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Properties and uses of bacteriological media

Abstract: 'The aim of this article was to collate information about bacteriological media, presenting their composition, properties and
the resultingpossible applications of a particular medium or group of media in bacteriological diagnostics. The most important groups
of culture media were classified basing on their composition (synthetic, semi-synthetic and natural), consistency (liquid, semi-solid,
solid), nutrient content (minimum, nutrient-enriched) and use (transport, nutrient, selective, differential, selective-differentiating, for
susceptibility testing). Taking into account the practical aspect, much space is devoted to the classification of culture media based on their
possible use. For each group, several examples of culture media with their major components and bacterial species for which they are
intended are given. Brief information about the quality assurance and control of media during their preparation, transport and storage is
also presented.
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1. Wstep

Hodowla bakterii uznawana jest za ,,ztoty standard”
w diagnostyce bakteriologicznej. Umozliwia m.in.
wstepng identyfikacje bakterii poprzez okreslenie ich
wlasciwosci biochemicznych, oznaczenie lekowrazli-
wosci oraz stanowi zrédto materiatu do badan mole-
kularnych. Aby hodowla spetniata swoje zadanie, pod-
toza nalezy dobra¢ do wymagan patogenéw obecnych
w badanym materiale, zapewniajac im optymalne
warunki wzrostu. Kontrola jakosci podtozy mikrobio-
logicznych jest jednym z podstawowych elementéw pro-
gramu zapewniania jakosci w laboratorium mikrobiolo-
gicznym, jednak na ich uzytecznos¢ sktada sie nie tylko
odpowiednie przygotowanie i przechowywanie, ale i do-
branie pozywki do rodzaju badanego materiatu [18, 19].

W celu zapewnienia wlasciwych warunkéw rozwoju
bakterii podtoza musza spelnia¢ szereg wymagan. Moga
sie one od siebie znaczaco rozni¢, jednak wszystkie
powinny zawiera¢ odpowiednig ilo§¢ przyswajalnych
form pierwiastkéw biogennych: C, O, H, N, P, §, zZrédet
energii, soli mineralnych, mikroelementéw: Zn, Mn,
Cu, Mo, Co, Ni oraz innych substancji potrzebnych do
wzrostu bakterii, takich jak witaminy i aminokwasy.

Ponadto, musza odznacza¢ si¢ odpowiednim poten-
cjalem oksydoredukcyjnym, ci$nieniem osmotycznym
i pH. Wigkszos¢ bakterii wykazuje najobfitszy wzrost
na podtozach o odczynie oboj¢tnym, jednak niektdre
wymagaja szczegolnie niskiego lub wysokiego pH. Pod-
foza powinny by¢ réwniez jednorodne i przejrzyste,
o ile w ich sktad nie wchodzg zwigzki nierozpuszczalne,
np. CaCO, lub ttuszcze. Podloza specjalne, przezna-
czone dla wybranych grup bakterii, zawieraja dodat-
kowo skladniki selekcyjne lub réznicujace [6, 18].

Hodowle bakterii obligatoryjnie wewnatrzkomor-
kowych, ktérym tradycyjne podloza bakteriologiczne
nie s3 w stanie zapewni¢ wlasciwych warunkdéw roz-
woju, prowadzone sg w zarodkach kurzych lub hodow-
lach komoérkowych. Do tej grupy zaliczaja sie¢ m.in.
Chlamydia spp., Coxiella spp., Rickettsia spp. i Myco-
bacterium leprae [2, 3, 5].

2. Przygotowywanie i przechowywanie podlozy

Podtoza mikrobiologiczne dzielimy na dwie grupy:

« przygotowywane w laboratorium ze sktadnikow
podstawowych lub komercyjnie dostepnych gra-
nulatéw i odwodnionych proszkow,
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« gotowe do uzycia, w probéwkach lub na ptytkach
Petriego.

Jesli podloza przygotowywane sg w laboratorium, to
wlasnie na nim spoczywa odpowiedzialnos$¢ za jakos¢
przygotowywanych pozywek. W przypadku podiozy
komercyjnych producenci zobowiazani sg do kontroli
jakosci swoich produktow, czego potwierdzeniem jest
certyfikat przedstawiajacy jej wyniki. Certyfikaty dla
skladnikow podstawowych i podiozy w proszku odno-
szg sie tylko do takiej postaci, jaka zostala dostarczona
do laboratorium, poniewaz wilasciwosci ostatecznej
postaci pozywki zaleza takze od sposobu jej przygo-
towania. Bez wzgledu na to, czy podtoza pochodzg od
wytworcdw komercyjnych, czy powstaja w laborato-
rium, nalezy zapewni¢ nadzdér nad wszystkimi czyn-
nikami i etapami przygotowania, ktére maja wplyw
na wilasciwosci fizyko-chemiczne i uzytkowe podlozy.
Nadzor ten obejmuje standaryzacje produkeji i prze-
chowywania podlozy oraz wdrozenie programu kon-
troli ich jakosci [13, 19, 20].

Do najistotniejszych elementéw wplywajacych na
jakos¢ pozywek nalezg [9, 13, 19, 20]:

o zastosowane surowce lub podfoza sypkie, ktore
powinny by¢ przechowywane w szczelnych po-
jemnikach w przewiewnym, chlodnym i ciemnym
miejscu,

 woda, ktdrej pH powinno zawiera¢ sie¢ w zakre-
sie 5,5-7,5, a przewodno$¢ wlasciwa mierzona
w 25°C wynosi¢ nie wiecej niz 25 uS/cm - prze-
wodno$¢ zalezy wprost proporcjonalnie od za-
wartosci jonow soli, w tym jonow miedzi, ktore
hamujg wzrost drobnoustrojow,

« sktad pozywki - odpowiednie proporcje poszcze-
gblnych sktadnikéw warunkujg wlasciwosci od-
zywcze i uzytkowe,

* sposob przygotowania pozywki zgodny z obowia-
zujacymi procedurami i udokumentowany tak, by
umozliwi¢ odtworzenie przebiegu wytwarzania
danej partii,

o przebieg procesu sterylizacji przeprowadzanej za
pomocg pary wodnej pod ci$nieniem lub filtracji,

« opakowanie, warunki transportu i przechowywa-
nia zapewniajgce stabilno$¢ wlasciwosci pozywki:
zabezpieczajace przed kontaminacja, uszkodze-
niami mechanicznymi, odwodnieniem skutkuja-
cym zmiang st¢zenia poszczegdlnych skladnikow,
destrukcyjnym dziataniem $wiatla, ktore przy
dluzszej ekspozycji moze doprowadzi¢ do zmiany
sktadu chemicznego poprzez niepozadane reakcje
miedzy sktadnikami podloza lub ich degradacje,
skrajnymi temperaturami — zbyt wysoka tempera-
tura moze doprowadzi¢ do degradacji lub zmian
stezenia komponentow, zbyt niska do wytracenia
niektorych sktadnikéw, a duze wahania tempera-
tury do nadmiernej kondensacji wody.
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Aby umozliwi¢ pelna identyfikacje danej serii po-
zywki, kazde naczynie z podlozem (plytka, kolba,
butelka czy probéwka) powinno by¢ opisane jego nazwa
oraz datg przygotowania lub data waznosci partii,
z ktorej pochodzi [19].

3. Kontrola jakosci

Jakos¢ podlozy determinuje mozliwos¢ wykrycia
bakterii w badanym materiale, ich prawidtowa iden-
tyfikacje oraz oceng lekowrazliwosci. Nawet najlepiej
dobrane do profilu badania podtoze moze sprawi¢, ze
uzyskany wynik nie bedzie wiarygodny, jesli pozywka
bedzie zlej jakosci. Od laboratoriéw mikrobiologicz-
nych wymaga si¢ przeprowadzania kontroli podiozy
niezaleznie od zZrddta pochodzenia w celu potwierdze-
nia ich jakosci i kwalifikacji dostawcéw. Wymagania
te zawarte s3 w normach PN-EN ISO/IEC 17025:2007
i PN-EN ISO 15189:2015-05. W celu zapewnienia wia-
rygodnosci wynikow wszystkie laboratoria powinny
kontrolowac¢ jakos¢ pozywek, nawet jesli nie wdrazaja
systemu zarzadzania jakoscig [14, 15, 19].

Na kontrole jakosci podlozy sktada sie kilka etapow:
ocena ogolna, ocena szczegdtowa, a w przypadku pod-
fozy komercyjnych takze ocena wstepna. Dopiero po
pomyslnym przejéciu wszystkich etapéw kontroli dana
partia pozywki moze by¢ przeznaczona do uzytku [13].

Wstepna kontrola dostawy polega na kazdorazo-
wym sprawdzeniu certyfikatu jakosci oraz dokumenta-
cji opisujgcej warunki transportu. Certyfikat powinien
zawiera¢ nazwe producenta, nazwe podioza, numer
serii, date waznosci, opis jego wlasciwosci fizyko-che-
micznych (barwy, pH) i mikrobiologicznych (morfo-
logii kolonii danego gatunku na podtozu oraz wykaz
zastosowanych szczepow kontrolnych). Ponadto, labo-
ratorium powinno odnotowywac date dostawy i wizu-
alnie oceni¢ opakowanie transportowe pod katem jego
oznakowania i szczelno$ci [9, 19].

Kontrola ogélna obejmuje sprawdzenie jatowosci
oraz okreslenie wtasciwosci fizycznych i chemicznych
podlozy. Weryfikuje si¢ takze stopien wypelnienia opa-
kowania pozywka sypka, forme¢ wypetnienia i grubos¢
warstwy agaru dla pozywki stalej lub objetos¢ pozywki
plynnej. Ocenie podlega pH oraz wyglad zewnetrzny:
klarowno$¢, jednorodnos$¢, zabarwienie, obecnosé
artefaktow i stopien rozdrobnienia podlozy sypkich.
Do najczesciej spotykanych nieprawidtowosci naleza:
niewystarczajaca ilo$¢ pozywki w plytce/butelce/pro-
béwce, uszkodzenia mechaniczne plytek, oderwa-
nie pozywki stalej od dna plytki, zamrozenie agaru,
chropowato$¢, obecno$¢ pecherzykéw lub pekniec¢ na
powierzchni agaru, nadmiar wilgoci lub odwodnienie,
nietypowe zabarwienie, hemoliza krwi oraz kontami-
nacja widoczna makroskopowo [9, 13, 19].
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Kontrola szczegdtowa polega na ocenie wlasciwosci
mikrobiologicznych, inaczej nazywanych uzytkowymi.
W celu jej przeprowadzenia stosuje si¢ szczepy kontro-
Ine pochodzace ze stowarzyszonych w ECCO (Euro-
pean Culture Collection’s Organization) lub WFCC
(World Federation for Culture Collection) kolekcji
kultur takich jak np. ATCC (American Type Culture
Collection), DSM (Deutsche Sammlung von Mikro-
organismen) lub brytyjskie NCTC (National Collec-
tion of Type Culture). Zestaw szczepéw odniesienia
powinien sklada¢ si¢ ze szczepdw kontroli dodatniej,
nazywanych szczepami docelowymi, stabo dodatniej
i ujemnej. Ten etap kontroli ma na celu zbadanie inten-
sywnosci wzrostu bakterii, stopnia zahamowania flory
towarzyszacej oraz sprawdzenie czy na danym podiozu
szczep wzorcowy wykazuje charakterystyczne dla siebie
wlasciwosci fizjologiczne i biochemiczne [9, 13, 19].

4. Podzial podlozy

Sprawnie dzialajgce laboratorium powinno dys-
ponowa¢ najmniejszg mozliwg liczbg rodzajow pod-
tozy, niezb¢dna do wykonywania badan o okreslonym
profilu, a kategoryzacja podiozy ulatwia ich odpo-
wiednie dobranie. W zalezno$ci od potrzeb stosuje
sie wiele klasyfikacji podlozy, odnoszacych sie do ich
sktadu, konsystencji, zawartosci substancji odzywczych
i zastosowania. Ze wzgledu na znaczenie praktyczne,
najszerzej omowiono podzial podtozy pod katem ich
zastosowania [17, 20].

4.1. Podzial ze wzgledu na sktad chemiczny

Pod wzgledem sktadu chemicznego podioza dzielg
sie na naturalne, pétsyntetyczne i syntetyczne. Pozywki
naturalne sporzadza sie¢ na bazie skladnikéw pocho-
dzenia naturalnego, takich jak hydrolizaty biatek czy
wyciagi z tkanek (np. miesni, watroby) lub warzyw.
Ich obecno$¢ sprawia, ze sklad chemiczny tej grupy
podlozy nie jest w pelni zdefiniowany. Podtoza synte-
tyczne, w przeciwienstwie do naturalnych, charakteryzuje
$cidle okreslony sklad chemiczny. Podloza pdtsynte-
tyczne posiadajg zaréwno skladniki syntetyczne, jak
i pochodzenia naturalnego [10, 19].

4.2. Podzial ze wzgledu na konsystencje

Ze wzgledu na konsystencje podloza bakteriolo-
giczne mozemy podzieli¢ na: plynne - stuzace gtéwnie
do namnazania, pélplynne, zawierajace 0,1-0,7% agaru
- przeznaczone dla mikroaerofili, oraz podloza stale
0 1,5-2% zawartosci agaru — umozliwiajace izolacje czy-
stych kultur i obserwacje wygladu kolonii. Poczatkowo
do hodowli bakterii stosowane byly jedynie podloza
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plynne, np. Ludwik Pasteur stosowatl proste pozywki na
bazie wyciggdw z moczu i miesa. Dopiero Robert Koch
rozpoczal prace nad otrzymaniem podloza stalego,
wykorzystujac w tym celu m.in. skrobig, skoagulowane
albuminy jaja kurzego czy zelatyne. Ostatecznie zasto-
sowanie agaru zasugerowala mu zona jednego ze wspot-
pracownikow, Fannie Eilshemius Hesse. Na przewage
agaru nad innymi srodkami zestalajgcymi sktada sie jego
wysoka temperatura topnienia oraz fakt, ze wiekszos$¢
drobnoustrojoéw nie jest w stanie go roztozy¢ [7, 10].

4.3. Podzial ze wzgledu na zawartos¢ substancji
odzywczych

Stosowany jest rowniez podziat podlozy na podsta-
wie zawartosci substancji odzywczych. Pozywki mini-
malne (inaczej: podstawowe), zawieraja jedynie nie-
zbedne sktadniki pokarmowe, pozwalajace podtrzymy-
wac zywotno$¢ bakterii. W sktad podtozy odzywczych
(inaczej: pelnych) wchodza wszystkie substancje odzyw-
cze, ktdre sa niezbedne do zapewnienia dobrego wzro-
stu bakterii. Podloza wzbogacone zawierajg dodatkowe
substancje wzrostowe, takie jak krew, surowica, wyciag
z watroby, plyny wysiekowe lub mleko, dzieki czemu
umozliwiaja wzrost bakterii wymagajacych [10, 17].

4.4. Podzial ze wzgledu na zastosowanie

Ze wzgledu na zastosowanie wyrdznia si¢ siedem
gléwnych grup podtozy:

1) transportowe — minimalne, utrzymujgce Zywotnos¢
drobnoustrojow w czasie transportu,

2) transportowo-wzrostowe — odpowiednie do namna-
zania drobnoustrojéw podczas przechowywania,
transportu i inkubacji materiatu klinicznego

3) namnazajace - bogate, odpowiednie do namnazania
wielu grup bakterii,

4) selektywne - inaczej wybidrczo-namnazajace, z do-
datkiem substancji umozliwiajacych wzrost okreslo-
nego rodzaju/gatunku i hamujacych wzrost pozosta-
tych drobnoustrojow,

5) réznicujace - inaczej izolacyjne, w ich sklad wchodzi
indykator, dzieki ktéremu na podstawie wybranych
cech pozwalajg rozrézni¢ okreslone grupy bakterii,

6) wybiorczo-rdznicujace, ktore tacza wasciwosci pod-
tozy selektywnych i réznicujacych,

7) podioza do badania lekowrazliwosci drobnoustro-
jow [18].

1) Podloza transportowe

Podtoza nalezace do tej grupy uzywane sa do trans-
portu probek materiatu klinicznego i szczepow bak-
terii do laboratorium. Klasyczne podloza transportowe
utrzymuja zywotno$¢ bakterii, ale nie pozwalaja na ich
namnozenie [17].
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Najszerzej stosowanymi podtozami transportowymi
s3 uniwersalne podtoza Stuarta i Amiesa oraz - sto-
sowane gléwnie do probek kalu - podloze Caryego-
-Blaira, poniewaz sg one odpowiednie do przecho-
wywania zaréwno bakterii tlenowych, beztlenowych,
jak i wzglednie beztlenowych. Za utrzymanie niskiego
potencjatu redukcyjnego, umozliwiajacego przezycie
beztlenowcow, odpowiada dodatek tioglikolanu sodu.
Niektére bakterie, np. Bordetella pertussis, sa bar-
dzo wrazliwe na zmiany czynnikéw srodowiskowych
i ging juz w kilka godzin po pobraniu materiatu, dla-
tego wymagaja specjalnych podlozy transportowych.
Przy podejrzeniu krztusca material nalezy pobiera¢ na
potptynne podloze Regan-Lowe, zawierajace dodatek
wegla drzewnego i krwi konskiej, w dwdch powtorze-
niach: z antybiotykiem (cefaleksyng lub metycyling),
ktéry zahamuje wzrost flory towarzyszacej oraz bez
dodatku antybiotyku, po czym jak najszybciej nalezy
przesia¢ material na podtoze Bordeta-Gengou [4, 17].

Istniejg takze podioza wzbogacone, nazywane
transportowo-wzrostowymi, ktére sa odpowiednie do
namnazania bakterii w czasie przechowywania, trans-
portu oraz pdzniejszej inkubacji materialéw klinicz-
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nych. Moga one zawiera¢ dodatek substancji neutra-
lizujacych aktywno$¢ antybiotykow, a niektore z nich
maja charakter dwufazowy - stanowia polaczenie pod-
Yoza stalego i ptynnego, na ktérym mozliwe jest szybsze
zaobserwowanie wzrostu bakterii [17].

2) Podloza namnazajace

Podloza bogate, stwarzajace dogodne warunki dla
wzrostu wielu rodzajow bakterii, nazywane sa podto-
zami namnazajgcymi. Przykladami pozywek namna-
zajacych sa: bulion odzywczy, w skltad ktérego wcho-
dzi wyciag z miesa i woda peptonowa (pepton, NaCl
i woda) oraz bulion glukozowy, ktéry rézni sie od
bulionu odzywczego jedynie dodatkiem glukozy [10].

3) Podloza selektywne (wybidrczo-namnazajace)
Zadaniem podlozy wybidrczo-namnazajacych jest
stworzenie dogodnych warunkéw do wzrostu okreslo-
nych bakterii przy réwnoczesnym zahamowaniu roz-
woju pozostatych. Przyklady pozywek selektywnych
wraz z ich najwazniejszymi skladnikami i grupami
bakterii, do ktérych wzrostu sg przystosowane, przed-
stawiono w tabelachIailb [2,4, 16,17, 21].

Tabela Ia

Wybrane podloza selektywne (wybidrczo-namnazajace) dla bakterii Gram-ujemnych

(ang. Modified Thayer-
-Martin)

Neisseria meningitidis

nystatyna, trimetoprim

Nazwa Bakterie Czynniki wybidrcze Pozostale istotne sktadniki
Agar czekoladowy Haemophilus influenzae, Neisseria | Czynniki X (hemina) i V (NAD) | Enzymatyczny hydrolizat kazeiny
gonorrhoeae, Brucella abortus ze zdenaturowanej krwi baraniej, | i tkanek zwierzecych, wyciag
i inne bakterie wymagajace w modyfikacji dla drozdzowy
Haemophilus spp., bacytracyna
Podloze MTM Neiserria gonorrhoeae, Wankomycyna, kolistyna, Hemina, NAD, hemoglobina,

witaminy

Podloze Roiron

Neiserria gonorrhoeae

Wankomycyna, kolistyna,
amfoterynyna B

Enzymatyczny hydrolizat kazeiny,
osocze konskie, glukoza

Brucella agar

Brucella spp.

Mieszanina antybiotykow:
polimyksyna B, bacytracyna,
kwas nalidyksowy, nystatyna,

wankomycyna, cykloheksamid

Enzymatyczny hydrolizat kazeiny
i tkanek zwierzecych, wyciag
drozdzowy, glukoza (w wersji
statej 10% odwloknionej krwi
konskiej)

(B-G)

Agar BCYE Legionella spp., Tatlockia spp., Mieszanina antybiotykdw: Chlorowodorek L-cysteiny, kwas

(ang. Buffered Charcoal | Fluriobacter spp. cefamandol, polimyksyna B, a-ketoglutarowy, pirofosforan

east Extract Agar) anizomycyna zelaza, wyciag drozdzowy, wegiel
drzewny

Agar Bordeta-Gengou | Bordetella spp. Metycylina, cefaleksyna Krew konska lub barania, wyciag

z ziemniakdw, glicerol

Agar BCSA
(ang. Burkholderia
cepacia Selective Agar)

Burkholderia cepacia

Fiolet krystaliczny, polimyksyna B,
gentamycyna, wankomycyna

Pepton, laktoza, sacharoza

(ang. Selenite F Broth)

Salmonella i Shigella)

Podloze CCDA (ang. | Campylobacter spp. — kolonie Deoksycholan sodu, cefoperazon, | Aktywowany wegiel drzewny,
Charcoal, Cefoperazone, | wypukle (C. jejuni - mozliwy amfoterycyna B siarczan zelaza (II), pirogronian
Deoxycholate Agar) wzrost mglawicowy) sodu

Bulion SF Salmonella spp., Shigella spp. Selenin sodowy (wzmaga wzrost | Hydrolizat kazeiny, laktoza
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Tabela Ia - c.d.

(ang. Colistin Nalidixic
Acid Agar)

(gt. Staphylococcus spp.,
Streptococcus spp., Listeria spp.)

Nazwa Bakterie Czynniki wybidrcze Pozostale istotne sktadniki
Podloze SS Salmonella spp., Shigella spp. Sole kwaséw zotciowych, Laktoza (do odrdzniania pateczek
(Salmonella- - kolonie bezbarwne, szczepy cytrynian laktozododatnich), tiosiarczan
-Shigella agar) Salmonella wytwarzajace H,S sodu

- z zaczernionym $rodkiem
Podloze Simmonsa Enterobacteriaceae zdolne do Cytrynian sodowy, Siarczan amonowy

wykorzystywania cytrynianu jako | blekit bromotymolowy

zrédla wegla — kolonie niebieskie
Podloze z cetrimidem | Pseudomonas spp. Cetrimid Enzymatyczny hydrolizat zelaztyny
Pétplynne podloze Leptospira spp. — zmetnienie Pepton, surowica krélicza Wyciag miesny
Fletchera gornej warstwy pozywki (wspierajg wzrost Leptospira)
Podloze BSK II Borrelia spp. Bardzo wolny wzrost kretkéw Ok. 60 sktadnikéw, m.in.
(Barboura-Stoennera- (inkubacja do 3 miesigcy) aminokwasy, witaminy, elektrolity,
-Kellyego II) surowica krolicza
Agar CHAB Francisella tularensis Zhemolizowana krew barania Wycigg sercowo-mozgowy
(ang. Cysteine Heart i chlorowodorek cysteiny
Agar with Blood)

TabelaIb
Wybrane podloza selektywne (wybidrczo-namnazajace) dla bakterii Gram-dodatnich

Nazwa Bakterie Czynniki wybidrcze Pozostale istotne sktadniki

Agar CNA Bakterie Gram-dodatnie Kolistyna, kwas nalidyksowy Krew barania

Bulion LE
(ang. Listeria
Enrichment Broth)

Listeria spp.,
ew. Staphylococcus spp.

Tiocyjanian potasu lub chloro-
wodorek akryflawiny, w modyfi-
kacjach takze: kolistyna, kwas
nalidyksowy, cykloheksamid

Pepton, glukoza, witaminy

PALCAM agar - agar
selektywny wg Nettena
(ang. Listeria Selective
Agar Base)

Listeria spp. — kolonie oliwkowo-
zielone lub czarne, otoczone
czarng strefa (rozklad eskuliny),
ew. mannitolododatnie
gronkowce (z6lte)

Akryflawina, chlorek litu,
antybiotyki (polimyksyna
i ceftazydym)

Mannitol, eskulina, sole zelaza

Agar CCF

(ang. Cycloserine-
-Cefoxitin-Fructose
Agar)

Clostridium difficile - kolonie
z0lte, przypominajace matowe
szklo na tle rézowego podloza,
zapach konskiego nawozu

Cykloseryna, cefoksytyna

Fruktoza

Loewensteina-Jensena

L))

Podloze Mpycobacterium spp. Zielent malachitowa, w systemach | Sole mineralne, glukoza, glicerol,
Middlebrooka automatycznych takze zestaw albumina, kwas oleinowy,
antybiotykow witaminy, czynniki wzrostowe
i chemioterapeutykow i katalaza
Podloze Mycobacterium spp. Zielert malachitowa Asparagina, glicerol,

maka ziemniaczana, jaja kurze

Podloze Stonebrinka

Mycobacterium spp., w tym
katalazoujemne, oporne
na izoniazyd (INH)

Zielen malachitowa

Pirogronian sodu, glicerol,
maka ziemniaczna, jaja kurze

Podloze Rogosa

Lactobacillus spp.

pH 5,5

Pepton, wyciag drozdzowy,
glukoza, Tween 80, s ole mineralne

4) Podloza réznicuj

Podloza roéznicujace sa odpowiednie dla wielu
bakterii, jednak obecne w ich skfadzie czynniki rézni-
cujgce (inaczej: indykatory), umozliwiaja ich rozréz-

ace (izolacyjne)

nienie na podstawie identyfikacji okreslonych cech,

np. hemolizy czy fermentacji danego cukru. Przy-
ktadowe podtoza izolacyjne wraz z ich najwazniej-
szymi skladnikami i grupami bakterii, do ktdérych
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(ang. Cystine-Lactose-
-Electrolyte-Deficient
Agar)

Staphylococcus spp., Enterococcus spp.
Bakterie laktozododatnie — kolonie zélte,
zazo6lcenie podtoza; laktozoujemne

- bezbarwne z ciemnoniebieska otoczka
(Psudomonas spp. — brazowawy srodek)

Nazwa Bakterie Czynniki wybidrcze Pozostale istotne sktadniki
Agar Columbia Bakterie wymagajace, réznicowanie na pod- | Krew barania lub konska | Enzymatyczny hydrolizat kazeiny
stawie typu hemolizy (a, B, ) i tkanek zwierzecych, wyciag
drozdzowy
Agar CLED Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp., Laktoza L-cysteina, mata ilo$¢ elektrolitow,

biekit bromotymolowy

Podloze Kliglera

Enterobacteriaceae, brak fermentacji cukrow
- zmiana barwy podtoza z lososiowej na
czerwong, fermentacja glukozy - zazélcenie
czesci stupkowej (skos wtornie fososiowy),
fermentacja laktozy - utrzymujace sie
zazolcenie skosu i stupka, wytwarzanie CO,
lub H, - unoszenie lub rozerwanie podloza,
wytwarzanie H.S — czarny strat w czesci
stupkowej

Glukoza, laktoza,
tiosiarczan, jony zelaza,
wskaznik pH

Hydrolizat kazeiny i wyciag
z tkanek zwierzg¢cych

Podloze do obserwacji
zdolnosci ruchu

Bakterie urzesione (ruchliwe) — wzrost
w calej objetosci podloza, bakterie

0,3-0,4% agaru

Bulion odzywczy, w modyfikacji:
1% TTC (chlorek 3,2,5-trifenylo-

barwy podloza z z6ltej na rézZowoczerwona,
bakterie niewytwarzajace ureazy — brak
zmiany barwy

bakterii nieurzesione (nieruchliwe) — wzrost tetrazoliowy — ciemnoczerwone
w kanale wklucia zabarwienie ulatwia okreslenie
strefy wzrostu)
Podloze Loefflera Bakterie wymagajace, Corynebacterium spp. | Surowica konska Bulion wzbogacony, glukoza
- rosng szybciej niz pozostate, wytwarzaja
liczne ziarna metachromatyczne
Podloze plynne Stuarta | Bakterie wytwarzajace ureaz¢ — zmiana Mocznik (2%) i czerwien | Ekstrakt drozdzowy

fenolowa

Agar Christensena

Bakterie wytwarzajace ureaze — zmiana
barwy podloza z z6ltej na r6zowoczerwona
w ciagu kilku godzin (Proteus spp.) lub dni
(Klebsiella spp.), bakterie nie wytwarzajace
ureazy — brak zmiany barwy

Mocznik (2%) i czerwien
fenolowa

Pepton, dekstroza

wzrostu sg przystosowane, przedstawiono w tabel II
(2,4, 17, 21, 23].

5) Podloza wybidrczo-réznicujace

Podloza tego typu facza wlasciwosci pozywek roz-
nicujacych i selektywnych, tzn. umozliwiajg réznico-
wanie okreslonych rodzajow/gatunkow bakterii oraz
hamuja wzrost flory towarzyszacej. Wybrane podloza
wybidrczo-izolacyjne wraz z ich najwazniejszymi sklad-
nikami i grupami bakterii, do ktérych wzrostu sg prze-
znaczone, przedstawione zostaly w tabelach IITaiIll b
[2,4,11,17,21].

6) Podloza chromogennne

Podloza chromogenne wydzielone zostaly jako
odrebna grupa ze wzgledu na to, ze mogg miec¢ one
wlasciwosci wybidrczo-réznicujace lub tez wybidrczo-
-namnazajace. Charakteryzujg si¢ dodatkiem substra-

tow, ktore ulegajac hydrolizie pod wplywem wytwa-
rzanych przez bakterie enzymow, przeksztalcane sa
do barwnych produktéw. Oczekiwang cechg substra-
tow chromogennych jest tworzenie produktéw, ktére
nie dyfunduja do podtoza, co jest szczegélnie istotne
w wykrywaniu patogendéw w kulturach mieszanych.
W teorii, flora towarzyszaca na pozywkach chromo-
gennych powinna tworzy¢ bezbarwne kolonie lub jej
wzrost powinien by¢ calkowicie zahamowany. W sktad
podloza czgsto wchodzi kilka substratéw chromogen-
nych, co umozliwia rozréznienie na jednym podiozu
chromogennym kilku rodzajéw/gatunkéw bakterii jed-
nocze$nie [1, 12].

Czesto spotykanymi substratami w podlozach ko-
mercyjnych sa indoksyl i jego chloropochodne, ktére
mogga by¢ przeksztalcane w wiele barwnych zwigzkow.
Spontaniczna dimeryzacja czasteczek indoksylu w obec-
nosci tlenu powoduje tworzenie barwnika indygo.
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Wybrane podloza wybidrczo-réznicujace dla bakterii Gram-ujemnych
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Nazwa

Bakterie

Czynniki wybidrcze

Czynniki réznicujace

MacConkey agar

Enterobacteriaceae laktozododatnie - kolonie
rézowe, laktozoujemne - kolonie bezbarwne

Sole zdtciowe, fiolet
krystaliczny

Laktoza, czerwien obojetna

Podloze HE (ang.
Hektoen Enteric Agar)

Bakterie nie fermentujgce zadnego cukru (Shigella,
Providencia, Morganella) - kolonie zielone, ale
wytwarzajace H.S (Salmonella, Proteus mirabilis)

- zielone z czarnym $rodkiem, fermentujgce przy-
najmniej jeden cukier (Escherichia, Enterobacter,
Klebsiella, Citrobacter, Serratia i Shigella sonnei)

- z0lte z r6zowa/pomaranczows strefg wokot,
fermentujgce cukry i wytwarzajace H,S (Proteus
vulgaris) — z6tte z czarnym $rodkiem, ew. Vibrio
cholerae — kolonie tososiowozotte

Sole zbtciowe

Laktoza, sacharoza, salicyna,
bilekit tymolowy, fuksyna
kwasna

Agar XLD
(ang. Xylose Lysine
Desoxycholate Agar)

Salmonella spp. - kolonie czerwone z czarnym
$rodkiem, Shigella spp. — kolonie czerwone,
pozostate Enterobacteriaceae — kolonie z6lte,
zazo6lcenie podtoza

Dezoksycholan sodu

Ksyloza, lizyna, czerwien
obojetna

Podloze
Wilsona-Blaira

Salmonella Typhi - kolonie czarne z metalicznym
polyskiem, czarne zabarwienie podtoza, Salmonella
Enteritidis - kolonie czarne, bez potysku, czarne
zabarwienie podloza, pozostale Salmonella

- kolonie jasnozielone, brak zabarwienia podloza,
wzrost pozostatych paleczek jelitowych silnie
zahamowany, ew. drobne, brunatne kolonie

Zielen brylantowa,
siarczyn bizmutu

Siarczan zelaza, siarczyn
bizmutu

Bulion Schaedlera

Bakterie beztlenowe o wysokich wymaganiach
odzywczych, np. z rodzaju Bacteriodes, Prevotella,
Porphyromonas, Fusobacterium, fermentacja cukru
- zmiana barwy purpury bromokrezolowej na zdtta

Filochinon
(witamina K1),
L-cystyna

1% dodatek wybranego cukru,
purpura bromokrezolowa
(nakraplana na wyroste
kolonie)

Podloze EMB
(ang. Eosine Methylene
Blue)

Enterobacteriaceae

Bakterie fermentujace laktozg i sacharoze

(np. Escherichia) - kolonie zielonkawoczarne

z metalicznym polyskiem, stabo fermentujace

— kolonie fioletowe, laktozoujemne - bezbarwne
lub o barwie podtoza

Barwniki anilinowe:
eozyna, blekit
metylenowy

Laktoza, sacharoza

Podloze TCBS
(ang. Thiosulfate Citrate
Bile Salts Sucrose Agar)

Przecinkowce fermentujace sacharoze (V. cholerae,
V. alginolyticus) - kolonie gladkie, z6tte

z przezroczystymi brzegami, niefermentujace
sacharozy (V. parahaemolyticus, V. vulnificus)

- kolonie niebieskozielone

Wysokie pH, z6l¢,
sole zotciowe

Sacharoza

Agar CIN (ang.
Cefsulodin-Irgasan-
-Novobiocin Agar)

Yersinia enterolitica — kolonie z jasnor6zowym lub
czerwonym $rodkiem i bezbarwnym brzegiem (tzw.
»bycze oko”), Plesiomonas shigelloides — kolonie
bezbarwne, ew. drobne kolonie Serratia spp.,
Citrobacter spp. i Enterococcus spp.

Cefsulodyna, irgasan,
nowobiocyna

Mannitol, fiolet krystaliczny,
czerwien obojetna

Podloze BBE (ang.
Bacteroides Bile Esculin)

Bacteroides fragilis — ciemne kolonie
z czarnobrazowg strefa zmetnienia (kompleks
eskuletyny i zelaza)

Z6¥¢, gentamycyna

Eskulina, cytrynian
zelazowo-amonowy

Samo chlorowcowanie indoksylu takze ma duzy wptyw
na powstalg barwe, np. 5-bromo-4-chloro-indoksyl jest
zielononiebieski, a 5-bromo-6-chloro-indoksyl inten-
sywnie rézowy. Druga grupa popularnych substra-
tow chromogennych sa chelatory metali, np. eskulina
czy 8-hydroksychinon. Eskulina jest substratem dla
B-glukozydazy i pod jej wplywem przeksztalcana jest
do eskuletyny (6,7-dihydroksykumaryny). Zaréwno

eskuletyna, jak i glikozydy 8-hydroksychinonu tworza
czarnobrazowe chelaty zelaza [12].

Podloza chromogenne stosowane s3 do rdznico-
wania, izolacji, identyfikacji wstepnej — w okreslonych
przypadkach identyfikacja moze by¢ uznana za osta-
teczng, np. S.agalactiae na podlozu Granada - oraz
wykrywania mechanizméw opornosci w diagnostyce
zakazen i testach przesiewowych w nadzorze epide-
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Nazwa

Bakterie

Czynniki wybidrcze

Czynniki réznicujace

Podloze Chapmana

Staphylococcus spp. — wytwarzanie pigmentu
(zwhaszcza S. aureus), nakroplenie 0,004% blekitu
bromotymolowego - zabarwienie podloza wokaét
gronkowcow rozktadajacych mannitol na zétto,
nakroplenie nasyconego roztworu siarczanu
amonowego - zmetnienie podloza, strefy
przejasnienia wokot S. aureus

NaCl (7,5%), azydek
sodu (65 mg/l)

Mannitol, kazeina

Podloze z mannitolem
iNaCl

Staphylococcus spp., kolonie rozkladajace mannitol
sg zolte, podioze zmienia barwe z tososiowordzowej
na z6ltg

NaCl (7,5%)

Mannitol, czerwien fenolowa

Podloze Baird-Parker

Staphylococcus spp.

S. aureus - kolonie czarne (silna redukgja tellurynu),
pozostale gatunki - szare. Zmetnienie wokot kolonii
(przy dodatku zottka jaja najczesciej S. aureus, przy
osoczu - gronkowce koagulazododatnie)

Chlorek litu, telluryn
sodu (hamujg wzrost
innych bakterii),
pirogronian i glicyna
(stymuluja wzrost

Zéltko jaja kurzego lub
osocze krolicze

gronkowcow)
Podloze z krwig Streptococcus spp. — kolonie szarawe, bardzo drobne, | Azydek sodu Krew barania
i azydkiem Staphylococcus spp. — kolonie bialoszare, wieksze
Podloze Tinsdale’a Corynebacterium spp. — kolonie czarne lub szare, Telluryn potasowy Telluryn sodowy, tiosiarczan

u C. diphtheriae, C. ulcerans i C. pseudotuberculosis
- brazowe zabarwienie podltoza wokot kolonii

sodowy

miologicznym. Zastosowanie podlozy chromogen-
nych pozwala na szybsze podjecie dziatan majacych
na celu ograniczenie rozprzestrzeniania si¢ patogenu
i rozpoczecie leczenia pacjenta. Mimo, ze same pod-
toza chromogenne s3 drozsze od klasycznych, ich uzy-
cie przyczynia sie¢ do obnizenia calkowitych kosztow
diagnostyki poprzez ulatwienie rozpoznawania patoge-
néw w hodowlach mieszanych, zmniejszenie liczby nie-
zbednych podtozy i testéw biochemicznych oraz ogélne
uproszczenie i skrécenie procesu identyfikacji [1, 4, 18].

Poszczegélne rodzaje podlozy chromogennych
dedykowane sa okreslonym gatunkom lub grupom
drobnoustrojéw, np. do wykrywania E.coli uzy-
wane jest m.in. podloze TBX (Tryptone Bile X-Glu-
curonide Agar), na ktéorym pod wpltywem dzialania
B-glukuronidazy jej kolonie przyjmujg barwe zielono-
niebieskg lub podioze Rainbow Agar O157 dedykowane
E. coli O157:H7. Przykladowe podloza chromogenne
dla Salmonella spp. to Rambach agar, SM-ID (ang. Sal-
monella Detection and Identification Medium), pod-
toze ABC (a-p chromogenic medium) i BBL CHROM-
agar Salmonella [12, 22].

Podtozem do szybkiej izolacji i wstepnej identyfi-
kacji wiekszo$ci patogendéw ukladu moczowego jest
np. HiCrome UTT agar. Rézowa lub czerwona barwa
kolonii na tym podiozu $wiadczy o obecnosci bakte-
rii wytwarzajacych p-galaktozydaze (E. coli), niebieska
- B-glukozydaze (bakterie z rodzajéow Enterococcus,
Klebsiella, Enterobacter i Serratia), natomiast brgzowa,
z barwnikiem dyfundujacym do podtoza - deami-

naze tryptofanu (Proteus spp.). Biale kolonie tworzone
sa przez S. saprophyticus, a bezbarwne przez Pseudo-
monas spp. [1].

Do izolacji S. aureus uzywane sa m.in. CHROMagar
S. aureus, na ktérym gronkowiec zlocisty tworzy kolo-
nie rézowe lub fioletowe, a pozostale gronkowce — biale
lub niebieskie i S. aureus ID, na ktérym wytwarzajacy
a-glukozydaze S. aureus barwi si¢ na zielono, podczas
gdy inne gronkowce - wytwarzajace P-glukozydaze
- wyrastaja w postaci biatych lub rézowych kolonii.
Osobng grupe stanowia podloza dla szczepéw mety-
cylinoopornych, np. ORSAB (ang. Oxacillin Resi-
stance Screening Agar), CHROMagar MRSA, MRSA
ID i MRSA Select [12].

Niektdre podloza chromogenne, np. CHROMagar
Yersinia (CAY), pozwalaja odrdzniaé szczepy pato-
genne od niepatogennych. W tym przypadku kolonie
szczepow patogennych Yersinia enterolitica majg barwe
jasnofioletows, a niepatogennych — niebieska z meta-
licznym polyskiem, podobnie jak kolonie pozostatych
Enterobacteriaceae, ktdrych wzrost nie zostal zahamo-
wany. Reakcje chromogenne nakierowane sg na kilka
enzymow, m.in. B-glukozydaze [8, 16].

7) Podloza do badania lekowrazliwo$ci

Waznym etapem diagnostyki bakteriologicznej jest
oznaczanie lekowrazliwosci bakterii. Mozna jg ocenia¢
metoda dyfuzyjno-krazkowa na podstawie pomiaru
wielkosci strefy zahamowania wzrostu wokot krazka
z antybiotykiem, metodg paskow z gradientem stezen
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(oznaczanie wartosci MIC [mg/1]), metodg rozciencze-
niowa w bulionie lub agarze, czy przy uzyciu komer-
cyjnych systeméw automatycznych (oznaczanie war-
tosci MIC w zakresie punktéw odciecia). Do badania
lekowrazliwosci bakterii tlenowych stosuje si¢ Mueller-
-Hinton agar, w ktérego sklad wchodzi m.in. wyciag
wolowy, hydrolizat kazeiny i skrobia. W przypadku
badania lekowrazliwosci wymagajacych bakterii tleno-
wych wykorzystywany jest Mueller-Hinton agar z 5%
dodatkiem krwi konskiej i B-NAD (20 mg/l). Leko-
wrazliwo$¢ wymagajacych bakterii beztlenowych naj-
czedciej badana jest na agarze Brucella, zawierajacym
enzymatyczny hydrolizat kazeiny i tkanek zwierzecych,
odwtokniong krew konskg (10%), witamine K i hemine.
W niektdrych laboratoriach stosowane jest w tym celu
takze podioze Wilkins-Chalgren. W jego skladzie
obecne sg wyciaggi z migsa i drozdzy oraz menadion
(witamina K3) i hemina (czynnik X) [4, 17, 18].

5. Podsumowanie

Podloza bakteriologiczne mozna podzielic ze
wzgledu na skfad chemiczny, konsystencje czy zawar-
to$¢ substancji odzywczych, jednak ze wzgledow prak-
tycznych najczesciej wykorzystywany w diagnostyce
mikrobiologicznej jest podzial podlozy pod katem ich
zastosowania. Istnieje szereg podtozy bakteriologicz-
nych, ktore dedykowane sa danym grupom bakterii,
a takze przeznaczonych do posiewu odpowiednich
materiatéw klinicznych. Na szczegdlng uwage zastuguja
podloza chromogenne, ktore upraszczajg i przyspieszaja
proces identyfikacji bakterii, dzigki tworzeniu barw-
nych produktéw hydrolizy — charakterystycznych dla
okreslonych grup bakterii.

Przy planowaniu badan w laboratorium nalezy
uwzgledni¢ wszystkie rodzaje podiozy. Ich dobdr
powinien by¢ adekwatny do zakresu prowadzonych
badan, by przy mozliwie najmniejszej liczbie podlozy
uzyskiwaé wszystkie niezbedne informacje. Zwykle
jest to kwestia indywidualna, zwigzana z charakterem
dziatalnosci danego laboratorium, jednak w niektérych
galeziach przemystu, np. w przemysle farmaceutycz-
nym czy spozywczym, obowigzujace normy i przepisy
$cisle okreslaja wymagany asortyment podlozy.

Niezmiernie istotne sg takze zagadnienia zwigzane
z prawidtowym przygotowaniem i przechowywaniem
podlozy. Maja one wplyw na jakos§¢ pozywek, a co za
tym idzie, na ich przydatnos¢ do uzycia i wiarygodnosé¢
przeprowadzanych badan. Dlatego wiasnie tak wazna
jest kontrola jakosci podfozy zaréwno na etapie ich pro-
dukgji, jak i przed uzyciem danej partii. Mimo ciag-
tego opracowywania nowych metod diagnostycznych,
wyhodowanie bakterii z badanego materialu pozostaje
»ztotym standardem” w diagnostyce bakteriologiczne;.
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