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ΧΑΡΟΚΟΠΕΙΟ ΠΑΝΕΠΙΣΤΗΜΙΟ

ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΟ ΜΙΚΡΟΒΙΟΛΟΓΙΑΣ


ΑΣΚΗΣΗ 3Η
ΟΙ ΣΤΡΕΠΤΟΚΟΚΚΟΙ

Απομόνωση στρεπτόκοκκων από την ανθρώπινη φυσιολογική χλωρίδα

Οι στρεπτόκοκκοι και οι σταφυλόκοκκοι ανήκουν στους Gram + κόκκους. Οι στρεπτόκοκκοι διαφέρουν από τους σταφυλόκοκκους στο γεγονός ότι διατάσσονται κυρίως σε αλυσίδες και όχι σε συσσωματώματα. Τα βακτήρια του γένους αυτού εκτός από τις ασθένειες που προκαλούν σε συνδυασμό με τους σταφυλόκοκκους, επιπλέον προκαλούν  ασθένειες όπως πνευμονία, μηνιγγίτιδα, ενδοκαρδίτιδα, φαρυγγίτιδα, ερυσίπελας.

Ορισμένα είδη στρεπτόκοκκων ανήκουν στη φυσιολογική χλωρίδα του φάρυγγα. Μπορούν ακόμα να απομονωθούν από την επιφάνεια των δοντιών, το σίελο, την επιδερμίδα, το έντερο, τον κόλπο. Είδη στρεπτόκοκκων με ιδιαίτερο κλινικό ενδιαφέρον είναι τα είδη S. pyogenes, S. agalactiae και S. pneumoniae. Μέλη της εντερικής μικροχλωρίδας είναι τα. S. faecalis, S. faecium ενώ το S. bovis, παρουσιάζει κτηνιατρικό ενδιαφέρον και εμπλέκεται σε θέματα ασφάλειας τροφίμων. 

Σκοπός αυτής της εργαστηριακής άσκησης είναι η απομόνωση στρεπτόκοκκων από το φάρυγγα,  η διαφοροποίηση τους και η κατάταξη τους σε ομάδες, με έμφαση στα είδη εκείνα που παρουσιάζουν το μεγαλύτερο ιατρικό ενδιαφέρον. Η διαδικασία που θα ακολουθηθεί φαίνεται στην εικόνα 1. 
Η διαφοροποίηση γίνεται αρχικά βάση του τύπου της αιμόλυσης που προκαλούν σε στερεό θρεπτικό υπόστρωμα που περιέχει αίμα. Με μερικές επιπλέον δοκιμές οι μικροοργανισμοί που απομονώνονται μπορούν προκαταρκτικά να διαχωριστούν σε 7 ομάδες στρεπτόκοκκων. Η επιβεβαίωση της ταυτότητας των βακτηρίων απαιτεί τη διενέργεια μερικών επιπλέον δοκιμών. 
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1η Εργαστηριακή περίοδος.

Στο στάδιο αυτό γίνεται η απομόνωση μικροοργανισμών από το φάρυγγα και εμβολιάζονται τρυβλία με θρεπτικό υπόστρωμα Blood Agar για να διαπιστωθεί ο τύπος της αιμόλυσης που προκαλούν οι μικροοργανισμοί αυτοί. Πριν χρησιμοποιηθεί το υπόστρωμα αυτό ενδείκνυται η χρήση ενός εκλεκτικού θρεπτικού ζωμού με την προσθήκη κρυσταλλικού ιώδους, το οποίο παρεμποδίζει την ανάπτυξη κάποιων άλλων βακτηρίων, όχι όμως και την ανάπτυξη των στρεπτόκοκκων. Η επώαση διαρκεί 24 ώρες στους 37 oC. Το στάδιο αυτό είναι σκόπιμο όταν ο αριθμός των μικροοργανισμών είναι μικρός ή δεν μπορεί  να χρησιμοποιηθούν άμεσα τρυβλία Βlood Agar.

Υλικά και μέθοδος

· Γλωσσοπίεστρα

· Αποστειρωμένες μπατονέτες. 

· Δοκιμαστικός σωλήνας TSBCV (Trypticase Soy Broth Crystal Violet)

· Blood Agar
1. Λαμβάνεται δείγμα από το φάρυγγα πιέζοντας με το γλωσσοπίεστρο τη γλώσσα προς τα κάτω για να διευκολυνθεί η δειγματοληψία. Προσπάθησε να αποφύγεις την επαφή με τα μάγουλα και τη γλώσσα. Επίσης εξέτασε την περιοχή των αμυγδαλών για τυχόν ύπαρξη λευκών περιοχών.

2. Τοποθέτησε το δείγμα σου στο και επώασε για 24ώρες στους 37 οC.

2η Εργαστηριακή περίοδος.
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Εμβολίασε από τον σωλήνα TSBCV το τρυβλίο Blood Agar με την ειδική τεχνική όπως φαίνεται στην εικόνα 2:

(α) Εμβολίασε αρχικά το 1/5 περίπου της επιφάνειας του τρυβλίου.

(β) Με τον βακτηριολογικό κρίκο άπλωσε με την τεχνική της γραμμικής διασποράς την καλλιέργεια.

(γ) Στις περιοχές που έκανες γραμμική διασπορά βύθισε μερικές φορές τον βακτηριολογικό κρίκο στο θρεπτικό υπόστρωμα.

(δ) Κάνε το ίδιο σε σημεία που δεν έχει γίνει γραμμική διασπορά.

2. Επώασε το τρυβλίο στους 37οC όχι για περισσότερο από 24 ώρες.

3η Εργαστηριακή περίοδος.

Στο στάδιο αυτό τα βακτήρια που απομονώθηκαν διαχωρίζονται βάσει του τύπου της αιμόλυσης που προκαλούν και παραλαμβάνονται σε καθαρές καλλιέργειες. 

1. Εξέτασε τα τρυβλία για αποικίες που εμφανίζουν αιμόλυση τύπου α ή β. Χαρακτηριστικό των αποικιών του στρεπτόκοκκου είναι το μικρό μέγεθος.

2. Διευκρίνισε σε ποιο τύπο ανήκουν οι ζώνες της αιμόλυσης σύμφωνα με την εικόνα 3. Μόνο οι αποικίες που εμφανίζουν ζώνες αιμόλυσης χωρίς ερυθρά κύτταρα ανήκουν στον τύπο Β. Οι πιθανότητες να απομονωθούν στρεπτόκοκκοι αυτού του είδους από το φάρυγγα είναι πολύ μικρές γιατί οι στρεπτόκοκκοι του τύπου αυτού είναι τα σημαντικότερα παθογόνα είδη. Αν υπάρχουν ερυθροκύτταρα διάσπαρτα μέσα στη διαυγή ζώνη οι στρεπτόκοκκοι ανήκουν στον α-αιμολυτικό τύπο. Το είδος S. pneumoniae ανήκει στην κατηγορία αυτή. 

3. Κατέγραψε τις παρατηρήσεις σου.

4. Διάλεξε μια απομονωμένη αποικία και εμβολίασε από αυτή ένα δοκιμαστικό σωλήνα TSB.
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Επώασε το σωλήνα για 24 ώρες στους 37οC.

4η Εργαστηριακή περίοδος.

Πριν από τις δοκιμές διαφοροποίησης των στρεπτόκοκκων που απομονώθηκαν, είναι σκόπιμο να γίνει χρώση Gram προκειμένου  να ελεγχθεί η καθαρότητα της καλλιέργειας. 

Στρεπτόκοκκοι  α-αιμολυτικού τύπου :

· Τρυβλίο blood agar
· Σωλήνας με θρεπτικό ζωμό χλωριούχου νατρίου 6.5%.

· Δισκίο του αντιβιοτικού optochin.

· Σωλήνας με θρεπτικό υπόστρωμα Esculin bile (EB)

· Θάλαμος αναερόβιων συνθηκών. 

1. Εμβολίασε το τρυβλίο blood agar με τον μικροοργανισμό που απομόνωσες κάνοντας επίστρωση σε όλη την επιφάνεια του τρυβλίου. Τοποθέτησε το δισκίο optochin στην επιφάνεια και πίεσε ελαφρά.

2. Εμβολίασε τoυς σωλήνες με το θρεπτικό ζωμό χλωριούχου νατρίου 6.5% και με το θρεπτικό υπόστρωμα (EB).

3. Επώασε το τρυβλίο για 24 ώρες υπό αναερόβιες συνθήκες στους 35-37 οC.

4. Επώασε τους σωλήνες με το χλωριούχο νάτριο στους 35-37 οC για 24, 48 και 72 ώρες.

5. Επώασε τους σωλήνες EB  στους 35-37 οC  για 48 ώρες.

Παρατήρηση: η επώαση των καλλιεργειών στους δοκιμαστικούς σωλήνες γίνεται υπό αερόβιες συνθήκες.
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Στρεπτόκοκκοι  β-αιμολυτικού τύπου :

1. Εμβολίασε το τρυβλίο blood agar με τον τρόπο που φαίνεται στην εικόνα 3.

2. Τοποθέτησε με τη λαβίδα ένα δισκίο bacitracin και ένα δισκίο SXT όπως φαίνεται στο σχήμα. Πίεσε ελαφρά τα δισκία στην επιφάνεια του τρυβλίου.

3. Εμβολίασε το σωλήνα με τον θρεπτικό ζωμό ιππουρικού νατρίου. 

4. Επώασε τα τρυβλία αερόβια στους 37 ο C για 24 ώρες.

Επώασε τους σωλήνες αερόβια στους 35οC.  Αν μετά την πάροδο 24 ωρών το αποτέλεσμα της δοκιμής είναι αρνητικό η επώαση  συνεχίζεται για ακόμα 24 ώρες και η δοκιμή επαναλαμβάνεται

5η Εργαστηριακή περίοδος.

Μετά την πάροδο 24 ωρών από τους εμβολιασμούς γίνεται αξιολόγηση των αποτελεσμάτων και κατάταξη των μικροοργανισμών σε ομάδες σύμφωνα με τον πίνακα στο τέλος του φυλλαδίου.

Για τους στρεπτόκοκκους α-αιμολυτικού τύπου :

Δοκιμή ευαισθησίας στο αντιβιοτικό optochin
Σκοπός της δοκιμής αυτής είναι οι διαφοροποίηση των α-αιμολυτικών στρεπτόκοκκων της ομάδας viridans από αυτούς της ομάδας των πνευμονοκόκκων. Οι στρεπτόκοκκοι της δεύτερης ομάδας είναι ευαίσθητοι στο αντιβιοτικό optochin, ενώ αυτοί της πρώτης ομάδας είναι ανθεκτικοί. 

Ανθεκτικότητα στο χλωριούχο νάτριο

Με τη δοκιμή αυτή γίνεται η διαφοροποίηση των στρεπτόκοκκων της ομάδας D σε εντερόκοκκους και μη εντερόκοκκους. Όλοι οι εντερόκοκκοι της ομάδας D αναπτύσσονται σε θρεπτικό υπόστρωμα με χλωριούχο νάτριο. Θόλωμα του υλικού μετά από 72 ώρες θεωρείται θετικό αποτέλεσμα ενώ παράλληλα μπορεί να παρατηρηθεί αλλαγή του χρώματος από μωβ σε κίτρινο. Εάν το αποτέλεσμα είναι αρνητικό μετά από 24 ώρες επώασε την καλλιέργεια και έλεγξε για ανάπτυξη μετά από 48 και 72 ώρες. Σημειώνεται ότι περίπου το 80% των στρεπτόκοκκων της ομάδας Β αναπτύσσονται στο υλικό αυτό.

Υδρόλυση Esculin bile
Με τη δοκιμή αυτή διαχωρίζονται οι στρεπτόκοκκοι της ομάδας D. Η  υδρόλυση προκαλεί την αλλαγή του χρώματος του θρεπτικού υποστρώματος σε μαύρο. Εάν λιγότερο από το μισό του θρεπτικού υποστρώματος έχει αλλάξει χρώμα ή δεν παρατηρείται αλλαγή μετά από 24-48 ώρες η δοκιμή θεωρείται αρνητική.

Στρεπτόκοκκοι  β-αιμολυτικού τύπου :

Δοκιμή CAMP
Εάν το βακτήριο που απομονώθηκε παράγει μεγάλη αιμολυτική ζώνη με τη μορφή τόξου στο σημείο που συναντά το εμβόλιο του S. aureus,  ο μικροοργανισμός ανήκει στο είδος S. agalactiae.

Αν τα τρυβλία επωαστούν αναερόβια θετικό αποτέλεσμα στη δοκιμή αυτή μπορεί να οφείλεται στο είδος S. pyogenes.

Δοκιμή στο αντιβιοτικό bacitracin
Η εμφάνιση ζώνης γύρω από το δισκίο αποτελεί θετικό αποτέλεσμα. Τα δισκία που χρησιμοποιούνται για τη δοκιμή αυτή πρέπει να είναι δισκία τύπου διαφοροποίησης και όχι τύπου ευαισθησίας γιατί τα τελευταία περιέχουν πολύ υψηλές συγκεντρώσεις bacitracin. Η δοκιμή δεν πρέπει να γίνεται σε α-αιμολυτικούς στρεπτόκοκκους γιατί πολλοί α-αιμολυτικοί στρεπτόκοκκοι είναι ευαίσθητοι στο αντιβιοτικό αυτό.

Δοκιμή ευαισθησίας στο αντιβιοτικό SXT
Τα δισκία που χρησιμοποιούνται στη δοκιμή αυτή περιέχουν 1.25 mg trimethoprim και 27,75 mg sulfemethoxazol.  Σκοπός της δοκιμής αυτής είναι οι διαφοροποίηση των ομάδων Α και Β από τα άλλα είδη β-αιμολυτικών στρεπτόκοκκων. Η εμφάνιση ζώνης γύρω από το δισκίο αποτελεί θετικό αποτέλεσμα.

Υδρόλυση ιππουρικού
Υλικά  και μέθοδος

Πιπέττες 1ml
Δοκιμαστικοί σωλήνες

Αντιδραστήριο χλωριούχου σιδήρου

Φυγόκεντρος

1. Φυγοκέντρησε την καλλιέργεια για 3-5 λεπτά.

2. Τοποθέτησε  0.2 ml του υπερκείμενου και 0.8 ml του αντιδραστηρίου σε ένα άδειο σωλήνα. Ανακάτεψε το περιεχόμενο.

3. Έλεγξε για το σχηματισμό ιζήματος. Αν σχηματιστεί ίζημα το οποίο παραμένει αδιάλυτο για τα επόμενα 10 λεπτά η δοκιμή είναι θετική. Αν η δοκιμή είναι αρνητική ή ελαφρώς θετική, επώασε την καλλιέργεια για ακόμα 24 ώρες και επανέλαβε.

	Ομάδα
	Τύπος αιμόλυσης


	bacitracin
	CAMP ή υδρόλυση ιππουρικού
	SXT
	Υδρόλυση

EB
	NaCl 6.5%
	Optochin

	Ομάδα Α

S. pyogenes
	Β
	+
	-
	Α
	-
	-
	-

	Ομάδα Β
S. agalactiae
	Β
	- *
	+
	Α
	-
	±
	-

	Ομάδα C
S. equi

S. equisimilis

S. zooepidemicus
	Β
	- *
	-
	Ε
	-
	-
	-

	Ομάδα D
(εντερόκοκκοι)

S. faecalis
S. faecium κα.
	Α

Β

Καμία
	-
	-
	Α
	+
	+
	-

	Ομάδα D
(μη εντερόκοκκοι)

S. bovis κ.α.
	Α

Καμία
	-
	-
	Α/Ε
	+
	-
	-

	Viridans

S. mitis

S. salivarius

S. mutans  κ.α.
	Α

Καμία
	- *
	- *
	Ε
	-
	-
	-

	Πνευμονόκοκκοι

S. pneumoniae
	Α
	±
	-
	
	-
	-
	+
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