Metodyka identyfikacji
mikroorganizmow

Bakterie

Obserwacja makroskopowa

W przypadku identyfikacji bakterii duza role odgrywa wstepne
przeanalizowanie charakterystycznych cech wzrostu kolonii.
Nalezy przy tym zwrdcié¢ uwage na jej kolor, wielkos$¢, ksztatt,
umiejscowienie w pozywce (bakterie beztlenowe rosng wewngtrz
albo pod pozywka), przejrzystos¢ kolonii oraz jej strukture po
zetknieciu z oczkiem ezy (ziarnista, wtoknista, krucha,
ciaggngca sie). Na tej podstawie mozna wstepnie stwierdzié czy
kolonie nalezg do tego samego gatunku i ograniczy¢ liczbe
szczepbw mikroorganizméw, ktore po zabezpieczeniu przeszczepia
sie do dalszych badan (Buchanan & Gibbon,1974; Drewniak i
Drewniak,1996; Kocwowa,1979).

Obserwacja mikroskopowa

W tym celu barwi sie mikroorganizm metodg Grama, a nastepnie
bada preparat ,pod immersja” przy wykorzystaniu mikroskopu
Swietlnego. Na podstawie ksztattu (ziarniaki, pateczki itp.),
wielkosci, wzajemnego uktadu komérek (dwoinki, tetrady,
Xancuszki itp.), obecno$ci przetrwalnikéw (i ich usytuowania w
komorce) oraz zabarwienia (rézowe — Gram-, fioletowe — Gram+),
mozna stwierdzi¢ do jakiej grupy bakterii nalezy
identyfikowany szczep.

Obserwacja mikroskopowa umozliwia wykazanie obecno$ci ruchu
mikroorganizmu, w kropli np. ptynu Lugola pod powiekszeniem
40x. Rozréznia sie ruch rzeczywisty bakterii od ruchéw
molekularnych, wynikajacych ze zjawisk fizycznych, okreslanych
»ruchem biernym” (Buchanan & Gibbon,1974; Drewniak 1
Drewniak, 1996; Kocwowa,b1979).
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Testy biochemiczne

Korzystano z mikrometod metabolicznych wg Kocwy do szybkiego
oznaczania wtasciwos$ci biochemicznych bakterii. Powyzsze testy
opracowane w latach 1962-65, okazaty sie tansze, prostsze i
szybsze od dotychczas stosowanych. Kolejng bardzo wazng ich
zaletg byta mozliwo$¢ przeprowadzania oznaczen w warunkach
niesterylnych. Mikrometody metaboliczne polegajg na stosowaniu
podtozy wytgcznie nieodzywczych, hamujgcych wzrost bakterii,
dzieki czemu eliminuje sie reakcje wtdédrne i uniemozliwia
rozw0j ewentualnych zakazen. Opierajg sie one na zasadzie
reakcji enzymu zawartego w masie bakteryjnej z substratem
obecnym w zelu agarowym. Technika mikrotestéow metabolicznych
jest bardzo prosta. Zamiast stosowaé¢, ptynna hodowle
drobnoustrojéw w probowkach, co ma miejsce w przypadku
makrometod i oczekiwaé¢ na wzrost oraz powstanie poszukiwanego
zwigzku, uzywa sie masy bakteryjnej, wyhodowanej na agarze
skosnym, jako zrédta gotowych juz enzyméw. Naktada sie jg w
postaci kolonii na powierzchnie podtoza. Przedmiotami
dziatania enzymdéw s3g rézne substraty (cukier, alkohol,
glikozyd, mocznik, tryptofan, cystyna itp.) zawarte w zelu
agarowym (bez substancji odzywczych). W tym celu mase
bakteryjna umieszcza sie na mikrotescie, w wyniku dyfuzji
enzymu do substratu i odwrotnie powstaje metabolit, ktory
mozna wykry¢ za pomocg uprzednio wprowadzonego do agaru
indykatora, 1lub po dodaniu odczynnikéw, po uptywie
odpowiedniego czasu. JesSli wskaznik znajduje sie w zelu
agarowym, reakcja wystepuje w formie okragtej, zabarwionej
strefy naokoto ,kolonii” z masy bakteryjnej. Wieksza ilos¢
produktu reakcji enzymatycznej, powoduje silniejsze
przebarwienie.

W przypadku prowadzonych identyfikacji wykorzystywano
mikrotest na wykrywanie fermentacji substancji cukrowych.
Zastosowano modyfikacje indykatora, zastepujgc CaCO; roztworem

btekitu bromotymolowego, ktdry zmienia zabarwienie pod wptywem
zakwaszenia Srodowiska z niebieskiej na z6*ta (niebieska barwa



przy pH = 7,6, z6tta przy pH = 6,0) (Kocwowa,1979).
Plesnie
Obserwacja makroskopowa

Polega ona na scharakteryzowaniu wygladu kolonii czystej
kultury plesniowej rosngcej na pozywce brzeczkowej. Opis
obejmuje barwe kolonii i rewersu, jej wygladu (spils$niona,
meszkowata, watowata), wysoko$ci, oraz innych cech
charakterystycznych dla wzrostu badanego szczepu.

Obserwacja mikroskopowa

Przeprowadza sie pod powiekszeniem obiektywu 40 lub 60x.
Fragment grzybni pobrany ezg, umieszcza sie w kropli pitynu
Lugola lub fizjologicznego na szkietku podstawowym. Po
przykryciu szkietkiem nakrywkowym, przystepuje do badania
mikroskopowego, obserwujgc cechy charakterystyczne szczepu tj.
barwe strzepek, obecnos¢ septowania grzybni (przyporzgdkowanie
grzyba do odpowiedniej klasy), ksztatt i wielkos¢ zarodni oraz
zarodnikdéw, ich wumiejscowienie, obecnos$¢ chwytnikodw
(rhizoiddéw). Na tej podstawie okres$la sie pod wzgledem
przynaleznosci badany szczep, przy uzyciu odpowiedniego klucza
identyfikacyjnego.

Drozdze
Obserwacja makroskopowa

Obserwuje sie cechy charakterystyczne rosngcej, czystej
kultury do ktérych naleza kolor kolonii, jej wyglad,
konsystencja, ewentualnie zapach.

Obserwacja mikroskopowa

W tym celu umieszcza sie badany szczep w kropli pitynu Lugola
pod powiekszeniem obiektywu 40 lub 60x. Cechami ktére mozna
oceni¢ sg wielko$¢ komérek, mierzona za pomocag okularu
mikrometrycznego lub przeliczana ze wzoru:



Podczas mikroskopowania wazne jest rdwniez stwierdzenie
ksztattu drozdzy (kuliste, owalne, cytrynkowate, podtuzne),
oraz typu rozmnazania bezptciowego poprzez pagczkowanie, albo
podziat. Paczki mogag tworzy¢ sie w rdéznych miejscach komdrki
macierzystej (polarnie, rdéwnikowo) i w zmiennej ilosSci w
koAcowym etapie organizm potomny odrywa sie lub pozostaje
dalej potaczony z ,Matka” tworzgc z czasem wieksze skupisko
(kolonie) drozdzy. Zdolnos$¢ ta jest charakterystyczna dla
kazdego rodzaju drozdzaka. Drugi typ rozmnazania jest
charakterystyczny jedynie dla kilku szczepoOw
Schizosaccharomyces, 1 polega na poprzecznym dzieleniu sie
komérki. Inng cechg mozliwg do zaobserwowania podczas
obserwacji mikroskopowej jest tworzenie grzybni 1lub
pseudogrzybni, ktére mozna zaobserwowaé¢ jako drobne
drzewkowate struktury (Drewniak i1 Drewniak,1996).

Zarodnikowanie drozdzy

Jednym ze sposobdw rozmnazania umozliwiajgcym niektdrym
gatunkom, przetrwanie niesprzyjajacych warunkéw otoczenia,
jest tworzenie zarodnikdéw w sposéb bezptciowy lub ptciowy. W
pierwszym przypadku, nastepuje po przeszczepieniu silnie
rosngcej kultury na specyficzng pozywke tj. agar Gorodkowa,
agar octanowy, agar z ekstraktem stodowym itp. Askospory
powstajg wowczas wokdét dzielgcego sie jadra. W drugim dochodzi
do potgczenia dwéch komdrek, w wyniku czego powstaje zygota
(worek). W jej wnetrzu tworzg sie zarodniki. Ksztat*t (od
kulistych po kapeluszowate i igietkowate), liczba (od jednego
do 32) i utozenie zarodnikédw stanowig ceche rozpoznawcza
gatunku. Askospory wykazuja wiekszg odpornos¢ na niekorzystne
warunki otoczenia niz komdrki wegetatywne, lecz mniejszg niz
przetrwalniki bakterii. Niszczy je =zabieg pasteryzacji.
Drozdze posiadajgce zdolnos$¢ wytwarzania zarodnikow
klasyfikuje sie do klasy workowcdw (Ascomycetes) pozostate do
klasy grzybéw niedoskonatych (Deuteromycetes) (Barnett,1983;
Praca zbiorowa,1993).

Testy biochemiczne



Celem jest scharakteryzowanie badanego szczepu pod wzgledem
jego zdolnosci do wzrostu w zmiennych warunkach i
wykorzystywania réznych Zzrédet wegla, azotu i innych
sktadnikdéw. Podstawowym testem jest sprawdzanie mozliwosci
utylizowania cukrow beztlenowo tzw. préby fermentacyjne, co
polega na szczepieniu drozdzami pozywek pitynnych zawierajgcych
w swoim sktadzie rézne weglowodany. Przy braku tlenu cukry sa
przeksztatcane podczas procesu fermentacji przez niektdre
gatunki w rézne produkty tj. kwasy organiczne, alkohole itp.,
a finalnie - dwutlenek wegla, ktdéry zbiera sie wewngtrz
probéowek w rurkach Durhama. Ponad potowa wszystkich gatunkéw
drozdzy posiada zdolnos¢ odfermentowywania przynajmniej D-
glukozy, w przypadku fermentacji alkoholowej reakcja zachodzi
wedtug schematu:

Kolejnym podstawowym testem stuzgacym do identyfikacji
omawianych mikroorganizméw jest grupa testéw asymilacyjnych.
Wykonywane sg w warunkach tlenowych i badajg zdolnos$¢ danego
gatunku do wykorzystywania jedynego Zrédta wegla lub azotu. W
przypadku okreslania asymilacji sktadnikéw organicznych jako
zrodta wegla, stosuje sie weglowodany, alkohole jedno- i
wielowodorotlenowe, oraz kwasy organiczne. Wszystkie drozdze
potrafig wykorzystywa¢ glukoze jako zrdédto wegla, stad stanowi
ona kontrole pozytywna, negatywng natomiast jest proébdwka
zawierajgca pozywke bazowg bez Zrédta wegla. Test moze by¢
przeprowadzony jedna z trzech metod: na pozywkach ptynnych,
auksanogramami (metoda posypowa), Llub replikacji ptytek. W
oznaczeniach do pracy magisterskiej wykorzystywano pierwszg ze
wspomnianych wersji analiz.

Drozdze miedzy sobg rdéznig sie zapotrzebowaniem na egzogenne
Zzrédto pewnych witamin, co sprawdza sie stosujgc testy
okreslajgce zdolno$¢ wzrostu przy deficycie pojedynczych
witamin lub przy catkowitym ich braku. Wiekszo$¢ gatunkdw
wymaga do swojego wzrostu obecnosSci przynajmniej dwdch z nich:
biotyny i tiaminy.

Niektore szczepy drozdzy (np. z rodzaju Cryptococcus)



charakteryzujg sie wytwarzaniem sk*adnikéw skrobiopodobnych na
pozywkach z glukozg i sg *atwe do wykrycia poniewaz tworza
barwne, fioletowe kompleksy w obecno$ci ptynu Lugola
(Barnett,1983).

Dla oséb szukajgcych pomocy w pisaniu prac z réznych dziedzin
polecamy serwis pisanie prac z prawa, administracji,
zarzadzania, marketingu, pedagogiki i wielu innych dziedzin.
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