Diagnostica microbilogica

determinazione di specie



Tests biochimici

In microbiologia saggiando i prodotti chimici finali di processi
enzimatici e rivelando la scomparsa di alcune sostanze dal terreno
di coltura e possibile stabilire il profilo enzimatico di una specie
microbica, ed ¢& possibile identificare e differenziare il
microrganismo da specie affini.

I microrganismi si possono diversificare sia in base al tipo di
zucchero che fermentano, ma soprattutto in base ai diversi
prodotti metabolici che formano tra i quali: acidi organici
(acido lattico, acetico, e butirrico), composti neutri (alcol etilico,
acetone, alcol butilico) e diversi gas (metano, H2, CO2).

Le specie batteriche possono essere differenziate anche in base
alle loro capacita proteolitiche, cioe in base alla capacita di
degradare proteine, come ad esempio la gelatina, e di utilizzare
amminoacidi e peptidi che ne derivano produrre energi




TEST della CATALASI

sospetta colonia Catalasi £f
di Stafilococco  + H,0, =mmmmmp  €TTEFVESCENZA

Alcuni batteri posseggono |'enzima catalasi, che scinde il perossido di idrogeno (H202)
in 02 e H20.

Il perossido di idrogeno & comunemente formato per via biochimica durante i processi
respiratori per mezzo della riduzione dell’'ossigeno con due elettroni mediata dalle
flavoproteine. Quasi tutti i microrganismi che crescono aerobicamente producono piccole

quantita di perossido. Essi sono pero capaci di neutralizzarlo mediante |'intervento della
catalasi.

Risposta di alcuni batteri:

Bacillus, Micrococcus/Staphylococcus = +;

Clostridium, Streptococcus = -.




TEST della CATALASI
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Test di attivita della COAGULASI

Per lidentificazione di S.
aureus

I batteri che producono questo enzima lo
utilizzano come meccanismo di difesa;

In presenza di un fattore plasmatico le
coagulasi convertono il fibrinogeno in

fibrina, coagulano I'area di plasma intorno
ad essi, proteggendo cosi il batterio dalla
fagocitosi

Il test e effettuato inoculando i batteri,
in presenza di plasma (di coniglio), a 37°C
per qualche ora, la formazione di un
coagulo nella provetta indica la positivita
al test

COAGULASE
TEST
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POSITIVE NEGATIVE

Asin. S. aureus
A dx: Altri Staphylococcus spp.




Il plasma di coniglio, necessario per I'individuazione di St. aureus coagulasi positivo, si trova anche in
commercio in forma disidratata. Reidratare il contenuto del flacone con acqua distillata sterile, seguendo
le indicazioni della ditta produttrice. Il plasma ricostituito puo essere conservato a (2-8) °C per 15 giorni
e fino a 30 giorni a temperatura intorno a - 20 °C. Ogni partita di plasma va saggiata con un ceppo di
controllo coagulasi positivo (St. aureus ATCC 27217) e un ceppo di controllo coagulasi negativo (St.
simulans ATCC 11631).




PROVA della COAGULASI

Test in oagulasi libert
provetta e legata

La prova evidenzia lattivita coagulante esercitata dagli stafilococchi potenzialmente patogeni sul plasma. Tale
attivita € dovuta ad almeno due fattori: coagulasi libera (enzima 0) e coagulasi legata o clumping factor (antigene
della parete cellulare).

L'enzima e presente nella maggior parte dei biotipi, appartenenti alla specie Staphylococcus aureus e in biotipi appartenenti

alle specie St. intermedius e St. hyicus, opportunisti patogeni per gli animali ed € sempre assente nelle specie saprofite e

commensali.
Se un biotipo e positivo alla coagulasi legata é sicuramente positivo anche alla coagulasi libera, se € negativo alla

coagulasi legata puo essere sia hegativo che positivo alla coagulasi libera_pertanto &€ necessario confermare la
prova su vetrino con quella in provetta, che accerta sia la coagulasi libera che legata.




TEST dellOSSIDASI

Il citocromo c € presente
solo in alcuni dei batteri
capaci di utilizzare
’0ssigeno libero come
accettore finale di
idrogeno.

N. gonorrhoeae - test dell'ossidasi

N. gonotrhoeas: Oxidase-positive

Tali batteri sono gli unici

positivi alla c.d. reazione
della ossidasi (indofenolo-
ossidasi, citocromo-
ossidasi, citocromo-c
ossidasi) — formazione di
composti colorati per
ossidazione di reattivi
incolori)
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un altro enzima respiratorio utilizzato spesso per l'identificazione di specie di

\

Neisseria e Pseudomonas & OSSIDASI, questo enzima € in grado di ossidare
ammine-aromatiche con produzione di composti colorati.

Il test si effettua facendo cadere su una colonia ben isolata su terreno solido, o
su di un‘ansata di batteri posta su carta da filtro il reattivo contenente le
ammine-aromatiche, la comparsa di un colore porpora indica la positivita della
reazione.




. ALTRI TESTS IDENTIFICATIVI

o-3-y emolisi

o Streptococcus mitis
BStreptococcus piogenes

BStafilococcus aureus
y Streptococcus salivarius




Test di sensibilita alla bacitracina

Bacitracina

Optochina "o 2
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E' il metodo pit comune per identificare gli streptococchi di gruppo A.
Isolare una colonia sospetta in una piastra di agar sangue creando una patina
confluente. Porre con una pinza un dischetto di carta imbevuto di bacitracina al

centro dell'isolamento. Incubare a 37° per 18-24 ore.
L'inibizione della crescita attorno al dischetto e I'emolisi caratteristica
identificano il batterio come streptococco di gruppo A (o beta emolitico o

pyogenes).




Test di sensibilita alla optochina

Optochina

L'optochina a concentrazioni molto basse (5ug/ml) inibisce selettivamente la

crescita di Str. pneumoniae.
Isolare una colonia sospetta in una piastra di agar sangue creando una patina

confluente. Porre con una pinza un dischetto di carta imbevuto di optochina
al centro dell'isolamento. Incubare a 37° per 18-24 ore.
L'inibizione della crescita attorno al dischetto identifica lo streptococco

come pneumaniae se |'alone formato € superiore a 14 mm.




DNasi (Desossiribonucleasi)

Alone chiaro per depolimerizzazione del DNA contenuto nel terreno
Le colonie vengono strisciate su una piastra di agar-nutritivo che contiene DNA,
che rende il terreno molto opaco. Intorno ai batteri con attivita DNAsica
(S. aureus) si produce un alone chiaro per la depolimerizzazione del DNA
contenuto nel terreno di coltura.




Termonucleasi (DNAsi termoresistente)

X identificazione di S.aureus




Test del citrato su agar citrato di Simmons

Scissione del citrato in
acido organico e CO2

Viraggio da verde a blu
per formazione di sodio
carbonato

Synthetic test agar proposed by SIMMONS (1926) for the
identification of microorganisms (particularly of
Enterobacteriaceae and certain fungi) on the basis of their
metabolism of citrate, being the sole carbohydrate source.

Il terreno e particolarmente indicato per differenziare le salmonelle citrato positive (S. enteritidis
e salmonelle dei sottogeneri Il, 1, IV) dalle salmonelle citrato negative (S. typhi, S. paratyphi, S.
pullorum, S. gallinarum).

E.coli e Shigella : -

Klebsiella:+




Test ureasi

Il test dell'ureasi avviene su terreni di Christensen (contenenti urea).
Si fa un pesante inoculo.

Il terreno vira al rosa in tempi fissi a seconda della specie.

B. abortus vira rapidamente

Proteus, Helicobacter pylori




test di determinazione
dell'attivita B-galattosidasica

La b-galattosidasi & un enzima intracellulare che idrolizza il
legame b-glicosidico che unisce glucosio e galattosio in una
molecola di lattosio, il quale entra nella cellula ad opera della

galattosio-permeasi.

L'attivita b-galattosidasica € legata ad enzimi
inducibili, cioe prodotti solo in presenza di un
substrato specifico.




I batteri che fermentano il lattosio posseggono entrambi gli
enzimi ed idrolizzano rapidamente il lattosio.
I batteri non fermentanti il lattosio ne sono sprovvisti.

I batteri tardo-fermentanti il lattosio mancano della permeasi, ma
posseggono la b-galattosidasi che essendo inducibile puo essere

svelata addizionando al terreno di coltura un substrato analogo al
lattosio come 'ONPG: o-nitrofenil b-d-galattopiranoside; se il
batterio ha attivita b-galattosidica I'ONPG incolore verra
idrolizzato e liberera un composto di colore giallo. L'ONPG & un
composto simile al lattosio che passa pero nella cellula per
diffusione osmotica, in presenza di b-galattosidasi viene scisso
producendo

I batteri non fermentanti il lattosio sono privi di entrambi gli
enzimi e non idrolizzano 'ONPG.




1. Positive Colony (Enterobacter, Escherichia)
2. Negative Colony (Salmonella, Shigella)

3. Negative Colony (Proteus)

4. Negative Control




Identificazione di batteri e lieviti:
Sistemi automatici e semiautomatici

I sistemi miniaturizzati, forniti da diverse case produttrici (es. Roche,
Biomerieux, Minitek, ecc.) hanno il vantaggio di fornire una serie di
terreni, in cui si evidenziano differenti attivita biochimiche, in un'unica
soluzione che possono essere inoculati futti in una volta e letti in un
tempo molto breve (circa 24h).
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E’' una specie di "matitone” costituito da tante cellette conteneti
ciascuna un terreno/reattivo.

E' indispensabile per identificare i batteri Gram- glucosio fermentanti.

Una volta inoculati tutti i microterreni con la colonia sospetta, dopo
incubazione a 37° per 24 ore, si interpretano le reazioni positive e
negative osservate.

Tali reazioni vengono codificate attraverso un numero che corrisponde in
maniera univoca ad un batterio specifico.




ENTEROTUBE: METODICA

OBIETTIVO:
L'enterotube & un sistema pronto all'impiego per I'identificazione rapida delle Enterobacteriacae che
consente 'esame simultaneo di 15 differenti caratteristiche biochimiche dei batteri.

PRINCIPIO: Gli enterobatteri vengono identificati in base alla valutazione dei risultati di diverse
prove biochimiche:

- fermentazione del destrosio e produzione di gas
- decarbossilazione della lisina

- decarbossilazione dell’ornitina

- fermentazione del triptofano e produzione di H2S
- fermentazione dell’adonitolo

- fermentazione del lattosio

- fermentazione dell'arabinosio

- fermentazione del sorbitolo

- fermentazione del glucosio (Voges-Proskauer)

- fermentazione del dulcitolo e della fenilalanina

- idrolisi dell’'urea

- utilizzazione del citrato

MATERIALI E STRUMENTI:

MATERIALI BIOLOGICI

Colture microbiche di Escherichia coli, Proteus, Enterobacter aerogenes, ...
MATERIALI CHIMICI

Reattivo di Kovacs, alfa-naftolo (6% in alcool etilico), idrato di potassio (40g in 60ml di acqua)
TERRENI DI COLTURA

Kit enterotube

VETRERIA, ...

Portaprovette, siringhe sterili

STRUMENTI

Termostato, bunsen




ENTEROTUBE: METODICA

Accanto alla fiamma del bunsen svitare i cappucci dell'enterotube e
con la punta dell'ago prelevare una colonia isolata.




ENTEROTUBE: METODICA

Inoculare I'enterotube ruotando ed

estraendo l'ago
attraverso tutti gli scomparti del tubo.

Reinserire l'ago fino alla tacca e poi

——w spezzarlo piegandolo. La parte di ago che

rimane all'interno assicura I'anaerobiosi.

Con lo spezzone dell'ago perforare la

P PP PP PP PP T pell.ucola .d' pl.as.’nca in corms.pond.enza. dei

fori degli ultimi 8 scomparti al fine di
creare un ambiente aerobio. Riavvitare i

Tappi.




ENTEROTUBE: METODICA

Incubare a 35-37°C per 20-24 h possibilmente
in posizione verticale su un porta-provette




ENTEROTUBE: METODICA
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ENTEROTUBE: METODICA

Eseguire il test dell'indolo iniettando con una
siringa 4 gocce di reattivo di Kovacs
direttamente sotto la pellicola di plastica
dello scomparto H2S/indolo (il reattivo vira
al rosso se la prova e positiva).

Un importante test che consente di differenziare tra specie di
Enterobatteri come, E. coli (+), Klebsiella ed Enterobacter (-),

¢ il test di produzione dell'INDOLO.
L'indolo & un prodotto del metabolismo del triptofano, alcuni
microrganismi sono capaci di ossidare il triptofano presente nel
terreno di coltura per bisogni nutrizionali grazie all'enzima
triptofanasi producendo un benzopirrolo detto indolo.

Test in provetta i 2




ENTEROTUBE: METODICA

Eseguire il test di Voges-Proskauer
iniettando con una siringa 3 gocce di
soluzione di alfa-naftolo e 2 gocce di
KOH direttamente sotto la pellicola di
plastica dello scomparto VP (il reattivo
vira al rosso entro 10 minuti se la prova
e positiva).

Discrimina tra Klebsiella e Enterobacter (+), fermentatori
butandiolici , da Escherichia (-), fermentatori acidi misti.
Caratterizza i ceppi di Bacillus.

Terreno di coltura costituito da acqua peptonata, fosfati e glucosio;a crescita
avvenuta, aggiunta di alfa-naftolo e KOH;

per rilevare la produzione di acetoino o acetilmetilcarbinolo nella
fermentazione del glucosio

" acetilmetilcarbinolo, in presenza di KOH e aria, si ossida a diacetile; questo
reagisce con l'alfa-naftolo e con un prodotto di rottura dell’ arginina presente
nel peptone e da origine ad un composto di colore rosso.




ENTEROTUBE: RISULTATI

MICRORGANISMI :
g . :

— w | o
2|2 .E 2 o
c |o|lBi4a ©
S |%|8]5 5
L (d (<< | (&]
Proteus mirabilis +/- + +/-| 66007 / 66006 /
ATCC 12453 46007

Biocodici
accettabili

Fenilala-

e e
ATCC 6380

Providencia alcali- +/- + -+ | 61404 / 41405/
faciens ATCC 41404 / 61405
9886

Serratia +/- 74461 [ 54461 /
marcescens ATCC 74061 / 54061

13880

R
ATCC 25922

Klebsiella .IIIII + + + . -1+ 50771 /70771 /
pneumoniae 70773150773

ATCC 27736

Pseudomonas -/(+)

aeruginosa

ATCC 27853

* P. aeruginosa € ossidasi-positivo e pertanto non incluso nei datasi BBL Enterotube Il. Questo ceppo &
tuttavia utile come microrganismo di controllo per rilevare reazioni negative nei comparti gas e glucosio.
+= positiva; — = negativa; (+ ) debolmente posmva +/- = positiva o (raramente) negativa; +/(+) = positiva o




