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ZASADY PRACY Z DROBNOUSTROJAMI

Przepisy BHP obowiazujace w pracowni mikrobiologicznej

1. W pracowni obowiazuje noszenie odziezy ochronnej. Odziez wierzchnia
nalezy zostawi¢ w szatni.

2. Do laboratorium nie wolno wnosi¢ zadnych przedmiotow poza
niezbednymi do pracy. Teczki i torebki pozostawi¢ w przeznaczonym do
tego miejscu.

3. Spozywanie positku oraz palenie tytoniu w pracowni jest zabronione.

4. W czasie pracy z materialem zakaznym konieczna jest jak najdalej
idaca ostrozno$¢. Wszystkie czynnosci nalezy wykonywac zgodnie z ogolnie
przyjetymi zasadami badan mikrobiologicznych.

5. Materialem do badan lub hodowli drobnoustrojow nalezy manipulowac
jedynie za pomoca odpowiednich instrumentéw. W przypadku zniszczenia
probki materialu zakaznego lub hodowli drobnoustrojow (rozbicia, zgniecenia)
nalezy, po zawiadomieniu prowadzacego zajecia, niezwlocznie przystapi¢ do
dezynfekcji.

6. W czasie wykonywania posiewOw nalezy dokladnie opalac eze
(ogrzewaé do czerwonosci na calej dlugosci). Hodowle bakteryjne, probow-
ki z posiewami oraz materialem zakaZnym nalezy ustawia¢ w statywach,
a nie klas¢ na stole. Do posiewow hodowli plynnych stosowac pipety,
ktorych wylot (ustnik) zabezpieczony jest wacikiem. Pipeta pasterowska
(réwniez zabezpieczona wacikiem) postugiwac si¢ jedynie za pomoca ,,smo-
czka”, pompki gruszkowej lub nasadki na pipet¢. Do tego celu mozna
rowniez uzy¢ pipety automatycznej (z jalowymi koncoéwkami). Nie wolno
pipetowac pipeta pasterowska za pomoca ust. Szczegdlna ostrozno$¢ za-
chowa¢ przy posiewaniu hodowli grzybow i promieniowcdw, zwlaszcza
kiedy pracuje si¢ z hodowlami silnie zarodnikujacymi. Specjalne wzgledy
bezpieczenstwa nalezy zachowaé podczas pracy z drobnoustrojami chorobo-
twérczymi.

7. Sprzgt laboratoryjny (pipety, bagietki, szkietka mikroskopowe), po
wykorzystaniu, nalezy wrzucac¢ do specjalnie do tego przeznaczonych naczyn
(stojow) z ptynem dezynfekujacym.



8. Zuzyte hodowle drobnoustrojow oraz naczynia uzywane w trakcie
pracy (probowki, kolby, plytki) nalezy odlozy¢ do przygotowanych w tym
celu wanienek, wiader lub koszy.

9. W pracowni powinny znajdowac¢ si¢ latwo dostgpne: apteczka pierwszej
pomocy, gasnica przeciwpozarowa i koc azbestowy oraz ptyn do dezynfekcji
ogolnej i osobistej.

10. Po zakonczeniu pracy nalezy zdezynfekowac stot laboratoryjny,
pozostawi¢ w porzadku mikroskop, a uzywany sprzgt polozyé na swoje
miejsce.

11. Z pracowni nie wolno wynosi¢ badanego materialu, hodowli i pre-
paratow.

12. Po zakonczeniu zaj¢¢ nalezy sprawdzi¢, czy zostal wylaczony gaz
w palniku, woda na stanowisku pracy oraz wykorzystywana aparatura
(zasilacze do mikroskopéw, laznie wodne i inne urzadzenia).

13. Przed wyjsciem z sali nalezy odkazi¢, a nastgpnie umy¢ r¢ce. Fartuch
ochronny powinien pozosta¢ w szafie przeznaczonej dla studentow.

Regulamin zaje¢ dydaktycznych w Instytucie Mikrobiologii i Immunologii
Uniwersytetu Eodzkiego

1. Praca w laboratorium mikrobiologicznym, ze wzglgdu na swoja
specyfike, wymaga spokoju i skupienia. Z tych powodéw w czasie ¢wiczen
laboratoryjnych nie nalezy bez potrzeby chodzi¢ po sali, wykonywa¢ zbyt
gwattownych ruchow, prowadzi¢ rozmoéw itp.

2. Wszystkie zajecia objgte sa dyscyplina studiow zgodnie z Regulaminem
studiow.

3. Przed przystapieniem do ¢wiczent student zobowiazany jest przygotowac
si¢ teoretycznie, zgodnie z podanym piSmiennictwem. Brak nalezytego
przygotowania moze spowodowaé niedopuszczenie do wykonywania ¢wiczen,
a tym samym ich niezaliczenie.

4. W przypadku sp6znienia o dopuszczeniu do wykonywania ¢wiczenia
decyduje prowadzacy zajecia.

5. Kazde ¢wiczenie nalezy protokolowaé. Sposob protokotowania ustala
prowadzacy zajecia.

6. Poszczegolne ¢wiczenia powinny by¢ zaliczone (podpisane w ze-
szycie) przez prowadzacego zajecia. Zaliczenie odbywa si¢ na podstawie
oceny przygotowania teoretycznego, pracy i protokotu doswiadczen i ob-
serwacji.

7. Zaliczenie pracowni (koncowe zaliczenie ¢wiczen) odbywa si¢ na
koniec semestru na podstawie ocen uzyskanych w trakcie zaje¢ i stopni ze
sprawdzianéw teoretycznych i praktycznych.
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8. Cwiczenie(a) opuszczone, usprawiedliwione (nie wigcej niz dwa
w semestrze lub trzy na rok) student powinien zaliczyC teoretycznie. Sposob
zaliczenia ustala prowadzacy zajecia.

9. Szczegblowe zasady zaliczenia ustalaja prowadzacy zajecie w poro-
zumieniu z kierownikiem éwiczen, tj. osoba prowadzaca wyklad lub kierow-
nikiem katedry lub zakladu.

10. Nalezy stosowac si¢ do wszystkich przepisow regulaminu BHP oraz
wykonywa¢ wszystkie polecenia prowadzacych zajecia.

11. Sprawy sporne lub nie regulowane w niniejszym regulaminie rozstrzyga
kierownik katedry lub zaktadu.



Cwiczenie 1

Temat: Mikroskopy. Mikrometry

Wprowadzenie

W trakcie ¢wiczen studenci zostana zapoznani z budowa i dzialaniem
roznych typow mikroskopéw oraz z metodami pomiaréw obiektow mikro-
skopowych, tj. komoérek bakterii i drozdzy. Budowa réznych typow mikro-
skopow, a takze zasady ich dzialania oraz przeznaczenie zostaly omowione
teoretycznie w rozdziale 6 czesci I skryptu.

Na ¢éwiczeniach z mikrobiologii postugujemy si¢ mikroskopem $wietlnym.
Ponizej zamieszczono uwagi praktyczne do uzywania tego typu mikroskopu.

1. Mikroskop powinien by¢ utrzymany w czystoéci, dotyczy to zwlaszcza
jego czgsci optycznych.

2. Po zakonczeniu pracy nalezy go przykry¢ lub schowaé do szafki
(w pracowni do wspblnej szafy).

3. Mikroskop nalezy chroni¢ przed dzialaniem kwaséw, zasad i rozpusz-
czalnikéw organicznych.

4. Powierzchni¢ soczewek nalezy czysci¢, postugujac si¢ papierkiem
japonskim lub migkka Sciereczka.

5. Obiektywy immersyjne po pracy nalezy oczysci¢ z olejku sucha szmatka.
Bez potrzeby nie nalezy ich wykrecad.

Pomiaru obiektow pod mikroskopem dokonuje si¢ przy uzyciu mikrometru
obicktywowego i mikrometru okularowego. Mikrometr obiektywowy stanowi
szkietko podstawowe z wygrawerowana w $rodku podziatka dlugosci 1 lub
2 mm, ktéra podzielona jest na dziesi¢tne i setne czesci milimetra. Odlegto$¢
pomi¢dzy dwiema kreseczkami skali wynosi 0,01 mm (10 um). Za pomoca
tego mikrometru dokonuje si¢ kalibracji mikrometru okularowego, ktorego
skala podzielona jest na 50 lub 100 réwnych odcinkow, z ktérych co
dziesiaty jest numerowany. Mikrometr okularowy umieszcza si¢ na przystonie,
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znajdujacej si¢ wewnatrz okularu. Sposob kalibrowania skali okularowej
1 pomiaru wielkosci komorek pod mikroskopem przedstawiono ponizej
w punktach.

1. Mikrometr obiektywowy umieszcza si¢ na stoliku mikroskopu.

2. Nalezy odnalez¢ w polu widzenia skal¢ obiektywowa, przy uzyciu
obiektywu i okularu o powiekszeniu 10 x .

3. Wstawi¢ do okularu mikrometr okularowy i ustawi¢ okular tak, aby
obie skale byly rownolegle (rys. 1).

¥
b 4

0,2 mm (200 pm)

Rys. 1. Kalibrowanie mikrometru okularowego (objasnienia w tekscie)

4. Skalg¢ obiektywowa przesunaé tak, aby jej pierwsza, dluzsza kreska
pokrywata si¢ z numerowana kreska skali okularowej. Powinno to mie¢
miejsce na lewo od $rodka pola widzenia. Nast¢pnie szukamy pokrywajacych
si¢ podzialek obu skal z prawej strony pola widzenia.

5. Nalezy policzy¢ liczbg kresek podziatki obiektywowej, znajdujacych
si¢ pomiedzy pokrywajacymi si¢ skrajnymi liniami obu skal. Obliczajac
stosunek liczby podziatek skali obiektywowej do liczby podziatek skali
okularowej otrzymujemy mikrometryczng warto$¢ jednej dziatki skali mik-
rometru okularowego (dla danego okularu i danego obiektywu).

6. Nastegpnie nalezy zastapi¢ skalg obiektywowa preparatem bakterii lub
drozdzy 1 policzy¢ liczbe podzialek skali okularowej przypadajacych na
komorke (jej dlugo$¢ i szerokos$¢, ewentualnie Srednicg). Liczba otrzymana
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po przemnozeniu tej wartoSci przez ustalona uprzednio warto§¢ skali
okularowej da nam wielko$¢ komorki w ym.

Cz¢s$¢ teoretyczna

1. Zapoznanie studentdéw z przepisami BHP i zasadami pracy w pra-
cowni.

2. Mikroskopy — typy, budowa, zasady uzycia i zastosowanie (mikro-
skop $wietlny, kontrastowo-fazowy, fluorescencyjny, z ciemnym polem
widzenia, polaryzacyjno-interferencyjny, elektronowy transmisyjny i ska-
ningowy).

3. Praca z mikroskopem S$wietlnym przypomnienie zasad prawidlowej
obstugi i konserwacji.

Cze¢s¢ praktyczna

Dzien 1

1. Praca z mikroskopem $wietlnym — ustawienie mikroskopu, obliczenie
zdolnosci rozdzielczej dla wszystkich obiektywow.

2. Obliczenie powierzchni pola widzenia mikroskopu przy uzyciu mikro-
metru obiektywowego (uzyskane wyniki zamiesci¢ w tabeli — patrz nizej).

4. Pokaz mikroskopu fluorescencyjnego i z ciemnym polem widzenia.

Dzien II

1. Mikroskop elektronowy — budowa, zasada dzialania, przygotowanie
preparatu, obserwacje preparatow, zastosowanie mikroskopu (zajecia w pra-
cowni mikroskopu elektronowego).

2. Kalibracja mikrometru okularowego i pomiar wielkosci komorki
drozdzowej i bakteryjnej przy jego uzyciu.

3. Pomiar wielkoSci komorki drozdzowej przy zastosowaniu papierka
milimetrowego. Sposdéb wykonania pomiaru wyjasni prowadzacy zajecia.



Tabela 1.1. Obliczanie zdolnosci rozdzielczej

i pola widzenia mikroskopu

Obiektyw

A

=IIr?

10 x
40 x
60 x
90 x
100 x

d — zdolno$¢ rozdzelcza mikroskopu, NA — apertura numeryczna,

A — 0,55 pm — dlugos$é¢ fali §wietlnej, r — promien pola widzenia.

Obliczanie rzeczywistej wielkosci komorki drozdzowe;:

wymiar rzeczywisty =

wymiar pozorny (w mm) X 1000

powigkszenie mikroskopu

(pm

)
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