FIZIOLOGIA BACTERIILOR.
METABOLISMUL
MICROBIAN.

NUTRITIA $| RESPIRATIA
BACTERIILOR

Particularitatile metabolismului bacterian:

1

Este un metabolism necompartimentat , toate
procesele metabolice se desfasoara intr-o singura
celula

Este foarte flexibil, realizandu-se prin diverse cai
metabolice (bacteriile se adapteaza rapid la
conditiile mediului)

Este foarte intens (viteza reactiilor este mare)
Produsele intermediare din procesele catabolice
pot fi utilizate direct in calitate de precursori
pentru reactiile anabolice (amfibolism)

in toate reactiile metabolice intervin catalizatori

proteici specifici - enzimele

Constltutive (permanente)
Inductive (adaptive), se sintetizeaza in prezenta
substratului (ex.: lactaza)

Represive, sinteza lor este inhibata de acumularea in
exces a produsului reactiei catalizate

Dupd locul de actlune ( )
Dupi tipul reactlel catallzate (

Dupi impactul asuprama/o

, responsabile de modificari
patologice ale tesuturilor, celulelor ma/o : hialuroni
I h lizina, fibri

lecitinaza, proteaze, etc.
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o Fiziologia bacteriana studiaza viata si
activitatile bacteriilor - nutritia, respiratia,
cresterea si multiplicarea, conditiile de
cultivare a bacteriilor.

e Metabolismul bacterian reprezinta
ansamblul de reactii biochimice care au loc
in celula vie.

- reactii chimice de
descompunere a substantelor complexe in
elemente simple, insotita de degajarea
energiei (metabolism energetic)

- reactii chimice de sinteza a
substatheIor complexe din elemente simple,
necesita energie (metabolism constructiv, de
sinteza)

. Caractere generale:
Substante proteice
Active in limite largi de temperaturi (0-65 C)
si de pH (2-9)
Specificitate de substrat si de actiune
(reactioneaza cu un substrat catalizand un
tip de reactie)
Specificitatea este determinata de centrul
activ al enzimei, complementar cu
receptorul de pe substrat

Nu se modifica in cursul reactiei

1. Rolin identificarea si clasificarea

bacteriilor (enzimele determina activitatea
biochimica specifica a bacteriilor)

2. Unele substante chimice, antibiotice

interfereaza cu activitatea unor enzime,
inhiband cresterea bacteriilor (tratament)

3. Determinarea mecanismelor patogenezei

infectiilor (unele enzime sunt responsabile
de producerea leziunilor in tesutul gazdei)

4. Aplicarea industriala a enzimelor
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NUTRITIA BACTERIANA
o Nutrientii servesc in calitate de material
o Nutritia - modalitatile prin care bacteriile de constructie si sursa de energie

asimileaza din mediu substantele necesare t int il . ti
pentru metabolism. p'en"ru sin e'za'l compusilor si mentinerea
vietii bacteriei.

e Modul (tipul) de nutritie la bacterii este absorbtiv.
o Nutrienti - substante, solutiile carora pot °

traversa MCP pentru a fi antrenate in [P = . .
metabolismul celulei. Se obtin din alimente prin 1. Difuzle simpla (conform gradientului de

solvire (saruri minerale, CO,, 0,) sau dupé o concentratie, fara utilizarea energiei):

digestie prealabila (proteine, polizaharide, lipide). 0,, CO,, acizi grasi, nutrienti liposolubili
e La bacterii digestia este extracelulara (la

bacteriile G- in spatiul periplasmic)

solute

Cytoplasm

2. Difuzie facilitata (conform gradientului de | «
concentratie) - permite transportul
transmembranar al moleculelor mari prin
intermediul proteinelor de transport
specifice - . pokneie

3. Transport activ (contra gradientului de Active transport 00
concentratie, necesita energie). Participa Ooo ©

0

molecule Qo

Facilitated diffusion

specifice. Nutrientii nu suporta modificari. o
4. Translocatie - substratul este modificat

Group translocation PEP Pynvate

(ex.: fosforilat) in timpul transportului of©
membranar; necesita energie OO @) o
Qo O o o
carbohydrates—s= cell wall, glycocalyx
L[]

e Substantele care au patruns in citoplasma | ° s jhmose

sunt descompuse de catre enzimele cellwel _ , I i

bacteriene conform cilor metabolice proprii S e I

fiecarei specii bacteriene (ex.: Embden- ﬂagii"a ORI S, S

Meyerhof, Entner-Doudoroff, ciclul —_—" capsid 3 membranes =— lipids

pentozelor, ciclul Krebs, etc). Celula obtine acids ™| [e-amino acids «———s pyruvat

energie si precursori care vor fi antrenati in = : e ; _

biosinteza (anabolism). ‘ o v
o Excretia metabolitilor - difuzie, proteine de _’punm‘_*amm acids - oxaloacetate

transport, liza bacteriei oy

e pyrimidines -=—

alpha-ketoglutarate

L= amino acids



Necesitati elementare, de baza: in
cantitati importante; in
cantitati mici si urme de

Bacteriile sunt capabile a-si realiza

integral sinteza metabolitilor esentiali.

- Necesitdti specifice. Bacteriile

solicita suplimentar compusi organici
preformati (factori de crestere), care nu pot fi
sintetizati de bacterie (ex.: AA, baze purinice,
pirimidinice, vitamine). Prezenta lor in mediul
de cultura este indispensabila cresterii acestor
bacterii.

[ ]
- AA sau acizi nucleici
- Saruri de amoniu, nitriti, azot atmosferic

- S-din AA, sulfuri, sulfati;

- P-din fosfati;

- K, Mg, Ca, Na - din saruri minerale;
- Zn, Cu, Mn, Mo - din apa

o Respiratie aeroba. Acceptorul final este

oxigenul gazos. Implica lantul respirator de
transport al electronilor asociat MCP. Produs
final - H,0 sau H,0,.

o Respiratie anaeroba. Acceptori finali -

compusi anorganici (nitrat, sulfat, S).
Transportul de electroni prin lantul respirator.
Produse finale - nitritul, amoniacul, sulfura
(in prezenta O - H,0,).
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Bacterii autotrofe - utilizeaza CO, ca unica
sursa de carbon (nepatogene)

Bacterii heterotrofe - utilizeaza carbonul din
compusii organici (glucide, acizi grasi, alcooli,
etc)

Bacteriile care utilizeaza materia organica
moarta sunt (reciclarea materiei
organice)

Bacteriile (obligate, facultative) traiesc
pe contul organismelor vii, aducandu-le
prejudicii

Bacteriile reprezinta parazite care
afecteaza grav gazda, provocand maladie sau
moarte.

e Bacterii fototrofe - utilizeaza energia solara
(fotosint)

e Bacterii chemotrofe - folosesc energia degajata din
reactiile chimice de oxido-reducere. Ele necesita un
substrat 0 (e si H*) si un substrat

. In transfer participa
transportori intermediari de electroni (lantul
respirator, NAD, NADH, FAD, etc.)

Bacteriile - donorul de H este o
substanta anorganica
Bacteriile - donorul de H este o

substanta organica (glucoza, lipide...)
Bacteriile patogene sunt chemoorganotrofe

o Fermentatie. Substratul organic este

metabolizat fara interventia unui agent
oxidant extern. Consta in procese de ox-red
care realizeaza numai o oxidare partiala a
substratului, donorul si acceptorul de H* fiind
substante organice. Astfel se ajunge de la un
substrat mai redus la o molecula mai oxidata
(ex.: fermentare lactica, fermentare
alcoolica, acida mixta, acetoinica, etc).
Fermentatia se poate desfasura in prezenta
02, dar fara interventia acestuia.



(1] Energy Sources
(slectron donors)

‘with photosynthetic sultur, ammania, or
pigments hydrogen gas

Sun in conjunction ‘ Glucose, elemental ‘

Orgario ]

glucose

ATP —= ADP

glucose B-phosphate

[EHENEHEHEHE P>

fiuctose B-phosphate

[CHCHCHCHCHC 1P

ATP— ADP

fructose 1,6-biphosphate

E{CICICHCHECHE

ghyceraldehyde 3-phosphate  glyceraldehyde 3-phosphate

{continued on glycalysis, p. 2)

Conservarea energiei

e O parte din energia eliberata se pierde sub
forma de caldura sau poate fi utilizata direct
sub forma de energie electro-chimica (fpm) la
nivelul MCP (ex.: rotatia flagelilor, transport
transmembranar) sau stocata in compusi
chimici macroergici “bogati in energie”: ATP
(sintetizat prin fosforilare oxidativa sau
fosforilare la substrat), fosfoenol-piruvat,
acetilfosfat si acetil-CoA.

o in procesele de respiratie se elimind mai multa
energie decat din fermentatie (in glicoliza dintr-un
mol de glucoza - 38 moli ATP, prin fermentatie - 2
moli ATP). In procese de fermentare se formeaza
deseuri rejetate de catre celula.
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RESPIRATION FERMENTATION

(PHCHCHC] [CHCICHP
NADH —— NAD* L@ ®+¢ MAD*—s NADH
13 1.3-bi
aerobic BETEN® PRI aerobic
raspiration ADP ADP respiration
ATP ATP
I-phosphoglycerate 3-phosphoglycerate
electron  (EHCHCHC] [CHCHEHE ;;C"Dfr'l
transport Spo!
system * system
PHCICHT] [CHCHER®)
ADP ADP
. aerobic e ATP ATP pyrvate 200l -
citric irati b wifric
s I o o respiration__ it
cycle cycle

Clasificarea bacteriilor dupa
sursele de energie si carbon
Bacterii fotoautotrofe (energie solara,
CO,)
Bacterii fotoheterotrofe (en. sol.,
subst.org)
Bacterii chemoautotrofe
Bacterii chemoheterotrofe
(chemolitoheterotrofe,
chemoorganoheterotrofe)
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Ml CRESTEREA $1 MULTIPLICAREA BACTERIILOR

e Cresterea — marirea coordonatd a masei si

o = volumului structurilor bacteriene ca rezultat al
R T intez3
Ao Al proceselor de sinteza
Making of own oo by Using reacy.made organic A % .
edieing CO; mokcuies for food e Multiplicarea — cresterea numarului de celule pe
| o unitate de suprafatd sau de volum
Light = energy source gt - ensrgy Organc compounds - Diviziune binara
orery s = ey s - - o ) ]
S i ki i) - Inmugurire (levuri, ciuperci levuriforme)
photesyrthete bacteria: iron, sulfur, ‘purple nonsulfur bacteria most bactena . .
gensis g s oo nonsutur baceria 3 ok - Autoreproducere (virusuri)
Some. all animals. . .
e - Spori (micete)

Fragmentare (actinomicete)

°
e Ciclul celular — procesele care au loc de**
la formarea celulei pana la urmatoarea
diviziune
1. Faza C —replicarea ADN

2. Faza G - de latentd, segregarea
cromozomilor

3. Faza D - de diviziune, formarea septului

Replicarea ADN depinde de masa critica a
celulei, iar separarea cromozomilor si
diviziunea intervin in momentul cand
celula atinge o lungime - limita

e Perioada dintre 2 diviziuni reprezinta timpul
(perioada) de generatie (Tg).

e Durata T depinde de specie si de conditiile de
crestere (conditii optime — viteza maxima)

Bacteria Tg in vitro| T in  vive
(min) (ore)

Escherichia coli 20-40 5

Staphylococcus aureus | 40 3-5

Vibrio cholerae 10 2-3

Mpycobacterium 120-240 24-48

tuberculosis




Cresterea bacteriilor in laborator — cultivare.
Se cultiva bacteriile pentru izolarea lor din
medii naturale (prelevate patologice,
alimente, apa, etc).

Izolarea bacteriilor se realizeaza pentru:

1. |dentificarea mi/o (scop de diagnostic)

2. Testarea sensibilitatii lor faté de antibiotice

3. Obtinerea unor produsi de biosinteza
(antibiotice, AA), bioconversie (hormoni
steroizi), fermentare (alcooli, acizi organici,
etc), producerea vaccinurilor, probioticelor...

e Temperatura de crestere

Existd temperaturi minime, maxime si optime
de dezvoltare a bacteriilor. In raport cu
temperatura optima deosebim:

1. Bacterii psichrofile — t° optima 10-20° C.
Crescsila 0° C.

2. Bacterii mezofile — optimum 30-37° C
(limite 15-45° C)

3. Bacterii termofile — optimum 50-60° C
(panala 95° C)

4. Bacterii hipertermofile (cresc la 70-110° C)

e Oxigenul
1. Bacterii

— cresc doar n prezenta O,.| 2¢°

Obtin energia prin respiratie aeroba

2. Bacterii — necesita concentratii reduse
de O, si 2-10% CO2. Obtin energia prin respiratie
sau fgrmentatie (Neisseria, Brucella,

Campylobacter)

3. Bacterii — cresc doar in absenta O,.
Obtin energia prin fermentatie sau uneori respiratie
anaeroba. Toxicitatea O, — formarea H 022 a
radicalilor superoxizi O,", sau peroxizi 62 ~'pe care
anaerobii nu le pot descompune (absenta catalazei,
superoxid dismutazei, peroxidazei) — Clostridium,
Bacteroides

4. Bacterii — pot creste in
prezenta O,, obtin energia prin fermentatie, poseda
peroxidaza (Lactobacillus, streptococi)

5. Bacterii — cresc fn orice conditii,
obtin energia prin respiratie sau fermentatie

(L)
. . o0
Pentru crestere bacteriile au nevoie de o020
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nutrienti si conditii fizico-chimice adecvate| *

Conditiile (principiile) de cultivare

Sursa nutritiva adecvata

Sursa de energie

Apa

Temperatura potrivita

pH adecvat

Concentratie optima a oxigenului si a CO:
Presiune osmotica adecvata

pH :
Bacterii (majoritatea, inclusiv cele
patogene) —

Bacterii (Lactobacillus)
Bacterii (Pseudomonas,
Vibrio)

Presiunea osmotica

Bacterii (osmotolerante) — cresc

n concentratii reduse de NaCl (mediu
izotonic cu mediul intern al gazdei) — mi/o
patogene

Bacterii — prefera concentratii mari de
NaCl (1-30%) — stafilococi, vibrioni (Vibrio
parahaemolyticus)




(33
e Mediile de cultura — solutii sau substrate solide E

care asigura nutrientii si conditiile fizico-chimice | ¢
necesare cultivarii bacteriilor. Ele pot fi utilizate
pentru cultivarea (izolarea) bacteriilor, testarea
sensibilitatii la antibiotice, stocarea sau transportul
culturilor bacteriene.

o Cerintele fata de mediile de cultura

- S& asigure necesitatile nutritive si energetice ale
bacteriilor

- Umiditate optimala

- pH optimal (7,2-7,4) si constant (caracter de
tampon)

- Potential de oxido-reducere optimal (anaerobi -
rH,<5, aerobi — rH,>10)

- Sa fie izotonice (0,5% NaCl)

- Sa fie sterile si transparente

e Dupa consistenta

1. Medii lichide (bulion)— utilizate pentru
obtinerea biomasei bacteriene si a
produselor lor (antibiotice, enzime, toxine)

2. Medii solide — contin 10-15% gelatina sau 2-3%
agar-agar (polizaharid extras din alge rosii, t
topire 80-100 C, solidificare 42 C). Placa de
geloza in cutii Petri este utilizata pentru
izolarea culturilor pure, geloza inclinata (in
panta) — pentru acumularea culturilor pure

3. Medii semisolide — 0,2 - 0,5 % agar-agar. Se
utilizeaza pentru studierea activitatii
biochimice sau a mobilitatii bacteriilor.
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CLASIFICAREA MEDIILOR DE CULTURA H

. Dupa provenienta

1. Empirice, naturale. Au la baza produse de
origine animala sau vegetala (sange, ser,
lapte, oud, cartof, extracte din carne, cord,
creier, ficat, peste, levuri, etc). Compozitia
lor chimica precisa nu poate fi controlata

2. Sintetice — includ ingrediente chimice pure,
compozitia chimica este cunoscuta cu
exactitate

3. Semisintetice

. Dupéa compozitia chimica (complexitate) gi| »
destinatie

A. Medii uzuale (universale, simple)

1. Apa peptonata (apa+1% peptona+0,5%
NaCl)

2. Bulion peptonat— BP (extract apos din carne
+ 1% peptona+0,5% NaCl)

3 Geloza nutritiva (BP + 2-3% agar-agar)

4, Gelatina nutritiva (BP + 10-15% gelatind)

Sunt utilizate pentru cregterea bacteriilor
nepretentioase la cultivare

Sterilizarea prin autoclavare: 120 C, 20 min

B. Medii complexe

1. Medii elective — formate din medii simple cu adaps
de componente care permit cresterea mi/o
exigente nutritiv (bulion-ser, bulion glucozat,
geloza-sange — streptococi, neisserii; ser
coagulat — corinebacterii, etc)

Il. Medii selective — medii solide cu adaos de
componente sau cu conditii fizico-chimice
particulare care stimuleaza cresterea unor specii
si inhiba cresterea altor specii (geloza salina -
stafilococi, geloza alcalina - vibrioni, mediul
Ploskirev - Salmonella, Shigella, etc)



Mediile de imbogatire reprezinta medii selective
lichide, utilizate pentru imbogatirea florei
patogene si inhibarea florei de asociatie dintr-
un prelevat plurimicrobian (ex: materii fecale).
Etapa premergatoare insamantarii pe medii
selective.

- Mediul Muller (BP+Lugol+CaCO;+hiposulfit )

- Mediul Kauffmann (mediul Muller+bila+verde de
briliant) — Salmonella

- Bulion cu selenit — Shigella, Salmonella

- Apa peptonata alcalina (pH=8) —Vibrio cholerae

- Kitt-Tarrozzi (BP+0,5% glucoza+bucati de ficat)
— pentru anaerobi
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Ill. Medii diferential-diagnostice (DD) — permit | &2
diferentierea speciilor bacteriene in baza
activitatii lor biochimice (zaharolitice,
proteolitice, lipolitice, de oxido-reducere...)

Sunt construite dupa urmatoarea schema:

Baza nutritiva+substrat+indicator (la necesitate)

Medii DD pentru izolarea culturii pure
Studierea proprietatilor zaharolitice

Endo (gelozé+lactoza+fucsina+hiposulfit de Na)

Levin (geloza+lactoza+eozina+albastru metilen)

Ploskirev (geloza+lactoza+rosu neutru+saruri de
acizi biliari+verde de briliant)

Coloniile lactozo-pozitive vor fi colorate (rosii pe
Endo, Ploskirev, albastru-violete pe Levin)

112 sur 310

E.coli Salm. Typhi

Etizekge Wit M Srusiens - 38 Candidsaur Mtésecne st 3 Ganseanre Sciences Semisesies

Studierea proprietatilor de oxido-reducere E-

Mediul cu sulfit de Bi — pentru Salmonella
(colonii negre — reducerea sulfitului in
sulfura de Bi)




Mediul Klauberg (geloza-sange cu telurit de
K) —pentru Corynebacterium diphtheriae
(colonii negre)

Studierea proprietatilor lipolitice

Geloza cu galbenus de ou — bacteriile cu
lecitinaza formeaza un halou opac in jurul
coloniei

Medii DD multitest pentru acumularea culturii pure .
si identificare preliminara

Russel —geloza+1% lactoza, 0,1% glucoza, indicator

Kligler — identic Russel+sulfat de Fe (detectarea H,S)

Olkenitki — identic Kligler+1% zaharoza+uree

Indicatorul Andrede — fucsind+NaOH

Scindarea glucidelor (acid - A, acid si gaz - AG) duce la
modificarea pH si virajul culorii mediului din rogu in
galben.

Tn panta se apreciaz lactoza/zaharoza (oxidare), in
coloana-glucoza (fermentare).

Producerea H,S — innegrirea mediului

Medii DD pentru identificarea finala
a culturii pure
- Sirul pestrit Hiss (lichid sau semi-solid)— un sir
de tuburi ce contin solutii 0,5% de diferite
glucide si indicator.
Aprecierea — dupa modificarea culorii (acid - A)
si aparitia bulelor de gaz (acid si gaz - AG)
- Medii cu AA (lizina, arginina, ornitina) si
indicatori
— pentru izolarea unor
anumite bacterii (Finn, Popescu,
Loewenstein-Jensen —pentru agentii
tuberculozei, Sabouraud — fungr)
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Studierea proprietatilor hemolitice
Geloza-sange (geloza+5-15% sange
defibrinat)

Tn cazul hemolizei in jurul coloniilor apare o
zona clara

uninaculated  Pseudomonas Escharichia
cantrol aseruginasy

St soas typhi coil
ASM MicrobeLibrary. org&Chamberlain

V. Medii de transport — destinate transportarii sa
stocarii unui material (prelevat), care va fi
examinat ulterior.

Mentine Tn viata bacteriile, fara a favoriza
multiplicarea lor.

- Mediul cu glicerina 30%

- Solutie tampon-fosfat

- Solutie NaCl 3%

- Mediul Cary-Blair

- Mediul Stuart (NaCl, 0,5% agar, tioglicolat de
Na, albastru de metilen) — pentru anaerobi,
neisserii, etc



e Pentru cultivarea bacteriilor o cantitate mica
de material ce contine bacterii (inoculum) se
introduce intr-un mediu de cultura
(insamantare, inoculare), care ulterior va fi
incubat in termostat (pentru asigurarea
temperaturii optime).

o In timpul incubrii (18-24-48 ore.....) bacteriile
cresc si se divid, formand o cultura
bacteriana (totalitatea bacteriilor acumulate
prin multiplicare intr-un mediu).

M.tuberculosis — 3-5 saptamani

V.cholerae — 6-12 ore

Manifestarea cresterii si multiplicarii
bacteriilor

e in mediu lichid
- Turbiditate uniforméa
- Formarea unei pelicule la suprafata

mediului (vibrioni, yersinia) r‘“"“ ”‘
- Formarea unui sediment
la fundul tubului sau pe pereti o g Eq o=

(streptococi, Bacillus anthracis) = =~ ia

e Caracteristica coloniilor

Dimensiuni — colonii mici (0,1-1mm), medii (1-
2mm), mari (2-3mm)

Conttur (margini) — neted, ondulat, zimtat, lobat,
etc

Su;)trafaté — plata, bombat&, convexa, ombilicata,
etc

Forma — punctiforma, circulard, filamentoasa,
neregulata

Culoare (pigmentatie) — alba, galbena, aurie, etc
Densitate — opaca, transparenta, etc

Consisten(a — cremoasa, untoasa, uscata,
mucoida
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e Cultura pura — formata din bacterii de
aceeasi specie (indispensabila identificarii)

e Cultura mixta — compusa din bacterii de
specii diferite

¢ Tulpina — populatie microbiana constituita
din descendentii unei singure izolari in
culturd pura, care va fi studiata ulterior.

e Clona — populatie care rezulta din
multiplicarea unei singure celule

o in mediu solid — formarea coloniilor

Colonie — o aglomerare de bacterii care
se dezvolta dintr-o singura celula sau
un grup de celule (UFC - unitate
formatoare de colonii) pe suprafata unui
mediu solid

e Fiecare specie bacteriana formeaza
colonii specifice (caracter util in
identificare)

e Tipurile de colonii

Colonii S (smouth) — rotunde, netede, umede
lucioase

Colonii R (rough) — margini neregulate, suprafata
uscata, rugoasa

10
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e Dinamica multiplicarii bacteriilor in culturi

Tn functie de modul de dezvoltare a culturilor
bacteriene se disting:

Culturi discontinue/periodice
Culturi continue
Culturi sincrone

Culturile discontinue se obtin la cultivarea
bacteriilor in volum limitat de mediu. Astfel de
culturi sunt obtinute si utilizate in laboratorul
microbiologic

[ ]

Il Faza stationara — rata celulelor care se multiplicg
scade treptat, numarul celulelor vii rAmane
constant mai multe ore.

Cauza — consumarea nutrientilor, acumularea
metabolitilor toxici.

Morfologia bacteriilor este tipica speciei, apar
incluziuni, spori (culturi utile pentru identificare).
Sensibilitatea la agentii antimicrobieni scade.
Durata — 10-12 ore

|\V. Faza de declin (letalitate) — bacteriile mor
progresiv
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Caracterele de cultura ale bacteriilor
reprezinta exigentele nutritive (medii,
temperatura, pH, aerare, etc), timpul
aparitiei culturii i manifestarea
cresterii pe medii lichide si solide

Fazele dezvoltarii unei culturi discontinue
|. Faza de lag — faza de adaptare la conditiile
mediului, bacteriile sunt active metabolic, cresc
n dimensiuni, dar nu se divid.
Durata este variabila (2-4 ore); depinde de starea
bacteriei, conditiile mediului, etc
. Faza logaritmica — bacteriile cresc si se divid cu
viteza maximala constanta, curba evolueaza
exponential. Bacteriile sunt foarte sensibile la
agenti antimicrobieni (culturi utile pentru testarea
sensibilitatii la antibiotice).
Durata — 8-10 ore

s
(S LY e o e e e e o v s
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L[]
Cultura continud — se realizeaza cand mediul

de cultura este continuu refnnoit si
imbogatit cu oxigen cu evacuarea unei
cantitati de cultura. Se realizeaza in
chemostate sau turbidostate, cultura
aflandu-se permanent in faza exponentiala.
Se utilizeaza n microbiologia industriala.

in intestin — culturi continue.

Culturi sincrone — culturi in care bacteriile se
divid Tn acelasi timp

Faza pre-analitica (responsabilitatea medicului)
Prescrierea investigatiei (in functie de datele
examenului clinic si paraclinic). In ordonanta se
fixeaza identitatea medicului, a pacientului,
scopul analizei, manifestarile patologice, locul,
data aparitiei, alte date: imunosupresie,
tratament cu antibiotice, graviditate, etc.
Prelevarea probelor

(de la poarta de intrare,
locul multiplicarii sau/si din caile de eliminare ale
agentului patogen) si

Materiale de examinat din mediul extern:
- Apa

- Alimente

- Sol

- Aer

- Lavaje

- Vectori, etc

2/8/2010

EXAMENUL BACTERIOLOGIC

Examenul bacteriologic consta in inocularea
(inséméantarea) prelevatelor pe medii de
cultura pentru de
bacterii (tulpinilor) care vor fi ulterior

, eventual conservate.

Examenul bacteriologic consta din cateva
etape succesive, de la prelevarea
(recoltarea) probelor biologice pana la
remiterea rezultatelor.

(]

Materiale de examinat (prelevate) de la pacienti:| £2°
- Secretii rino-faringiene, brongice
- Sputa

Puroi

Exsudate, transsudate
- Sange

LCR

Urina, secretii genitale

Mase fecale, bild, suc duodenal

Bioptate, punctate

Material cadaveric, etc

- In recipiente sterile

- Respectand regulile de autoprotectie
- La debutul bolii

- Péana la administrarea antibioticelor

- Cantitate suficienta

Imediata sau utilizand medii de transport, cu
respectarea conditiilor speciale dupa necesitate
- Tn ambalaj special (cutii metalice, pungi din plastic...)
- In figa de insotire s fie indicata identitatea
pacientului, varsta, sexul, natura prelevatului, data,
ora prelevarii, scopul investigatiei, s.a.)

12



o EXAMENUL BACTERIOLOGIC o
PENTRU CULTURILE AEROBE

- Prelevatul este supus examenului
macroscopic (modificarea aspectului, a
mirosului, etc) - orientare in diagnostic

- Dupa necesitate, probele sunt supuse
pregatirii pentru investigatie (diluare,
omogenizare, centrifugare, etc)

- Examinarea microscopica (preparate
native, Gram, Ziehl-Neelsen, Burri-
Hinss...) — prezenta mi/o, forma,
cantitatea, G+/-.

2/8/2010

| etapa — IZOLAREA CULTURILOR PURE
Scopul izolérii - de a obtine o culturd puré dintr- | £°
un melanj de celule bacteriene sau dintr-un
produs patologic. O colonie separata
constituie o cultura pura.
Tehnici utilizate:
1. Prin epuizarea inoculului pe suprafata gelozei
din cutia Petri (lnsamantare in striuri paralele,
insamantare in cadrane, etalarea consecutiva
pe trei cutii).
2. Metoda dilutiilor logaritmice a inoculului in
geloza topita si racita la 50° C (101, 102,...),
apoi turnate in cutii Petri sau eprubete.
Incubare in termostatla 37° C, 18-24 h (in functie
de Tg).

13
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Il etapa — ACUMULAREA CULTURII PURE
Examinarea macroscopica a coloniilor crescute
(forma, culoare, dimensiuni, etc)

- Examinarea microscopica (frotiu Gram) a
coloniilor suspecte, confirmarea puritatii culturii

- Repicarea coloniilor suspecte pe geloza in
panta (inclinata) pentru acumularea culturii
pure

- Termostat, 37° C, 18-24 ore

Metode speciale de izolare in culturi pure:

- A bacteriilor sporulate: incalzirea prealabila a
prelevatului 80° C — 20 min

- A bacteriilor acido-rezistente: tratarea prealabila
cu acid a prelevatului si neutralizarea ulterioara
cu o baza

- A milo patogene din prelevate plurimicrobiene:
imbogatirea prealabila a florei patogene utilizand
medii de imbogatire

- Abacteriilor cu virulenta Tnalta si pretentioase la
cultivare: inocularea la animalele de laborator
sensibile

| etapa — IDENTIFICAREA CULTURII PURE

- Verificarea puritatii culturii (frotiu Gram)

- Identificarea culturii pure consta in evidentierea unor
caractere specifice ale acestei culturi pentru a o include intr-o
familie, gen, specie, varianta

Se studiaza caracterele:

- Morfologice

- Tinctoriale

- De cultura

- Biochimice

- Antigenice (seroidentificarea)

- De patogenitate

- Sensibilitatea la bacteriofagi (fago-identificarea)

- Sensibilitatea la antibiotice

14



STUDIEREA ACTIVITATII
BIOCHIMICE A BACTERIILOR

(sirul Hiss, coagularea
laptelui, etc)

Degradarea proteinelor native (lichefierea
gelatinei sau a serului coagulat, peptonizarea
laptelui, etc)

Evidentierea enzimelor ce intervin in
degradarea AA (decarboxilaze, dezaminaze,
desulfhidraze, etc) cu detectarea produsele
finale ale descompunerii AA: H,S, NHj3, indol,
etc...

Depistarea (H,0, .... H,0 + 0,) 44
(cultura se amesteca cu o picatura de apa oxigenata —
aparitia bulelor de gaz)

Depistarea (detectarea prezentei citocromoxidazei
din lantul respirator)

Reactiv — di (tetra)metil-parafenilen-diaminé (benzi sau
rondele de hartie imbibate cu reactiv, creioane, etc)

Oxidarea reactivului — culoare violeta-neagra

Oxidazo+ : Neisseria, Vibrio, Pseudomonas

Oxidazo- : Enterobacteriaceae

o Identificarea rapida

Utilizarea galeriilor miniaturizate standarde
(economie de timp, spatiu, material)

— o galerie din plastic formata
din numeroase alveole care contin fiecare
un mediu deshidratat diferit (glucide, AA,
etc). Alveolele sunt inoculate cu o
suspensie bacteriana testata si incubate.
Ulterior la necesitate se adauga reactive
pentru detectarea metabolitilor particulari.

Lectura — conform unui cod de cifre sau
computerizat

2/8/2010

Depistarea producerii formarea sulfurii
de fer de culoare neagra in mediile
multitest — Kligler, Olkenitki, etc; plasarea
unei benzi de hartie de filtru imbibata cu

deasupra BP in care creste
cultura studiata (formarea sulfurii de Pb
fnnegreste hartia)

Depistarea (produs al hidrolizei
triptofanului) — benzi de héartie imbibate cu

. In prezenta indolului indicatorul
vireaza in roz.

Depistarea (ureaza) — hartia de
se coloreaza in albastru.

Depistarea — mediu cu galbenus de ou 10% -
formarea unui halou opac in jurul coloniilor

Depistarea — mediu cu Twin 80 1%— haloﬁ opac in

jurul coloniilor (precipitarea acizilor grasi)

Depistarea — geloza-sange 5-10% - zona clara in
jurul coloniei

Depistarea , etc

Probele sunt incubate la 37° C, 18-24 h

om0 e

o ok iy g o o S
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IV etapa — EVALUAREA
REZULTATELOR, FORMULAREA SI
ELIBERAREA RASPUNSULUI

- Compararea rezultatelor obtinute cu
caracterele speciilor bacteriene
cunoscute pentru a gasi asemanari.

- Exemplu de raspuns: Din proba
examinata a fost izolata tulpina de
Corynebacterium diphtheriae, biovar
gravis, tox+, sensibila la ...., rezistenta la

EXAMENUL BACTERIOLOGIC PENTRU
CULTURI ANAEROBE

(clostridiene, neclostridiene)

Conditia principala — cultivare in absenta
oxigenului

1. Utllizarea mediilor anaerobe (Kitt-Tarrozzi
regenerat - 100° C, 20 min, racit, acoperit cu
vazelind; insamantarea in geloza in coloana)

2. Crearea conditiilor de anaerobioza
Metoda fizica — utilizarea anaerostatului
Metoda chimicd — in exicator se introduc
substante ce fixeaza oxigenul (pirogalol+baza);
utilizarea gas-pachetelor
Metoda biologica Fortner — cultivarea
concomitenta a aerobilor si anaerobilor

Recoltarea — cu precautie, evitand contactul
cu aerul (in seringi, utilizand medii
speciale)

| etapa — IMBOGATIREA ANAEROBILOR

- Insdmantarea prelevatului in 2 eprubete cu
mediul Kitt-Tarrozzi regenerat

- Incalzirea unui tub la 80° C, 20 min —
distrugerea florei nesporogene

- Incubarea la 37° C, 24-48 h (va avea loc
fnmultirea anaerobilor)

2/8/2010
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- Studierea caracterelor de cultura — tulburarea
mediului, descompunerea bucatilor de ficat,
etc
- lzolarea culturii pure de anaerobi prin metoda
(insdméantarea a 0,1 ml din mediul
K-T pe 3 cutii cu geloza-sange glucozata
consecutiv). Incubarea in
anaerostat/exicator/gas-pack, 24-48 h

- Verificarea puritatii culturii pure (frotiu
Gram)

- Studierea caracterelor culturii pure izolate
(cu respectarea conditiilor de
anaerobioza)

- Metoda — dilutii succesive ale

culturii in geloza glucozata lichefiata si
aspirarea in tuburi lungi si inguste, inchise
ermetic. Incubarea in termostat, 24 h

- Studierea macroscopica a coloniilor
- Examinarea microscopica (frotiu Gram) a

coloniilor suspecte

- Repicarea in mediul K-T regenerat pentru

acumularea culturii pure

- Incubarea in termostat, 24 h

2/8/2010
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