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Cultivarea bacteriilor

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

Medii de culturi: complexe de substgncare permit cgtereasi multiplicarea bacteriilor (cam
substage nutritive, au pH corespuditbr, umiditate corespu#itbare, sunt sterile, trebuie
asigural aero/anaerobioza)

Insamaryare: punerea n contact a unei culturi bacterienessanui produs patologic cu mediile
de cultus.

Colonie bacteriaw: aglomerare de bacterii vizibilcu ochiul liber, formdit din multiplicarea
unei singure bacterii de pe mediul de cultur

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

Clasificarea mediilor de cultura

Dupa consisteti:
* lichide (repartizate in eprubete)
» solide (geloza dreaptinclinat, in plag)

» semisolide (in eprubete)
Dupa continutul de substae nutritive:

A. Medii naturale: cortin substate nutritive in forma lor natural fara a fi prelucrate in
prealabil:
« mediul cu bif, mediul cu lapte, mediul cu ®uDorset), ser coagulat de bou
(Loffler)

B. Medii artificiale :

a. Medii de baz — pentru germeni nepreteosi
* bulion simplu — macerat de carne, pepipiNaCl 0,5%
* apa peptonat — peptoi si NaCl 0,5%
» geloza simpf — bulion + agar-agar (un extract de alge careuasigonsisteta

solida, nu are propriéti nutritive)
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b. Medii compuse

1) Medii complexe mediu de baz + substate organice (sange, ser, glugpzsunt

2)

3)

4)

folosite pentru cultivarea germenilor prejesi

geloza sanggegeloza ser

bulion séange, bulion ser, bulion glucozat

Medii de Tmbogatire: coniin ageni selectivi, care inhif dezvoltarea unor bacterii

dar permit crgterea altora

mediul Pike pentru Tmboggirea streptococilor: bulion glucozat cu cristal leio
(inhiba dezvoltarea stafilococilor), azid de Na (inhiBram negativii), +/- sange
mediulhiperclorurat pentru imboggirea stafilococilor: bulion + NaCl 7,5%

mediulOCST pentru bacilul difteric: ou, cistiy ser, telurit de potasiu

Medii speciale au compozie special, permit cultivarea unor bacterii pretmase

mediul Lowenstein-Jensen— pt. cultivarea micobacteriilor — ou, cartofi,rde
malachit, asparaginglicerina

mediul Sabouraud — pt. cultivarea levurilor: geléaz + maltoz/glucoz +
antibiotice

mediul Schaedler— pt. anaerobi — gelazsange + glucaiz

mediul chocolat — neisserii, hemofili: geldzsange, sangele se adaug geloza
topita si racita la 60-70C

Medii selectivesi diferentiale: substate selective (inhi® cresterea unor bacterii) +

zaharuri/polialcooli + indicator; sunt folosite penizolaresi identificare

mediul Leifson (ADCL — agar dezoxicholat citrat, lact)z- pt. enterobacterii:
saruri biliare + lactoz + rosu neutru;

mediul Levine (EMB — eosine — methyl blau) - pt. enterobacté&tiicoli: eozia +
albastru de metilen + lact@z

mediul SS— Salmonella-Shigella:aeuri biliare + verde briliant + lactéz+ rosu
neutru + §ruri de fier

mediulMacConkey — pt. enterobacteriiasuri biliare +rgu neutru + cristal violet
+ lactoz

mediulChapman - pt. stafilococi: NaCl 7,5% + manitol +gwfenol

mediulABE — pentru enterococi Agar + Bitr Esculira
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5) Medii diferentiale: permit identificarea bacteriilor pe baza unorgase biochimice

» geloza lactozai: lactoz + albastru de bromtimol — se studiafermentarea
lactozei

» mediul lichid cu indicator Andrade: un zalir + indicator Andrade — se studiiaz
fermentarea zaharurilor

* mediul SIM (hidrogen sulfurat, indol, mobilitate): came agarsemisolidpentru
studiul mobili&tii, bogat intriptofan pentru studiul producerii de indgil continut
desaruri de fier pentru detectarea producerii dgSH

* mediul TSI (triple sugar iron) came glucozi, lactozi, zaharoz pentru studiul
fermentrii acestorasulfat de Fepentru detectarea producerii dgSH

* mediul Simmons— mediu cu citrat pentru studiul folosirii citr&uca unica suis

de carbon

* mediul cu uree— uree + reu fenol pentru detectarea ureazei

Metode de inamantare
* Pe medii solide
0 Tinsamarnare prin epuizare (se b colonii izolate)
o Tinsamarnare in sector (se @h colonii confluente)
0 Tinsamarnare prin ipepare
* Pe medii lichide

0 omogenizarea unei colonii in mediu lichid

Insimantarea prin epuizare
Obtinerea culturii primare
* Seincarg ansa de platinsterilizati cu produs patologic
» Se descatcansa pe mediu de culiur
- se Indmaneaz un prim sector [1]
- din primul sector Tn8nanat se trasedzcateva striuri paralele in sensul acelor
de ceasornic [2]
- se contina Tnaamanarea prin striuri paralele [3], terminandu-se prum striu
n zig-zag [3]
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- dup fiecare etap se sterilizeazansa, 4ra a se Tnérca in produs patologic!
« In ultimul sector bacteriile sunt dispersate, adsifieat dug incubare se vor forma
colonii izolate
Obtinerea culturii pure
. Se repli@ o singué colonie din cultura primérpe un mediu de cultéiproasgt, fie

prin epuizare, fie prin frasnanare in sector
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Insamantarea n sector

Pe o plag pot fi iIngimanate mai multe specii bacteriene

Prin Tngmanare in sector nu se i colonii izolate !

» Seincarg ansa de platinsterilizat cu produs patologic

» Se descatcansa pe mediu de culiuisub forma unui sector de cerc

Insimantarea pe medii in coloati inclinata
» Se incarg ansa de platihsterilizat cu produs

* Se descatcansa pe partea inclidad mediului de cultdrsub forma unui striu

NU se obin colonii izolate, bacteriile cresc sub diferitedele

GROWTH PATTERNS ON SLANTS

filiform arhorescent il echinulate
g effuse rhizoid h
(thread-ike) ureojike) DeAded o ding) (spiny)
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Insimantarea prin intepare

Se practi& pentru in8manarea mediilor solide turnate in col@aiireapi

» Seincarg acul de inoculare cu produs ~

» Se ineap mediul in direge verticah pe o distatid de % din Taltimea coloanel

Insamantarea in mediu lichid

» Se incarg ansa de platinsterilizat cu produs

* Se omogenizeazrodusul recoltat in mediul de culidrchid

Caractere de cultura

a. In medii lichide:
e tulburarea uniforr a mediului:Staphylococcus, Salmonella .etc
e depozit grunjos sau nisipos la fundul tubului, naédimane clarStreptococcus spp.
e depozit floconos, mediuimane clarB. anthracis
* mediul prezini val sulyire la suprafg: Corynebacterium diphtheriae
* membrad groad rugoad, plisak la supafai, restul lichidului limpede:
Mycobacterium tuberculosis
* inel aderent pe petietubului: Escherichia coli

» pelicuk la suprafga, sub aceasta mediul este colorat verde-albaBsaudomonas

Spp.
[ ellicje

1 — . !_._..._
| tibidty (2
L b/ ™ L - ) |\: o,
uninoculated sediment flocculent
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b. Pe

medii solide

in cazul germenilor cu cgtere rapid (timp de genetge 20-30 minute) dup 18 ore de

incubare la 35-37C, dintr-o singuipacterie ia ngere colonia.

La colonii noim:

marimea

forma:rotunde, stelate etc.

aspectul marginilomegulate, neregulate, cu prelungiri in cap de meduz
suprafaa coloniei:bombai, granulat;, platz, cu depresiune central cu ridicitura
centraki, sau marginai etc.

aspectuliucios, mat, mucoid, aspect cutgr uleios, vitros etc.
consistera: vascoas, filanta

daa se emulsione@zisor sau nu in ser fiziologic

transpareta sau opacitatea coloniei

pigmentarea coloniei

apartia unei zone colorate sau incolore n jurul colonie

eventual lichefierea mediului

Tipuri de colonii pe medii solide

1. Coloniitip ,S” (smooth)

colonii rotunde

margini regulate, bombate

suprafaa neted, translucid

reprezind forma normal pentru majoritatedacteriilor patogene fiind dotat cu
calitati optime de structdrantigeni@ si de patogenitate.

2. Colonii tip ,R” (rough)

colonii neregulate

plate, uscate

suprafaa zbarcii

forma R repreziit o formi de degradare, ngtd de modifiéri structurale
profunde, de modifidri antigenicesi de s@derea viruletei

este caracteristicin generalbacteriilor nepatogene

existh si 3 excepii la care forma R caracterizéaspecii patogeneBacillus

anthracis, Mycobacterium tuberculosis, Corynebaaterdiphtheriae

3. Forme intermediare: S-R , R-S
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4. Colonii tip ,M”

aspect mucos

foarte mari

foarte bombate

foarte lucioase

cu tendina de curgersi de confluare

caracteristice bacteriilor care posexdpsud (de ex. Klebsiella)

5. Colonii untoase

colonii mari
rotunde
suprafga mat
aspect untos

6. Colonii pufoase

caracteristice mucegaiurilor

7. Fenomen de dtarare

Speciile Proteus: pe medii simplaréf substare inhibitoare) crge sub forma unui
val care acopertoat suprafaa mediului

dad tulpinile Tnggmanate pe acekamediu de cultuf sunt diferite atunci peliculele
formate nu se intersectéaapare un spas de demarcare, fenomen numit DIENE
daa tulpinile de Proteus sunt la fel atunci cele @palicule se vor contopi
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Studiul caracterelor biochimice ale germenilor

Studierea metabolismului glucidic

A. PE MEDII SELECTIV-DIFEREN TIALE

a. Fermentarea manitei pe mediul Chapman
= fermentarea manitei se face cu producere de acid,
= culoarea indicatorului (g fenol) vireaZ in galben
= se diferefiaza stafilococii
* patogeni - manitopozitivi

* nepatogeni — manitonegativi

b. Fermentarea lactozei pe mediul Leifson / MacConkey
= fermentarea lactozei se face cu producere de acid
= culoarea indicatorului (s neutru) vireazin rasu

» se diferefiaza enterobacteriile patogene de nepatogene
B. PE MEDII DIFEREN TIALE

a. Fermentarea lactozei pe geldzlactozati
= fermentarea lactozei se face cu producere de acid,
= culoarea indicatorului (albastru de bromtimol) azein galben

b. Fermentarea zaharurilor pe mediul lichid cu indicator Andrade
= in mediul lichid se introduce un glucid
= fermentarea lui duce la formare de acid
= culoarea indicatorului (igial albastru) vireazin rosu

= evidenierea producerii de gaz se face cu tub Durham

c. Fermentarea zaharurilor pe mediul TSI
= fermentarea glucozei se studigee potiunea dreafat
» fermentarea glucozei se face cu producere de acid,
» culoarea indicatorului (g fenol) virea in galben

= fermentarea lactozei, zaharozei se studppotiunea inclinat
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» fermentarea glucozei se face cu producere de acid,

» culoarea indicatorului (g fenol) virea n galben

lI. Studierea metabolismului proteic

A. Producerea de indol
= degradarea proteinelor (triptofanul) se face culpcere de indol,
= indolul n contact cu reactivul Erlich (galben)fogaz de nitrozoindol ( rgu).

Metode de evideiere:
a. Extragerea indolului cu eter
= n ap peptonat inaamanat + eter + reactiv Kovacs
o inel rosu — indol pozitiv
o inel galben — indol negativ
b. Benzi pentru rea@ indolului
= Dbenzi de héartie de filtru impregnate cu reactiv o (galbene)
= sSe atgeaz la dopul eprubetei cu apeptonat sau mediul SIM
0 banda devine ge — indol pozitiv

o bandaimane galbenh- indol negativ

B. Producerea de HS.
= descompunerea proteinelor se poate face cu prazldedsS,

= H,S 1n contact cuasuri de fier sau plumb formeazulfuri de culoare neagr

Metode de evideiere:
a. Benazipentru HS
= benzi de hartie de filtru impregnate cu acetatldenp (albe)
* se atgeaz la dopul eprubetei cu apeptonat inamanati
0 banda devine neagr H,S pozitiv

0 bandafmane alb — H,S negativ

b. Pe mediul TSI
= mediul conine siruri de fiersi proteine
» se indmaneaz prin inepare

= apartia unui inel negru intre ppunea dreaftsi cea inclinait - H,S pozitiv
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c. Pe mediul SIM
= mediul conine siruri de fier
»= se indmaneaz prin inepare

= apariia unui zone negre Tn jurulfepaturii - H,S pozitiv

d. Pe mediul PISU cu cistin
= mediul conine cistira si acetat de plumb
» se indmaneaz prin inepare

= apariia unui halou cafeniu n jurul fepaturii - H,S pozitiv

C. Testul ureazei.
= se studiaz pe mediul cu uree,
= scindarea ureei se face cu producere de amoniac,

= mediul devine alcalin, culoarea indicatoruls(rdenol) vireaZ in rcsu.

lll.  Evidentierea altor enzime bacteriene

A. Evidentierea catalazei

= catalaza descompune apa oxigematag si oxigen
= oxigenul eliberat se evidgazi prin formarea bulelor de gaz
= metoda: cultura de cercetat se suspgralo lani intr-o pic. de HO,

= apariia bulelor — catalazpozitiv

B. Evidentierea oxidazei
= enzimele oxidative aloneaz asupra unor substgnproducand compucolorai
= metode de evideiere: cu tetrametil parafenilen diariin
0 benzi impregnate cu reactiv
= pe benzile umezite cu aglistilati se depune o parte din colonie
= culoarea vireazin mov inchis — oxidazpozitiv

0 reactivul se picurdirect pe coloniile suspecte
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C. Evidentierea hemolizei
= se face pe gelasange
= tipuri de hemolii:
o0 Hemolizaa, incompled
= hemoglobina este descompukar pana la methemoglobin
= apare ca 0 zaverzuie in jurul coloniei.
o HemolizaB, complei
= sangele este descompus total,

= injurul coloniei este o zarclar, transparerit

D. Evidentierea coagulazei

= coagulaza este o enzirbacteria#i extracelulat si determiri coagularea plasmei
* metode de eviderre
0 pelanid
» 0 cantitate mig din colonie se depune intr-o pigra de plasra
= apariia de coaguli mici - coagulapozitiv
0 intuburi
* n eprubete cu plashtitratati se adaugcultura in bulion,
* seincubeaxla termostat 24 de ore

= apariia de coaguli — coagulapozitiv

V. Alte teste biochimice

A. Mobilitatea germenilor se studidzpe mediul SIM
* Tnsimanare prin imepare:
0 mobilitate negativ - mediukmane clar

0 mobilitate pozitiv — mediul se tulbiur

B. Folosirea citratului ca sursa de carbon
» se studiaz pe mediul Simmons.
» daa germenii folosesc citratul in metabolism, crgsalcalinizea mediul,

» culoarea indicatorului (albastru de bromtimol) ezein albastru.
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C. Producerea de pigment.
= Pigmeni intracelulari — nu difuzedzn mediu, vor colora doar colonia (stafilococul)

» Pigmeni extracelulari — difuzedzin mediu, coloredzsi mediul (Pseudomonas).

D. Mirosul unii germeni au miros caracteristic:
= Proteus — fetid
= Candida — drojdie
= Esherichia coli — vatzaci
= Pseudomonas — miros aromat

= Shigella — miros de spe#im
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