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Cwiczenie 3
Identyfikacja bakterii: metody hodowli bakterii i szeregi biochemiczne

1. Hodowla Escherichia coli na podtozu ptynnym. Krzywa wzrostu bakterii E. coli MG1655.
Doswiadczenie ma na celu monitorowanie wzrostu dwoch szczepow bakterii metoda spektrofotometryczng
oraz doktadne okreslenie ich liczby metodg seryjnych rozcienczen. Nalezy przygotowac¢ hodowlg szczepu E.
coli MG1655, zaszczepiajac 50 ml jatowego bulionu 2.5ml bakterii z hodowli nocnej. Hodowle inkubowac
w wytrzasarce wodnej w temp 37°C. Co pét godziny (oraz w czasie zero) kolejna para pobiera 2 ml hodowli
w celu okreslenia stopnia wzrostu hodowli poprzez pomiar absorbancji w spektrofotometrze (A- 600nm).
Bakterie z pomiarow 1, 2, 3, 4 i 5 postuza rowniez do okreslenia miana bakterii (ich liczby w 1 ml).

2. Obliczanie miana bakterii metoda seryjnych rozcienczen

Do 5-ciu ponumerowanych jalowych probowek rozla¢ po 0.9 ml jalowego roztworu soli fizjologiczne;j
(0.85% NaCl). Do pierwszej probéwki doda¢ 0.1ml hodowli bakteryjnej z odpowiedniego pomiaru Nastepnie
przenies¢ 0.1 ml rozcienczonej 10x zawiesiny bakteryjnej do nastgpnej probowki i ponownie doktadnie
wymieszaé. Analogicznie wykona¢ pozostate rozcienczenia (do 10°°). Przy kazdym kolejnym rozcieficzeniu

miano bakterii zmniejsza si¢ dziesi¢ciokrotnie. Z trzech ostatnich rozcienczen pobrac¢ po 0.1 ml zawiesiny

bakteryjnej a nast¢pnie dokladnie rozprowadzi¢ jatowa glaszczka po powierzchni plytek z agarem
wzbogaconym. Plytki inkubowa¢ 24 godziny w temperaturze 37°C. Na nastepnych zajeciach nalezy policzy¢
kolonie, ktére wyrosty na ptytkach. Zaktadajac, ze pojedyncza kolonia powstaje z jednej komorki bakteryjnej

mozna okresli¢ liczbe Zzywych komorek obecnych w 1 ml badanej hodowli (miano bakterii) postugujac si¢

nastepujacym wzorem:

n
N =
RxV
gdzie: N - oznacza miano hodowli bakteryjnej (liczba bakterii w 1 ml)
n - liczbg kolonii, ktore wyrosty na plytce przy danym rozcienczeniu
R — rozcienczenie (107™) (x - krotno$¢ rozcienczenia, 1,2,3,4,5 itd)
V — objetos¢ posianej proby w ml

3. Metody hodowania bakterii beztlenowych.

Metody historyczne:

a) Odtlenianie biologiczne metoda Fortnera - DEMONSTRACJA - jedna plytka na grupe.

Plytke z podlozem agarowym podzieli¢ na dwie cze$ci przez narysowanie na spodzie szalki kreski.

Na jednej czg$ci posiac¢ bakterie, ktore sa bezwzglednymi tlenowcami (Serratia marcescens) a na drugiej
bakterie beztlenowe (Clostridium sp.). Nastepnie plytke Petriego przykry¢ odwrdcong przykrywka i1 zaklei¢
szczelnie plasteling. Inkubowac¢ przez 24 godziny w temperaturze 37°C. Jako pierwsze wyrastajg bakterie
tlenowe, ktore w miare¢ wzrostu zuzywaja dostepny tlen przygotowujac tym samym warunki do rozwoju




bakterii beztlenowych.

Metody historyczne, obecnie nieuzywane:
b) Odtlenianie z uzyciem Swiecy
¢) Hodowla w prozni z wykorzystaniem anaerostatu

Metody wykorzystywane obecnie:

d) Odtlenianie metodg chemiczng - DEMONSTRACJA - jedna plytka na grupe.

Na ptytke z podtozem agarowym posiaé bakterie beztlenowe (Clostridium sp.). Z bibuty przygotowac mata
koperte, ktorg nastgpnie napetni¢ mieszaning odtleniajaca (0.5 g pyrogallolu, 0.25 g weglanu potasu, 1 g
ziemi okrzemkowej) zwilzona woda destylowang i przyklei¢ do pokrywki ptytki Petriego. Nastepnie plytke
Petriego przykry¢ odwrocong przykrywka i zaklei¢ szczelnie plasteling. Inkubowac przez 24 godziny w
temperaturze 37°C. Mieszanina zredukowanych zwigzkéw chemicznych pochiania tlen umozliwiajac rozwoj
bakterii beztlenowych.

e) Hodowla na podlozu plynnym z tioglikolanem sodu.

Usungc¢ tlen z podtoza poprzez zagotowanie i szybkie ozigbienie pozywki. Posia¢ bakterie beztlenowe
(Clostridium sp.), powierzchni¢ pozywki przykry¢ cienka warstwa parafiny (w celu utrudnienia dostgpu
powietrza) i zamkng¢ gumowym korkiem. Probowki inkubowaé 24 godziny w temperaturze 37°C.
Tioglikolan sodu jest zwigzkiem zredukowanym, ktory utleniajac si¢ zuzywa tlen obecny w podtozu
umozliwiajac rozwdj bakterii beztlenowych.

f) Hodowla w specjalnych torbach wytwarzajacych atmosfere sprzyjajaca wzrostowi bakterii
beztlenowych - DEMONSTRACJA — jedna plytka na grupe

Posiac¢ bakterie na podtoze krwawe lub LA. Umies¢ ptytke w szczelnej torbie. Otworzy¢ aluminiowg
torebke zabezpieczajgca. Wyjac generator 1 natychmiast umies¢ go w torbie. Umiesci¢ klamre zaciskowg
na torbie, nastgpnie szybko ja zamkna¢. Inkubowac tak przygotowang hodowle w odpowiedniej
temperaturze. Drugg ptytke, kontrolng, inkubowa¢ w odpowiedniej temperaturze w warunkach tlenowych.

4. Identyfikacja bakterii (szereg biochemiczny) - badanie wlasciwosci biochemicznych paleczek z
rodziny Enterobacteriaceae.
Za pomocg ezy posiac bakterie z odpowiedniej zawiesiny (1 szczep na pare):

1. Escherichia coli

2. Proteus mirabilis
3. Klebsiella pneumoniae

na nastepujace podloza:

* Podloze Kliglera — badanie zdolnos$ci bakterii do rozktadu glukozy, laktozy, wytwarzania
siarkowodoru, wytwarzania gazu*

* Podloze MIU — okreslanie ruchliwos$ci bakterii, badanie zdolnos$ci bakterii do wytwarzania
indolu i ureazy

* Podloze z laktozg (pod parafing) — badanie zdolnos$ci bakterii do fermentacji laktozy

* Podloze z mannitolem - badanie zdolnosci rozktadu mannitolu

* Trypton water - badanie zdolnosci bakterii do wytwarzania indolu.

* Podloze Kliglera — badanie zdolnosci bakterii do rozktadu glukozy, laktozy, wytwarzania

siarkowodoru, wytwarzania gazu*®

Podtoze przygotowywane w probowkach w postaci pétskosoéw (barwy bragzowo - pomaranczowej lub
podobnej — interpretacja koloru wedle uznania). Posiew badanego szczepu nalezy wykona¢ poprzez wktucie
w czesci stupkowej oraz po powierzchni skosu. Odczyt powinien by¢ dokonywany po 24 godz.

Rozktad glukozy przejawia si¢ zazotceniem czgsci stupkowej podloza, natomiast

rozktad laktozy — zazotceniem skosu podtoza. A zatem:

* 70lty stupek + zotty skos = rozktad glukozy i laktozy

* 70lty stupek + skos bragzowo — pomaranczowy lub ciemniejszy = rozktad glukozy 1 brak rozktadu laktozy



* bragzowo — pomaranczowy stupek i dowolny skos — wariant w naszym przypadku

niemozliwy, gdyz wszystkie pateczki z rodziny Enterobacteriaceae rozktadaja glukoze.
Wytwarzanie siarkowodoru przejawia si¢ powstawaniem czarnego stratu siarczku zelaza.
Wytwarzanie wodoru lub dwutlenku wegla podczas rozktadu cukrow uwidacznia si¢ przez tworzenie
pecherzykoéw, rozerwanie lub podnoszenie podtoza — jest to tylko podtoze pomocnicze do okreslania
wytwarzania gazu przez bakterie, dlatego brak tych cech nie moze by¢ interpretowany jako gaz (-).

* Podloze MIU — okreslanie ruchliwos$ci bakterii, badanie zdolnosci bakterii do wytwarzania
indolu i ureazy.

Potptynne podloze barwy jasno zétto-pomaranczowej (lub wedle uznania). Podtoza nie nalezy odwraca¢ ani
wstrzasac¢. Posiew badanego szczepu nalezy wykonac ezg przez pionowe wkiucie do konca podtoza. NIE
MIESZAC podtoza ez i NIE WKLUWAC SIE KILKAKROTNIE.

Po inkubacji nalezy w pierwszej kolejnosci odczytac test na ruchliwo$¢ bakterii i wytwarzanie ureazy. Na
koncu nalezy odczyta¢ test na wytwarzanie indolu.

Ruchliwos$¢ bakterii: jesli w podtozu widoczny jest wzrost bakterii tylko wzdtuz linii wktucia — bakterie nie
wykazuja ruchu. Jesli obserwuje si¢ zmetnienie (wzrost) bakterii w catej objetosci podtoza, Swiadczy to o
zdolnosci ruchu przez bakterie.

Wytwarzanie ureazy: zmiana barwy jasno zotto-pomaranczowej na czerwono-ré6zowa swiadczy o
wytwarzaniu ureazy.

Wytwarzanie indolu: po odczytaniu powyzszych cech do podtoza nalezy doda¢ kilka kropli odczynnika
Kovac’sa — pojawienie si¢ czerwono-rdzowego pierscienia na powierzchni podtoza §wiadczy o wytwarzaniu
indolu.

* Trypton water - badanie zdolnosci bakterii do wytwarzania indolu.

Podloze ptynne barwy lekko zo6ttej. Zawiesine lub mase bakteryjna rozetrzeé na §ciankach probowki tuz
przy powierzchni.

Zawarty w podtozu tryptofan przeksztatcany jest za posrednictwem tryptofanazy w indol, ktéry po dodaniu
odczynnika Kovac’sa powoduje tworzenie czerwono-rézowego pierscienia na powierzchni podtoza

* Podloze z laktoza (pod parafing) — badanie zdolnosci bakterii do fermentacji laktozy.

Podloze ptynne barwy fioletowej pod cienka warstwa parafiny. Zawiesing lub masg¢ bakteryjng rozetrze¢ na
$ciankach probowki tuz przy powierzchni, a nast¢pnie zmiesza¢ z podtozem pod parafing.

Zmiana barwy podioza z fioletowej na z6tta Swiadczy o zdolnosci do fermentacji laktozy.

e Podloze z mannitolem - badanie zdolnosci rozkladu mannitolu.

Podloze barwy jasno bragzowej. Zawiesing lub mase bakteryjng rozetrze¢ na $ciankach probowki tuz przy
powierzchni. Zmiana barwy podioza (prawdopodobnie na r6zowg) Swiadczy o rozktadzie mannitolu.

5. Przygotowanie jalowo plytek z pozywka LA



Szereg biochemiczny — posiew i interpretacja wynikow.

* Podloze Kliglera — badanie zdolnosci bakterii do rozktadu glukozy, laktozy, wytwarzania
siarkowodoru, wytwarzania gazu*

Podloze przygotowywane w probowkach w postaci potskosow (barwy brazowo - pomaranczowej lub
podobnej — interpretacja koloru wedle uznania). Posiew badanego szczepu nalezy wykonac¢ poprzez wkiucie
w czgsci stupkowej oraz po powierzchni skosu. Odczyt powinien by¢ dokonywany po 24 godz.
Rozktad glukozy przejawia si¢ zazotceniem czesci stupkowej podtoza, natomiast

rozktad laktozy — zaz6lceniem skosu podtoza. A zatem:

* 7201ty stupek + zo6tty skos = rozktad glukozy 1 laktozy

* 701ty stupek + skos bragzowo — pomaranczowy lub ciemniejszy = rozktad glukozy

1 brak rozktadu laktozy

* brazowo — pomaranczowy stupek i dowolny skos — wariant w naszym przypadku

niemozliwy, gdyz wszystkie pateczki z rodziny Enterobacteriaceae rozktadaja glukoze.
Wytwarzanie siarkowodoru przejawia si¢ powstawaniem czarnego stratu siarczku zelaza.
Wytwarzanie wodoru lub dwutlenku wegla podczas rozktadu cukrow uwidacznia si¢ przez tworzenie
pecherzykoéw, rozerwanie lub podnoszenie podioza — jest to tylko podtoze pomocnicze do okreslania
wytwarzania gazu przez bakterie, dlatego brak tych cech nie moze by¢ interpretowany jako gaz (-).

* Podloze MIU — okres$lanie ruchliwos$ci bakterii, badanie zdolnos$ci bakterii do wytwarzania
indolu i ureazy.

Potptynne podloze barwy jasno zétto-pomaranczowej (lub wedle uznania). Podtoza nie nalezy odwracac¢ ani
wstrzgsaé. Posiew badanego szczepu nalezy wykonac eza przez pionowe wklucie do konca podtoza. NIE
MIESZAC podtoza eza i NIE WKLUWAC SIE KILKAKROTNIE.

Po inkubacji nalezy w pierwszej kolejnosci odczytad test na ruchliwo$¢ bakterii 1 wytwarzanie ureazy. Na
koncu nalezy odczytaé test na wytwarzanie indolu.

Ruchliwo$¢ bakterii: jesli w podtozu widoczny jest wzrost bakterii tylko wzdhuz linii wktucia — bakterie nie
wykazuja ruchu. Jesli obserwuje si¢ zmetnienie (wzrost) bakterii w catej objetosci podtoza, swiadczy to o
zdolnosci ruchu przez bakterie.

Wytwarzanie ureazy: zmiana barwy jasno zotto-pomaranczowej na czerwono-ré6zowa swiadczy o
wytwarzaniu ureazy.

Wytwarzanie indolu: po odczytaniu powyzszych cech do podtoza nalezy doda¢ kilka kropli odczynnika
Kovac’sa — pojawienie si¢ czerwono-rozowego pier§cienia na powierzchni podioza §wiadczy o wytwarzaniu
indolu.

* Trypton water - badanie zdolnosci bakterii do wytwarzania indolu.

Podtoze ptynne barwy lekko zottej. Zawiesing lub masg bakteryjng rozetrze¢ na Sciankach probowki tuz
przy powierzchni.

Zawarty w podlozu tryptofan przeksztatcany jest za posrednictwem tryptofanazy w indol, ktory po dodaniu
odczynnika Kovac’sa powoduje tworzenie czerwono-rézowego pierscienia na powierzchni podtoza

* Podloze z laktoza (pod parafing) — badanie zdolnosci bakterii do fermentacji laktozy.

Podloze ptynne barwy fioletowej pod cienka warstwa parafiny. Zawiesing lub masg¢ bakteryjng rozetrze¢ na
$ciankach probowki tuz przy powierzchni, a nast¢pnie zmiesza¢ z podtozem pod parafing.

Zmiana barwy podioza z fioletowej na z6tta Swiadczy o zdolnosci do fermentacji laktozy.

e Podloze z mannitolem - badanie zdolnosci rozkladu mannitolu.

Podtoze barwy jasno brazowej. Zawiesing lub masg¢ bakteryjng rozetrze¢ na sciankach probowki tuz przy
powierzchni. Zmiana barwy podtoza (prawdopodobnie na r6zowa) swiadczy o rozkladzie mannitolu.



