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Imie i nazwisko Grupa Nr

CZER|NIEB| ZIEL |ZOLT|

Zaznacz znakiem X swojg grupe

Czas: 90 min (+ 5 min na sprawdzenie kompletnosci zestawu egzaminacyjnego).
taczna liczba punktéw do zdobycia: 30

Drodzy uczestnicy!

e W trakcie egzaminu wykonacie dwa zadania:

Czes€ A jest zadaniem praktycznym, ktdrego celem jest wyznaczenie parametréw

kinetycznych enzymu — inwertazy (22 pkt),

Czes¢ B jest zadaniem praktyczno-teoretycznym, ktérego celem jest identyfikacja

patogennej bakterii na podstawie testow mikrobiologiczno-biochemicznych (8 pkt).

e Przed przystapieniem do rozwigzywania zadan nalezy przeczytac¢ wszystkie
dostarczone materiaty (11 numerowanych stron).

e Odpowiedzi nalezy udzielaé¢ jedynie na karcie odpowiedzi (3 strony).

e Odpowiedzi umieszczone w arkuszu zadan nie beda oceniane.

e Karte odpowiedzi wypetniaj za pomoca czarnego dtugopisu czytelnym pismem

(drukowanymi literami). Dokfadnie zaczerniaj pola na karcie odpowiedzi. Wartosci

liczbowe i tekstowe nalezy wpisaé w odpowiednie pola — egzaminator oceni
odpowiedzi i zakoduje na karcie liczbe przyznanych punktow.

e Upewnij sie, ze otrzymate$ wszystkie niezbedne materiaty i odczynniki do wykonania

zadan znajdujace sie na zatgczonej liscie. Jezeli brakuje jakiejkolwiek pozycji, podnies

reke.

e Uzywaj dostarczonych odczynnikdw wg instrukcji. Dodatkowe odczynniki nie beda

udostepniane bez wzgledu na okolicznosci.

e Uzywaj rekawiczek ochronnych.

e Zakoncz udzielanie odpowiedzi i odt6z dtugopis natychmiast po zakonczeniu
egzaminu.



Materiaty i sprzet

Materiat Op|§ n? llos¢ Jednostka
etykiecie

0,5 M sacharoza w buforze Sach. 1(2,5ml) probowka typu Falkon (15 ml)
octanowym
Bufor octanowy Bufor 1(9ml) probéwka typu Falkon (15 ml)
1% kwas dinitrosalicylowy DNS 1(3ml) probéwka typu Falkon (15 ml)
(DNS) w 0,4 M NaOH
Enzym Enz. 1 (300 pl) probéwka typu Eppendorf (1,5 ml)
Woda dejonizowana Woda 1 (20 ml) butelka

Wszystkie odczynniki w probéwkach typu Falkon sg umieszczone w statywie. Enzym znajduje sie

w pojemniku z lodem.

Sprzet

llos¢

Jednostka

Pipety automatyczne 10-100 pl i 100-1000 pl z zestawem

koncowek

zestaw

Blok grzejny na probéwki typu Eppendorf

1 urzadzenie na 2

lub 4 uczestnikow

Mieszadto do probdwek typu vortex 1 sztuka
Ptytka wielodotkowa 1 sztuka
Probéwki 1,5 ml typu Eppendorf (w torebce) 12 sztuka
Probowki 11 ml z korkami (w torebce) 3 sztuka
Statyw na probdwki typu Eppendorf 1 sztuka
Statyw na probowki typu Falkon 1 sztuka
Kalkulator 1 sztuka
Marker do podpisywania probowek 1 sztuka
Linijka 1 sztuka
Pojemnik na odpady 1 sztuka
Pojemnik z lodem 1 sztuka
Reczniki papierowe kilka »listek”
Rekawiczki* 1 para
Stoper 1 sztuka

* Uczestnicy otrzymajg rekawiczki przed rozpoczeciem pracowni. Zapasowe rekawiczki bedg

dostepne na sali.




Czes¢ A. Wyznaczenie parametréow kinetycznych enzymu — inwertazy (22 pkt)
Wprowadzenie

W probdwce z etykieta Enz. znajduje sie komercyjnie dostepny enzym — inwertaza (nazwa
systematyczna — B-fruktofuranozydaza, nr EC 3.2.1.26), ktéry katalizuje reakcje hydrolizy

sacharozy do glukozy i fruktozy:

inwertaza
sacharoza + H,0 ——— glukoza + fruktoza

Twoim zadaniem jest wyznaczenie statej Michaelisa (Kwv) i szybkosci maksymalnej (Vmax) tego
enzymu. Do monitorowania przebiegu reakcji enzymatycznej masz do dyspozycji kwas
dinitrosalicylowy, ktéry w srodowisku zasadowym w reakcji z cukrami redukujacymi tworzy
czerwono-brazowe zabarwienie.

Zadanie A.1 (15 pkt)
Wykonaj eksperyment umozliwiajacy wyznaczenie Ky i Vmax dla enzymu inwertazy.
Instrukcja do zadania A.1

1. Ponumeruj 12 plastikowych probéwek typu Eppendorf o pojemnosci 1,5 ml w nastepujacy
sposéb A1-A4, B1-B4 i C1-C4.

2. Do kazdej z probowek z pkt. 1. dodaj 0,5 ml wody dejonizowanej i 0,25 ml 1% roztworu
kwasu dinitrosalicylowego (DNS).

3. Wymieszaj zawartos¢ probdéwek.

4. Uzupetnij tabele 1. (na nastepnej stronie), a nastepnie dodaj do 3 plastikowych probéwek
o objetosci 11 ml podpisanych A, B i C odczynniki wg uzupetnionej tabeli 1. — nie dodawaj
enzymu na tym etapie.

5. Do kazdej z probéwek A, B i C dodaj 100 pl enzymu, wymieszaj zawartos¢ i natychmiast
pobierz 250 pl do odpowiednich prébdéwek: Al, B1, C1.

6. Po 5 minutach od dodania enzymu z kazdej préobowek A, B i C pobierz 250 pl roztworu
i dodaj do odpowiednich prébdéwek: A2, B2, C2.

7. Po 10 i 15 minutach ponownie pobierz z prébéwek A, B i C po 250 ul roztworu i dodaj do
odpowiednich probdéwek: A3, B3, C3 oraz A4, B4, C4.

8. Wymieszaj zawartos¢ wszystkich 12 probédwek typu Eppendorf.

9. Umies¢ probéwki w bloku grzejnym (100 °C) na 5 minut.

10. Po ostygnieciu probek (okoto 10 minut) przenies po 200 ul zawartosci z kazdej z probéwek
do odpowiednich dotkéw na ptytce wielodotkowej; ptytka ma numerowane wiersze (A-H) i
kolumny (1-12) — dotek Al znajduje sie w lewym gérnym rogu ptytki.

11. Upewnij sie, ze kod QR na ptytce odpowiada Twojemu nr. uczestnika. Zatéz pokrywke
ptytki. Kiedy bedziesz gotdw przekazaé ptytke — podnies reke.

12. Asystenci dokonajg pomiaru absorbancji i wykonaja dokumentacje fotograficzng. Wyniki
zostang dotgczone do karty odpowiedzi po zakonczeniu egzaminu.



Zadanie A1.1.
Uzupetnij tabele 1.

Tabela 1. Sktad mieszanin reakcyjnych.
Oblicz objetosci 0,5 M roztworu sacharozy, jakie nalezy dodac, aby uzyska¢ podane w tabeli

konicowe stezenia. Mieszaniny uzupetnij do koncowej objetosci buforem octanowym.

Probowka A

Probowka B

Probowka C

Koncowe stezenie
sacharozy >

20 mM

50 mM

300 mM

Objetos¢ w ml dodawanego roztworu

Odczynnik

0,5 M sacharoza 3 5

Bufor octanowy 4 6

Enzym 0,1 0,1 0,1
Objetos¢ koncowa 3 3 3

odpowiedzi.

Zadanie A.2 (1 pkt)

UWAGA. Wartosci wpisane w pola z pogrubionym obramowaniem przenies na karte

Jakiej zaleznosci szybkosci poczatkowej reakcji (Vo) od stezenia poczatkowego substratu (So)
sie spodziewasz, jezeli poprawnie wykonates zadanie A.1? Wybierz odpowiedz sposrdd

podanych.
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Vo

Vo
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UWAGA. Odpowiedz zakoduj na karcie odpowied:zi.

Zadanie A.3 (6 pkt)

W tabeli 2. przedstawiono szybkosci poczagtkowe reakcji katalizowanej przez inwertaze przy
réznych stezeniach poczgtkowych substratu (sacharoza). Szybkosé reakcji jest wyrazona w
umol cukréw redukujgcych x min™t. Wyznacz parametry kinetyczne Ku i Vmax metodg
Lineweavera-Burka. Pamietaj, aby szybkos$¢ reakcji odpowiadata szybkosci zuzycia substratu

reakcji.



Metoda Lineweavera-Burka jest przeksztatceniem réwnania Michaelisa-Menten do postaci
liniowej (réwnanie prostej y = ax + b):

gdzie: Vo — szybko$é poczatkowa reakcji [umol x min™]; Vmax — szybko$é maksymalna reakcji [umol x min™];
[S]o — stezenie poczatkowe substratu [mM]; Ky — stata Michaelisa [mM].

Tabela 2. Szybkosci poczatkowe reakcji w zaleznosci od stezenia
poczatkowego substratu.

Stezenie substratu Szybkos¢ poczatkowa

[mM] [umol cukréw redukujgcych x min™]
20 0,018

50 0,028

300 0,036

Zadanie A.3.1

Wykonaj odpowiednie przeliczenia umozliwiajgce wykonanie wykresu Lineweavera-Burka.

Tabela 3. Dane do wykonania wykresu Lineweavera-Burka.
Stezenie Szybkos¢ poczatkowa Odwrotnos¢ Odwrotnos¢ szybkosci
substratu [umol sacharozy x min 1] | stezenia poczatkowej
[mM] substratu [mMM™] [min x umol sacharozy 1]
20 I A% VI
50 Il Vv Vil
300 I Vi IX
Zaokraglenie do 3 miejsc | Zaokraglenie do 3 Zaokraglenie do jednosci
po przecinku miejsc po przecinku

UWAGA. Wartosci wpisane w pola z pogrubionym obramowaniem przenies na karte
odpowiedzi.

Zadanie A.3.2

Na podstawie danych z tabeli 3. wykonaj wykres Lineweavera-Burka.



wykres Lineweavera-Burka
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UWAGA. Przerysuj wykres Lineweavera-Burka na karte odpowiedzi.



Zadanie A.3.3

Na podstawie wykresu Lineweavera-Burka oblicz wartosci Km i Vmax. Wartosci liczbowe z
wykresu odczytuj z doktadnoscia, ktérg umozliwiajg dziatki skali. Wartosci w polach ci d
zaokraglij do dwdch miejsc po przecinku.

Przecigcie z osiami arametr | wartos¢ jednostka

uktadu wspotrzednych P J

a Kwm c mM

b Vimax d umol sacharozy x min™t

UWAGA. Wartosci wpisane w pola z pogrubionym obramowaniem przenies na karte
odpowiedzi.

Czes¢ B. Identyfikacja patogennej bakterii na podstawie testéw mikrobiologiczno-
-biochemicznych (8 pkt)

Wprowadzenie

Do lekarza zgtosit sie pacjent z dolegliwosciami ze strony uktadu pokarmowego. Aby zidentyfikowac
czynnik etiologiczny i wdrozy¢ odpowiednie leczenie, prébki od pacjenta poddano badaniom
mikrobiologiczno-biochemicznym. Przeanalizuj wyniki posiewdw (Ryc. 1A, B) testu API (The analytical
profile index) (Ryc. 1C) oraz antybiogramu (Ryc. 1D), a nastepnie odpowiedz na pytania B1-B8. Do
odpowiedniej interpretacji Ryc. 1. wykorzystaj informacje podane na Ryc. 2, w Tabeli 4. oraz wtasng
wiedze.

Pytanie B1 (1 pkt)

Dlaczego Staphylococcus aureus nie rosnie na agarze MacConkeya?

B1

UWAGA. Odpowiedz wpisang w pole z pogrubionym obramowaniem przenies na karte
odpowiedzi.

Pytanie B2 (1 pkt)

Czy Escherichia coli jest Gram-ujemna czy Gram-dodatnia?

B2 | A. Gram-ujemna [/ B. Gram-dodatnia [J

UWAGA. Odpowiedz zakoduj na karcie odpowied:zi.
Pytanie B3 (1 pkt)

Ktére z bakterii fermentujg laktoze? Wybierz jedng lub wiecej odpowiedzi sposréd podanych.

A. Escherichia coli 1 / B. Enterobacter aerogenes [ / C. Klebsiella sp. 1/
B3 D. Shigella sp. 1 / E. Proteus vulgaris (1 / F. Salmonella enterica (1 /
G. Staphylococcus aureus [1

UWAGA. Odpowiedzi zakoduj na karcie odpowied:zi.



Pytanie B4 (1 pkt)

Ktdre z bakterii rosngcych na podtozu MacConkeya nalezg do Enterobacteriacae? Wybierz jedng lub
wiecej odpowiedzi sposrdd podanych.

A. Escherichia coli 1 / B. Enterobacter aerogenes [ / C. Klebsiella sp. 1 /
B4 D. Shigella sp. [ / E. Proteus vulgaris L1/ F. Salmonella enterica L1 /
G. Staphylococcus aureus [1

UWAGA. Odpowiedzi zakoduj na karcie odpowied:zi.

Pytanie B5 (1 pkt)

Jakimi bakteriami moze by¢ zakazony pacjent? Udziel odpowiedzi na podstawie poréwnania wyniku
testu na agarze MacConkeya (Ryc. 1) ze wzorcem (Ryc. 2). Wybierz jedng lub wiecej odpowiedzi

A. Escherichia coli [ / B. Enterobacter aerogenes L1/ C. Klebsiella sp. L1/
B5 D. Shigella sp. 1 / E. Proteus vulgaris (1 / F. Salmonella enterica [1 /
G. Staphylococcus aureus [1

spos$rod podanych. UWAGA. Odpowiedzi zakoduj na karcie odpowiedzi.

Pytanie B6 (1 pkt)

Jakimi bakteriami moze by¢ zakazony pacjent? Udziel odpowiedzi na podstawie poréwnania wyniku
testu na agarze SS (Ryc. 1) z informacjami na Ryc. 2 i w tabeli 4. Wybierz jedng lub wiecej odpowiedzi
sposrad podanych.

A. Escherichia coli [ / B. Enterobacter aerogenes L1 / C. Klebsiella sp. L1/
B6 D. Shigella sp. 1 / E. Proteus vulgaris (1 / F. Salmonella enterica [1 /
G. Staphylococcus aureus [1

UWAGA. Odpowiedzi zakoduj na karcie odpowied:zi.

Pytanie B7 (1 pkt)

Jaka bakterig jest zakazony pacjent? Udziel odpowiedzi na podstawie testu APl (Ryc. 1). Wybierz
jedng odpowied? sposréd podanych.

A. Escherichia coli 1 / B. Enterobacter aerogenes [ / C. Klebsiella sp. 1 /
B7 D. Shigella sp. [ / E. Proteus vulgaris L1/ F. Salmonella enterica L1 /
G. Staphylococcus aureus [1

UWAGA. Odpowiedz zakoduj na karcie odpowied:zi.

Pytanie B8 (1 pkt)

Ktéry z antybiotykow bedzie nieskuteczny w leczeniu wykrytej infekcji? Wybierz jedng lub wiecej
odpowiedzi sposréd podanych.



B8

A. streptomycyna [ / B. chloramfenikol [1 / C. ampicylina L1/
D. gentamycyna 1/ E. ciprofloksacyna [1 / F. trimetoprim [J

UWAGA. Odpowiedzi zakoduj na karcie odpowied:zi.




A) Wynik posiewu probki pobranej od pacjenta na B) Wynik posiewu na agarze SS kolonii bakterii

agarze MacConkeya. pobranej z szalki z agarem MacConkeya (punkt A).
Pl o
o .-?3‘.\

C) Whyniki testu API dla kolonii bakterii pobranej z szalki z agarem MacConkeya (punkt A).
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D) Antybiogram dla kolonii bakterii pobranej z szalki z agarem MacConkeya (punkt A).
Oznaczenia uzytych antybiotykdw: SP — streptomycyna; Cm — chloramfenikol; AMP — ampicylina; GEN —
gentamycyna; CIP — ciprofloksacyna; TRI — trimetoprim.

Rycina 1. Wyniki testow mikrobiologiczno-biochemicznych dla prébki pobranej od pacjenta.
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Agar MacConkeya — jest stosowany do izolacji bakterii Gram-ujemnych jelitowych i réznicowania
bakterii Gram-ujemnych fermentujacych laktoze od bakterii Gram-ujemnych niefermentujgcych
laktozy. Zawarty fiolet krystaliczny hamuje wzrost bakterii Gram-dodatnich, a czerwien obojetna
barwi drobnoustroje fermentujgce laktoze.

Escherichia coli Enterobacter aerogenes Klebsiella sp.

Bakterie Bakterie nie
fermentujace fermentujace
laktoze laktozy
Shigella sp. Proteus vulgaris Salmonella  Staphylococcus
enterica aureus

Po lewej: zdjecia szalek Petriego z bakteriami posianymi na agar MacConkeya.
Po prawej: rozrdznienie miedzy bakteriami fermentujacymi laktoze i niefermentujgcymi laktozy
na agarze MacConkeya.

Agar SS to selektywny i roznicujgcy agar stosowany gtdéwnie do pozyskiwania Salmonella i Shigella
z probek pacjentéw. Agar SS zawiera wskazniki fermentacji laktozy i produkcji siarkowodoru,
a takze inhibitory zapobiegajgce wzrostowi bakterii Gram-dodatnich. Wynikiem produkcji
siarkowodoru jest czarne zabarwienie kolonii bakteryjnych.

Test API (ang. The Analytical Profile Index) to test biochemiczny majacy na celu identyfikacje
gatunku organizmu. Polega na okresleniu zdolnosci mikroorganizméw do asymilacji, fermentacji
lub rozktadu okreslonych zwigzkéw chemicznych (Tabela 4).

Ryc. 2. Charakterystyka agaru MacConkeya, agaru SS oraz testu API.
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Tabela 4. Tabela identyfikujgca mikroorganizmy za pomocga systemu API.
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ONPG | ONPG B-galaktozydaza bezbarwny Zotty + +
ADH Arginina Dihydrolaza argininy Zotty Czerwono-
-pomaranczowy LI A e e e
LDC Lizyna Dekarboksylaza Lizyny Z6tty Czerwono- + + +
-pomaranczowy
oDC Ornityna Dekaboksylaza ornityny | Zétty Czerwono-
-pomaranczowy LI A e A e A
CIT Cytrynian Wykorzystanie jako Zielono-zé6tty Niebiesko-zielony
. + - + - + -
zrédto wegla
H2S Siarczan Synteza siarkowodoru Bezbarwny/szary | Wytrgcenie/ + +
Sodu czarny
URE Mocznik Hydroliza mocznika Zotty Czerwono-
-pomaranczowy i A e S A B e
TDA Tryptofan Deaminaza tryptofanu Z6tty Brazowo-
-czerwony i e S A B
IND Tryptofan Synteza indolu Z6tty Czerwony (odczyt + + +
w ciggu 2 min.)
VP Pirogronian | Synteza acetoiny bezbarwny Rézowy/
sodu Czerwony (odczyt - + - - + -
w ciggu 10 min.)
GEL Zelatyna Zelatynaza Brak dyfuzji Dyfuzja czarnego
czarnego barwnika + - - - - -
barwnika
GLU Glukoza Fermentacja/utlenianie Niebieski/zielony | Zétty
+ + + + + +
MAN | Mannitol Fermentacja/utlenianie Niebieski/zielony | Zétty
+ - - + + +
INO Inozytol Fermentacja/utlenianie Niebieski/zielony | Zétty + +
SOR Sorbitol Fermentacja/utlenianie Niebieski/zielony | Zétty
+ - - + + -
RHA Ramnoza Fermentacja/utlenianie Niebieski/zielony | Zétty
+ + - + + -
SAC Sacharoza Fermentacja/utlenianie Niebieski/zielony | Zétty
- - + - + +
MEL Melibioza Fermentacja/utlenianie Niebieski/zielony | Zétty
+ - - + + +
AMY | Amigdalina Fermentacja/utlenianie Niebieski/zielony | Zétty + +
ARA Arabinoza Fermentacja/utlenianie Niebieski/zielony | Zétty + + +
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