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IDENTIFICAZIONE PRESUNTIVA

Si basa sulle caratteristiche principali del microrganismo:

 Macroscopiche (colturali)

Aspetto macroscopico delle colonie (batteri e 
miceti)

Crescita su terreni selettivi/differenziali

 Microscopiche (morfologia, organizzazione batteri e 
miceti)

Colorazione di Gram, ecc.

PRELIMINARE
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IDENTIFICAZIONE FINALE

Si basa su tests:

 Biochimici

 Sierologici

 Molecolari

CONFERMA DELLA ID PRESUNTIVA
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IDENTIFICAZIONE FINALE

IDENTIFICAZIONE BIOCHIMICA

La determinazione di specie si basa sul corredo enzimatico del 
microrganismo in esame. Si valuta la capacità di:

 Metabolizzare specifici carboidrati, per via ossidativa (aerobica) 
e/o per via fermentativa (via anaerobica)

 Produrre specifici enzimi: DNAsi (Proteus, Serratia), citocromo-
ossidasi (Pseudomonas), ureasi (Proteus, Klebsiella, Enterobacter)

 Produrre specifici prodotti metabolici: H2S (Salmonella, Proteus), 
indolo (E.coli, Proteus vulgaris)

LA VALUTAZIONE DELLO SPETTRO BIOCHIMICO SI EFFETTUA TRAMITE 
SISTEMI MANUALI O AUTOMATIZZATI
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IDENTIFICAZIONE BIOCHIMICA

METODO MANUALE – API Identification System (bioMérieux)
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IDENTIFICAZIONE BIOCHIMICA

METODO MANUALE – API Identification System (bioMérieux)

ID32C per lieviti
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IDENTIFICAZIONE BIOCHIMICA

METODO MANUALE – API Identification System (bioMérieux)

ID32C per lieviti



11

IDENTIFICAZIONE BIOCHIMICA
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IDENTIFICAZIONE BIOCHIMICA

METODO MANUALE – API Identification System (bioMérieux)



13

IDENTIFICAZIONE BIOCHIMICA
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IDENTIFICAZIONE BIOCHIMICA

METODO MANUALE – API Identification System (bioMérieux)

Semina

Incubazione

20E per bacilli Gram negativi
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IDENTIFICAZIONE BIOCHIMICA

METODO MANUALE – API Identification System (bioMérieux)

La avvenuta fermentazione degli zuccheri (glucosio,
sorbitolo, mannitolo, saccarosio, ecc.) e/o
l’utilizzazione di altri substrati (urea, indolo,
gelatina, citocromo-ox, ecc.) viene rivelata dal
viraggio di un indicatore di pH.
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IDENTIFICAZIONE BIOCHIMICA

METODO MANUALE – API Identification System (bioMérieux)

Lettura risultati
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IDENTIFICAZIONE BIOCHIMICA

METODO MANUALE – API Identification System (bioMérieux)

L’interpretazione «integrata» dei tests genera un
codice numerico (biotipo) che verrà inserito in un
database per ottenere una identificazione a livello
di specie corredata con il relativo livello di
accuratezza.
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IDENTIFICAZIONE BIOCHIMICA
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IDENTIFICAZIONE BIOCHIMICA
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IDENTIFICAZIONE BIOCHIMICA

METODO MANUALE – API Identification System (bioMérieux)

20NE per batteri NON Enterobacteriaceae
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IDENTIFICAZIONE BIOCHIMICA

METODO MANUALE – API Identification System (bioMérieux)
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IDENTIFICAZIONE BIOCHIMICA
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IDENTIFICAZIONE BIOCHIMICA

METODO MANUALE – API Identification System (bioMérieux)
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IDENTIFICAZIONE BIOCHIMICA

METODO AUTOMATIZZATO – VITEK (bioMérieux)

Gram-positivi (GP)
Gram-negativi (GN)  
Lieviti (YST) 
Bacillus spp. (BCL)
Anaerobi, Corynebacterium (ANC)
Neisseria, Haemophilus (NH)
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IDENTIFICAZIONE BIOCHIMICA

METODO AUTOMATIZZATO – VITEK (bioMérieux)

 Il sistema prevede l’utilizzo di una card su cui si trova una
serie di pozzetti (30, circa) contenenti dei substrati
biochimici (ID) od antibiotizzati (AST) in forma
disidratata.

 Due tipologie di card: una per la identificazione (ID), l’altra
per l’esecuzione dell’antibiogramma (AST).

 Non sono richiesti reagenti addizionali, riducendo così il
rischio di errore.

 Il database del VITEK copre oltre 300 specie, di rilevanza
sia clinica che industriale/alimentare.

 Possibilità di generare reports epidemiologici per monitorare
trends relativi ad antibiotico-R ed eziologia.
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IDENTIFICAZIONE BIOCHIMICA

METODO AUTOMATIZZATO – VITEK (bioMérieux)

Card identificazione

Card antibiogramma
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IDENTIFICAZIONE BIOCHIMICA

METODO AUTOMATIZZATO – VITEK (bioMérieux)

Card identificazione
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IDENTIFICAZIONE BIOCHIMICA

METODO AUTOMATIZZATO – VITEK (bioMérieux)
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IDENTIFICAZIONE BIOCHIMICA

METODO AUTOMATIZZATO – VITEK (bioMérieux)
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IDENTIFICAZIONE FINALE

IDENTIFICAZIONE SIEROLOGICA

Ricerca di ANTIGENI specie-specifici direttamente nel 
campione biologico o da coltura pura (previo isolamento) tramite 
l’uso di anticorpi complementari:

 Reazione di agglutinazione, reazione di rigonfiamento capsulare

 Reazione di immunofluorescenza 

 Saggio immunoenzimatico (ELISA)

 Saggio di immunocromatografia su membrana

 Western blot
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IDENTIFICAZIONE FINALE

IDENTIFICAZIONE MOLECOLARE

Il patogeno si identifica cercando caratteristiche sequenze di 
DNA o RNA mediante:

 Amplificazione genica

 Ibridazione con una sonda

Consentono ricerca e identificazione rapida dei patogeni

Ricerca MCO a lenta crescita, difficilmente coltivabili o non coltivabili

Ricerca di geni per la resistenza agli antibiotici
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IDENTIFICAZIONE FINALE

IDENTIFICAZIONE con MALDI-TOF

 Introduzione della Spettrometria di Massa nella routine del 
Laboratorio di Microbiologia

 La tecnologia MALDI-TOF è stata recentemente introdotta come 
metodo rapido, accurato ed economico per l’identificazione di 
batteri, micobatteri, lieviti e funghi. E’ un’alternativa valida ai 
metodi di microbiologia classica e di biologia molecolare. 

 Il MALDI-TOF MS identifica il MCO entro pochi minuti dal riscontro 
colturale, con un anticipo di 24 ore rispetto ai test biochimici 
tradizionali. 
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IDENTIFICAZIONE FINALE

IDENTIFICAZIONE con MALDI-TOF

 Consente di misurare in maniera estremamente accurata il peso 
molecolare di macromolecole di interesse biologico e di 
determinare la loro identità in base al rapporto massa/carica.

 CAMPIONE

La tecnica prevede che un campione batterico costituito da 104-
106 cellule (brodocoltura o singola colonia), possa essere
analizzato ottenendo in qualche minuto uno spettro di massa i cui
segnali sono originati da componenti proteiche ribosomiali o loro
frammenti rilasciate in seguito a lisi della parete batterica.
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IDENTIFICAZIONE FINALE

IDENTIFICAZIONE con MALDI-TOF
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IDENTIFICAZIONE FINALE

IDENTIFICAZIONE con MALDI-TOF

 Il campione è colpito da un fascio laser pulsato con frequenza
nell’UV che lo disgrega e ionizza. I frammenti ottenuti sono dei
cationi monovalenti che vengono accelerati da un campo
elettromagnetico e migrano in senso lineare attraverso il "tubo di
volo" per colpire una membrana che registrerà le masse ionizzate
impattanti in tempi differenti in base alla massa stessa degli ioni.

 Gli ioni impattanti su di essa vengono misurati nel loro rapporto 
massa/carica (m/z) potendo così risalire al peso molecolare della 
molecola analizzata.
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IDENTIFICAZIONE FINALE

IDENTIFICAZIONE con MALDI-TOF
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 Tel: 3 3 8 6 4 2 8 0 3 2
 e-mail: vivian.tullio@unito.it

Per qualunque domanda o problema

puoi contattarmi al

Graz i e


