v CZAS GENERACIJI- czas od podziatu do podziatu(zalezy od warunkow)
v SWOISTA SZYBKOSC WZROSTU- czesto$é podziatu na jednostke czasu(p=1/g)
v CALKOWITY PRZYROST DROBNOUSTROJOW- catkowity przyrost- stosunek ilosci
komorek wprowadzonych do najwigkszej ilosci.

LICZENIE BAKTERII:
komora Thoma- liczba bakterii min 10°
filtry membranowe- mniejsza niz wyzej ilo$¢ bakterii



metoda rozcienczen

nefelometryczna- fotokomorka odczytujaca ilos¢ kolonii

absorbancja(zmgtnienie w czasie)

licznik Coultera- okreslenie catkowitej liczby komorek-wykorzystuje przewodnictwo

elektrolitu
KSZTALTY BAKTERII: O g (. O . B o
ZIARNIAKI (COCCUS) Coccus Bacillus Spirillum

dwoinki (diplo) _

pakiety DC)

o) czworaki . Diplo-

o szesciany np Micrococcus luteus

tancuszki (strepto) Strptococcus sp.

gronkowce(staphylo) Staphylococcus sp.

m podzialy: prostopadte, rownolegte, oba

CYLINDRY:

paleczki Eschericha coli

laseczki

o tlenowe Bacillus sp.

o Beztlenowe Clostridium sp.
SKRECONY CYLINDER:

przecinkowce Vibrio, Enterobacteriaceae, Selenomonas sputigena- w jamie ustnej

srubowce Spirillium sp., Aquaspirillum sp.

Kretki Borelia sp., Spirochaeta sp. Treponema sp.

Strepto-

Staphylo-

Shapes of Bacteria
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Mycobacterium  Clostridium telani Laplospira
Staphylococei tuberculosis

Cocei Bacilli Spirochetes

SPOSOBY NA ZOBACZENIE BAKTERII POD MIKROSKOPEM:
fluorescencja
kontrast fazowy
ciemne pole
SEM

METODY BARWIENIA:
pozytywne- bakterie kolorowe, reszta nie
negatywne- reszta kolorowa, bakterie nie( np. Uwidacznianie otoczek)
mieszane- wszystko kolorowe

Zwykle stosuje sie barwniki zasadowe( bigkit metylowy, fuksyna zasadowa, fiolet krystaliczny,



safranina, zielen malachitowa) gdyz bakterie zawieraja wiele kwasow nukleinowych i struktur
powierzchniowo bogatych w grupy kwasowe, ktore nie barwia si¢ barwnikami kwasnymi(
barwienie kwasnymi tylko na goraco!)

BARWIENIE:
proste
zlozone

BEJCE- zaprawy wchodzace do komorki i wiazace sig z barwnikiem wzmacniajac jego dziatanie(
wyjatek RZESKA- bejca oplaszcza rzgske 1 dopiero do niej przytacza sig¢ barwnik).Np. Ptyn
Lugola, tanina.

ODBARWIACZE: alkohol etylowy, aceton, st¢zony HCL, H,SO,

Sposob barwienia bakterii metoda Grama (Christian Gram, 1884) wynika z budowy §ciany
komorkowej. Jedne bakterie wybarwiaja si¢ na kolor fioletowy (zwane sa gramdodatnimi),
natomiast za$ inne na r6zowo (gramujemne). W czasie barwienia we wngtrzu komorki tworzone sa
nierozpuszczalne kompleksy fioletu krystalicznego z KJ. Kompleksy te mozna tatwo
wyekstrahowac etanolem z wngtrza bakterii gramujemnych, gdyz maja one cienka warstwe
mureiny, a etanol niszczy ich btong zewngtrzna. Komorki odbarwiaja si¢ (a nastgpnie zostaja
dobarwione safraning na r6zowo). Gruba warstwa mureiny bakterii gramdodatnich, nie pozwala na
wyplukanie tych kompleksow. Nie budowa chemiczna §ciany jest odpowiedzialna za sposob
barwienia metoda Grama, lecz jej fizyczna struktura. Komorki drozdzy (Sciany zbudowane sg z
grubej warstwy chityny) barwia si¢ gramdodatnio

ETAPY BARWIENIA METODA GRAMMA:

Etap | Barwnik GRAM + |GRAM- UWAGI

1 fiolet fiolet fiolet

2 Ptyn Lugola | fiolet fiolet J/KJ- jod wchodzi w miejsce chloru z fioletu->tworza
si¢ duze fioletowe kompleksy

3 etanol fiolet bezbarwny |1 warstwa mureiny i blona komoérkowa zostaja
zniszczone

4 safranina fiolet rOZOWYy

Test a-Alapeptydazowy- bakterie gram — maja enzym rozkladajacy go (po tym mozna poznad
grubos$¢ 1 warstwy mureiny).

BAKTERIE:

v Escherichia coli- Pateczka gramujemna nalezaca do rodziny Enterobacteriaceae (pateczki
jelitowe). Wzgledny beztlenowiec. Chemoorganotrof, prototrof. Temp. optymalna 37°C.
Wystgpuje w jelicie grubym cztowieka i licznych zwierzat Szeroko rozpowszechniona w
srodowisku zycia cztowieka. Jest to bakteria najlepiej poznana pod wzgledem
fizjologicznym i genetycznym.

v Proteus vulgaris-[-]-laseczka

v Pseudomonas fluorescens- Zaliczaja si¢ do niej biegunowo orzgsione, Gram-ujemne
pateczki nalezace czgsto do skrajnie rozniacych si¢ pod wzgledem fizjologicznym rodzajow.
Wytwarzaja. fluoresceing powodujaca, Swiecenie w promieniach UV.

v Bacillus subtilis-[+]-(jak nizej)

v Bacillus megaterium- Tworzy tancuszki. Endospory sa potozone centralnie i nie powoduja
rozdgcia komorki macierzystej. Temp. optymalna 30°C. Tlenowce lub wzgledne tlenowce.

v Micrococcus luteus[+], sferyczny obligatoryjny tlenowiec

v Staphylococcus epidermitis[+]
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Enterococcus faecalis[+]

Listeria sp, Lactobacillus sp.- gram+, tlenowiec, nie tworzy endospor

Pateczki i ziarniaki gram+ tworzace endospory

o tlenowe- Bacillus, Sporolactobacillus

o beztlenowe- Clostridium

Gram- pateczki 1 ziarniaki tlenowe: Pseudomonas, Xanthomonas, Rhizobium

Gram- tlenowy chemolitotrof- Thiobacillus

gram — paleczki wzglednie beztlenowe- Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, Shigella,
Proteus, Vibrio, Salmonella

BUDOWA KOMORKI BAKTERYJNEJ:

Komoérki bakteryjne sa zwykle bardzo mate i charakteryzuja si¢ mala gestoscia - stabo
zatamuja 1 pochlaniaja $wiatlo, dlatego tez trudno jest odr6zni¢ je od podloza. Przed
ogladaniem w mikroskopie, najczesciej] wigc wybarwia si¢ je stosujac rézne metody w
zalezno$ci od rodzaju bakterii oraz celu, jaki chcemy osiagna¢. W barwieniu prostym

stosujemy tylko jeden barwnik, natomiast w zlozonym co najmniej dwa barwniki, a czgsto
rowniez rézne zaprawy (bejce) 1 odbarwiacze. Przyktadem barwienia ztozonego jest metoda
Grama, ktora jest bardzo wazna w klasyfikacji 1 identyfikacji bakterii. Gdy bakterie
wybarwia si¢ pewnymi barwnikami zasadowymi (np. fioletem goryczkowym), a nastgpnie
potraktuje kolejno ptynem Lugola 1 etanolem, to komorki niektorych gatunkow zatrzymuja
barwnik (bakterie gramdodatnie) innych za$ ulegaja odbarwieniu (bakterie gramujemne).
Jesli preparat dobarwi si¢ nastgpnie barwnikiem kontrastowym (np. safraning) to bakterie
gramujemne bgda r6zowe, natomiast gramdodatnie pozostana fioletowe. W metodzie Grama
sposOb wybarwienia komoérek bakteryjnych zalezy od budowy $ciany komdrkowe;.

Oprocz barwienia pozytywnego, w ktorym ogladamy v/wybarwione bakterie na
bezbarwnym tle, istnieje tez barwienie negatywne, w ktorym wybarwia si¢ tlo (czyli
szkietko podstawowe) np., za pomoca tuszu badz nigrozyny. W ten sposob uwidacznia si¢
otoczki bakteryjne, ktore trudno si¢ barwia.

Podstawowe ksztatty bakterii to kula (ziarniaki)., cylinder (pateczki i laseczki) i skrgcony
cylinder (przecinkowce, kretki 1 sSrubowce) Istnieja tez bakterie o ksztattach nieregularnych,
a w latach osiemdziesiatych odkryto bakterie ,,kwadratowe" i ,,trojkatne"

Bakterie moga tworzy¢ charaktery styczne uktady komorek, a wigc dwoinki, pakiety, grona
(takie uktady tworza ziarniaki) a takze tancuszki (ziarniaki i laseczki).




