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METODA BACTERIOLOGICA
DE DIAGNOSTIC

Izolarea bacteriilor in culturd purd necesita:

m un mediu de culturd repartizal in recipiente adecvate cuitivarii;

w instrumeniar pentru insimangarea bacteriilor si manipularea culturii;

a incubatoare care asigurd temperaturile §i atmosfera optime cultivarii.

5.1. MEDIILE DE CULTURA SI CLASIFICAREA LOR

Mediile de culturd sunt solutii care asigur2 nuiriengii $i conditii fizico-chimice
necesare cresterii $i multiplicsrii bacteriilor. Totalitatea bacteriilor acumulate prin multi-
plicare intr-un asemenea mediu € numitd culturd bacteriand.

Mediulni de culturi ideal i se cer urmatoarele calitaji:

a s4 asigure bacteriilor conditii de dezvoltare cat mai apropiate celor din mediul lor
natural (organismul uman, animal, sol etc.};

® 54 nu contlina substane inhibitoare pentru bacteriile urmarite;

w 52 faciliteze observarea aparijici §i dezvoltdrii culturii {(omogenitate, transparcnia,
luciu al suprafetei etc.);

m sd faciliteze izolarea bacteriilor in culturi pure (pH, osmolariiate etc.);

w sa fie sterile,

5.1.1. Clasificarea dupa provenienta nutrientilor

Se disting: medii empirice §t medii sintetice,

Mediile empirice au la bazd extracte apoase obfinute fie la cald, fie prin infuzare,
fie prin digestia c&rnii, cordului, creierului sau ficatului de vita ai ¢aror nutrienti (hidrocar-
bonate, baze azotate, saruri minerale, factori de cregtere e1¢.) sunt completali cu aminoacizi
si peptide de diferite sorturi de peptond (produsi de hidroliza cnzimaticd ai proteinelor
animale sau vegetaley. Dacsd osmolaritatea si pH-ul lor pot fi riguros controlate, calitétile
nutritive pot varia de la un lot la altul de mediu. Mediile empirice sunt cel mai larg folosite
pentru izolarea si studiul bacteriilor.

Mediile sintetice includ ingredienie chimic pure. Au compozijic minimi, riguros
controlata si se folosesc pentru studiul necesititilor nutritive si al metabolismului bacterian.
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5.1.2. Clasificarea dupa consistenja

Distingem: medii lichide, solide si semisolide.

In mediile lichide descendentii bacteriilor se amesteca unii cu altii, ceea ¢e nu permite
obtinerea de culturi pure decat din produse monobacteriene. Prin gelificarca mediilor
lichide cu 2% :;1g.':ﬂ*-aga|rl se objin medii solide, care, gratie vascoziidji lor, fixeazi
bacteriile in punciul de insdmanjare. De aceea pe medii solide bacteriile formeaza colonii.
O colonie este o aglomerare de bacterii care se dezvoltd dintr-o singura celula sau grup de
celule de acelasi fel (unitate formatoare de colonie, abreviat U.F.C.) si este vizibila cu
ochiul liber pe suprafata mediului solid. O colonie este o clond bacteriand, deci o cultura
pura.

In vederea utilizarii, mediile de cultura lichide sunt repartizate in eprubete sau in
baloane, iar cele solide, in placi Petri si in eprubete cu solidificare in panta.

Medijle semisolide se objin prin gelificare cu numai 0,4—19% agar. Repartizate in
coloana se folosesc pentru depistarea mobilitatit bacteriilor §i pentru conservarea unor
tulpini bacteriene in laborator. 3

5.1.3. Clasificarea dupa compozifie

Se disting: medii simple si imbogatite de uz general si medii speciale.

Mediile simple san de bazi sunt bulionul nutritiv, apa peptonata si agarul nutritiv,
Contin numai ingredientele de baza: extract de carne sau numai peptona, clorura de sodiu,
si permit ¢regterea numai a bacieriitor nepretenjioase nutritiv, In majoritate saprofite ale
mediului extern sau ale florei microbiene normale a corpului uman,

Mediile imbogatite permit cultivarea celor mai multe bacterii patogene pretengioase
nutritiv. Se obtin prin adaugarea de sange, ser sangvin, glucozi, extract de levura eic. la
mediile de bazi. Geloza-singe este mediul uzual de izolare a bacteriilor patogene.

Mediile speciale.

w Mediile speciale de izolare permit izolarea anumitor microbi patogeni din prelevate
hipercontaminate (materii fecale, exsudat faringian etc.); se utilizeazd medii de
diferentiere §i medii selective. Medii de diferentiere conlin substratul pentru o enzima
bacteriana caracteristica si un indicator, care evidentiaza alacarea acestui substral, deci
un caracler metabolic diferentiaza intre cie bacteriile cu aspect al culturii tdentic pe mediile
simple. De pilda geloza nutritiva cu albastru de bromtimol lactozat diferentiazi enterobac-
teriaceele lactozopozitive dc cele lactozonegative. Mediile selective contin substanle in-
hibitorii asupra altor bacterii decat acelea a caror izolare se urmareste. Pentru a facilita
reperarea coloniilor unei anumite bacterii, mediile selective au si caracter diferential.
Exemple de medii selective: medii cu telurit de potasiu pentru izolarea baciluluj difteric
din exsudatul faringian; mediul SS (geloza nutritivd cu siruri biliare, verde briliant, citrat
de fier si hiposuifit de sodiu, adifionata cu lactoza si rosu neutru c¢a indicator de pH) pentru
izolarea shigelelor si salmonelelor din materij fecale,

e Mediile de imbogatire sunt medii lichide care favorizeaza inmulfirea anumitor
bacterii patogene si inhiba dezvoltarea florei de asociatie dintr-un produs patologic.
Insdmantarea si incubarea in acesic medii este utila ca etapad premergatoare epuizarii pe medii

I
Coloid extras dintr-o alga marini, care se lichefiaza 1a 80° i se gelifica la cca 40—45°C.

76



selective pentru izolarca unei bacterii patogene care se afld in numir redus in produse cu
flord de asociatie abundenta.

u Mediile de identificare conjin substratul activitatii unei enzime bacteriene §i un
indicator adecvat, care evidentiazd modificarea substratului in cursul cultivarii bacteriei
cercetate. Bateriile cu asemenea medii sunt folosite pentru identificarea bacteriilor. Mediile
multitest permit investigarea mai multor caractere biochimice printr-o insimantare unica.

5.2. TEHNICA INSAMANTARILOR

Insamaniarea este depuncrea in 3au pe suprafaja mediului de culturs a materialuini
bacterian, inoculum, in vederea cultivarii bacteriilor.

Repicarea este insamangarea intr-un mediu de cultura proaspat a unei bacterii dintr-
o alta cultur3 fie in scopul purificarii ei, fie pentru studiul activitatii biochimice.

Izolarea este operatia prin care o bacterie este obfinuid in culturd pura.

Aceste operatii se fac uzual cu ajutorul acului de insamantare, mai rar, numai in
cazurile speciale precizate mai jos, cu ajutorul unui etalor sau al pipetei.

5.2.1. Epuizarea semicantitativa a inoculului
pe suprafata placilor Petri

Se utilizeaz ca metoda de clectie pentru izolarea in culturi pure a bacteriilor din
produse plurimicrobiene,

Placa — «uscatd» prin menjinere cca 30 minute la 37°C cu capacul intredeschis
pentru evaporarea condensului — se fine pe masa de tucrn, Cu mina stangd se intre-
deschide capacul. Ansa se tine in mana dreaptd, ca un creion, oblic faid de suprafata
mediului si se plimba usor, pentru a evita zgarierea acestuia.

Inoculul este dispersat pe un seclor limitat al placii cu ansa sterild sau tamponuj cu
care a fost prelevat produsul microbian. Se resterilizeazi ansa; se verifica temperatura
prin atingerea mediului in zon3 neinsamantati si se epuizeaza inoculul in patru cadrane,
descriind cu ansa striuri conform schemei din figura 5.1. Astfel in ultimele cadrane de
epuizare se obiin colonii izolate, bine individualizate, 1a distanid de cca 1 cm unele de
altele, iar crestcrea poate fi apreciatd semicantitativ (tabelul 5.1). Fiecare colonie bine
individualizatd pe un mediu neselectiv reprezintd practic o clona. D¢ accea izolarea prin
epuizarca inoculului bacterian pe un mediv neselectiv mai poate fi numita si clonare.

Tabelul 5.1. Aprecierea semicantitativd a cresterii bacteriene dup3 spuizarea inoculului in patru
cadrane pe suprafata mediului repartizat In placs Petri

Scorul de crestere Colonii in arla de epuizare
1 it 11
+1 <10 —_ —
+2 >10 <5 —
+3 >10 >S5 <5
- +4 >10 >5 >5
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Fig. 5.1. Epuizarea semicantitativd a inoculului in patru
cadrane pe suprafaga medjulul repariizat in placa Petri:
a — condensul de pe suprafaa mediuntui este evaporat prin
menfinerea placii 30 minute la 37°C, & — striurile de
epuizare; ¢ — dispersia colonitlor rezuhiate

La izolarea pe medii selective, inoculul trebuie sa fie mai bogat decit pe mediile
neselective (ansi cu bucld mai mare fara sterilizare dupd descarcarea pe primul cadran),
jar primocultura de cele mai multe ori nu este purd: coloniile patogenului izolat congin
bacterii de contaminare a ¢dror cregtere a fost inhibata, De aceea purificarea culturii
necesitd cel putin 1—2 repiciri pe un mediu diferential adecvat cu inoculul prelevat numai
prin alingerea superficiala c¢u ansa a colontiilor sugestive din primocuttura.

5.2.2. Etalarea uniforma a inoculuiui pe placi Petri

Este indicati fie pentru cantificarea aproximativa a bacteriilor dintr-o suspensie, fie
pentru antibiograma difuzimetrica (vezi 7.4). Se face cu ajutorul etalorului din sticla
sterilizat prin aer cald.

Un mic volum determinat din dilutiile decimale ale suspensiei bacteriene este depus
cu pipeta pe placa cu suprafaja mediclui bine «uscatd» §i este etalat uniform in directii
succesive pani la absorbtia completd a inoculului in mediu, Dupl incubarea corespunzitoare
(vezi mai jos), se aleg plicile cu crestere iatre 30 5i 300 colonii (minimizcaza eroarea) si
se calculeaza numérul unitafilor formatoare de colonii dupa formula:

|
volumul insimanjat ’

X=N- D -

unde:

X = concentratia U.F.C. din suspensie;

N = numaru} coloniilor pe ptaca;

D = inversul dilutiei.

Etalarea pe placa, uzual cu tamponul, a unei suspensii bacteriene mai concentrate
da cresterea «in panza» sau semiconfluentd necesara antibiogramei (vezi 7.4).
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5.2.3. Insamantarea pantei de agar nutritiv

Este indicatd pentru pastrarea culturilor pure pe durate
limitate, e.g. pand la identificarea finala a tulpinilor martor
pentru antibiograme sau pentru testele biochimice. Manipuland
aseptic, se incarci o ans3 cu inoculum din cuitura purificata, se
introduce ansa pan3 deasupra apei de condens a tubuiui §i se
retrage descriind pe suprafaja pantei striuri strinse in zig-zag,
fara a zgaria mediul.

5.2.4. Insamantarea coloanei de agar
nutritiv moale

Uzual se face pentru diferenfierea bacteriilor mobile de cele
imobile si pentru testarea unor activiidsi biochimice. Manipuland
aseptic se incarci acul de inoculare cu inocul din cultura pura si se
face o intepaturd unica de la suprafata pana in profunzimea coloanei
de agar. Dupa incubarea corespunz®toare se apreciazd cregterea §i
se interpreteazi mobilitatea (figura 5.2).

5.2.5. Insamantarea recipientelor cu mediu Y
de cultura lichid
Aceste insamaniari se fac exclusiv din prelevate patologice  jmotis  rorie

monobacteriene (¢. g. lichid cefalorahidian, exsudate din cavitétile

seroase, sange} si sunt indicate cdnd bacteriile se afla in numdr Fig. 5.2. Aprecierea mobili-
prea mic peniru a fi dcpislagle microscopic sau izo!alc pe medii ggic‘:;g;lggﬁfg"ggg‘;;%m;
solide. Se insAmanteazi, cu pipeta Pasteur sau cu seringa de recol-

tare, cateva picaturi pana la c3tiva ml de produs.

Tuburile cu medii lichide de identificare sunt insimantate cu ansa.

5.2.6. Izolarea bacteriilor sporuiate de cele nesporulate

Se bazeaz3 pe termorezistenja sporilor. Produsul microbian suspensionat in solutie
salina izotona este incalzit 10 minute in baia de apa la 80°C, dupa care este epuizat pe
suprafata mediului solid.

5.3. INCUBAREA CULTURILOR

Incubarea constd in menginerea mediilor insAmaniate in conditiile necesare dezvoltarii
culturilor. Majoritatea bacteriilor patogene sunt mezofile, cultiva optim la 37°C si au
crestere rapidd: cultura apare peste noapte. La bacteriile cu crestere lentd cultura poate fi
observatd abia dupi citeva zile sau sdptimani de incubare, Temperatura constanta de
incubare este asigurati de termostate, incinte termoizolate prevazute cu sursi de incalzire
(electrica) si sistem termoreglator.

Potengialul de oxidoreducere (rH) al mediului de cultura este esential pentru unele
bacterii. Aceasta influentad poate fi intuitd dac3 insamantam bacteriile prin omogenizare
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intr-o coloana inalia de agar nutritiv in care rH-ul scade semnificativ de 1a suprafata spre
profunzime.

Bacteriile strict aerobe se dezvoltd numai pe suprafaja mediului unde au asigurat
cornttactul cu oxigenul,

Bacteriile facultative sunt indiferente {a rH, ele se dezvolta de la suprafaia pani la
fundul coloanei de mediu.

Bacteritle strict anaerobe se dezvoltd numai in profunzimea coloanei de mediu.

Bacteriile microaerofile se dezvoltd numai intr-o banda relativ ingusia sub suprafata
mediului.

Cultivarea bacteriilor aerobe si facultative se face in atmosfera normala,

Cultivarea bacteriifor strict anaerobe impune o reducere corespunzitoare a
potentialului de oxidoreducere al mediilor §i prezervarea culturii de contactul cu oxigenul,
Acestea se obtin prin mai multe metode accesibile, in funciie de dotarea laboratorului.
Unele permit cultivarea anaerobilor pe pliaci cu mediu agarizat, altele numai in tuburi cu
bulion sav agar moale.

1. Procedeele fizice:

» Camera anaerobd ( glove box) in care operatiunile de la insamantare la observarea
culturilor si repicari se fac in absenta oxigenuluni. Q descriere cu amanunite a acestei dotari
rezervata laboratoarelor specializate depiseste obiectivele manualului.

m Sistemul Mac Intosh si Fildes foloseste un borcan etang din care aerul, indepirtat
cu o0 pompi de vid, este inlocuit cu hidrogen sau cu un amestec gazos (azot 85%, CO,
5%, hidrogen 10%), iar clorura de paladiu inclus2 in azbest catalizeazi 1a cald (rezistenta
electricd) fixarea hidrogenuiui pe urmele de oxigen.

» Sistemul Gaspak foloseste un borcan transparent si etans, in care apa adiugati
intr-un pachet din foijd de aluminiu, care contine tablete de borohidrat de sodiu, clorura
de cobalt, acid citric i bicarbonat de sodiu, degaja H,, CO, si H,0. Granulele din aluminat
de paladiu, fixate la capac, catalizeaza la rece fixarea comple1ad a O, pe H, cu formare de
H,0.

2, Procedee chimice:

» Medii de culturd cu ingrediente reducdtoare (acid tioglicolic sau tioglicolat de
sodiu), usor agarizale, pentru cresterea vascozitatii, i cu un indicator de rH (vezi mai jos)
sunt repartizate in tuburi in coloana inaltd (¢. g. mediul VF). Cand indicatorul de rH apare
oxidat pe o inalfime mai mare de 1/4 de la suprafaia, mediul trebuie «regenerat» prin
fierbere in baie de apa timp de 15 minute, pentru indepirtarea aerului solvit. Dupa
regenerare tuburile sunt r3cite brusc in apa, apoi insamaniate.

s Intr-o cutie Petri poate fi creatd o incintd efansa din care oxigenul este indepdrtat
prin reactia cu pirogalolul in mediu alcalin (figura 6.3). Un pachetel cu:

Pirogalol 048
Carbonat de potasiu 0,4 g
Talc 40¢g

este suficient pentru a crea anaerobiozd intr-o cutie Petri cu diametrul de 11 cm.

3. Procedee biologice:

s Procedeu! Tarozzi utilizeazd tuburi cu un bulion nutritiv in care rol de agent
reducator il au fragmente din organele proaspete de animal prelevate aseptic (ficat,
rinoiéhi). Tuburile sunt insdmantate dupi verificarea sterilitatii timp de 24—48 ore la
37°C.

m Pe o jumitate a unci placi Petri cu un mediu adecvat se insamantcazi dens o
bacterie aeroba foarte avidd pentru oxigen, iar pe cealaltd jumitate se epuizeaza bacteria
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Pachefel cu amestec Mediu de culturd
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Fig. 5.3 Incinta anaerobi creatd cu ajutorul pirogalolului alcalin

anaeroba. Imediat cutia se ¢langeazi prin parafinare, Bacteria aeroba consumi oxigenul
si creeazd conditii pentru cresierea bacteriei anaerobe.

Prezervarea de contactul cu aerul a culturilor in tuburi este realizata prin acoperirea
mediutui cu un strat de ulei de parafini steril sau prin cultivare in tuburi Weinberg (tuburi
de 240/10 mm) cu coloana inaltad dc mediu regenecrat,

Indicatori pentru anaerobioza. Mai utilizat este indicatorui lui Fildes si Mac Intosh
cu albastru de metilen:

a) solujie apoasa de glucozd 6% (prezervata cu un mic cristai de timol);

b) solutie NaOH 1/10 N; 6 ml in 94 ml apa distilata;

¢) solugie apoasi de albastru de metilen 0,5% 3 ml in 100 m] apa distilata.

Cate 1 ml din ficcare solufie se amestecad intr-o eprubetd §i se fierbe pana la
decolorare, dupa care se plaseazi in incinta anaeroba inainte de a o inchide etang. La
sfargitul incubarii:

= culoarea albastra indicd un rH nesatisfacator,

= culoarea alba denotd un rH satisfacator pentru cultivarea anaerobilor.

Cultivarea bacteriilor microaerofile (e. g. specii de Campylobacter) se face in ter-
mostate speciale sau in pungi etanse din masa plastica intr-un amestec gazos cu O, de
5—7%, CO‘Z de 8"""10% si Nz de 85%.

Bacleriile carboxifile se cultivd uzual intr-un borcan inchis ermetic in care este 1asala
s4 arda o lumanare; cand concentratia Jui CO, atinge 5—10%, lumanarea se stinge.

O concentrafie de cca 5% CO, poate furniza reacfia dintre carbonatul de calciu
(buciiele de marmuri) si acidul clorhidric, in cantitayi in functie de volumul V in litri al
exsicatorului. Astfel intr-un mic vas introdus in exsicator se adauga:

Bucitele de marmurd 0,25%V, g

Acid clorhidric 25% 2,50xV, ml,

Pentru concentralii mai mari de CO, se maresie corespunzator cantitatca rcactivilor,

5.4, STUDIUL CARACTERELOR DE CULTURA

Exigentele nutritive, conditiile si intervalul de incubajie, ca yi aspectul culturilor,
orieniteazi identificarca bacteriilor,

Bacteriile cu incarcaturd electroncgativd puternica si suprafata hidrofila, proprictasi
asigurate de structuri de invelig, tulburd omogen mediile de culturd lichide, formeaza
suspensii stabile si colonii rotunde, netede, umede, lucioase. Este forma de culturd S (de
la engl. smooth = neted). Dimpotriva, cele cu incircatura electronegativa i hidrofilic mai
reduse autoaglutincaza, cultivd sub forma de bulgiri, 1asand mcdiul supernatant clar si
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Fig.5.4. Aspectul coloniilor bacteriene: @ — relieful;
b — conturul

formeaza colonii cu margini neregulate,
cu suprafata uscati, rugoasi. Este forma
de culturd R (de la engl. rough = rugos).

Conditiile de cultivare si aspectul
culturii sunt caractere cheie folosite
pentru identificarea bacteriilor. Aspec-
tul coloniilor variaza intre bacterii fara
a permite insa diferenjieri de specie
categorice. Se urmiaresc (figura 5.4):

n dimensiunea: colonii mari
(2—=3 mm diametru), mici (0,1—1 mm
diametru) sau mijlocii (1—2 mm dia-
metru);

» conturul: circular cu margini
intregi, lobat, zimtat, dendritic, in «har-
ta geografica»;

a relieful: plat, bombat, acuminat,
papilat;

= suprafafa: lucioasid sau granu-
lara, umed# sau uscati, rugoasi;

a culoarea: nepigmentate sau pigmentate cu sau fara irizatii;
8 opacitalea:. opace sau transparente;
w consistenta: untoasd, mucoasd, friabila, pieloasa;

m aderenta la mediu: neaderente sau puternic aderente de suprafata mediului,

incastrate;

u Zemoliza: prezenta §i tipul (pe medii cu sange).



