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Metode de identificare a bacteriilor

* Fenotipic
- Detecteaza proprietacile fizice ale bacteriilor
- Influen<at de expresia genica

- Include teste biochimice

« Genotipic
- Detecteaza codul genetic al bacteriilor (ADN)

- Nu este influen<at de expresia genica



De exemplu, coagulaza pentru ID stafilococic

* Test fenotipic  Test genaotipic

Coagulase Positive
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ID biochimic:

Argumente pro si contra

* Pro
- leftin
- Experien<a cu utilizarea ++
- Nu necesita expertiza

- TAT potencial rapid (interval: secunde pana peste noapte)

» Contra
- Riscul de biosecuritate (organisme vii)
- Mai puein precise, mai puein discriminatorii
- Fenotipul poate fi instabil
* De exemplu, inductibil (adica influen<at de expresia genelor)
- Nu este posibil daca organismul este in crestere lenta sau fastidios

- Interpretare subiectiva (mai pu-in reproductibild)




Tipul de identificare fenotipica

» Aspect
- Macroscopic

- Microscopic (de exemplu, pata de gram, tija vs coccus)

 Cerinea / rata de cre-tere
- Mass-media
- Gazele atmosferice
- Temperatura

» Miros

» Motilitate

« Hemoliza pe agar de sange
 Teste biochimice

(Vezi prelegerea despre ,Caracteristicile culturii pentru bacterii
|[dentificare")



Baza testelor biochimice

Substrat | Produs
L L

Enzima Schimbarea culorii

indicator de pH

. a indicatorului de pH
(de la bacterii)

 Caracteristici importante
- Standardizarea metodei

- cantitatea standardizata de bacterii utilizate pentru test (= inocul)

-+ ve ¢ —ve comenzi



» Modificarile culorilor apar la pH-uri diferite pentru diferiei

Inaicatorl

* Indicator pH

e Roeu de metil

« Andrade

» Albastru bromescol

* Ro+u fenol

Indicatori de pH

Companies/Auburn University Photographic Service

domeniUI pH'UIUi Treceti de la acid la alcalin

4-6 roeu pana la galben
5-8 roz spre galben
5-6 galben pana la violet

6-8 galben pana la rosu



Standardizarea inoculului

« Exemple de faza solida:

- Dimensiunea buclei (de ex. 1microL, 10microL)

« Exemple de faza lichida

- Turbiditatea fluidului

. Ciapa_civtatea particulelor in suspensie de a refracta «i a devia razele de
umina

- Densitate optica

- Nefelometrie

Low Turbidity ———— High Turbidity



Controale pozitive i negative

 Control pozitiv: bacterii cu rezultatul testului cunoscut + ve
 Control negativ: bacterii cu rezultatul testului cunoscut -ve

« Daca una sau ambele controale nu reu-esc, testul nu
este valid

-am + ve Test

Control Control izola



Tipuri de metode de identificare biochimice

* Manual vs automat

- Sistemele automate au avantajul citirii automate care
imbunatase-te viteza, consistenea ¢i elimina erorile
subiective.

e In casa vs comercial




Exemple de teste biochimice obienuite utilizate
pentru identificarea gram negativ

bacteri

* Urease

* Indol

» Oxidaza

* Fermentarea glucozel
* Fermentarea lactozel

* Nitrat



Urease

» Detecteaza hidroliza ureei in amoniac de catre enzima
ureaza

« Amoniacul determina o crestere a pH-ului care este detectata
de indicatorul pH-ului (portocaliu A

roz) 4
 Urease + ve bacterii:

- Proteus

- Klebsiella

FIGURE 42.4 Urease test. Tube on the left is positive
(Proteus); tube on the right is negative. © The McGraw-H

Companies/Auburn University Photographic Service



Indol

» Detecteaza produceia de indol din triptofan, care produce
o schimbare de culoare in combinacie cu

dimetilaminobenzaldehida (clar pana la roeu)

* Indole + ve bacterii:
- E coli

- Citrobacter



Oxidaza

» Detecteaza enzima citocrom oxidazei care transforma
dimetilfenildiamina in

albastru indofenol (clar pana la albastru)

« Oxidaza + bacterii ve:

- Pseudomonas

- Vibrio



Fermentarea glucozel

» Detecteaza capacitatea bacteriilor de a fermenta glucoza
in acid piruvic folosind calea Embden Meyerhof

* Detectat prin indicator de pH roeu fenol (ro-u / alcalin
pana la galben / acid)
 Bacterii care fermenteaza glucoza:
- E coli

- Proteus




Fermentarea lactozel

» Detecteaza capacitatea bacteriilor de a fermenta
lactoza in glucoza apoi in acidul piruvic folosind
calea Embden Meyerhof

* Detectat prin indicator de pH ro-u fenol (ro-u / alcalin
pana la galben / acid)
 Bacterii care fermenteaza glucoza:
- E coli

- Klebsiella




Nitrat

» Detecteaza enzima nitrat reductaza care transforma
nitraeii In nitriel.

« Nitritul apoi dezvaluit prin adaugarea de naftilamina i acid
sulfinic pentru a forma colorant diazoniu (clar pana la
roeu)

* Nitrat + bacterii ve:
- E coli

- Klebsiella




Panta TSI

* Incorporeaza mai multe substraturi i indicatori de pH
Intr-un tub

* Prin strivirea bacteriilor pe suprafaea °i infipta in
medii, sunt generate atat condi-ii aerobe, cat ei
anaerobe




* Reacrii biochimice minituarizate in> 20 godeuri

* Dureaza 2-24 de ore

* Profil de reaceie
on-line de> 200

 Test comercial
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Tests | Active ingredients Reactions/enzymes
1 | ONPG | 2-nitrophenyl-bD-galactopyranoside b-galactosidase
2 |ADH | L-arginine Arginine DiHydrolase
3 | LDE L-lysine Lysine Decarboxylase
4 | ODC | L-omithine Omithine Decarboxylase
5 | €IE Trisodium citrate Citrate utilization
6 |H28 Sodium thiosulphate H2S production
7 | URE Urea Urease
8 | TDA | L-tryptophane Tryptophane deaminase
9 |IND L-tryptophane Indole production
10 | VP Sodium pyruvate Acetoin production(Voges Proskauer)
11 | GEL Gelatine Gelatinase
12 | GLU | D-glucose Fermentation/oxidation (Glucose)
13 | MAN | D-mannitol Fermentation/oxidation (Mannitol)
14 | INO Inositol Femmentation/oxidation (Inositol)
15 | SOR D-sgorbitol Fermentation/oxidation (sorbitol)
16 | RHA | L-thamnose Fermentation/oxidation (thamnose)
17 | SAC D-sucrose Fermentation/oxidation (saccharose)
18 | MEL D-melibiose Fermentation/oxidation (melibiose)
19 | AMY | Amygladin Fermentation/oxidation (Amygladin)
20 | ARA | L-arabinose Fermentation/oxidation (arabinose)




Sisteme automatizate de identificare biochimica

« Exemple:
- Vitek
- Biolog
- Pheonix

- Autoscan Walkaway

 Capacitate variabila pentru:

- Numarul de exemplare pe care le pot manipula
- Dimensiunea / extinderea bazei de date comparative
- Interfacarea cu programul de date de laborator

- Intoarce timpul

- Capacitatea de identificare la nivelul speciilor




Algoritmi de diagnosticare pentru bacterii

1D

* Testele primare permit identificarea nivelului genului
(enterobacteriacae, ,fermentatori non-glucozici”,
HACEK, etc)

- Pata Gram
- Morfologia culturii
- Teste biochimice de baza

* De exemplu, teste de oxidaza, indol, uree etc.

* |dentificarea nivelului de specie necesita teste mai
complexe, a doua linie



Exemplul 1 al algoritmului de diagnosticare

Indol Metil Voges Citrat Urease
rosu Proskauer

E coli + + - - -
Enterobacter - - + + -
Klebsiella - - + + +
pneumoniae

Salmonella - + - + -
Shigella - + - - -
Proteus - + - +/- +
mirabilis




Exemplul 2 al algoritmului de diagnosticare

cocoobacile

H, inffuenzae - X & V factors requined

B. pertussis - growth on Bordet-Gengou
misdim, oxldase +

Brucella spp. - aembic

F. fl@arensls - requires cystain for glﬂ!lﬂ'l

P mwitocids - oxidase -+, catalase +

L. preumophita - groewth on charcoal
yeast sgar with iron and cysteine

Gram Negative

CoCCimMNeisseria spp. Eacill

N, meningitidis
glucase
and malose 4+

N, gongrrhgeas Lactose +
grutosa +

Fast terrmenter  Slow Termenier

Elpbsiella Citrobacter
UMBELE 4 SErralia

E. col, indole & DEhers

Enterobacier

Lactose -

Dixkdase & Dubdase - SEnCt anasrobe

V. choleras B, fragitis
glucose +

F aerapnosa

Laase 4 Urease -

P i ¥, pestis, bapnlar stasn

H mlr;?_: s ¥. ptoroiitica, motile at 25C, non=maotile at 37C
- P C. jnjuns, grows on :amr&-p agar
frows 8f 5 gysentense, non-matihe
campy *gar Salmonella spp. mobibe & progieces HS



Modificari ale testelor biochimice pentru ID:

trecut eI viitor

1970 1980 2000 2010

xxxxxxxxxxx

* Creeterea automata i a minituarizarii

« Inlocuit din ce in ce mai mult prin teste genotipice

. Esstgsnc%c?%alr% .”gntlflcarea ne-am putea descurca doar cu testarea



Concluzii

* Testele biochimice raman eseniale pentru
identificarea bacteriilor

 Trebuie sa in+elege-i principiile testelor comune /
primare

» Testele biochimice au limitari

« In viitor, acestea vor fi din ce in ce mai inlocuite
cu teste genotipice



