
Diagnos(c	  Microbiology	  	  

Iden(fica(on	  of	  Microbes	  

	  
Lecture:	  2	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  



2-‐	  Culture	  Techniques	  

	  Media:	  Providing	  Nutrients	  in	  the	  Laboratory	  
	  

Culture	  media	  are	  used	  for:	  
	  	  	  	  	  -‐	  Isola(on	  and	  iden(fica(on	  of	  pathogenic	  organisms	  
	  	  	  	  	  	  -‐	  An(microbial	  sensi(vity	  tests	  
	  

*	  Types	  of	  culture	  media:	  	  
	  	  	  	  	  a-‐	  Liquid	  media:	  
	  	  	  	  	  	  	  	  -‐	  Nutrient	  broth:	  meat	  extract	  and	  peptone	  
	  	  	  	  	  	  	  	  -‐	  Peptone	  water	  
	  	  	  	  	  	  	  	  -‐	  Growth	  of	  bacteria	  detected	  by	  turbidity	  
	  

	  	  	  	  	  b-‐	  Solid	  media	  -‐	  advantages:	  	  
	  	  	  	  	  	  	  	  -‐	  isola(on	  of	  single	  colony	  	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  -‐	  Colonial	  appearance	  and	  morphology	  
	  	  	  	  	  	  	  	  -‐	  Hemoly(c	  ac(vity	  
	  	  	  	  	  	  	  	  -‐	  Pigment	  produc(on	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  -‐	  colony	  count	  



•  Media	  can	  be	  classified	  according	  to	  three	  proper(es:	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Three	  Categories	  of	  Media	  
	  
•  1.	  Physical	  state	  of	  media	  	  	  
•  Liquid:	  broth;	  does	  not	  solidify	  	  
•  Semisolid:	  contains	  solidifying	  agent	  
•  Solid:	  firm	  surface	  for	  colony	  forma5on	  -‐	  Contains	  solidifying	  agent	  

	  
•  2.	  Chemical	  composi(on	  
•  -‐	  synthe(c	  (chemically	  defined)	  	  
•  	  -‐	  nonsynthe(c	  (complex)	  

	  
•  3.	  Func(onal	  type	  	  
•  General	  purpose	  
•  	  Enriched	  
•  	  Selec(ve	  
•  Differen(al	  
•  	  Anaerobic	  
•  	  Transport	  
•  	  Assay	  
•  	  Enumera(on	  

Liquid	  	  

Solid	  

Semisolid	  



Types	  of	  solid	  media	  
	  	  	  1-‐	  Simple	  media:	  	  Nutrient	  agar	  
	  
	  	  2-‐	  Enriched	  media:	  media	  of	  high	  nutri5ve	  value	  (Blood	  agar-‐	  Chocolate	  agar-‐	  	  Loffler’s	  serum)	  	  
	  
	  	  3-‐	  Selec(ve	  media:	  allow	  needed	  bacteria	  to	  grow	  (Lowenstein	  Jensen	  medium-‐	  MacConkey	  agar	  -‐	  

Mannitol	  Salt	  Agar	  
	  
	  	  4-‐	  Indicator	  media:	  different	  	  lactose	  &	  non	  lactose	  fermentor	  (MacConkey-‐	  Eosine	  Methlyne	  blue	  Agar)	  
	  
	  	  5-‐	  Anaerobic	  media:	  for	  anaerobic	  cul5va5on	  (Deep	  agar-‐	  Cooked	  Meat	  Medium)	  
	  
	  	  6-‐	  Miscellaneous	  Media:	  	  A-‐Reducing	  medium:	  contains	  a	  substance	  that	  absorbs	  oxygen	  or	  slows	  	  
penetra5on	  of	  oxygen	  	  	  	  into	  medium;	  used	  for	  growing	  anaerobic	  bacteria	  
	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	  B-‐	  Carbohydrate	  fermenta(on	  medium:	  contains	  sugars	  that	  can	  be	  

fermented,	  converted	  to	  acids,	  and	  a	  pH	  indicator	  to	  show	  this	  reac5on	  
	  
	  

Carbohydrate	  fermenta(on	  in	  broth	  
Enriched	  Media	  	  



Colonial	  appearance	  on	  culture	  media	  
*	  Colony	  morphology:	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  .Shape	  	  .	  Size	  	  .	  Edge	  of	  colony	  	  	  .	  Color	  
	  
*	  Growth	  paVern	  in	  broth:	  	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  .	  	  Uniform	  turbidity	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  .	  	  Sediment	  or	  surface	  pellicle	  
	  
*	  Pigment	  produc(on:	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  .	  Endopigment	  produc5on	  	  	  	  (Staphylococcus	  aureus)	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  .	  Exopigment	  produc5on	  	  	  	  	  	  (Pseudomonas	  	  aeruginosa)	  
	  
*	  Haemolysis	  on	  blood	  agar:	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  .	  Complete	  haemolysis	  	  	  	  	  	  	  	  (Streptococcus	  Pyogenes)	  	  	  	  	  	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  .	  Par5al	  haemolysis	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  (Streptococcus	  Viridans)	  
	  
*	  Growth	  on	  MacConkey’s	  medium:	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  .	  Rose	  pink	  colonies	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  (Lactose	  fermenters)	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  .	  Pale	  yellow	  colonies	  	  	  	  	  	  	  	  (Non	  lactose	  fermenters)	  



B-‐	  Biochemical	  Reac(on	  

Most	  rely	  on	  pH	  indicator	  or	  color	  change	  when	  a	  compound	  is	  degraded	  
	  
Use	  of	  substrates	  and	  sugars	  to	  iden(fy	  pathogens:	  
	  
	  	  a-‐	  Sugar	  fermenta(on:	  (lactose-‐	  sucrose-‐glucos	  etc…)	  
	  	  	  Organisms	  ferment	  sugar	  with	  produc5on	  of	  acid	  only	  
	  	  	  Organisms	  ferment	  sugar	  with	  produc5on	  of	  acid	  and	  gas	  
	  	  	  Organisms	  do	  not	  ferment	  sugar	  
	  
	  	  b-‐	  Produc(on	  of	  indole:	  
	  	  	  	  	  	  	  Depends	  on	  produc5on	  of	  indole	  from	  amino	  acid	  	  
	  	  	  	  	  	  	  	  tryptophanase	  
	  	  	  	  	  	  	  	  Indole	  is	  detected	  by	  addi5on	  of	  Kovac’s	  reagent	  
	  	  	  	  	  	  	  	  Appearance	  of	  red	  ring	  on	  the	  surface	  	  
	  
	  	  C-‐	  H2S	  produc(on:	  
	  	  	  	  	  	  	  Depends	  on	  produc5on	  H2S	  from	  protein	  or	  polypep5des	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  animo	  acid	  (cys5ne)	  	  
	  	  	  	  	  	  	  	  

H2S	  



	  	  	  	  Biochemical	  Reac(on	  (cont.)	  

	  	  	  
d-‐	  Methyl	  red	  reac(on	  (MR):	  	  	  
	  	  	  	  	  	  	  Fermenta5on	  of	  glucose	  with	  produc5on	  of	  huge	  amount	  of	  	  
	  	  	  	  	  	  	  acids	  	  Lowering	  pH	  
	  	  	  	  	  	  	  is	  detected	  by	  methyl	  red	  indicator	  
	  
	  	  	  e-‐	  Voges	  proskaur’s	  reac(on	  (VP):	  
	  	  	  	  	  	  	  	  Produc5on	  of	  acetyl	  methyl	  carbinol	  from	  glucose	  fermenta5on	  
	  	  	  	  	  	  	  	  Acetyl	  methyl	  carbinol	  is	  detected	  by	  addi5on	  reagents	  	  
	  	  	  	  	  	  BarriV’s	  A	  (a-‐naphthol)	  and	  	  BarriV’s	  B	  (	  KOH)	  
	  	  	  	  	  	  Color	  of	  medium	  turns	  pink	  (posi5ve)	  
	  	  
	  	  	  f-‐	  Ac(on	  on	  milk:	  
	  	  	  	  	  	  Fermenta5on	  of	  	  lactose	  with	  acid	  produc5on	  
	  	  	  	  	  	  	  	  Red	  color	  if	  litmus	  indicator	  is	  added	  



	  	  Biochemical	  Reac(on	  (cont.)	  
	  
g-‐	  	  Oxidase	  test:	  
	  	  	  	  	  	  	  Some	  bacteria	  produce	  Oxidase	  enzyme	  
	  	  	  	  	  	  	  Detec5on	  by	  adding	  few	  drops	  of	  colorless	  oxidase	  reagent	  
	  	  	  	  	  	  	  Colonies	  turn	  deep	  purple	  in	  color	  (posi5ve)	  
	  
	  	  h-‐	  Catalase	  test:	  
	  	  	  	  	  	  	  Some	  bacteria	  produce	  catalase	  enzyme	  
	  	  	  	  	  	  	  Addi5on	  of	  H2O2	  lead	  to	  produc5on	  of	  gas	  bubbles	  	  
	  	  	  	  	  	  (O2	  produc5on)	  
	  
i-‐	  Coagulase	  test:	  
	  	  	  	  	  	  	  Some	  bacteria	  produce	  coagulase	  enzyme	  
	  	  	  	  	  	  	  Coagulase	  enzyme	  converts	  fibrinogen	  to	  fibrin	  (plasma	  clot)	  	  
	  	  	  	  	  	  	  Detected	  by	  slide	  or	  test	  tube	  method	  
	  
j-‐Urease	  test:	  	  
	  	  	  	  	  	  Some	  bacteria	  produce	  urease	  enzyme	  	  
	  	  	  	  	  	  	  Urease	  enzyme	  hydrolyze	  urea	  with	  produc5on	  of	  NH3	  
	  	  	  	  	  	  	  Alklinity	  of	  media	  and	  change	  color	  of	  indicator	  from	  yellow	  to	  pink	  
	  	  



	  Biochemical	  Reac(on	  (cont.)	  
•  Commercial	  modifica(ons	  of	  tradi(onal	  biochemical	  tests	  
	  	  	  	  	  	  	  e.g.,	  API20E	  system,	  	  Vitek	  system,	  Enterotube	  TM,	  Microscan	  	  

	  

	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  

Micro	  scan	  Machine	  	  




