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ΧΑΡΟΚΟΠΕΙΟ ΠΑΝΕΠΙΣΤΗΜΙΟ


ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΟ ΜΙΡΟΒΙΟΛΟΓΙΑΣ


ΑΣΚΗΣΗ 2Η 

ΒΑΚΤΗΡIOΛOΓIKH EΞETAΣH TOY NEPOY  -  Β΄ ΜΕΡΟΣ

EΠΙΒΕΒΑΙΩΤΙΚΕΣ ΔΟΚΙΜΕΣ ΚΟΛΙΜΟΡΦΩΝ ΒΑΚΤΗΡΙΩΝ 
Οι Δοκιμές IMViC
Η ταυτοποίηση των βακτηρίων που συνιστούν την ομάδα των κολίμορφων, είναι συχνά απαραίτητη για να μπορέσουμε να προσδιορίσουμε την προέλευση της μόλυνσης. Όπως φαίνεται και στον Πίνακα 1, στελέχη ειδών που ταξινομικά ανήκουν στην ομάδα των κολίμορφων βακτηρίων, δεν πληρούν πάντα τα χαρακτηριστικά του ορισμού των κολίμορφων. 

ΠΙΝΑΚΑΣ 1 : Διαφοροποίηση των κυριότερων κολίμορφων βακτηρίων της οικογένειας Enterobacteriaceae*

	Είδος
	Ζύμωση Λακτόζης με παραγωγή αερίου
	Δοκιμή Ινδολίου
	Δοκιμή ερυθρού του μεθυλίου
	Δοκιμή Voges-Proskauer
	Χρήση Κιτρικών

	Escherichia coli
	91.6
	98
	99
	0
	0.2

	Citrobacter freundii
	39.4
	6.7
	99.5
	0
	90.4

	Citrobacter diversus
	32.7
	100
	100
	0
	99.1

	Klebsiella pneumoniae
	98.7
	0
	11.3
	93.7
	96.8

	Klebsiella oxytoca
	**
	100
	**
	**
	**

	Klebsiella rhinoscleromatis
	6
	0
	100
	0
	0

	Klebsiella ozaenae
	72.6
	0
	99.7
	0
	28.1

	Enterobacter cloacae
	76.3
	0
	3.3
	100
	98.9

	Enterobacter aerogenes
	92.5
	0.8
	1.6
	100
	92.6

	Enterobacter agglomerans
	40.5
	18.7
	44.8
	67.9
	66.6

	Hafnia. alvei
	2.8
	0
	35
	83.6
	5.6


* Οι αριθμοί υποδηλώνουν το ποσοστό των θετικών αντιδράσεων που δίνουν στελέχη του κάθε είδους.

** Βιοχημικά το K. oxytoca είναι παρόμοιο με το Κ. pneumoniae εκτός από την δοκιμή της παραγωγής ινδολίου. 

Έτσι υπάρχουν στελέχη που μπορεί να μη ζυμώνουν την λακτόζη, ή αν τη ζυμώνουν μπορεί να μη παράγουν αέριο. Επιπλέον, υπάρχουν Gram αρνητικά βακτήρια τα οποία δεν ανήκουν στην ομάδα των κολίμορφων (π.χ. Aeromonas spp.) τα οποία ζυμώνουν την λακτόζη και παράγουν μεταλλική απόχρωση σε υποστρώματα τύπου Endo. Μικροοργανισμοί οι οποίοι είναι τραυματισμένοι ή έχουν υποστεί κάποια μετάλλαξη, δίνουν άτυπες αντιδράσεις σε διάφορα υποστρώματα. Τέλος, ενώ η παρουσία του Ε. coli συνδέεται σχεδόν πάντοτε με πρόσφατη μόλυνση από περιττώματα θερμόαιμων ζώων, ενδέχεται να ανιχνευτούν άλλοι κολίμορφοι μικροοργανισμοί (π.χ. Enterobacter spp., Klebsiella spp.), οι οποίοι δεν συσχετίζονται πάντα με περιττωματική μόλυνση. 

Για τη διαφοροποίηση του Enterobacter aerogenes και του Escherichia coli καθώς και μερικών άλλων συγγενικών ειδών, έχουν ομαδοποιηθεί τέσσερις βιοχημικοί χαρακτήρες οι οποίοι αποδίδονται με τη συντομογραφία ΙMViC, που σχηματίζεται από τα αρχικά των δοκιμών Ι=Ινδολίου, Μ=ερυθρό του Μεθυλίου, V=Voges-Proskauer, C=Citrate (κιτρικό). Το i προστίθεται χάριν ευφωνίας. Τα αποτελέσματα των δοκιμών αυτών στη διαφοροποίηση του E. aerogenes και του E. coli δίνονται στον πίνακα που ακολουθεί, όπου γίνεται σαφής ο αντίθετος χαρακτήρας των αντιδράσεων των δύο οργανισμών. 

	
	Ι
	Μ
	V
	C

	E. coli
	+
	+
	-
	-

	E. aerogenes
	-
	-
	+
	+


Πρέπει να υπογραμμισθεί ότι ο προσδιορισμός της ταξινομικής θέσης των κολίμορφων σύμφωνα με τα σημερινά μικροβιολογικά δεδομένα προϋποθέτει μια εκτεταμένη σειρά βιοχημικών δοκιμών και οπωσδήποτε ξεπερνούν τις συνήθεις ανάγκες μικροβιολογικού ελέγχου του νερού. Οι σχετικά απλές δοκιμές ΙMViC συνήθως επαρκούν για τον χαρακτηρισμό και ομαδοποίηση των κολίμορφων που απαντώνται συνήθως στο νερό. 

Καλλιέργειες για τις διαφορικές δοκιμές

Oι καλλιέργειες που θα υποβληθούν στις διαφορικές δοκιμές πρέπει απαραίτητα να είναι καθαρές. Για τον λόγο αυτό πρέπει να προέρχονται από μεμονωμένες αποικίες που έχουν προκύψει μετά από γραμμική διασπορά σε υλικό ENDO, E.M.B.  ή MacConkey-άγαρ. H κάθε αποικία που εξετάζεται μεταφέρεται με την βοήθεια ίσιας συρμάτινης  βελόνας και εμβολιάζεται σε:

1 Ένα σωλήνα με κεκλιμένο υπόστρωμα κιτρικού - άγαρ του Simmon για τη δοκιμή χρησιμοποίησης του κιτρικού ως πηγής άνθρακα.

2. Ένα σωλήνα με υπόστρωμα γλυκόζης – φωσφορικού (ΜR-VP) για τις δοκιμές ερυθρού του μεθυλίου και Voges-Proskauer.

3. Ένα σωλήνα με πεπτόνη-νερό για τη δοκιμή του ινδολίου. 
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  Eικ.3. Σχηματισμός ινδολίου από τρυπτοφάνη

(1) Δοκιμή ινδολίου. 

H σημασία της δοκιμής αυτής έγκειται στο γεγονός ότι ορισμένα βακτήρια τα οποία παράγουν το ένζυμο τρυπτοφανάση (όπως το E. coli), διασπούν την τρυπτοφάνη σε ινδόλιο το οποίο  ανιχνεύεται πολύ εύκολα. Έτσι, εάν προστεθεί σε καλλιέργεια όπου έχει παραχθεί ινδόλιο το αντιδραστήριο Kóvacs (p- διμεθυλαμινοβενζαλδευσδη), διαχωρίζεται από την υδατική φάση μια στοιβάδα με ροζ-ερυθρό χρώμα. Η δοκιμή αυτή πρέπει να πραγματοποιηθεί το αργότερο σε 48 ώρες, διότι σε παρατεταμένη επώαση μπορεί το ινδόλιο να διασπαστεί παραπέρα. 


Στην καθημερινή εργαστηριακή πρακτική αντί τρυπτοφάνης χρησιμοποιείται τρυπτόνη η οποία είναι προϊόν πέψης ορισμένων πρωτεϊνών, και περιέχει τρυπτοφάνη σε υψηλή αναλογία.

Στην καλλιέργεια σε πεπτόνη - νερό που έχει προ-επωαστεί επί 24 ώρες στους 37οC, προστίθεται αντιδραστήριο Kóvacs (σε ποσότητα τόση όσο να σχηματιστεί μια λεπτή στοιβάδα πάχους 2-3 mm στο πάνω μέρος της καλλιέργειας). O σωλήνας αναταράσσεται ήπια, περιστροφικά ανάμεσα στις παλάμες. H εμφάνιση ροζ-ερυθρού χρώματος στην στοιβάδα, δείχνει ότι έχει παραχθεί ινδόλιο.

(2-3) Οι δοκιμές ερυθρού του μεθυλίου και Voges- Proskauer
Οι δύο αυτές δοκιμές γίνονται στην ίδια καλλιέργεια, σε θρεπτικό υλικό MR-VP που περιέχει γλυκόζη, πεπτόνη, και ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών. Μετά από 48 ώρες επώασης στους 37 0C η καλλιέργεια χωρίζεται σε δύο τμήματα, ένα για την κάθε δοκιμή. 

Όλα τα μέλη της οικογένειας Enterobacteriaceae, μπορούν και διασπούν την γλυκόζη σε πυροσταφυλικό οξύ. Η παραπέρα διάσπαση του πυροσταφυλικού οξέος διαφέρει ανάλογα με τα ένζυμα που διαθέτει κάθε μικροοργανισμός και γίνεται είτε μέσω της ζύμωσης των μικτών οξέων  είτε μέσω της βουτανεδιολικής ζύμωσης. Όταν ακολουθείται η πορεία ζύμωσης μικτών οξέων, σαν τελικά προϊόντα από το μεταβολισμό των σακχάρων σχηματίζονται μυρμηγκικό, οξικό, γαλακτικό και ηλεκτρικό οξύ που οδηγούν σε πτώση του pH του θρεπτικού υλικού κάτω από 4,4. Η δοκιμή του ερυθρού του μεθυλίου ανιχνεύει εάν παρήχθησαν τέτοιου είδους τελικά προϊόντα.. Όταν ακολουθείται η βουτανεδιολική ζύμωση παράγεται μικρή ποσότητα οξέως, και κυρίως βουτανεδιόλη και αιθανόλη που είναι ουδέτερα προϊόντα. Η δοκιμή Voges-Proskauer ελέγχει εάν ακολουθείται αυτή η πορεία ζύμωσης μέσω της ανίχνευσης μίας πρόδρομης ουσίας της βουτανεδιόλης, της ακετοϊνης. 

Δοκιμή Voges-Proskauer (Δοκιμή VP)  Aπό την καλλιέργεια σε MR-VP που έχει επωασθεί στους 37οC επί 48 ώρες, (ή 30οC επί 3 ημέρες) παραλαμβάνεται 1 ml σε δοκιμαστικό σωλήνα. Προστίθεται 0,5 ml αντιδραστηρίου Barrit’ s A (α-ναφθόλη) και 0,5 ml αντιδραστηρίου  Barrit’ s Β (διάλυμα ΚΟΗ 40%). O σωλήνας αφού αναταραχθεί ζωηρά, αφήνεται σε ηρεμία επί 5-30 λεπτά της ώρας. Εμφάνιση κόκκινου έως ροζ χρωματισμού δείχνει ότι έχει σχηματισθεί ακετοΐνη (ακετυλομεθυλκαρβινόλη) και η δοκιμή χαρακτηρίζεται θετική (ακολουθείται η βουτανεδιολική πορεία ζύμωσης των σακχάρων). Μερικές φορές η ανάπτυξη του χρώματος καθυστερεί. Για το λόγο αυτό συνιστάται οι αρνητικοί σωλήνες να μην απορρίπτονται πριν περάσουν 4 ώρες μετά την προσθήκη του KOH.

Δοκιμή του ερυθρού του μεθυλίου. Στο υπόλοιπο της καλλιέργειας σε ΜR-VP που απέμεινε από την προηγούμενη δοκιμή,  προστίθενται μερικές σταγόνες αλκοολικού διαλύματος 0,04% ερυθρού του μεθυλίου. Εάν ακολουθείται η πορεία ζύμωσης μικτών οξέων, λόγω του χαμηλού pH, ο δείκτης ερυθρό του μεθυλίου δίνει κόκκινο χρώμα. (pH <4,4 κόκκινο χρώμα, pH >6.0 κίτρινο χρώμα).  Aν σχηματισθεί κίτρινο χρώμα, η δοκιμή είναι αρνητική. Σε περίπτωση ροζ ή πολύ ανοικτού κόκκινου χρώματος, είναι προτιμότερο η δοκιμή να χαρακτηρισθεί αμφίβολη. 


(4) Δοκιμή κιτρικών. 

Mε την δοκιμή αυτή προσδιορίζεται η ικανότητα ενός μικροοργανισμού να χρησιμοποιεί το κιτρικό ως μοναδική πηγή άνθρακα και ενέργειας γεγονός που βοηθάει στην διάκριση ορισμένων Gram αρνητικών βακίλλων. Tο θρεπτικό υλικό κιτρικού-άγαρ του Simmon περιέχει κιτρικό οξύ ως μοναδική πηγή άνθρακα και δείκτη κυανούν της βρωμιοθυμόλης
. Ανεμβολίαστοι σωλήνες έχουν pH 6,9 και ενδιάμεσο χρώμα πράσινο.   

Σωλήνας με κεκλιμένο υλικό κιτρικού-άγαρ του Simmon εμβολιάζεται με την βοήθεια ίσιας συρμάτινης βελόνας ώστε να μεταφερθεί όσο γίνεται πιο λίγο από το θρεπτικό υλικό της καλλιέργειας από την οποία λαμβάνεται το εμβόλιο. 

H καλλιέργεια επωάζεται στους 37οC επί 48 ώρες. Aν παρατηρηθεί αύξηση, η δοκιμή χαρακτηρίζεται θετική. Oρισμένα θετικά στη δοκιμή του κιτρικού βακτήρια προκαλούν αύξηση του pH και το χρώμα του δείκτη μεταβάλλεται από κίτρινο-πράσινο σε κυανό.
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 Πορεία βουτανεδιολικής ζύμωσης
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Πορεία ζύμωσης μικτών οξέων.






� Zώνη μεταλλαγής: κίτρινο 6 - 7,6 κυανούν
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