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Diagnostyka mikrobiologiczna - sprawdzanie
wlasciwosci biochemicznych drobnoustrojow

Diagnostyka mikrobiologiczna opiera sie na sprawdzaniu wlasciwosci biochemicznych
drobnoustrojow. Badania z udzialem drobnoustrojow prowadzone sa na specjalnych
podlozach diagnostycznych lub podlozach wybidrczo-diagnostycznych. Podloza te oprocz
substancji odzywczych zawieraja rowniez zwiazki, ktore hamuja wzrost innych
drobnoustrojow. W tego typu badaniach najczesciej wykorzystywane sa tzw. reakcje
kataboliczne (tj. zdolnos¢ do rozkladu substratow za pomoca enzymow komorkowych).
Produkty zachodzacych reakcji wykrywane sa za pomoca specjalnych wskaznikow,
odczynnikow lub testow [1]. Diagnostyka mikrobiologiczna ma bardzo duza przydatnosc
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kliniczna w zapobieganiu i leczeniu choréb zakaznych. Warunkiem koniecznym do
uzyskania pozadanego efektu klinicznego jest odpowiednia wspélpraca pomiedzy
laboratorium dokonujacym analizy mikrobiologicznej, jak i lekarzem prowadzacym badanie

[2].

Poszczegodlne grupy drobnoustrojow wykazuja szereg wilasciwosci biochemicznych, ktére
determinowane sa réznorodnymi enzymami przez nie wytwarzanymi. Réznice we wtasciwosciach
biochemicznych pozwalaja na podziat drobnoustrojéw wedtug rodzaju czy gatunku. Ma to szerokie
zastosowanie w diagnostyce mikrobiologicznej, w ktorej bada sie m.in.:

- wlasciwosci glikolityczne drobnoustrojéow (sacharolityczne- rozktad weglowodandéw),
- proteolityczne (rozklad biatek, peptyddéw oraz aminokwasow),
- wlasciwosci lipolityczne (rozktad lipidow i kwaséw ttluszczowych) czy

- wlasciwosci utleniajaco-redukcyjne [1].

Wtasciwosci biochemiczne sprawdzane sa z wykorzystaniem tzw. szeregéw biochemicznych
(okreslanych rowniez mianem rzedow biochemicznych). Szeregi biochemiczne to zestawy podtozy,
na ktére wysiewane sa badane drobnoustroje. Nastepnie podloza poddaje sie inkubacji, po upltywie
ktorej wykonywane sa proby identyfikacyjne, polegajace na wykrywaniu produktéw odpowiednich
reakcji chemicznych katalizowanych przez enzymy drobnoustrojow. Ponadto okreslane zostaja
zmiany pH srodowiska wzrostu hodowli za pomoca odpowiednich indykatoréw (wskaznikow) [1].

Glownym cele diagnostyki mikrobiologicznej jest zidentyfikowanie czynnika zakazenia, dzieki czemu
mozliwe jest wskazanie drobnoustroju odpowiedzialnego za infekcje. Jest to podstawa wyboru
sposobu leczenia oraz postepowania zmierzajacego do ograniczenia rozprzestrzeniania sie zakazenia
oraz oceny ryzyka. Caly proces odbywa sie etapami, w ktére zaangazowane jest zaréwno
laboratorium diagnostyczne, lekarz jak i pacjent [2].
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Zdjecie: Etapy diagnostyki mikrobiologicznej zakazenia [2].



Na metabolizm drobnoustrojéw sktada sie szereg przemian chemicznych. Dzieki nim komdrka rosnie
i rozmnaza sie. Wszystkie zachodzace reakcje chemiczne katalizowane sa przez enzymy, a do ich
przeprowadzenia niezbedna jest energia oraz okreslone zwiazki chemiczne, ktore stanowia tzw.
substancje odzywcze [3].

Na metabolizm sktadaja sie nastepujace procesy:

1. Anabolizm (reakcje biosyntezy substancji prostych i ztozonych),

2. Katabolizm (tj. reakcje prowadzace do rozkladu zwiazkow nieorganicznych i organicznych,
dostarczajacych prekursorow do biosyntezy skladnikéw oraz energie niezbedna do zachodzenia
przemian),

3. Amfibolizm (szlaki metaboliczne, w ktérych zachodza procesy dysymilacyjne dostarczajace energii
lub produktéw posrednich, ktére wlaczane sa w drogi anaboliczne. Wymieni¢ tu mozna np. szlak
glikolityczny czy cykl Krebsa) [3].

Drobnoustroje czerpia energie z rozktadu cukréw prostych i ztozonych w warunkach tlenowych
i beztlenowych. W badaniach wtasciwosci glikolitycznych wykorzystywane sa weglowodany i ich
pochodne oraz alkohole wielowodorotlenowe (pentozy, heksozy, disacharydy, trisacharydy,
polisacharydy, glikozydy) [1].

Woda peptonowa ze wskaznikiem Andrade jest podstawowa pozywka, do ktérej dodawaé mozna
rézne weglowodany w celu sledzenia rekacji fermentacji przez drobnoustroje (zwtaszcza z rodziny
Enterobacteriaceae) [5]. Wskaznik Andrade jest to roztwér kwasnej fuksyny, ktéra w trakcie
miareczkowania wodorotlenkiem sodu zmienia barwe z rézowej na zo6tta lub z zéttego na rézowy gdy
spada wartos¢ pH [4].

Badanie zdolnosci drobnoustrojow do rozkladania weglowodanéw

Badanie wykonywane jest najczesciej na tzw. matych szeregach cukrowych, ktére w swoim sktadzie
zawierajg kilka cukréw, w tym: laktoze, sacharoze, maltoze i mannitol. Cukry te dodawane sa w 1%
stezeniu do podtoza tzw. wody peptonowej, zawierajacej wskaznik Andrade (kwasna fuksyna) lub
btekit bromotymolowy.

Wykonanie:

Do probowek zawierajacych podtoze i cukry wktada sie dnem do gory mate proboweczki (tzw. rurki
Durhama). Stuza one do wykrywania gazu wydzielanego podczas wzrostu drobnoustrojéw i rozktadu
przez nie substratow weglowodanowych. Wydzielany gaz zbiera sie w rurce, w ktorej widoczny jest
w postaci pecherzyka). Powstajace w trakcie rozktadu cukréw kwasy organiczne prowadza do
zmiany pH srodowiska, co z kolei powoduje zmiane barwy indykatora (z koloru stomkowego na
rozowy- w przypadku zastosowania wskaznika Andrade lub z koloru niebieskiego na zotty jezeli
zastosowano biekit bromotymolowy). W przypadku stabego wzrostu drobnoustrojéow na wodzie
peptonowej, mozliwe jest dodanie zinaktywowanej (przez podgrzanie) surowicy konskiej (podtoze
Robesona dla maczugowcéw) [1].

Blekit bromotymolowy (C,,H,,0,Br,S)

Biekit bromotymolowy stosowany jest jako wskaZznik w analizie chemicznej. Btekit bromotymolowy
powinien mie¢ posta¢ drobnokrystalicznego proszku o zabierwieniu od rézowego z odcieniem
fioletowym do fioletowego. Powinien by¢ nierozpuszczalny w wodzie i dobrze rozpuszczalny
w alkoholu etylowym oraz w rozcienczonych roztworach wodorotlenkéw potasowcéw i wodnym



roztworze amoniaku [7].
Rozklad cukrow na podlozu VL

Podloze VL wykorzystywane jest w badaniach rozktadu weglowodandéw przez bakterie beztlenowe.
W jego sktad wchodzi wyciag miesny, ekstrakt drozdzowy, pepton, badany cukier oraz
chlorowodorek cysteiny. Chlorowodorek dodawany jest w celu obnizenia potencjatu
oksydo-redukcyjnego, co umozliwia wzrost bakterii beztlenowych. Po inkubacji bakterii, do hodowli
dodawany jest wskaznik np. roztwoér biekitu bromotymolowego lub purpury bromokrezolowej.
Jezeliw probce pojawi sie zétte zabarwienie, bedzie ono wskazywac na zakwaszenie srodowiska
w nastepstwie rozktadu badanego cukru [1].

Przygotowanie podloza VL

Wymienione sktadniki: wyciag miesny (100 ml), pepton (10 g), ekstrakt drozdzy (5 g), NaCl (5 g),
chlorowodorek cysteiny (0.4 g) oraz agar (20 g) nalezy rozpusci¢ w wyciagu miesnym. Otrzymany
roztwor doprowadzi¢ do pH mieszczacego sie w granicach: 7.2 - 7.4, a nastepnie zagotowac. Catos¢
przesaczy¢ przez bibute i rozla¢ do butelek. Sterylizowa¢ w temperaturze 117°C przez 20 minut [6].

Rozklad cukréow na podlozach stalych (podloze Endo i plytka Chapmana)
Rozklad laktozy na podlozu Endo

Plytka Endo stanowi podtoze réznicujace dla bakterii z grupy coli. Wykorzytsywana jest w badaniach
bakteriologicznych prébek wody lub sciekéw, a takze produktow spozywczych zawierajacych
w swoim sktadzie laktoze, siarczyn sodowy oraz fuksyne zasadowa. W trakcie przygotowywania
podtoza siarczyn sodowy redukuje fuksyne zasadowa, ktora przechodzi w bezbarwna leukozasade.
Drobnoustroje, ktére sa zdolne do rozktadu laktozy (np. E.coli) rosng na podiozu Endo w postaci
okragtych, gtadkich kolonii, wykazujacych metaliczny potysk (o charakterystycznym
ciemno-czerwonym zabarwieniu). Escherichia coli ma zdolnos¢ rozktadu laktozy z wytworzeniem
aldehydu octowego. Powstaty aldehyd octowy w reakcji z obecna w podtozu leukozasada tworzy
barwny kompleks [1], [8].

Plytka Chapmana

Na podiozu tym bardzo dobrze rosna drobnoustroje, ktore toleruja 8% stezenie NaCl oraz
wykorzystujace mannitol jako zrédto wegla. Bakteria S.aureus w warunkach tlenowych i wzglednie
beztlenowych wyrasta w postaci kolonii otoczonych z6tta strefa, ktéra powstaje w wyniku rozktadu
mannitolu i zakwaszeniu srodowiska. Z kolei bakteria S.epidermidis nie rozktada mannitolu i rosnie
w postaci biatych kolonii nie powodujac zmiany barwy tego podioza [8]. W sktad podtoza Chapmana
wchodza: wyciag miesny (1000 ml), pepton (10 g), NaCl (75 g), agar (15 g), mannitol (10 g) oraz
czerwien fenolowa (roztwor 0.2% w 50% alkoholu etylowym (12.5 ml)) [6]. Mieszanina peptonu
i wyciagu miesnego dostarcza azotu, witamin, mineratéw i aminokwasow niezbednych do wzrostu
bakterii. Mannitol jest zrodtem energii, zas chlorek sodu dostarcza elektrolitéw niezbednych dla
transportu i réwnowagi osmotycznej. Agar bakteriologiczny stosowany jest w pozywce jako srodek
zestalajacy [10].

Podloze Chapmana ma wtasciwosci wybidrczo-réznicujace, przeznaczone jest do izolacji gronkowcow.
Duze stezenia NaCl (7,5%) hamuje wzrost flory towarzyszacej,a zwlaszcza pateczek Gram-ujemnych.
Zachodzacy rozktad zawartego w podiozu mannitolu pozwala na wstepne réznicowanie gatunkow
w obrebie rodzaju Staphylococcus, zas dodatek do podtoza wskaznika (czerwieni fenolowej) sprawia,



ze bakterie rozktadajace mannitol rozrastaja sie w postaci zéttych kolonii [6]. Przy wartosci pH
ponizej 6,9 podtoze przybiera zo6tty kolor, w neutralnych wartosciach pH (6,9 do 8,4) ma kolor
czerwony, natomiast przy pH powyzej 8,4 -r6zowy [11].

Zdolnos¢ bakterii do wykorzystywania skrobi

Badanie przeprowadzane jest na ptytce agarowej w postaci tzw. posiewu pasmowego. Drobnoustroje
wytwarzajace enzymy amylolityczne maja zdolnos$¢ degradowania skrobi do dekstryn, maltozy
i glukozy. Obecnos¢ wydzielonych substancji sprawdza sie w reakcji z ptynem Lugola (tj. roztwoér
jodu w jodku potasu). Amylozy i amylopektyny bedace sktadnikami skrobi ulegaja reakcji z jodem,
w wyniku czego pojawia sie odpowiednio niebieskie i fioletowo-czerwone zabarwienie [1].

Proba na podlozu Hugh-Leifsona (H-L)

Metoda pozwala na okreslenie sposobu rozktadu cukréw przez drobnoustroje: czy jest to rozktad na
drodze fermentacji czy utleniania.

Wykonanie: badany szczep bakteryjny nalezy wysia¢ do dwoch probéwek zawierajacych
przygotowane podtoze H-L. Jedna z probowek zakrywa sie ptynna parafing. Bakterie, ktore nie sa
zdolne do rozktadu cukru nie zmieniaja barwy podioza. Bakterie wykorzystujace cukry w warunkach
tlenowych zmieniaja barwe podioza w probowce nie przykrytej warstwa parafiny, zas te
fermentujace cukier powoduja zmiane zabarwienia pozywki w obu probdwkach. W sktad podtoza H-L
wchodzi wskaznik (btekit bromotymolowy), ktory w warunkach niskiego pH wytworzonego na skutek
produkcji kwasnych produktow rozktadu cukru, zmienia barwe podtoza z koloru zielonego na zétty

[1].

Okreslanie zdolnosci bakterii do fermentacji laktozy lub glukozy (podloze Kliglera).

W pierwszych godzinach hodowli bakteryjnej na podtozu Kliglera drobnoustroje, ktére wykorzystuja
glukoze zakwaszajq podloze. Jezeli maja rowniez zdolnos$¢ fermentowania laktozy, w dalszym etapie
dochodzi do zmiany barwy podloza na z6tta. Jezeli zas bakterie nie moga korzysta¢ z laktozy
dochodzi do rozktadu aminokwasow zawartych w peptonie, w wyniku czego bakterie alkalizuja
srodowisko, co objawia sie zmiang barwy podloza na czerwona. Wydzielany w trakcie reakcji
toksyczny siarkowododr reaguje z jonami Fe** dajac siarczek zelaza, ktory powoduje zaczernienie
podtoza hodowlanego (zdjecie ponizej) [1].
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Zdjecie: Zmiany zabarwienia podtoza Kliglera [9].

Wykonanie: igta inokulacyjna nalezy pobra¢ niewielka ilo§¢ hodowli poszczegoélnych szczepow
bakterii (np. E.coli, S.aureus) i wykona¢ posiew ktuty i powierzchniowy wczesniej przygotowanego
podioza Kliglera. Zaszczepione probowki inkubowac¢ przez 24 godziny w temperaturze 37°C. Po
uplywie czasu inkubacji nalezy oceni¢ wzrost hodowli poszczegdlnych szczepow bakterii
w probdwkach biorac pod uwage zachodzace zmiany:

- 70ty skos i z6tty stupek oznacza fermentacje laktozy i glukozy,

- niezmieniona barwa podtoza oznacza brak fermentacji obu cukroéw,

- czerwony skos i zotty stupek oznacza fermentacje glukozy i brak fermentacji laktozy,
- zaczernienie podtoza oznacza wytwarzanie siarkowodoru,

- powstawanie gazu wewnatrz podtoza (niekiedy jego rozerwanie) wskazuje na wytwarzanie gazu
[8], [9].

Préba Voges-Proskauera (VP) i Metyl Red (MR)

Rozréznienie gléwnych grup bakterii Enterobacteriaceaemozna dokona¢ na podstawie ich
wlasciwosci biochemicznych i reakcjach enzymatycznych w obecnosci specyficznych substratéw
[12].

Proby VP i MR wykorzystywane sa w identyfikacji bakterii, ktore rozktadaja glukoze z wytworzeniem
wielu produktow posrednich (takich jak: kwasy organiczne, gazy czy alkohol etylowy). Obydwa testy
oparte sa na wykrywaniu specyficznych produktéw rozpadu weglowodandéw [13].

Proby MR i V-P przeprowadzane sa na tzw. podtozu Clarka, w sktad ktérego wchodzi glukoza
i pepton [1]. Metoda pozwala na oznaczanie typu fermentacji (odczyn MR) i wytwarzania acetoiny



(odczyn Voges Proskauera). Substratem reakcji jest glukoza, ktora jest fermentowana przez pateczki
z rodziny Enterobacteriaceae z wytworzeniem kwasnych produktéw - tzw. fermentacja kwasna.
Wskutek nagromadzenia sie produktow kwasnych w pozywce, dochodzi do obnizenia pH. Dodana do
pozywki czerwien metylowa zmienia barwe z z6ttej na czerwona (jest to dodatni odczyn MR). Inne
szczepy fermentuja glukoze z wytworzeniem produktéw obojetnych (np. glikol butylenowy)
i wowczas dodana do hodowli czerwien metylowa przybiera zabarwienie zotte (ujemny odczyn MR)
[14].

Wykonanie oznaczenia:

Hodowla bakterii prowadzona jest przez 72 godziny, po ktérej do probéwek dodawany jest roztwor
czerwieni metylowej. Pojawienie sie czerwonego zabarwienia swiadczy o dodatniej prébie MR
(obecnos¢ wysokiego stezenia kwaséw organicznych- fermentacja charakterystyczna dla E.coli).
Inkubacja w przypadku préby V-P prowadzona jest 48-godzin, w trakcie ktérej do probéwek
dodawany jest alkoholowy roztwoér a-naftolu, stezony roztwoér wodorotlenku potasu oraz roztwoér
kreatyny. Pojawienie sie czerwonego zabarwienia w gornej czesci hodowli $wiadczy o obecnosci
w probce acetoiny, ktéra w sSrodowisku zasadowym w obecnosci kreatyn i przy dostepie tlenu, ulega
utlenieniu do diacetylu. Diacetyl z kolei w obecnosci a-naftolu ulega reakcji z guaning zawarta
w peptonie dajac czerwone zabarwienie pozywki, co swiadczy o dodatniej probie V-P [1].

Podloze MacConkeya - izolacja pateczek Gram-ujemnych z materialow klinicznych

Agar zostat opracowany na przetomie XX wieku przez Alfreda Theodore MacConkey’a. Celem prac
byto znalezienie medium, ktoére pozwoli na selektywna identyfikacje wzrostu bakterii Gram-ujemnych
oraz na jednoczesne hamowanie wzrostu bakterii Gram-dodatnich. Dr MacConkey jako pierwszy
opracowatl pozywke zawierajaca w sktadzie glikocholan, laktoze i lakmus, ktéra inkubowato sie w 22
°C (1900r.). Formuta ta zostata szybko zmieniona przez zastapienie glikocholanu taurocholanem
i przez podniesienie temp. inkubacji do 42°C (MacConkey, 1901). Receptura zostalta ponownie
zmieniona, po sugestii zastosowania w pozywce wskaznika (Grunbaum and Hume, 1902). Koncowa
formuta pozywki zostata zaprojektowana w celu wspierania wzrostu bakterii Shigella [15].

Wykonanie:

W 1000 ml wody destylowanej rozpuscic¢ kolejno: pepton (20 g), chlorek sodu (20 g), dezoksycholan
sodu (0,9 g) oraz agar (17 g). Roztwor doprowadzi¢ do pH mieszczacego sie w granicy od 7.3 do 7.4,
po czym zagotowac. Calos¢ przesaczyc¢ i doda¢ barwniki tj.: 0,1% roztwor wodny czerwieni obojetne;
(3 ml) oraz 0,1% roztwdér wodny fioletu krystalicznego (1 ml). Roztwor poddac sterylizacji
w temperaturze 117°C przez 20 minut [6].

Zaawartos¢ w podtozu soli zétciowych oraz fioletu krystalicznego wptywa na hamowanie wzrostu
bakterii Gram-dodatnich. Z kolei obecnos$¢ laktozy pozwala na rdéznicowanie pateczek
laktozododatnich z tymi, ktére nie rozktadaja laktozy. W obecnosci zawartego w podtozu wskaznika
(czerwieni obojetnej), wskutek zaleznego od rozktadu laktozy zakwaszenia Srodowiska, kolonie
bakterii rozktadajacych laktoze barwia sie na kolor rézowy. Co wiecej, kolonie bakterii, ktore
aktywnie rozkladaja laktoze sa dodatkowo otoczone rézowa strefa wytraconych soli kwasow
z6lciowych. Pateczki laktozo-ujemne tworza bezbarwne kolonie [6].



Salmonella Shigella Agar jest modyfikacja podtoza Desoxycholate-Citrate Agar, opisanego przez
Leifsona. Zaliczane jest do podtozy umiarkowanie selektywnych, hamujgacych wzrost drobnoustrojow
Gram-dodatnich i Enterobacteriaceae (innych niz Salmonella i Shigella) ze wzgledu na zawarto$c¢
w swoim sktadzie soli zétciowych, zieleni brylantowej i cytrynianéw [16]. Zawarta w podtozu laktoza
pozwala odrézni¢ bakterie laktozododatnie. Dodawany do podltoza tiosiarczan sodowy jest zas
zroditem siarki gwarantujacym wykrycie szczepdéw wytwarzajacych siarkowodor (H,S). Siarkowodor
w reakcji z jonami Zelaza daje czarny strat zabarwiajacy srodek kolonii. Pateczki z rodzaju Shigella
na podtozu ,SS” rosna w postaci bezbarwnych kolonii, zas szczepy Salmonella (wytwarzajace
siarkowoddr) namnazaja sie w postaci bezbarwnych kolonii z zaczernieniem srodka [6].

Przygotowanie podloza SS (Salmonella Shigella Agar)

W 1000 ml wyciagu miesnego nalezy rozpusci¢ 10 g peptonu, chlorek sodu (5 g), z6¢ (8,5 g),
tiosiarczan sodu (8.5 g), cytrynian sodu (7,2 g), dezoksycholan sodu (2 g) oraz agar (15 g).Roztwor
doprowadzi¢ do pH mieszczacego sie w granicach do 7.3-7.4. Catos¢ zagotowac, po czym dodaé 1 g
cytrynianu zelazowego rozpuszczonego w 10 ml wody destylowanej, laktoze (10 g) i barwniki: 1%
wodny roztwor czerwieni obojetnej (2,5 ml) oraz 0,05% wodny roztwor zieleni brylantowej (0,66 ml).
Otrzymana pozywke rozla¢ na plytki (nie sterylizowac) [6].
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