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Cwiczenie 3 i 4
Temat: Metody hodowli drobnoustrojow

Podloza hodowlane

Do wykrywania mikroorganizmow, ich namnazania i identyfikacji w warunkach in vitro
sluza podloza (inaczej pozywki) hodowlane. Sa to mieszaniny dobranych skfadnikow,
zawierajace odpowiednie zwigzki odzywcze, ktore pozwalaja na wzrost i namnazanie si¢
wielu rodzajow lub jednej grupy mikroorganizméw. Moga to by¢ pozywki ptynne (bez
dodatku czynnika zestalajacego - zelujacego) lub podloza stale, zawierajace w sktadzie agar
(1-2%).

Pozywki przygotowuje si¢ w laboratoriach mikrobiologicznych z poszczegdlnych
komponentow (z zachowaniem sktadu ilosciowego) lub (zdecydowanie czgsciej) z gotowego
podloza rozprowadzanego w postaci sproszkowanej przez firmy biotechnologiczne. Podioza
te kazdorazowo dostarczane sg z atestem jakosciowym (dla kazdej serii) oraz certyfikatem
zyznos$ci, wybiorczosci itp. Ze wzgledu na tatwo$¢ uzycia cenione sg podtoza rozprowadzane

na plytkach Petriego czy w sterylnych butelkach lub prébowkach.

Cechy prawidlowego podloza

. odpowiedni sklad (zrédla pierwiastkow biogennych: wegla, azotu, wodoru, tlenu,
fosforu, siarki; zrodta energii; soli mineralnych sodu, wapnia, potasu; mikroelementow:
manganu, cynku, miedzi, molibdenu; substancje wzrostowe: aminokwasy, witaminy)
umozliwiajacy wzrost hodowanych mikroorganizmows;

e obecno$¢ sktadnikow roznicujacych i/lub wybidrczych — w podlozach specjalnych;

e jalowos¢ (metody wyjatawiania omowiono w przewodniku do ¢wiczenia 1);

e odpowiednie pH (najczesciej 7,2-7,4) i potencjat redox;

e izotoniczno$¢ (uzyskanie przez dodatek NaCl ci$nienia zblizonego do panujgcego
w komorce — w podlozu hipotonicznym (o nizszym ci$nieniu osmotycznym, niz
w komorkach) moze doj$¢ do pecznienia, a nawet pekania komoérek, natomiast w podtozu
hipertonicznym (o wyzszym ci$nieniu osmotycznym, niz w komorkach) nastepuje
kurczenie si¢ plazmy komorkowej i oddzielanie od §ciany komorkowej (plazmoliza);

e przejrzystos¢ (z wyjatkiem podtdz zawierajacych substancje nierozpuszczalne).
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v’ ze wigledu na pochodzenie poszczegolnych sktadnikow

v

v

naturalne — podloze o nie w pelni zdefiniowanym sktadzie chemicznym zawierajace
wyciagi z tkanek roslinnych Iub zwierzecych, np. bulion, brzeczka, mleko, ziemniak
itp.;

syntetyczne — zlozone ze zwiazkow chemicznych organicznych i nieorganicznych
o $ciSle okreslonym 1 znanym skladzie chemicznym (jakoSciowym i iloSciowym);

polsyntetyczne — mieszane;

ze wzgledu na zawartosé sktadnikow odZywczych

minimalne — zawieraja tylko skfadniki pokarmowe, ktore s3 niezbedne do
podtrzymania wzrostu drobnoustrojow;

pelne — zawieraja wszystkie niezbedne substancje odzywcze, umozliwiajace dobry
wzrost drobnoustrojow (np. bulion odzywczy);

wzbogacone — podioza z dodatkiem krwi, surowicy lub innych skladnikdéw,
zawierajace dodatkowe czynniki wzrostowe, ktore umozliwiaja hodowle i1 rozwoj

drobnoustrojow stabo rosngcych in vitro;

ze wigledu na konsystencje

plynne — stuzg gtéwnie do namnazania drobnoustrojow;

polplynne — zawieraja 0,1-0,7% agaru, sluza m.in. do badania zdolno$ci ruchu
bakterii;

stale — zawieraja 1,5-2% agaru, sluza m.in. do izolacji drobnoustrojéw, ich

réznicowania oraz oznaczania liczby;

Agar (czynnik zestalajacy) - wielocukier zawierajacy galaktoze, reszte siarczanowa, jony

Ca* i Mg* (uzyskuje si¢ go z krasnorostow). Uplynnia si¢ w wodzie w temperaturze

95- 99°C, zestala si¢ natomiast w temperaturze 45-49°C. Drobnoustroje wystgpujace

w zywnos$ci nie rozkladaja go (nieliczne glebowe moga prowadzi¢ rozklad agaru).

W $rodowisku kwasnym ulega hydrolizie i traci zdolnos¢ do tworzenia zelu.
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v’ ze wigledu na przeznaczenie i zastosowanie

namnazajgce — shuzg do otrzymywania hodowli o wysokiej populacji drobnoustrojow
badanego szczepu; najczesciej sa to podloza ptynne, wérdd nich wystepuja podloza
namnazajaco-wybiorcze pozwalajace na namnozenie jednego rodzaju lub gatunku
drobnoustrojow (przykiady: bulion, brzeczka, podtoze Giolitti-Cantoni do namnazania
Staphylococcus aureus, podtoze RVS do selektywnego namnazania Salmonella sp.;
wybiodrcze (selektywne) — podloza zawierajace dodatek substancji hamujacych wzrost
konkretnej grupy drobnoustrojow (substancje wybiorcze/selektywne), na ktérych
uzyskuje si¢ wzrost innej konkretnej grupy drobnoustrojow (przyklady: pozywka
z 7601cia, laktozg 1 zielenig brylantowa dla pateczek grupy coli, pozywka z azydkiem
sodu, fioletem krystalicznym, glukozg 1 purpurg bromokrezolowa wg Burzynskiej dla
paciorkowcow Enterococcus sp. Podloze Slanteza i1 Bartleya z TTC do oznaczania
liczby paciorkowcow Enterococcus sp., YGC-agar — agar z chloramfenikolem dla
grzybow)

réznicujace — s3 to podioza identyfikujace 1 diagnostyczne pozwalajace na
rozroznienie dwoch typow bakterii pod wzglegdem np. okreslonej zdolnosci rozktadu
substratu roznicujgcego — np. laktozy, mocznika — (przyklady: podloze z laktoza
1 biekitem chinskim wg Demetera dla bakterii kwaszacych, podtoze Christiensena do
badania rozktadu mocznika), w podtozach tych obok substratu roznicujacego znajduje
si¢ wskaznik zmian pH, ktory zmienia swoja barwe na skutek przeprowadzonej
przemiany i wytworzonych produktow kwasnych lub zasadowych;
wybidrczo-réznicujace — sg to podioza tgczace w sobie cechy podioza wybiorczego
1 rdznicujacego, tzn. uzyskuje si¢ w nich wzrost konkretnej grupy drobnoustrojow,
ktoéra mozna zréznicowaé pod wzgledem jakiej$ cechy, w badaniach zywnos$ci podtoza
z tej grupy najczgsciej stosuje si¢ do wykrywania paleczek z rodziny
Enterobacteriaceae (przyktady: VRBL-agar, MacConkey);

transportowe — stosowane najczes$ciej w bakteriologii klinicznej, wykorzystywane
w czasie transportu prob do laboratorium tak aby uklad mikroflory w pobranym
materiale nie ulegt zmianie przy jednoczesnym zapewnieniu przezywalnos$ci

drobnoustrojow.



7)

Uniwersytet Warmirisko-Mazurski w Olsztynie; Katedra Mikrobiologii Przemystowej i Zywnosci

Przedmiot: Mikrobiologia Zywnosci, Cwiczenie 3i 4

Skladniki wybiorcze (selektywne) - przyklady:

hamujace rozwoj bakterii Gramujemnych: azydek sodu, sole zoétci (hamujg rozwoj
Gramujemnych pateczek z poza przewodu pokarmowego, deoksyholan sodu;
hamujace rozwdj bakterii Gramdodatnich: fiolet krystaliczny, zielen brylantowa,
zielen malachitowa;

hamujace rozwoj bakterii w podlozach do hodowli grzybow: chloramfenikol,
oxytetracyklina;

wybiodrczos¢ podioza mozna zwigkszy¢ poprzez dodatek wigkszej koncentracji NaCl,
a takze poprzez zakwaszenia podioza do np. pH 3,5 (w podlozu syntetycznym Davisa

do hodowli grzybow).

Wskazniki zmiany pH - przyklady:

Purpura bromokrezolowa, czerwien obojetna, bi¢kit chinski, bigkit bromotymolowy, czerwien

fenolowa

Przygotowujac podloza nalezy:

uzywac szkta odpowiednio umytego i wyptukanego, czgsto wyjatowionego;
przestrzega¢ S$cisle przepisow przygotowywania pozywek (odwaza¢ dokladnie
sktadniki, uwaza¢ na kolejnos¢ ich dodawania);

uzywac tylko wody destylowanej;

ustali¢ odpowiednie pH podioza;

do wyjalawiania w autoklawie rozla¢ je w odpowiednich objetosciach (nigdy nie
wigcej niz % objetosci kolby, probowki);

kolby 1 probowki zakorkowaé korkami z waty, ligniny lub z aluminium;

wyjatowic.

Gotowe do uzycia podloza moga wystepowaé w nastepujacej formie:

ptynnej w prébdéwkach lub kolbkach;

uptynnionej np. uptynnione shupki agaru odzywczego w probowkach, uptynnione
podioza agarowe wykorzystywane w posiewach do ptytek Petriego metoda wglebna;
zestalonej w probowkach (stupki i skosy);

zestalonej w plytkach Petriego wykorzystywane do posiewéw metodami

powierzchniow3 i izolacyjna.
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Metody posiewow

W zalezno$ci od stosowanego podloza (jego konsystencji) oraz celu oznaczenia, w analizie

mikrobiologicznej stosuje si¢ nastepujace metody posiewoOw:

v’ posiewy do pozywek ptynnych w probowkach

za pomocg ezy (posiewy namnazajace, oczko ezy moze zetknaé sie z podlozem);
przy uzyciu pipety — badania ilosciowe np. obecnosci (posiew 1 cm® materiatu, pipeta

nie moze zetknac¢ si¢ z podlozem);

v posiewy do podidz zestalonych w probowkach (do stupkow metodg kiutg za pomocy

igly Dbakteriologicznej, posiew stosowany np. przy badaniu zapotrzebowania

mikroorganizméw na tlen, na skosy metoda powierzchniowg za pomoca ezy);

v posiewy do uptynnionych podi6z agarowych w probdéwkach (posiew za pomocy

pipety, m.in. tzw. metoda wstrzgsana do badania wlasciwosci gazotworczych szczepu
oraz oznaczanie obecnosci przetrwalnikujacych laseczek beztlenowych z rodzaju

Clostridium;

v’ posiewy do ptytek Petriego

metoda wglebna (posiew 1 cm® materiatu do jatowej ptytki, nastgpnie zalania posiewu
uptynnionym 1 ostudzonym do ok. 45°C podlozem agarowym, mieszanie materialu
z podlozem, stosowana przy oznaczaniu liczby);

powierzchniowa (wylanie do jalowej ptytki uptynnionego podloza, zestalenie podtoza,
podsuszenie podioza, posiew 0,1 cm® materialu na powierzchnic podsuszonego
podloza, wtarcie posiewu za pomoca bagietki w ksztalcie litery L w podloze,
stosowane przy oznaczaniu liczby, dodatkowo mozna okresli¢ morfologie uzyskanych
kolonii);

izolacyjna (wylanie do jatlowej plytki uplynnionego podloza, zestalenie podloza,
podsuszenie podloza, posiew materialu za pomocg ezy na tzw. cztery takty, inaczej
posiew redukcyjny, stosowana w celu rozizolowania materialu 1 uzyskania

pojedynczych kolonii celem dalszej identyfikacji)



%’ Uniwersytet Warmirisko-Mazurski w Olsztynie; Katedra Mikrobiologii Przemystowej i Zywnosci
: Przedmiot: Mikrobiologia Zywnosci, Cwiczenie 3i 4

Metody hodowli

Dostep tlenu

Zaleznie od sposobu oddychania mikroorganizméw, zapewnia si¢ odpowiednie warunki
prowadzonych hodowli:
e tlenowe - dla Scistych tlenowcow i wigkszosci wzglednych beztlenowcow;

e beztlenowe - dla $cistych beztlenowcoOw;
e ze zmodyfikowang atmosferg (5-10% tlenu, zwigkszona zawartos¢ CO;) — dla

mikroaerofili.

Sposoby zapewniania beztlenowych warunkéw hodowli
e hodowla w wysokim stupie;

e zalanie posiewoéw drugg warstwg podloza agarowego lub warstwa agaru wodnego
(stosuje si¢ w hodowlach prowadzonych w probowkach i1 plytkach Petriego) lub
zalanie posiewu warstwg jalowego oleju parafinowego (tylko w proboéwkach);

e hodowla w anaerostatach (szczelnie zamknigtych ,stojach”, do ktorych przed
zamkni¢ciem wklada si¢ saszetki z substancjami pochlaniajgcymi tlen - anaeroculty);

e hodowla w specjalnych cieplarkach ze zmodyfikowang atmosfera;

e hodowla z zastosowaniem tzw. korka pyrogallolowego (po posiewie, wystajaca nad
probowke cze$¢ korka z waty odcina si¢ nozyczkami, pozostalg czes¢ wsuwa sig
w glab probowki na ok. 0,5 cm, nanosi na nia 0,5 cm® nasyconego roztworu sody i 0,5
cm® roztworu kwasu pyrogallolowego (kwas w $rodowisku alkalicznym pochfania
tlen), po czym probowke zamyka si¢ wyjalowionym korkiem gumowym, stosowana

w czasie hodowli na skosach).

Temperatura inkubacji
Hodowle drobnoustrojow prowadzi si¢ w temperaturach optymalnych w czasie 24-72 godzin
(bakterie) i 96 godzin (grzyby).
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Czes¢ praktyczna — ¢wiczenie 3:

1. Posiewy celem wyizolowania z materialu Escherichia coli, Enterococcus faecalis,

Saccharomyces cerevisiae

Materiat stanowig 3 kultury A, B, C i D — kazde stanowisko bada jedng kulturg.
Posiewy wykona¢ do nastepujacych podtoz:
Kultura A
e bulion z glukozg — posiew ez3,
e agar odzywczy — posiew metodg izolacyjna,
e YGC-agar — posiew metodg izolacyjna,
e inkubacja w temp. 25°C przez 96 godzin.

Kultura B
e pozywka z z0lcia, zielenig brylantowa, laktoza 1 rurkg Diirhama — posiew eza,

e agar odzywczy — posiew metodg izolacyjna,
e podioze VRBL-agar — posiew metodg izolacyjna,
e inkubacja w temp. 37°C przez 48 godzin.

Kultura C
e pozywka wg Burzynskiej z azydkiem sodu, glukozg, fioletem krystalicznym

1 purpurg bromokrezolowa — posiew ezg,
e agar odzywczy — posiew metodg izolacyjna,
e podloze Slanetza i Bartleya — posiew metodg izolacyjna,
e inkubacja w temp. 37°C przez 48 godzin.

Kultura D
e agar odzywczy (2 ptytki) — posiew metodg izolacyjng (posiewy wykona¢ z kultury

przed pasteryzacja i po pasteryzacji w temperaturze 80°C przez 15 minut),

e inkubacja w temp. 30°C przez 48 godzin.

2. Badanie stosunku do tlenu szczepow (1/2 grupy)

Materiat stanowig 3 monokultury: Pseudomonas fluorescens, Escherichia coli, Clostridium
butyricum — kazde stanowisko bada jeden szczep.
e posiew metodg ktuta hodowli do stupka bulion agar bez glukozy

3. Badanie wlasciwosci gazotworczych szczepow (1/2 grupy)

Materiat stanowig 3 monokultury: Pseudomonas fluorescens, Escherichia coli, Clostridium
butyricum — kazde stanowisko bada jeden szczep.
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e posiew 1 cm® hodowli do uplynnionego stupka bulion agar z glukoza

Warunki inkubacji:

Pseudomonas fluorescens - 30°C przez 48 godzin,
Escherichia coli - 37°C przez 48 godzin,
Clostridium butyricum - 37°C przez 48 godzin

Czes¢ praktyczna — ¢wiczenie 4:

1. Odczyta¢ wyniki posiewow, zestawié je w tabelach i zinterpretowa¢é

Tabela 1
pozywka

bulion z 26icia, pozywka wg agar YGC- | VRBL- | podloze

Kultura laktoza , L .
z glukozg i zielenia Burzynskiej | odzywczy | agar agar Slanetza
brylantowa

A
B
C
D
Tabela 2

Szczep Wilasciwosci gazotworcze Stosunek do tlenu

Pseudomonas fluorescens

Escherichia coli

Clostridium butyricum




