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Cultivarea bacteriilor

Cultivarea bacteriilor cresterea bacteriilor pe medii de culiun condiii in vitro.

Medii de culturi: complexe de substgncare permit cggereasi multiplicarea bacteriilor
(contin substare nutritive, au pH corespuditpr, umiditate coresputitoare, sunt sterile,
trebuie asigurataero/anaerobioza)

Insdmangare: punerea in contact a unei culturi bacterieneasanui produs patologic cu
mediile de cultuf.

Colonie bacteria@: aglomerare de bacterii viziitu ochiul liber, formaitdin multiplicarea
unei singure bacterii de pe mediul de cuiltur

Izolare: repicarea unei singure colonii pe alte medii deuciicu scopul de a gime cultua

pura

Clasificarea mediilor de cultura
Dupa consisters:
* lichide (repartizate in eprubete)
» solide (geloza dreajtinclinag, in plag)
» semisolide (in eprubete)
Dupa cortinutul de substae nutritive:
* Medii naturale: cotin substate nutritive in forma lor natura|fara a fi prelucrate
n prealabil

* Maedii artificiale

Metode de Tnamantare
* Pe mediisolide
- Tnsaméanare prin epuizare (se i colonii izolate)
- Tnsiméanare in sector (se gh colonii confluente)
- Tnsiméanare prin inepare
* Pe medii lichide

- omogenizarea unei colonii Tn mediu lichid
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Insamantarea prin epuizare
Obtinerea culturii primare
* Seincargd ansa de platihsterilizati cu produs patologic

» Se descatcansa pe mediu de cultur

se Indmaneaz un prim sector

se sterilizeaz ansa

- din primul sector insnanat se traseazateva striuri paralele in sensul
acelor de ceasornic
- se contind Tnsiméanarea prin striuri paralele, terminandu-se printrstnu
n zig-zag
« In ultimul sector bacteriile sunt dispersate, astfeat dup incubare se vor forma

colonii izolate

Obtinerea culturii pure
* Serepli@ o singud colonie din cultura primémpe un mediu de cultaiproasyt,

fie prin epuizare, fie prin idsnanare in sector

Insamantarea in sector
Pe o plag pot fi ineamarnate mai multe specii bacteriene

Prin Tnggméanare n sector nu se @ colonii izolate !

* Seincarg ansa de platihsterilizati cu produs patologic

» Se descatcansa pe mediu de culiisub forma unui sector de cerc
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Insamantarea pe medii in coloa# inclinata
» Seincarg ansa de platinsterilizati cu produs
» Se descatcansa pe partea inclidisd mediului de cultdrsub forma unui striu

NU se oljin colonii izolate, bacteriile cresc sub diferite@dele

Insamantarea prin intepare

Se practig pentru in8manarea mediilor solide turnate in colaatreapi

» Seincarg acul de inoculare cu produs

» Seineap mediul in direde verticai pe o distati de % din Téltimea coloanei

Insamantarea in mediu lichid
» Seincarg ansa de platinsterilizati cu produs
* Se omogenizedazrodusul recoltat in mediul de culidichid

in fungie de specie, bacteriile cresc difuz in tot volumeidiului / la suprafé / la fundul

eprubetei
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Cultivarea virusurilor

Cultivarea virusurilor pe culturi celulare

Virusurile pot fi izolate pe celule vii, receptive.
Cultura celulat: sistem biologic in vitro altuit din celule izolate vii, cargiipastreaz

capacitatea de multiplicaggnu se organize@zn tesuturi.
Condiii necesare pentruaptrarea in vig a celulelor din cultura celular
- condiii aseptice
- mediu nutritiv (mediu de cultadichid ce cofine substate nutritive, sursde
energie, factori de cgtere, vitamine, sistem tampon, indicator, antilc®gi
antifungice) — mediile comercializate Eagle, Harlk499
- pH adecvat
- temperatuf constant
- atmosfeid cu 10% CQ
in fundie de proveniega celulelor, culturile celulare se clasifin:
- culturi de origine animélsau umad
- culturi de celule embrionare sau adulte
- culturi de celule normale sau tumorale
Culturile celulare primare sunt culturi realizateedt dintesuturile surs
Liniile celulare stabilizate derivdin culturile primare, se mén n viga timp nelimitat prin

subcultivari.

Realizarea culturilor primare din tesuturi solide

se prele¥ tesutul surgsn condiii aseptice

- se fragmentedzesutul in budti de aprox. 1 mrhy se spdl cu soluie saliri
tamponat (SST) pentru indejptarea sangelui

- disocierea enzimatica celulelor: tripsinizarea fragmentelor tisularesolutie de
tripsina 0,25% (enzira proteolitici, desface legurile peptidice) pe agitator
magnetic — desfacerea #grilor intercelulare

- colectarea celulelor izolate in vas colector —ame forin filtrare pentru a gbe
numai celule izolate

- repetare tripsinizii pam la epuizaregesutului, in timpul tripsinizrii vasul colector

Se pastrea la temperatura de’@ pentru inactivarea tripsinei
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centrifugarea suspensiei de celule izolate, Tadagea supernatantului (tripsina),
spilare cu SST, n final suspendarea celulelor in madiritiv

controlul viabilititii celulelor cu colorge vitak albastru de tripan (se coloréaz
celulele moarte) — pentru a se realiza cultura, €@%celule trebuiesfie vii)
numararea celulelor, ajustarea lor la concegigrde 300000 celule/ml, repartizare
volume egale in flacoane de culturi celulare

incubare in poxe culcat

urmarirea fornrii culturii cu microscopul invers

Culturi provenite din celule:

normale: celulele se aaz de peretele flaconului, se multiglipari acopei
peretele flaconului, realizean cultui monostrat (fenomenul inhilei de contact)
tumorale: se multiplig si dupa acoperirea suprafe disponibile, cresc in mai multe

straturisi in suspensie

Subcultivarea culturilor celulare

Dupa 5-7 zile de la realizarea culturii se epuizesabstarele nutritive, sursele de

energie, se acidificmediul. Pentru mamerea celulelor in vié, acestea trebuie pasate,

subcultivate. Se realizeaprin versenizare:

celulele se deteaz de pe peretele flaconului cu sgdude EDTA (versen)

se centrifughedz

se spadl cu soldie SST

se resuspendeaim mediu nutritiv

se verifia viabilitatea celulelor, se nuiri celulelesi se ajustearzla concentrga
optima. Se repartizedazvolume egale Tn flacoane de culigelulas.

Culturile primare realizate dicelule normaleadulte pot fi subcultivate de cateva
ori (4-6) dup care celulele mor (apoptd)z

Culturile realizate ditesuturi embrionare pot fi subcultivate de mai multe ori
(celule nediferenate), de 60-80x, dujpcare mor.

Liniile celulare pot fi subcultivate nedefinit. Aste se ofin din tesuturi tumorale
(HeLa, KB, Detroait, etc) sau din culturi celulare efectuate gisuturi normale care
au suferit transformare maligspontati (Vero). Liniile celulare sunt bine

caracterizate, se manevreagor, pot fi folosite pentru izolarea virusurilor.
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Inocularea suspensiilor virale Tn culturile celulae, identificarea izolatelor virale

- seindeprteaz mediul nutritivsi se introduce in flacon suspensia vrpteditita in
prealabil.

- dupoincubare de 1 @1(penetrarea virusurilor in celulele receptive)parsia se
decanteay, se adaugmediu de intrgnere (mai &rac n substge nutritive decéat
mediul nutritiv, dar care permite suprguigea celulelor)

- seincubeax

- 1n zilele urnitoare se urresc modifi@rile survenite 1n cultura celukar

Izolarea virusurilor pe oul de giina embrionata

Membrana proprie

Camera de aer Membrane
corioalantoideai
Embrion
Coaja oului

Cavitatea amniotic

L Cavitatea alantoidean
Sacul vitelin

Inocularea virusurilor se poate face pe:
- membrana corioalantoide@an
- cavitatea alantoide&n
- cavitatea amniotic
- sacul vitelin
- venele alantoidiene

- embrion
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Inocularea pe membrana corioalantoideas

- la ovoscop se noteape coaj poziia camerei de agr zona unde membrana
corioalantoideaieste cel mai bogat vascularizat

- se antiseptize@azcoaja in cele daulocuri notate anterior

- se perforeazcu un ac coaja in zona camerei de aer

- cu o frez se decupeaain triunghi din codj la nivelul membranei

- se perforeazmembrana proprig se aspik aerul din camera de aer cu ajutorul unei
tetine din cauciuc (membrana proprie se deglgode membrana corioalantoidéan

- seindeprteaz potiunea vizibik din membrana proprie, evidg@ndu-se direct
membrana corioalantoidean

- se depune pe membeaprodusul de inoculat cu o piget

- dup inoculare se astdporificiile create cu lameélde sticd si parafim

Izolarea virusurilor la animale de laborator

La aceastmetod: se recurge Th momentul in care celelalte metode su
nesatisicatoare.
Este necesarcunogterea metodelor de contena animalelor
inainte de inoculare animalele sunt marcate; éate necesar sunt anesteziate
(intervertii dureroase), iar locul inociri se epileaz si se antiseptizeaz
Inocularea se face prin diferitéic
- intradermic
- subcutanat
- intramuscular
- intravenos
- intraperitoneal
- intranazal
- intracerebral

Suspensiile virale sunt inoculate prin injecinhalare, ingestie, badijonare, etc...



