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Medii de cultura

Medii de cultura: complexe de substgn care permit cggereasi multiplicarea bacteriilor
(contin substare nutritive, au pH corespuiitbr, umiditate corespu#itbare, sunt sterile,
atmosfell corespunitoare - aero/anaerobioza)
Clasificare
Dupa consisters:
- lichide (repartizate in eprubete)
- solide (geloza dreaftinclinag, in plag)
- semisolide (in eprubete)
Dupa cortinutul de substae nutritive:
1. Medii naturale: conin substage nutritive in forma lor natural fara a fi prelucrate in
prealabil: mediul cu bil mediul cu lapte, mediul cu duser de bou coagulat
2. Medii artificiale :
A) Medii de bazaz — pentru germeni nepretgsi
1) bulion simplu
2) geloza sim@ — bulion + agar-agar (un extract de alge careuasigonsistera
solida, nu are propriéti nutritive)
B) Medii compuse
1) Medii complexe: mediu de baz substate organice (sange, ser, glughzsunt
folosite pentru cultivarea germenilor prefieni (geloza sange)
2) Medii de imbogtire: corin ageni selectivi, care inhib dezvoltarea unor bacterii
sl permit crgterea altora
3) Medii speciale
- mediul Léwenstein-Jensen — pt. cultivarea micolralcie
- mediul Sabouraud — pt. cultivarea levurilor (Camdlid
- mediul chocolat — neisserii, hemofili
4) Medii diferentiale si selectiv-diferegiale: indicator de culoare, +/- subsgan
selective (inhil cresterea unor bacterii) + zaharuri/polialcooli ; subtosite

pentru izolarsi identificare (geloza lactozat TSI, SIM, Leifson, Chapman)
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Caractere de cultura

se studiaz aspectul macroscopic al coloniilor bacterieneaizol
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Coloniile de tip S(smooth)

colonii rotunde

margini regulate, bombate

suprafaa neted, translucid

usor detaabile de pe mediu

suspensionate n sol. saline produc suspensii oneo@er fiziol.)

reprezini forma normal pentru majoritatea bacteriilor patogene, fiind adotcu
calititi optime de structdrantigenid si de patogenitate.

Coloniile de tip R (rough)

colonii neregulate

plate, uscate

suprafaa zbarcii

aderente la mediu

n soluii saline produc suspensii neomogene (fenomenabtlginare spontai)

este caracteristi¢ in general, bacteriilor nepatogene, cu 3 eticdacillus anthrads,
Mycobacteriumtuberculoss, Corynebacterium diphtheriae

Forme intermediare: S-R, R-S

Coloniile de tip M

aspect mucos

foarte mari

foarte bombate

foarte lucioase

cu tendina de curgersi de confluare

caracteristice bacteriilor care posexdpsul (de ex. Klebsiella)
Coloniile pufoase

mucegaiuri

Fenomen de dtarare

Proteus: pe medii simple gte sub forma unui @ care acopér toat suprafaa

mediului (nu apar colonii)
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Caracterele biochimicesi de metabolism ale germenilor

studiaz metabolismul bacteriagi prezena diferitelor enzime specifice
studierea acestor caractere permit incadrarearblactn specie

1.Metabolismul glucidic

se studiaz pe medii de cultdrdiferertiale sau selectiv-difergiale

urmareste descompunerea diferitelor zaharuri dé&ec bacterii (glucoz, lactoz,
zaharoZ, manitol)

prin descompunerea zaharului dére bacterii mediul se acidificiar indicatorul
de culoare schinib culoarea mediului de cultur

2.Metabolismul proteic

se studiaz pe medii de cultdrdiferertiale

prin descompunerea proteinelor dire bacterii se elibereaznetabolji precum
indol, H,S sau amoniac

indolul si H2S se evidetiaza cu ajutorul unor hartii de filtru Tmbibate n réiac
specific (reactiv Kovacs pentru indglsaruri de Pb pentru £6)

prezena amoniacului se evidgazi cu ajutorul unui indicator de culoare

3.Enzimele bacteriene

hemolizinele
- enzime care lizedazhematiile (altereazhemoglobina)
- prezena acestei enzime se evidieza pe mediu gelaizsange
- principalele tipuri de hemoliz
o alfa (@) - apare ca o zarverzuie n jurul coloniei
0 beta B) - sangele este descompus total, in jurul coloeste o zoh
clara, transparerit
catalaza
- descompune apa oxigeadn ap si oxigen
- oxigenul eliberat se evidgazi prin formarea bulelor de gaz
coagulaza
- determira coagularea plasmei recoltate pe anticoagulant
oxidaza
- enzime oxidative

- aagioneaz asupra unor subst@nproducand compucolorgi
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4. Alte teste

* Mobilitatea
- bacteriile flagelate sunt mobilgi migreaz intr-un mediu de cultdr
semisolid, deviazde la locul de inoculare (traiectul dedpatura)
* Mirosul
- la multe specii, coloniile au miros caracteristic
* Producerea de pigment
- Pigmeni nedifuzibili — nu difuzeaz in mediu, vor colora doar colonia (ex.
Saphylococcus aureus — pigment auriu)
- Pigmeni difuzibili — difuzeaz in mediu, coloredz si mediul (ex.
Pseudomonas — pigment verde).
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Identificarea microorganismelor pe baza structuriiantigenice
| dentificarea antigendcse bazedizpe specificitatea reéei antigen-anticorp.

Antigen se considérorice substag care, @trunsi in organism, provoagaspuns

imun din partea acestuia, ceea ce rézaualjproducerea danticorpi.

Reagia antigen — anticorp este specifi, antigenul poate fi legat numai de anticorpul

ce s-a produs caspuns la stimulul antigenic respectiv.

ag+ac —* ag-ac

Aceste reagi pot fi folosite pentru detectarea unui antigeatumnoscut cu ajutorul unui

anticorp cunoscut (metode de diagnostic directe):

ag? +ac —» ag-ac

Elementele reaiei sunt antigenul necunosaiianticorpul cunoscut reprezentat de
seruri imune de referja.

in cazul in care antigenul corespunde anticorpaiformeaz complexul imun
antigen-anticorp. In funie de cum se vizualizealtletecteax formarea complexului imun

exiséi mai multe metode bazate pe ngamtigen-anticorp:

> reacii de precipitare: complexele imune formégmecipitat,
> reagii de aglutinare: complexele imune formeaglutinat,
> RFC - se detecteazonsumarea complementului (acesta seildag

complexele imune distrugand antigenul),
> reagii in care elementul cunoscut este marcat — sethat® elementul marcat

din complexul imun format.
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Readia de aglutinare

Antigenele: corpusculare, aglutinogene

Anticorpii: aglutinine

Complexul imun: aglutinat

Are loc intre antigenele de pe suptafeelulei microrganismelgi anticorpii corespurgori.
Frecvent se realizeape lani de microscop.

Pe o lani de microscop curagi degresat se depune la un capl picitura de ser aglutinant
polivalent iar in cellalt capit 1 picatura de soldie salira izotora (martor).

In fiecare pidtura se suspensioneazu ansa un fragment din colonie.

Daca microorganismul are antigene specifice seruluwitmnt, in 1-2 minute apare
aglutinarea (grunji vizibili cu ochiul liber sau &pa).

In picitura martosi in cazul reagei negative, amestecuimane opalescent, uniform.

Readia de precipitare

Antigenele: de natércoloidal (solubile), precipitinogene

Anticorpii: precipitine

Complexul imun: precipitat.

Pot avea loc in medii lichide (metode folosite atteriologie) sau in medii solide.

Readii de precipitare in mediu solid

Precipitinele, precipitogenele au capacitatea déuaa in gel de agarézUnde se intalnesc
n cantititi echivalente se formeaprecipitat vizibil cu ochiul liber.

Metoda Mancini— imunodifuzia simpl (radiak).

- Elementul cunoscut (ag) se inglob&az gel de agaraz

- Gelul topit se toamin pkci, dupi solidificare se decupeagodeuri.

- 1n godeuri se introduce elementul necunoscut atisdgserul de cercetat:

ac?).

- Seincubeazin camex umed: peste noapte la temperatura camerei. Anticorpii
din serul cercetat difuzeain gel, dag corespund antigenului inglobat, are loc
reagia antigen-anticorp.

- 1n zona echivaleei se formeazprecipitat circular.

- Se misoa# diametrul precipitatului, se raportéda curbe etalon, astfel

precizandu-se cantitatea de anticorpi din ser (diatantitati\a).
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Metode moderne — metode care folosesc un reactantunologic marcat

Readia de imunofluorescena (RIF)
Principiu:
* identificarea antigenelor necunoscute montatepé & ajutorul anticorpilor
cunoscti marcai fluorocrom
o fluorocromii:
- emit fluoresceti dad se expun laraze UV,
- izotiocianatul de fluoresceingalben-verzui), rodamina (portocalie)
- preparatul se examinegala microscopul cu fluorescen
- puncte fluorescente pe fond intunecat: in prepkgaaminat au fost prezente
antigenele autate (rezultat pozitiv)
- abserma punctelor fluorescente: in preparat nu au festgarte antigenele
cautate (rezultat negativ).
* dezavantaje:
- preparatele sunt instabile
- nu pot fi gistrate in timp

- este necesar microscop special.

Metoda imunoperoxidazica (IPO)

* marcare enzimatic— peroxidaz (descompune peroxidul); vizualizarea se realizeaz
prin achugarea substratului cromogen — rezulh precipitat maroniu, insolubil, vizibil
la microscopul optic,

* se realizeazla fel casi RIF,

* avantaje:

- preparatele pot figstrate in timp

- nu este necesar microscop special.
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Metode imunoenzimatice (RIE, ELISA - enzyme-linkedmmunosorbent
assay)

Permit detectarea antigenelor libgra anticorpilor. Este posiliildeterminare cantitativ
La reatii participa:
* un reactant imunologic cunoscutsade un suport solid @@di cu godeuri, lame,
baghete)
* un reactant imunologic marcat enzimatic — peroxagdaz
» substrat specific (cromogenic). Se produce o nuzdé de culoare detectabil
spectrofotometric (determinare cantit&iv
» substare pentru stoparea raai (baze sau acizi puternici).
Readiile au loc in aparate automate, semiautomate.

Intre readii — spilare cu soltii tampon.

Detectareaantigenelor

anticorpi specifici

anticorpi marcg enzimatic

antigen?

i
i
=S

) <* >0 —

substrat cromogen



Disciplina de Microbiologie UMF Tg.Muge
LP4

Identificarea microorganismelor prin detectarea aazilor nucleici

Genomul microorganismului cofine secvere specifice, detectarea prezenacestora intr-

un produs patologic sau in culturi celulare are \adre diagnostid.

Metode de hibridizare

Principiu: fragmente monocatenare de oligonucleotichrcate (sonde), avand segien
cunoscut (caracteristig unui microorganism) se vor agape baza complementétit de
secvele complementare situate pe acizii nucleici aleswitui de identificat.
Etape de lucru:

» extragerea acizilor nucleici,

» denaturarea acizilor nucleigifixarea acestora pe un suport,

» hibridizare: adugarea sondelor (marcate enzimatic, cu fluorocramcs! substge

radioactive)i atasarea acestora de secyae omoloage,
» eliminarea sondelor nefixate,
» vizualizarea hibridizrii.

Vizualizarea se face in fugee de tipul marcajului folosit.

T T G C A AT
C G C G%:z
G C IF GC
denaturare T A v TA

Readia in lant a polimerazei(PCR — polimerase chain reaction)
Se detecteazsecvere specifice de acid nucleic dup prealabid amplificare.
Etapele de lucru

» detectarea ADN-ului,

» extragerea ADN-ului,

o amplificarea:

0 se realizeazin aparatul PCRi const din mai multe cicluri identice:
= denaturare (90C),
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= alinierea primerilor (50C) — 2 secvege de oligonucleotide care se
leag prin complementaritate pe cele datatene la o anuniidistana
intre ele.
= sinteza larurilor complementare (70C ) — elongéde; este necesar
prezena enzimei polimeraiz(Taq)si a nucleotidelor — se formeaz
lanturile complementare astfel se dubleaantitatea de ADN,
» reluarea ciclului de n ori — se il 2" copii ale secveei de identificat,
* vizualizarea prodgilor de amplificare:
o prodwii de amplificare obnuti se separ electroforetic,
0 colorare cu bromurde etidiu
0 vizualizare cu raze UV — prelucrare computetizat
Multiplex PCR — se amplifi@ mai multe gene odat
Real time PCR.
RT-PCR - este necesarevers-transcriptaza.

Boala experimentah

Studiul pe animale se face doar in cazurile in caielalte metode de identificare sunt
nestisficatoare.
Este necesarcunogterea metodelor de contgna animalelor.
Inainte de inoculare animalele sunt marcatei @ate necesar sunt anesteziate (inteiiven
dureroase), iar locul inocirli se epileaz si se antiseptizeéz
Inocularea se face prin diferitéic
» intradermic,
subcutanat,
intramuscular,
intravenos,

intraperitoneal,

YV V YV V V

intranazal,

» intracerebral.
Suspensiile microoranismelor sunt inoculate prjadie, inhalare, ingestie, badijonare, etc...
Se urnireste patogenitatea bacteriilor, virusurilor, patéai, prin studiul modifi@rilor care

apar la animalul inoculat.
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