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IDENTIFICAZIONE MICROBICA
U.D. 1 - ASPETTI GENERALI

INTRODUZIONE

Una delle attivita piu comuni nei laboratori di microbiologia e l'identificazione dei batteri
presenti in un campione. Questo tipo di indagine € molto importante in quanto consente,
unitamente ai risultati delle analisi quantitative, di conoscere le caratteristiche microbiologiche
del campione in esame. Diventa cosi possibile valutare, in base alle specie batteriche riscontrate,
innocue o patogene, indigene o contaminanti, un ampio numero di situazioni, quali le cause di
una malattia infettiva, le condizioni igieniche di un alimento, le popolazioni batteriche di un
ambiente ecc.

Nel modulo di Microbiologia generale sono stati affrontati i metodi di osservazione delle
caratteristiche morfologiche dei microrganismi, sia a livello cellulare, mediante i vari tipi di
colorazione, sia colturale, in seguito alla loro coltivazione in condizioni controllate.

Si é detto, a tal proposito, che tali osservazioni costituiscono una prima indagine volta al
riconoscimento di un microrganismo sconosciuto, ma I’ osservazione morfologica da sola non e
sufficiente atale scopo, per quanto valida e necessaria essa sia.

Quanto detto deriva dal fatto che, non potendo evidentemente adattare ai Procarioti il
classico concetto di specie biologica, intesa come insieme di individui capaci di dare progenie
fertile dal loro incrocio sessuale, la specie batterica viene pertanto definita come un insieme di
ceppi che mostrano un elevato grado di somiglianza fenotipica e che differiscono da altri ceppi
per molte caratteristiche.

Pertanto, nella tassonomia batterica, all’osservazione del caratteri morfologici, occorre
affiancare altri caratteri fenotipici, quali quelli biochimici, sierologici e di patogenicita. Gli
ultimi_due citati esulano dagli scopi di guesto corso e ci s limita quindi a guesta loro citazione.

Prima di trattare i vari principi e tecniche di identificazione batterica e opportuno citare gli
schemi tassonomici acui fare riferimento.

CLASSIFICAZIONE BATTERICA

Il sistema piu usato per la classificazione dei batteri € quello del Bergey’s Manual of
Determinative Bacteriology. Tale testo ha assunto carattere ufficiale nell’ambito della
tassonomia batterica e propone criteri di identificazione essenzialmente di tipo pratico. \Vengono
cioe privilegiati i caratteri morfologici e fisiologici, utilizzabili nelle normai procedure di
identificazione in laboratorio e si attribuisce loro un ordine gerarchico d'importanza. Vengono
riuniti in un solo ordine tutti i batteri che presentano un certo carattere considerato piu
importante; al’interno dell’ ordine le singole famiglie sono definite dala comunanza di caratteri
gerarchicamente meno importanti di quelli che definiscono I’ordine ma piu importanti di quelli
che limitano i generi. Lo stesso criterio vale per le specie, all’interno delle quali é infine
possibile un’ ulteriore suddivisione in diverse varieta o ceppi.

Alla definizione di specie s arriva, quindi, dopo aver esaminato una serie di caratteri
tintoriali, colturali, biochimici, antigenici e di patogenicita.ed ogni specie viene indicata con il
sistema linneiano binomiale latino, dove il primo termine s riferisce a genere ed il secondo alla
Specie.
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Le moderne tecnologie hanno poi permesso di aggiungere ai suddetti caratteri, fenotipicH
anche caratteri genotipici, consentendo il raggruppamento del batteri in ordini, famiglie, generi e
Specie.

Il Bergey’'s Manual sostanzialmente articola il Regno Procarioti in 4 suddivisioni:

1) Dbatteri Gram-negativi

2) batteri Gram-positivi

3) batteri privi di parete cellulare
4) Archebatteri

inoltre ha la caratteristica di non usare raggruppamenti superiori a genere, suddividendo i
batteri in sezioni facilmente individuabili poiché richiamano caratteristiche evidenti.

CRITERI DI IDENTIFICAZIONE

Di norma |'espressione identificazione S utilizza per indicare I'insieme delle operazioni da
seguire per stabilire le specie di appartenenza del batteri isolati da un campione. Nell'analisi di
un campione € comungue possibile limitare la propria ricerca a riconoscimento di gruppi
batterici che, seppur formati da piu generi e specie, on0 accomunati dalle stesse proprieta
fisiologiche o ecologiche, come nel caso dei batteri nitrificanti o degli indicatori di inquinamento
fecale o viceversa spingersi a differenziamento di ceppi particolari, quali i ceppi di
Staphylococcus aureus e di Salmonella tiphi, isolati nel corso di infezioni.

Inoltre, nella maggior parte dei casi, data la complessita delle procedure operative, non s
identificano tutti i possibili tipi di microrganismi_contenuti in un campione bensi S ricercano
solo quelli che interessano e che, a seconda delle caratteristiche del campione, si presume siano
presenti nello stesso.

Nella diagnostica di routine, come nel controllo della qualita igienica delle bevande e degli
aimenti o nella diagnosi delle infezioni, oltre a scegliere i caratteri da saggiare in base dla
significativita degli stessi, occorre considerare che I'elevato numero di campioni a giorno da
esaminare impone che s disponga di rispose in tempi brevi, in quanto da risultati
dell'identificazione possono dipendere I'adozione di specifici interventi terapeutici e di
appropriate misure igieniche. E evidente dunque come nella pratica di laboratorio si cerchi
di utilizzare test oltre che significativi anche rapidi, semplici ed economici, che forniscano
risultati costanti e riproducibili e che consentano, con il minor numero di prove, di
giungere a una identificazione veloce e accurata delle specie contenute nel campione.

FASI DELLIDENTIFICAZIONE

Indipendentemente dalle forme batteriche da individuare e dalle condizioni colturali da
realizzare l'identificazione delle specie s compone, sul piano operativo, di una serie di fas, di
cui l'operazione preliminare é l'isolamento in coltura pura.

Solo partendo da una coltura pura € infatti possibile effettuare un'identificazione corretta,
evitando risultati erronei o I'impossibilita di giungere al'identificazione stessa.

ISOLAMENTO IN COLTURA PURA

La quasi totaita dei campioni reali € polimicrobica e solo in rarissimi cas e possibile
riscontrare batteri appartenenti ad un'unica specie. Per ottenere una coltura pura occorre disporre
di colonie singole che s possono isolare da campione utilizzando la tecnica della semina per
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striscio in piastra 0, meno frequentemente, data la maggior laboriosita, la semina per inclusior
inagar.

L'isolamento in piastra pud avvenire direttamente dal campione o, viceversa, essere
preceduto da una coltura d’ arricchimento.

L'isolamento diretto, generalmente in terreni selettivi e differenziali, che s effettua
strisciando il campione direttamente in piastra, viene normalmente impiegato quando Si suppone
che il campione contenga un'unica specie o piu specie tutte in grado di crescere nelle condizioni
prescelte.

Viceversa, quando il campione €& cogtituito da una popolazione mista in cui la specie che
interessa é presente in piccola quantita conviene far precedere I'isolamento vero e proprio da una
coltura di arricchimento che favorisca la crescita della specie da ricercare, a svantaggio del
microrganismi con cui questa sarebbe codretta a competere. Al termine dell’incubazione la
coltura di arricchimento, generalmente in terreno liguido, viene dtrisciata in piastra per
I’isolamento.

Nelle esercitazioni che si svolgeranno durante questa sezione del corso, si disporra di
colture pure, gia isolate.

TEST DI IDENTIFICAZIONE

In questa sessione di esercitazioni, dal punto di vista operativo si affrontera un
percorso di identificazione relativo ai principali generi di batteri a morfologia cilindrica
(BACILLD).

Pertanto, data la vastita dell’argomento, onde evitare inutili dispersioni da questo
punto in poi saranno evidenziati essenzialmente i contenuti di supporto ai test dedicati a
tale lavoro, inserendoli comunque in un contesto metodologico ed espositivo di valenza il
piu possibile generale ed esaustiva dell’argomento.

Test preliminari

Una volta ottenuta la coltura pura si aggiungono all’ osservazione dei caratteri colturali i test
preliminari di identificazione, qudli:
la colorazione di Gram,
la rilevazione della morfologia cellulare e della presenza di spore o forme
sporigene,
lareazione dell'ossidasi €/0 di altre reazioni enzimatiche caratteristiche.

Queste osservazioni consentono di accertare le caratteristiche generali della colturaisolata e
assegnare i batteri sconosciuti alle categorie piu ampie del sistema di classificazione, per
esempio, nel caso dei bacilli, bastoncini Gram- anaerobi facoltativi, bacilli Gram+, sporigeni
€cc.

Il tipo di campione in esame, i terreni e le condizioni adottate nell'isolamento e
nell'eventuale arricchimento e i risultati dei test preliminari forniscono le informazioni di base
per stabilire quali altri test si rendono necessari al fine di giungere all'identificazione della
specie di appartenenza dei batteri isolati.

Test secondari

Questa seconda batteria di prove costituisce l'insieme del cosiddetti test di identificazione
secondari che comprendono caratteri biochimici e metabolici. Queste ultime informazioni, quali
la capacita di fermentare i carboidrati, utilizzare particolari substrati nutritivi e svolgere
specifiche attivita enzimatiche, consentono finalmente I'identificazione delle specie sconosciute.
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soprattutto di quelli biochimici, guesti vanno scelti con attenzione e pertinenza, utilizzandone,

per problemi di tempo e di codti, il minor numero possibile.
A detti test appartengono quelli del kit per D’identificazione degli enterobatteri
adottato in questo corso.

METODI DI IDENTIFICAZIONE

Per semplificare il lavoro di riconoscimento dei microrganismi, facilitando la scelta delle
prove da effettuare e l'interpretazione dei risultati, si possono utilizzare due diversi sistemi di
identificazione:

chiavi dicotomiche;

tavole diagnostiche.
Nelle operazioni di identificazione previste per questo corso si avra modo di utilizzare
entrambi i metodi.

Chiavi dicotomiche

Le chiavi dicotomiche o chiavi di identificazione sono questionari cogtituiti da una serie di
domande sequenziali traloro che, prevedendo risposte del tipo si-no, condizionano il passaggio
successivo permettendo di giungere, passo dopo passo, al'identificazione. Ovviamente per
rispondere alle domande occorre esequire i test analitici cui queste si riferiscono.

Un esempio di chiave dicotomica ¢ rappresentato nella figura della pagina seguente,
che mostra lo schema adottato nell’impostazione di questo corso di laboratorio ed ¢
relativo del riconoscimento dei principali generi di Bacilli.

Tavole diagnostiche

Le tavole diagnostiche o tabelle differenziali contengono, in forma tabulare, I'elenco delle
principali proprieta che caratterizzano un determinato insieme di generi o specie batteriche.

Mettendo in relazione | e proprieta note dei generi o delle specie cui si riferisce la tabella con
i risultati delle prove effettuate s pud stabilire il genere o la specie di appartenenza del
microrganismo incognito isolato.

Poiché a volte esiste, trale specie di un determinato genere o trai ceppi di una stessa specie,
una certa variabilita nella manifestazione dei caratteri che comporta risposte non costanti ai test
analitici, tale evenienza viene segnalata, nelle tavole diagnostiche, mediante l'uso di simboli e
lettere alfabetiche e solo quando la maggior parte (85- 100%) delle specie o dei ceppi manifesta
la stessarispoda, il carattere viene espresso come positivo + 0 negativo -.

Esistono tavole diagnostiche di grado diverso, corrispondenti a diverse categorie del sistema
di classificazione. Ne é un esempio la tabella per l'identificazione degli enterobatteri allegata
al kit multitest (ENTEROSYSTEM 18R) che verra utilizzato in questo corso.

Kit multitest

Risulta orma evidente di quanto I'identificazione delle specie batteriche sia dungque una
procedura complessa, che necessita dell'allestimento di un numero ragguardevole di prove.

Per owviare agli inconvenienti, in termini di costi e tempi, che questa situazione comporta,
sono disponibili in commercio sistemi multitest miniaturizzati che consentono |'esecuzione
contemporanea di piu prove.

Il principio che accomuna tali sisemi € che si basano su caratteri di tipo biochimico, la cui
positivita pud essere facilmente osservata a occhio nudo mediante l'uso di reattivi o indicatori
che, a contatto con metaboliti specifici, provocano cambiamenti di colore nei terreni di coltura. |
sistemi miniaturizzati sono suddivisi in comparti contenenti terreni che, seminati con piccole
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guantita di inoculo permettono, dopo l'incubazione, di rilevare circa venti caratteri biochimi®
diversi. Ogni sistema multitest e corredato dallo schema di lettura delle varie prove e dal relativo
metodo di interpretazione dei risultati. Questi ultimi vengono generalmente espressi mediante
codici numerici che permettono, attraverso la consultazione di appositi manuali, di risalire
alla specie identificata o, piu semplicemente, si fa utilizzo di apposite tavole diagnostiche
allegate al kit.

In questi ultimi anni, con lo sviluppo dell’ automazione nei laboratori di analisi, sono state
messe a punto apparecchiature computerizzate che, opportunamente programmate, sono in grado
di leggere e interpretare i test dei sistemi miniaturizzati, fornendo la risposta della specie
identificata.

Chiave dicotomica per il riconoscimento dei principali generi di batteri a morfologia
cilindrica (BACILLI)

Esegui la
colorazione
di Gram

Y

Esegui la Esegut l ina
s, W + C()lorflzwn?
dell’ossidasi perevidenzia-
re le spore
l ‘
Semina in Semina in
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coltura coltura a
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- l + l
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.
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essere altri Escherichia Bacillus
generi della genere
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riacee semitrasparenti invasive
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IDENTIFICAZIONE DI BACILLI GRAM+ E GRAM-

Dopo aver trattato I’argomento dell’identificazione microbica nei suoi aspetti generali
¢ ora necessario evidenziare i principi biochimici e metodologici che stanno alla base dei
test applicati al riconoscimento dei campioni a disposizione.

U.D. 2 - TEST PRELIMINARI DI IDENTIFICAZIONE

Dei test preliminari di identificazione sono gia noti, dal corso di Microbiologia generale,
I’ osservazione morfologica e grutturale della cellula batterica mediante colorazione di Gram e
delle spore. Dall’esito di queste osservazioni dipende la scelta dei successivi percorsi
analitici.

Come s € vigo, de test preliminari fa parte anche la ricerca di attivita enzimatiche
caratteristiche, delle quali ¢ richiesta dall’attivita in corso quella ossidasica.

DETERMINAZIONE DELL’ATTIVITA OSSIDASICA

Generalita

In genere si chiamano ossidas quegli enzimi, appartenenti al gruppo delle ossidoreduttasi
(deidrogenasi, ossidasi, perossidasi, ecc.) che catalizzano le reazioni redox ove I’ ossigeno funge
da accettoredi € edi H".

Caratteristica peculiare della respirazione aerobica, € la presenza di una particolare catena
enzimatica che trasportagli € e gli H* al’ ossigeno.

In una classica catena respiratoria troviamo:

deidrogenasi con il NAD come gruppo prostetico;

deidrogenasi con il FAD come gruppo prostetico;

ubichinone;

una sequenza di citocromi (cromo-proteine raggruppabili in trefamiglie: a, b, ).

Mentre negli organismi eucarioti tale catena respiratoria € localizzata in organuli appositi
(mitocondri) e mostra una certa uniformita, nei procarioti che la possedono s trova invece
locdlizzata a livello della membrana cellulare e presenta sensbhili variazioni nelle sue
componenti tra i diversi microrganismi. Quest’ultima proprieta & sfruttata quale criterio di
identificazione.

Principio

La ricerca dell’ ossidasi € un test molto importante per I’identificazione dei microrganismi
aerobi ed é utilizzata per mettere in evidenza la presenza del citocromo ¢, che permette il
trasporto degli elettroni all’ ossigeno.

|| citocromo ¢, dopo essere stato riossidato ad opera della citocromo ¢ ossidasi, reagisce con
la_parafenilendiammina contenuta nel reattivo di Kovacs per dare luogo ad un composto
colorato.

Ai fini dell’esercitazione prevista, la presenza di questo complesso enzimatico &
favorevolmente utilizzata per decidere quale percorso della chiave dicotomica seguire nella
fase successiva. Tale test si rivela, infatti, positivo in presenza dei generi Pseudomonas e
Bacillus e negativo per la famiglia delle Enterobacteriaceae.
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U.D.3 - TEST SECONDARI DI IDENTIFICAZIONE

Le attivita biochimiche ricercate nei test secondari di identificazione concernono la ricerca
di particolari attivita metaboliche caratteristiche e distintive dei vari ceppi microbici. Anch’esse
sono legate ala presenza di determinati enzimi o, meglio, interi corredi enzimatici.

In quest’ultima sezione si devono riassumere i principi biochimici su cui si basano i
test secondari di identificazione, in particolare quelli dedicati all’identificazione delle
Enterobacteriaceae compresi nel multitest ENTEROSYSTEM 18 R. Per quanto riguarda
gli aspetti metodologici di questo Kkit, si rimanda alla lettura delle istruzioni per I’uso
fornite dalla Ditta produttrice.

IDENTIFICAZIONE BIOCHIMICA DELLE
ENTEROBACTERIACEAE

La famiglia delle Enterobacteriaceae deriva il proprio nome dd fatto che molti membri del
gruppo hanno come habitat normale il tratto intestinale (o enterico) dei mammiferi. Tuttavia gl
enterobatteri sono diffusi ovunque in naturae s POSsSONO comunemente rinvenire in associazione
con i vegetali e gli animali (dagli insetti all'uomo) o liberi nel suolo e nelle acque, comportandosi
da saprofiti, smbionti e parassiti. | membri delle Enterobacteriaceae sono bastoncini Gram-,
diritti, mobili per flagelli peritrichi o immobili. Non formano endospore né cisti, non sono
acido resistenti. Crescono in presenza e in assenza di ossigeno, avendo metabolismo
respiratorio e fermentativo. Chemiorganotrofi, per acuni e sufficiente il glucosio come unica
fonte di carbonio, per atri occorrono vitamine e€/0 aminoacidi. Fermentano i carboidrati e i
polialcoli con produzione di acidi e spesso di gas.

Le Enterobacteriaceae sono ossidasi negative ed il relativo test riveste notevole
importanza proprio perché, insieme al comportamento alla colorazione di Gram, consente
di attribuire o meno I’appartenenza del germe in esame a questa famiglia e quindi se
proseguire le ricerche all’interno di essa.

L’identificazione delle Enterobacteriaceae € possibile in base ad una serie di caratteri
biochimici i quali, schematicamente, possono essere classificati in quattro categorie, e
precisamente:

1. capacita di utilizzare particolari substrati come unica fonte di carbonio,
2. presenza di particolari attivita enzimatiche;
3. produzione di specifici prodotti metabolici;
4. capacita di fermentare particolari zuccheri.

CAPACITA DI UTILIZZARE PARTICOLARI SUBSTRATI COME UNICA
FONTE DI CARBONIO

Utilizzazione del citrato

Questo test serve ad individuare quei batteri che, in assenza di altre fonti di carbonio, sono
capaci di utilizzare il citrato di sodio quale sorgente di energia.

Tali microrganismi, in presenza di una citrato permeasi, trasportano questo composto
organico al’interno della cellula dove viene demolito per I'intervento di un altro enzima,
chiamato citrasi, secondo la:

Citras - CO,
HOOC-CH,-HOCCOOH-CH,-COOH ® HOOC-CO-CH,-COOH + CHs;-COOH ® CHs-CO-COOH
Citrato Ac. Ossalacetico Ac. Acetico Ac. Piruvico
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Quedt’ ultima, trovandosi in presenza di acqua e di Na', daluogo alla formazione di Na,CO; e di
conseguenzail pH del terreno diventa basico.

Il cambiamento di pH viene rivelato dalla presenza dell’indicatore blu di bromotimolo
(gidlo apH < 6 eblu apH > 7,6) che vira al blu.

Per guanto sottolineato prima, il terreno deve contenere solamente il citrato quale fonte di

carbonio, pertanto & assolutamente importante non prelevare, insieme al materiale batterico,
anche il terreno di coltura. Per guesto motivo la coltura di arricchimento precedente il test deve
essere fattain terreno solido e non liquido.

Utilizzazione del malonato

Questo test serve a scoprire se un microrganismo € capace di servirsi del malonato di sodio
come sola sorgente di carbonio e viene utilizzato come una delle tante prove di differenziazione
delle Enterobacteriaceae.

Anche se le reazioni biochimiche in gioco sono differenti, dal punto di vista tecnico-pratico
guesto test non differisce di molto da quello del citrato, poiché entrambi hanno in comune lo
stesso sistema rivelatore e simili interpretazioni della positivita o negativita del test.

Infatti, la positivita del test del malonato ¢ anch’essa rivelata dall’alcalinizzazione del
medium colturale, con viraggio del blu di bromotimolo al blu-verde, mentre la negativita e
testimoniata dal colore gialo ddl’indicatore.

PRESENZA DI PARTICOLARI ATTIVITA ENZIMATICHE

Idrolisi dell’urea

L’ureas € un enzima capace di decomporre I’ urea per la sua capacita di attacco sui legami
C-N dei gruppi ammidici, secondo la:

ureas
H,N-CO-NH, + 2H.0 ® CO, + NH; + H)O

|l test deve essere condotto in anaerobios.

Laformazione di ammoniaca forma il carbonato di ammonio che determina nel terreno un
pH basico, con viraggio dell’indicatore presente, il rosso fenolo, dal giallo (a pH <6,8) al rosso
(pH > 8,2). Proteus, Citrobacter e Klebsiella SOn0 ureasi positivi..

Decarbossilazione degli aminoacidi (lisina, ornitina e arginina)

Le decarbossilas sono enzimi prodotti da alcune specie batteriche in grado di attaccare il
gruppo carbossilico COOH degli aminoacidi con liberazione di amine acaline e anidride
carbonica. Ogni decarbossilasi  reagisce con un aminoacido specifico. Gli aminoacidi
comunemente impiegati sono la lising, l'ornitina e l'arginina, che decarbosslati originano
rispettivamente le amine cadaverina, putrescina, citrullina.

Lareazione avviene in anaerobiosi.

Inizialmente i terreni inoculati virano a giallo per la produzione di acidi dalla fermentazione
de glucosio, poi I'acidita attiva gli enzimi decarbossilasici con liberazione di amine alcaline
dall'aminoacido e viraggio al primitivo colore rosso (I'indicatore utilizzato, il bromocresolo, e
gialo apH acido erosso a pH alcalino).
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decarbos-
silasi

R—CH—COOH = 3 R—CH,—NH, + CO, 1

(enzima) ammina

NH,

amminoacido

Il colore giallo a termine della prova (test negativo) indica la presenza di un batterio privo
di decarbossilasi.
La decarbossilazione della lisina serve a distinguere Citrobacter (negativi) da
Salmonella (positive).
L’ ornitina € utile nel differenziare le Klebsielle (negative) da Enterobacter (positivi).
L’ arginina viene decarbossilata da Enterobacter cloacae manon daE. aerogenes.

Deaminazione della fenilalanina

Enterobacteriaceae quali  Proteus, Morganella e Providencia contengono | enzima
deaminas, in grado di trasformare I’aminoacido fenilalanina nel chetoacido fenilpiruvico che in
presenza di ioni Fe** forma un complesso colorato.

deamminasi

4
R—CH—COOH — R—C—COOH + NH,

| T

NH,

amminoacido

chetoacido ammoniaca

Idrolisi dell’ONPG

Generalita

La prova permette di verificare la presenza dell'enzima galattosidasi e quindi la capacita del
microrganismo di fermentare il lattosio.

Lafermentazione di questo disaccaride richiede:

la penetrazione dello stesso nel batterio, che pud essere o meno catalizzata
enzimaticamente da una specifica permeasi;
la presenza dell’ enzima beta-galattosidasi che scinde il lattosio in glucosio e galattosio.

Nella famiglia delle Enterobacteriaceae 1 batteri possono manifestare | seguenti

comportamenti nei confronti di questo processo:
non fermentano il lattosio (Proteus, Salmonella), nemmeno ad incubazione prolungata
per 4-6 giorni a 37°C;
fermentano rapidamente il lattosio (Escherichia coli) dopo 18-24 ore di incubazione;
fermentano lentamente il lattosio (Citrobacter), solo dopo 4-6 giorni di incubazione.

Cio é dovuto a fatto che i fermentati rapidi possiedono entrambi gli enzimi e il lattosio
trasportato rapidamente dentro il batterio viene velocemente scomposto, i non fermentanti sono
privi di entrambi gli enzimi mentre i fermentanti lenti, possedendo I'enzima beta-galattosidas ma
non la permeasi, trasportano il lattosio lentamente ed in minore quantita dentro la cellula,
attraverso lunghi process di diffusione passiva, rendendolo tardivamente disponibile per I’ azione
idrolasica.

I fermentanti lenti danno cosi l'impressione dopo 24-48 ore di essere non fermentanti.
Per distinguerli dai veri non fermentanti il lattosio, si esegue la prova dell'ONPG.

Principio
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Per verificare la presenza della beta-galattosidasi s utilizza un subgrato specifico,
Nitrofenil-beta-D-Galattopiranoside (ONPG), che €& simile al lattosio ma penetra piu
agevolmente nel batterio anche in assenza di permeasi. Tae composto (incolore), differisce dal
lattosio per la sostituzione della molecola di glucosio con un radicale ortonitrofenilico.

L'idrolis dell’ ONPG da parte ddla beta-galattosdas libera O-nitrofenolo, di colore
giallo. La reazione e positiva per i batteri che fermentano rapidamente o lentamente il lattosio.
Nel batteri non fermentanti privi dell'enzima beta-galattosidas il substrato rimane incolore.

PRODUZIONE DI SPECIFICI PRODOTTI METABOLICI

Produzione di idrogeno solforato

Il test S propone la verifica della produzione di H.,S, in condizioni di anaerobiosi, ad opera
di alcuni microrganismi. Tale ricerca € molto importante ai fini identificativi e codtituisce
un’ ulteriore prova di conferma nella differenziazione delle enterobatteriacee.

La produzione di H,S puo avvenire per riduzione dello zolfo contenuto in substrati organici
contenenti amminoacidi solforati (cisteind) e da substrati solforati inorganici.

Ne primo caso, I'azione sulla cisteina € dovuta ad un enzima, la cisteina desulforas,
secondo |a seguente reazione:

Cisteina desulforasi
HS-CHNH,-COOH ® H.S + NHs CHs-CO-COOH
Cisterna Ac. Piruvico

Analogamente, anche nel secondo caso la produzione di H,S dai prodotti inorganici solforati
(SO, SO57, S;057) € dovuta a una reazione redox mediata da un enzima specifico.

Ai fini del test, essendo indifferente la provenienza della fonte di zolfo ossidato, s
preferisce utilizzare dei medium colturai contenenti uno dei citati prodotti inorganici solforati.

Come indicatore della produzione di H.S il medium colturale deve contenere inoltre un sale
di ferro che, in caso di positivita del test, daluogo alla seguente reazione:

Fe™ + H:S ® FeS + 2H"

dove s hala formazione di un precipitato nero di solfuro ferroso.

Salmonella e Proteus SONO positivi a questo test.

Produzione di indolo

Serve ad identificare i microrganismi capaci di degradare un amminoacido di cui € molto
ricco il Triptone, il triptofano (indolalanina),

CHz_(':H—COOH per I’intervento di un pool di enzimi chiamati
| NH, triptofanasi .
N
H

Questo test aiuta a distinguere I’ E. coli

(+) dal’ E. aerogenes (-), il P. mirabilis dagli

triptofano atri Proteus o I Edwardsiella (+) dalla
Salmonella (-).

e Dadla demolizione del triptofano s

ottengono  indolo, scatolo e acido

C”> indolacetico. La degradazione ad indolo,

©:j+ CH,—C—COOH + NH, sempre accompagnata dalla formazione di
N acido piruvico ammoniaca ammoniaca e di acido piruvico, e svelabile

H

indolo
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chinonico colorato di rosso-violetto.

Produzione di acetoina (test di Voges-Proskauer)

Serve a verificare la capacita di alcuni microrganismi di produrre acetilmetilcarbinolo dalla
fermentazione del glucosio.

CsH1206 ® 2 CH3-CO-COOH ® CO, + CH3-CHOH-CO-CH; U CHs-CHOH-CHOH-CH;
glucosio ac. piruvico acetoina 2,3 butilenglicole
acetilmetilcarbinolo

E' stato osservato che la reazione: acetoina U 2,3 butilenglicole & di tipo reversibile e che la
formazione di acetoina é favorita dalle condizioni di aerobiosi.

Non solo, ma in presenza di ossigeno atmosferico e di acali, sia l'acetoina che il 2,3
butilenglicole vengono ossidati a diacetile che e responsabile della positivita del test.

OX OX
CH5-CHOH-CHOH-CH; U CH3-CHOH-CO-CHs U CHs-CO-CO-CHs
2,3 butilenglicole red acetoina red diacetile

Questo metabolita viene messo in evidenza con la reazione di Barritt, che utilizza una
soluzione dcoolica di a-naftolo e una di KOH. Con il reattivo di Barritt l'ossidazione
dell'acetoina a diacetile viene catalizzata dall'a-naftolo. |l diacetile reagisce poi con il gruppo
guanidinico _dell'arginina_presente nel _peptone, dando luogo a un complesso colorato in
rosa-rosso, secondo la:

(|:H3 o ?HS
(IZO 2 (;:O + H20
(IZHOH + KOH ?O
CH3 + anaftolo CH3
acetoina diacetile
(I:HB - NH\\\
co { 2 1
(':0 +1C = NH ' —— = complesso colorato
i . Il
CH ‘. NH—+R (R = radicale dell'arginina)

3 ~ -

gruppo guanidinico

CAPACITA DI FERMENTARE PARTICOLARI ZUCCHERI.

Fermentazione di: glucosio, mannitolo, inositolo, sorbitolo, saccarosio,
arabinosio, raffinosio.

Generalita

Nella fermentazione i process bioossidativi utilizzano, quali donatori e accettori di elettroni,
le sostanze organiche e non implicano una catena respiratoria in quanto avvengono generalmente
in assenza di O,. Essa € un processo meno degradativo e quindi meno energetico della
respirazione, operato da alcuni microrganismi, anaerobi stretti o facoltativi, per sopravvivere in
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caso di assenza di ossigeno. Fa eccezione la fermentazione acetica che, caso atipico, richicde
I"intervento dell’ O,.

La fermentazione piu studiata e la demolizione del glucosio nella glicolisi (via di Embden-
Meyerhoff-Parnass), il cui prodotto finale, I’ acido piruvico, a seconda del corredo enzimatico del
singoli microrganismi che la attuano, costituisce il substrato per atre vie fermentative quali:

omolattica ® ac. Lattico

acido mista ® ac. acetico, lattico, succinico, formico (+CO,, H,) ed etanolo
Alcolica ® etanolo + CO,

Propionica ® ac. Propionico, acetico + CO,

Butirrica ® ac. butirrico, acetico, butanolo, isopropanolo, acetone+CO, + H,
2,3-butilenglicol ® (acetoina) 2,3-butilenglicol+ CO,

Dove i tipi che interessano le Enterobacteriaceae sono evidenziati in grassetto.

Esistono anche vie fermentative non successive ma aternative alla glicolisi, ma vengono
utilizzate da particolari specie batteriche ed esulano da questa trattazione.

Principio

Per determinare le capacita fermentative degli enterobatteri si utilizzano diversi substrati, tra
cui zuccheri (glucosio, saccarosio, arabinosio, raffinosio) e polialcoli (mannitolo, inositolo,
sorbitolo).

Sfruttando la natura acida dei prodotti della fermentazione, il sistema rivelatore e cogituito
da brodo nutriente addizionato del substrato desiderato e di un indicatore acido/base, il blu di
bromotimolo, che impartisce una colorazione gialla ad un pH inferiore a 6,0 e blu ad un valore
superiorea7,6.

La produzione di acidi pud essere accompagnata o no dalla produzione di gas per il cui
rilevamento si utilizzano provette munite di campanella di Durham.

| microrganismi_incapaci di fermentare il substrato presente non faranno virare il colore
dell’indicatore eil terreno rimarra colorato in blu.

Inoltre, qualche microrganismo non utilizza quale fonte energetica i carboidrati ma le
proteine contenute nel mezzo di coltura. In tal caso laloro degradazione porta alla formazione di
aminoacidi che attraverso la deaminazione ossidativa danno luogo alla produzione di NH; che
acalinizzando il terreno non ne favirare il colore, dando esito negativo.

IDENTIFICAZIONE COLTURALE DI PSEUDOMONAS

Nello schema di identificazione seguito, |’ esito della prova dell’ ossidasi eseguita sui ceppi
risultati Gram- rappresenta il bivio tra il percorso visto per le Enterobacteriaceae, 0sSdasi
negative e’ identificazione colturale per seminain terreno selettivo, del genere Pseudomonas.

Infatti, i batteri appartenenti al genere Pseudomonas sono bastoncelli Gram-, strettamente
aerobi, e positivi al test dell’ossidasi.

Per I'isolamento di Pseudomonas si sfrutta la loro resistenza a molti antibiotici,
piastrando il materiale d'origine su un terreno agarizzato che contengal’ antibiotico scelto.

Sull’agar contenente I’antibiotico cetramide, Pseudomonas S sviluppa dando luogo a
colonie piatte, con margine intero, di colore di blu-verde.

13


http://www.docu-track.com/index.php?page=38
http://www.docu-track.com/index.php?page=38

