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ΧΑΡΟΚΟΠΕΙΟ ΠΑΝΕΠΙΣΤΗΜΙΟ

ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΟ ΜΙΚΡΟΒΙΟΛΟΓΙΑΣ


ΑΣΚΗΣΗ 4Η 

ΟΙ ΣΤΑΦΥΛΟΚΟΚΚΟΙ

Απομόνωση σταφυλόκοκκων από τη ρινική κοιλότητα και το περιβάλλον

Οι σταφυλόκοκκοι σε συνδυασμό με τους στρεπτόκοκκους συχνά προκαλούν αποστήματα, μολύνσεις πληγών, οστεομυελίτιδα, ενδοκαρδίτιδα, σηψαιμία και άλλες ασθένειες. Στο σύνολο τους οι σταφυλόκοκκοι και οι στρεπτόκοκκοι αναφέρονται ως πυογόνοι Gram + κόκκοι. Ενώ τα βακτήρια του γένους αυτού απομονώθηκαν αρχικά από πυορροούσες πληγές, εντούτοις έχει δειχθεί ότι οι σταφυλόκοκκοι αποτελούν την κανονική χλωρίδα της ρινικής μεμβράνης, των τριχοφόρων θυλάκων και του δέρματος υγιών ατόμων. Το γεγονός ότι το 90% του νοσηλευτικού προσωπικού είναι φορείς των βακτηρίων αυτών προμηνύει σοβαρά επιδημιολογικά προβλήματα ειδικά επειδή τα περισσότερα  στελέχη είναι ανθεκτικά στην πενικιλίνη. 

Οι σταφυλόκοκκοι είναι gram+ σφαιρικά βακτήρια τα οποία διαιρούνται σχηματίζοντας ακανόνιστα συσσωματώματα κυττάρων. Πέρα από τις μορφολογικές ομοιότητες που υπάρχουν μεταξύ σταφυλόκοκκων και στρεπτόκοκκων (μη σποριογόνα σφαιρικά βακτήρια) τα δύο γένη δεν έχουν άλλα κοινά χαρακτηριστικά και ταξινομούνται σε διαφορετικές οικογένειες. 

Στο γένος Staphylococcus ανήκουν 19 είδη τα σημαντικότερα εκ των οποίων είναι τα είδη Staphylococcus aureus, S. epidermidis και S. saprophyticus. Το χαρακτηριστικό που διαφοροποιεί τα τρία αυτά γένη είναι η ιδιότητα του S. aureus να προκαλεί κροκίδωση του πλάσματος. 

Εξαρχής το S. aureus  θεωρήθηκε το μόνο σημαντικό παθoγόνο είδος του γένους. Εντούτοις και τα άλλα δύο είδη προκαλούν μολύνσεις. Ορισμένες μολύνσεις του εγκεφαλονωτιαίου υγρού όπως και τεχνητών αρθρώσεων έχουν αποδοθεί στα είδη αυτά. 
Τα κύρια χαρακτηριστικά που θα εξετασθούν είναι α) αιμόλυση β τύπου (παραγωγή α -τοξίνης), β) ζύμωση της μαννιτόλης, γ) θετική δοκιμή κροκίδωσης του πλάσματος.

Στην άσκηση αυτή θα απομονωθούν σταφυλόκοκκοι από τη ρινική κοιλότητα ή από κάποιο επιλεγμένο  αντικείμενο. Προκειμένου να απομονωθούν βακτήρια του είδους S. aureus το οποίο παρουσιάζει και το μεγαλύτερο ενδιαφέρον, θα ακολουθηθεί η διαδικασία που περιγράφεται στο τέλος του κεφαλαίου.

Τα κύτταρα του S. aureus έχουν διάμετρο 0.8- 1.0 μm και μπορεί να είναι διατεταγμένα σε δυάδες, μονάδες ή συσσωματώματα. Οι αποικίες του σε θρεπτικό υπόστρωμα blood agar είναι αδιαφανείς, διαμέτρου 1–3 mm και χρώματος κίτρινου, πορτοκαλί ή άσπρου. Είναι μικροοργανισμός ανθεκτικός στην υψηλή αλατότητα και παρουσιάζει καλή ανάπτυξη σε θρεπτικά υποστρώματα που περιέχουν 10% χλωριούχο νάτριο. Ουσιαστικά όλα τα στελέχη του S. aureus  δίνουν θετικό αποτέλεσμα στη δοκιμή κροκίδωσης του πλάσματος. Ζυμώνουν αερόβια τη μαννιτόλη και παράγουν οξύ. Παράγουν α τοξίνη η οποία προκαλεί ζώνη αιμόλυσης (τύπου β) σε άγαρ που περιέχει αίμα. 

Τα άλλα δύο είδη δεν παράγουν α τοξίνη, δεν προκαλούν αιμόλυση και δίνουν αρνητικό αποτέλεσμα στη δοκιμή κροκίδωσης του πλάσματος. Ζύμωση της μαννιτόλης και παραγωγή οξέος (όχι αερίου) προκαλείται από όλα τα στελέχη του S. aureus και τα περισσότερα στελέχη του S. saprophyticus. Στον επόμενο πίνακα φαίνονται οι κυριότερες διαφορές μεταξύ των ειδών αυτών. 
	
	S.aureus
	S. epidermis
	S.saprophyticus

	Παραγωγή α τοξίνης
	+
	-
	-

	Μαννιτόλη (παραγωγή οξέος)
	+
	-
	(+)

	Κροκίδωση
	+
	-
	-

	Παρουσία βιοτίνης (απαραίτητη για ανάπτυξη)
	-
	+
	

	Novobiocin
	E
	E
	A


Οι μικροοργανισμοί που θα δώσουν θετική θετική αντίδραση σε τρεις από τις δοκιμές αυτές θεωρείται ότι ανήκουν στο είδος S. aureus. 
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1η Εργαστηριακή περίοδος

Υλικά και μέθοδος
1 σωλήνας με τον “άγνωστο” μάρτυρα

1 σωλήνας με υγρό θρεπτικό ζωμό που περιέχει χλωριούχο νάτριο 10%

αποστειρωμένα cotton swabs (μπατονέτες)

1. Λαμβάνεται δείγμα από τη ρινική κοιλότητα ή από κάποιο επιλεγμένο αντικείμενο ή από τον "άγνωστο" μάρτυρα. Αντικείμενα που μπορούν να χρησιμοποιηθούν είναι: νομίσματα, ποτήρια, το ακουστικό ενός τηλεφώνου κ.α. Η δειγματοληψία γίνεται με τα αποστειρωμένα cotton swabs αφού προηγουμένως υγραίνεται το βαμβάκι βυθίζοντας το άκρο στο σωλήνα με τον θρεπτικό ζωμό.

2. Εμβολίασε τον σωλήνα με το υγρό θρεπτικό ζωμό  και επώασε για 4 -24 ώρες στους 37 οC.
2η Εργαστηριακή περίοδος
Για την απομόνωση του S. aureus θα χρησιμοποιηθούν τα θρεπτικά υποστρώματα Mannitol Salt Agar  (MSA) και Baird-Parker Agar. Το υλικό MSA περιέχει μαννιτόλη, χλωριούχο νάτριο και δείκτη ερυθρό της φαινόλης. Το χλωριούχο νάτριο δρα παρεμποδιστικά στην αύξηση άλλων μικροοργανισμών εκτός των σταφυλόκοκκων, ενώ η μαννιτόλη ζυμώνεται και παράγεται οξύ το οποίο ανιχνεύεται με τον δείκτη ερυθρό της φαινόλης από την αλλαγή χρώματος από κόκκινο (pH 8.4) σε κίτρινο (pH 6.8). 

Το θρεπτικό υπόστρωμα Baird-Parker Agar περιέχει χλωριούχο λίθιο το οποίο παρεμποδίζει την αύξηση άλλων μικροοργανισμών. Στο υλικό αυτό οι αποικίες των σταφυλόκοκκων παράγουν διαφανείς ζώνες εξαιτίας της λιπόλυσης και πρωτεόλυσης που προκαλούν στο θρεπτικό υπόστρωμα και έχουν χρώμα μαύρο. 

Υλικά και μέθοδος
Tρυβλίο Mannitol Salt Agar (MSA)

Τρυβλίο Baird - Parker Agar (BPA)

1. Εμβολίασε τα τρυβλία με την τεχνική της γραμμικής διασποράς από τις καλλιέργειες της προηγούμενης περιόδου.

2. Επώασε τα τρυβλία 24 - 36 ώρες στους 37 οC.
3η Εργαστηριακή περίοδος
Υλικά και μέθοδος
Τρυβλίο στερεού θρεπτικού υποστρώματος με αίμα (Blood Agar)

Αντιδραστήρια χρώσης Gram

Αντιδραστήριο για το τέστ κροκίδωσης

1.Αξιολόγηση των τρυβλίων που εμβολιάστηκαν στην προηγούμενη εργαστηριακή περίοδο:

· Εξέτασε τα τρυβλία με το θρεπτικό υπόστρωμα MSA: έλεγξε για αποικίες γύρω από τις οποίες το χρώμα του υποστρώματος έχει μεταβληθεί από κόκκινο σε κίτρινο. Εάν υπάρχουν τέτοιες αποικίες τότε αυτές πιθανόν ανήκουν στο είδος S. aureus.

· Εξέτασε τα τρυβλία BPA για αποικίες που ανήκουν στο είδος S. aureus σύμφωνα με τον ακόλουθο πίνακα :

	Εμφάνιση αποικιών
	Μικροοργανισμός

	Μαύρου χρώματος,  γυαλιστερές, μεγέθους 1-5 mm,  με στενή, λευκή περιφέρεια. Εμφάνιση  διάφανων ζωνών 2-5 mm γύρω από τις αποικίες. Ανάπτυξη θολών δακτυλίων μέσα στην περιοχή των διάφανων ζωνών μετά από 48 ώρες
	Staphylococcus aureus

	Μαύρου χρώματος, γυαλιστερές, ακανόνιστου σχήματος. Ανάπτυξη θολών ζωνών γύρω από τις αποικίες μετά από 24 ώρες.
	Staphylococcus epidermidis

	Αποικίες πολύ μικρού μεγέθους, καφέ έως μαύρου χρώματος χωρίς εμφάνιση διάφανων ζωνών.
	Micrococci

	Αποικίες καφέ σκούρου χρώματος. Μερικές φορές εμφανίζονται γύρω από τις αποικίες διάφανες ζώνες μετά από 48 ώρες.
	Bacillus sp.

	Αποικίες άσπρου χρώματος χωρίς εμφάνιση διάφανων ζωνών.
	Ζύμες


2.  Διάλεξε μία από τις αποικίες που αναπτύχθηκαν σε ένα από τα δύο θρεπτικά υποστρώματα και φέρουν  χαρακτηριστικά του S. aureus για να συνεχίσεις με τις δοκιμές αιμόλυσης και κροκίδωσης του πλάσματος. 

3.  Εμβολίασε με την τεχνική της γραμμικής διασποράς το τρυβλίο Blood Agar. Επώασε στους 37οC για 18-24 ώρες.

4.  Από την ίδια αποικία που διάλεξες για να εμβολιάσεις το τρυβλίο Blood Agar κάνε χρώση Gram και παρατήρησε στο μικροσκόπιο τη μορφολογία των κυττάρων.
Δοκιμή κροκίδωσης του πλάσματος : 

Η δυνατότητα διαφοροποίησης του είδους βάσει της δοκιμής κροκίδωσης του πλάσματος στηρίζεται στο γεγονός ότι το 97% των στελεχών του είδους αυτού δίνουν θετική αντίδραση, ενώ τα άλλα δύο είδη σταφυλόκοκκων δίνουν πάντα αρνητική αντίδραση στη δοκιμή κροκίδωσης. 

Σωλήνας που περιέχει πλάσμα εμβολιάζεται με μικρή ποσότητα καλλιέργειας του υπό εξέταση βακτηρίου και στη συνέχεια ο σωλήνας επωάζεται σε υδατόλουτρο στους 37oC. Αν προκληθεί κροκίδωση του πλάσματος η αντίδραση θεωρείται θετική. Η κροκίδωση μπορεί να παρατηρηθεί μετά την πάροδο 30 λεπτών ή και αρκετών ωρών. Η αντίδραση θεωρείται θετική αν υπάρξει κροκίδωση έστω και μετά την πάροδο 24 ωρών ακόμα και αν αυτή παρατηρείται σε μικρό βαθμό.

Η δοκιμή αυτή είναι έγκυρη μόνο για gram θετικά βακτήρια που τα κύτταρα τους έχουν τη μορφολογία του σταφυλόκοκκου, διότι σε ορισμένες περιπτώσεις ψευδά θετικά αποτελέσματα μπορεί να δώσουν μερικά gram αρνητικά βακτήρια όπως αυτά του γένους Pseudomonas.

Υλικά και μέθοδος
1. Από την αποικία που διάλεξες στην προηγούμενη εργαστηριακή περίοδο για να συνεχίσεις με τις δοκιμές αιμόλυσης και κροκίδωσης του πλάσματος εμβολίασε δοκιμαστικό σωλήνα με θρεπτικό ζωμό Brain Heart  broth. Επώασε στους 37οC για 20 -24 ώρες.

2. Μετέφερε 0.3 ml από το αντιδραστήριο για τη δοκιμή κροκίδωσης σε αποστειρωμένο δοκιμαστικό σωλήνα. 

3. Με αποστειρωμένη πιπέτα μετέφερε στον ίδιο σωλήνα 0.1 ml της καλλιέργειας. 

4. Επώασε στους 37 o C σε υδατόλουτρο.

5. Έλεγξε για τυχόν εμφάνιση κροκίδωσης κάθε 30 λεπτά. Μετά το τέλος της εργαστηριακής άσκησης όσοι σωλήνες έχουν αρνητική αντίδραση παραμένουν για επώαση ακόμα 24 ώρες οπότε και γίνεται επανέλεγχος.
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Δοκιμή της καταλάσης

Η δοκιμή της παραγωγής καταλάσης αποτελεί χρήσιμο κριτήριο για τον διαχωρισμό ορισμένων ομάδων μικροοργανισμών. Η καταλάση είναι το ένζυμο που παράγουν οι περισσότεροι αερόβιοι μικροοργανισμοί προκειμένου να προστατεύονται από το τοξικό υπεροξείδιο του υδρογόνου. Η καταλάση μετατρέπει το υπεροξείδιο του υδρογόνου σε νερό και οξυγόνο.

                                      2  Η2Ο2                2 Η2Ο + Ο2  ↑

Σημειώνεται ότι ορισμένα βακτήρια του γαλακτικού οξέος παράγουν το ένζυμο ψευδοκαταλάση το οποίο μιμείται τη δράση της καταλάσης. 

Υλικά και μέθοδος

Διάλυμα υπεροξειδίου του υδρογόνου 3%

Αντικειμενοφόρος

1. Διάλεξε μία αποικία και μετέφερε την στην αντικειμενοφόρο με τη βοήθεια του μικροβιολογικού κρίκου.

2. Τοποθέτησε 1-2 σταγόνες του διαλύματος υπεροξειδίου του υδρογόνου 3% επάνω στην αποικία.

3. Η δοκιμή είναι θετική όταν παρατηρηθεί αφρισμός κατά την προσθήκη του υπεροξειδίου του υδρογόνου, λόγω απελευθέρωσης του οξυγόνου.




ΔΟΚΙΜΗ ΚΑΤΑΚΡΗΜΝΙΣΗΣ



















































































ΑΓΝΩΣΤΟ-ΜΑΡΤΥΡΑΣ





ΧΡΩΣΗ GRAM





Blood agar





Blood agar 





Η  παρουσία ή απουσία β-τύπου αιμόλυσης εξετάζεται σε τρυβλία με υλικό αίμα- άγαρ για επιβεβαίωση της παρουσίας S. aureus.





Οι αρνητικοί σωλήνες ελέγχονται πάλι μετά  από 24 h.





2ος


έλεγχος





37(C, 18-24h





37(C, 18-24h





37(C, 18-24 h





Δοκιμή κατακρήμνισης  κάθε 30 min επί 4 ώρες σε  πλάσμα





Blood agar





ΧΡΩΣΗ GRAM





Το S. aureus στο υλικό BPA  δίνει αποικίες μαύρες





To S. aureus στο υλικό MSA δίνει αποικίες κίτρινες





Επιλογή μεμονωμένων αποικιών από το ένα ή το άλλο υλικό για εμβολιασμό θρεπτικού υλικού άγαρ με αίμα και χρώση Gram





37(C, 24-36 ώρες





37(C, 24-36 ώρες





Γραμμική διασπορά σε τρυβλία MSA και BPA





ΕΠΙΛΕΓΜΕΝΟ


ΑΝΤΙΚΕΙΜΕΝΟ





ΡΙΝΙΚΗ


ΚΟΙΛΟΤΗΤΑ





Σωλήνες με εκλεκτικό υλικό εμβολιάζονται και επωάζονται στους 37(C επί 24 ώρες.
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