Uvod do identifikace bakterii
‘Zakladni biochemické testy :

Pruvodce po cviCeni




Identilikacni testy
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o Mikrotesty - v 1 souprave je 10-20 biochem. testi
ENTEROtest, STAPHYtest, ANALEROtest ,
STREPTOtest , NEFERMtest....... TE

e Hodnoceni:
1dentifikaCni tabulky
TNW program - identiﬁkaé_ni skore (%); T index Q-l




Dostanete neznamy
vzorek......

e MuZe byt 1zolatem z prostfedi nebo naopak soucast
mikroflory teplokrevnych zivocichtu
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e Odlsi se od netermentujicich G- ty€ek z prostredi
nekolika jednoduchymu testy:
KAT +, OX -, OF-test: fermentace glukozy +

* Cilovou skupinou naseho cviéeni jsou ferme
enterobakterie s fakultaivn€ anaerobnim
metabolismem (obyvatelé stfeva)




o . 1 €7
* 65 druhu - gramnegativnich tyCinek - -
e Proc fakultaivn€ anaerobni druhy - co je akceptor e ?
e Travici trakt | | |
e Pritomnost ve vodé: ukazuje na fekalni znecisténi

Enterobacteriaceae %_r i

e VétSinou nepatogenni
e Patogenni jsou nékteré druhy:
Strevni infekce: Salmonella, Shigella a Yersinia

Celkové mfekce: Yersimia pestis (puvodce moru) a tzv.
antropopatogenni serovary salmonel (serovary Typhi,
Paratyphi A, Paratyphi B a Paratyphi1 C) a nékteré
kmeny £. colf (EPEC, ETEC...)




My jsme je iz pozorovali...

° Koliformn_i druhy na Enddvggaru, pi1 rozboru vody:
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E. Coli- kovove lesklé

Salmonella, Shigella:
-ruzZové

Ostatni koliformni: ¢ervené

WFC inedium 44°.C - Cervené kolonie

1adré - fekalni koliformni, E. coli)




Pokud vzorek odebirame z téchto selektivnich
medii, muZeme provést rovnou ENTEROtest

Postupy ve cvi€eni:

e Pokud mame vzorek na neselektivhim mediu,

tedy nas pripad, provedeme 2 sklickové pokusy:
1) musime nejprve urCit G- typ bunécné stény
(enterobakterie jsou G-)

2) Enterobakterie jsou nadany schopnosti

likvidovat peroxid vodiku - katalaza pozitivni
bunlky této Celed: pod jeho tthou Sumi




e Niasledovat budou demonstracni zkumavkové
testy, u nichz odeCteme vysledky a urCime, které
neznamé vzorky fermentuji. K tomu poslouzi

1) OF test (oxidace-fermentace glukozy)
2) TSI test (triple sugar, 1ron)

e U fermentujicich bunék provedeme

ENTLEROtest se standardnim zakalem bunek
°a test na oxidz’izu - entefob.negati{fni (OXI test)
e a test produkce B-galaktosidazy stépici laktozu

(ONPG test)




"~ peptidoglykan e

. Muzeme provést Gramovo barveni, tim mimo
jiné zjustime 1 morfologn bunky ¢1 morfologn
shlukt bunék, coz jsou dalsi dul.identifikaéni
znaky, které urychli rozhodovani pro dalsi testy
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- 1)KOH test

* Na ozihnuté sklicko kapneme 3% KOH, v mist¢
kapky lehce rozmichame vyzihanou khicku s
odebranym neznamym vzorkem

e G- bunky mayi slabou bunéénou sténu, ktera

rychle uvolni obsah bunky
a za klickou se tahne

visk6zni suspenze:

(& Na sklicku vpravo KOH test
= G- bunky se tihnou za klickou

Nelze pouZit u bakterii tvo¥icich sliz | 9




2)Katalazovy test

o Rozklad perox1du Vodlku na Vodu a kyshk je
katalyzovan enzymem katalasou.

e Piidame 3% peroxid vodiku k bakterialni
kultufe pfimo na mediu nebo na natér bunek
na skliCku. Pozitivni test se projevi uvolnovanim

bublinek kysliku.

Katalazovy test
na sklicku vlevo S
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o Uvnitt velké skupiny G- bakterii muzeme
bakterie dale delit na bakterie termentujici
(fakultaivn€ anaerobni metabolismus, ktery
oluk6zu oxiduje 1 fermentuje, jako napr. nase
cilova skupina enterobakterii) a bakterie
s vvhodn€jsim respiraCnim metabolismem -
nefermentujici aerobni vibria, acromonady,
pseudomonady...

e Takové testy pro vzajemné odhiseni
enterobakterii od Vibrii, acromonad spocivaji
v jednoduchych reakcich: test oxidazovy,
fermentacni (OF test)...
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e Vibria a aecromonady také ste€pi glukozu, ale
jsou vZzdy oxidaza pozitivni - glukézu tedy
nefermentujl JSOU nelermentujici

Vibrio cholerae

e Dalsi skupiny gramnegativnich netermentujicich
baktérii (mohou to byt tyCinky, ale 1
kokotyCinky ¢1 koky) nikdy nestépi glukozu.

Oxidazu mohou mit pozitivni 1 negativni
12




Ve cviCeni dale nasleduji dva demonstracni

pokus, u kterych odeCteme termentaci glukozy

a u druhého vyuziti dalsich cukru
Tedy:
1) OF test a 2) TSI test
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3) OF test

test na oxidaci (aerobni metabol.)/

/termentaci (anaerobni met.)

e = detekce respiraCnich enzymu

e pouziva se medium s glukoézou a acidobazickym indikatorem
bromthiolovou modfi, ktera je nasledn€ ve vzniklém kyselém
prostfedi zluta, v zasaditém modra alkalizaci a pfi neutralni

reakcl zelend gy erobakterie krom pozitivni oxidace (respirace) Glu ji-1 fermentui!!!

-k OF testu se vyuzyi vzdy dvé zkumavky s vysokou vrstvou
polotuhého media ' ' '

- inokulum ¢isté kultury se oCkuje vpichem

- prvni se kultivuje aerobné€ bez parahinu (test oxidace),
druha anaerobné s parafinem (dukaz fermentace)

- odeCet po 24h
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OF test - odecCet
e Poztivni reakce oxidace C1 fermentace

_GLUK()_ZY se projevi zlutym zbarvenim

pro diikaz fermentace gluk6zy

Obé zkumavky modré - Zkumavka s parafinem _ Obe Zkumavky Zluté
ob¢ jsou negativni reakce vykazuje modrou negativni ob¢ jsou pozitivni reakce
neznamy vzorek glukozu Al T O e neznamy vzorek glukozu

an1 neoxiduge, ani Neznamy vzorek viak ~ oxiduje 1 fermentuye

nefermentuje oxidyje glukézu = Zluta + reakce = enterobakterie
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* Pokud jz tedy vime, Ze pracuyjeme s G- bunkou,
ktera je navic katalaza pozitivni a pod paratinem v
OF testu méla pozitivni zlutou reakci, bude to
tedy fermentujici enterobakterie.

e V OF testu mozno odecCist 1 pohyb bun¢k -
pohyblivé druhy tvori ,,oblak® kolem vpichu

.l‘ i !; - \

* [/Kkus e vyuziti tf jcukru - ten dale rozdéli
DA le domensich skupin a otestujeme
lynu v tzv TSI testu.
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4) T'SI test (tripple-sugar 1iron)

e Test na utilizac tfi cukru - glukézy, laktézy a

sacharozy + testovani

produkce HyS a plynu

*CH,OH

P Glucose

3 V4
Galactose Laktoza

glucose
!y
o)
%
H-C-H

I
C —

VAL
Ui
BN,

I

4-0 -(beta-l_)-galactopyranosyl) -beta-D_-glukopyran(’)za

H

O

\

c ¢’ H
c/ e T \g—c \

1
o-H

+

fructose

Sa
a-D-glukopyrano

N
0

H-G-H -©
H \

c
/|:|-c!:—|-|

char6za
5yl-B-D-fruktofuranosid

| 1 )
O-H H O-H

acidobazicky mdikator je bromkrezolova ¢erven

- indikator produkce H2S je Zelezo -
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- medium ve zkumavce je oCkovano vpichem a vzapéti hadkem
po Stkmém agaru v jediné zkumavce
- sledujeme zabarveni po kultivaci 24-48h/37°C
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‘Hodnoceni 151

. Sledujeme §tép.eni gluk(')zy nebo laktézy; plyn
e Nc¢které bakterie uvolnuji sirovodik z aminokyselin

obsahujicich siru (cystin, cystein, methionin). Produkce
je detekovana pomoci siranu Zeleznatého (vytvafi se
cerny sultid Zeleznaty).
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Pozitivni utlhzace cukru: Zluta barva a to: GLUKOZA sledovéva dole ve sloupci
LAKTOZA v sikmé horni ¢4sti agaru
Fermentace laktozy 1 sacharézy - celé medium zluté (£. col?)

V této Casti agaru
sledujeme tvorbu
sirovodiku, bublinky
plynu a fermentaci
elukozy

Negativni fermentace

V této Cast agaru

ledujeme fermentaci
glukozy, ne sacharézy
a laktozy.

V celé Casti agaru
sledujeme fermentaci
laktozy nebo sachardzy
nebo obou = celé
medium zluté. V této
zkumavce lze sledovat 1
produkc plynu.
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Da151 prlklady riistu na TSI

Enterobacter cloacae - fermentace glukozy, produkce plynu ne 31rovod1ku
Staphylococcus aureus - kyseld reakce; = fermentace cukri

Salmonella lyphzmunum fermentace gluk6zy a produkce plynu a HQS
Micrococcus luteus vyuziva pouze pepton media, ne cukry, jen na povrchu agaru
Bacillus megaterium fermentace cukru, ale neroste v anaerobnich podminkach
Enterobacter acrogenes fermentace glukézy, katabolismus peptonu 20




Pro zkvasovani cukra plat nasledujici pravidla:
pokud kultura nekvasi glukosu, nekvasi ani jiny
cukr. Kultura fermentujici glukosu fermentuje 1

fruktosu a manosu. Fermentuje-l laktosu,
nefermentuje maltosu a naopak.
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5) Enterotest 16

_ | . :
 pro dalsi identifikaci fermentujicich

e jamkové testy

- do zkumavky s 2,5 ml fyziologického
roztoku vyzihanou klickou nabereme
neznamy vzorek bakterii a zamichame,
vytvorime suspenzi bunék o standardnim

zakalu 1 dle Mac Farlanda L

MIKROWBTEST®

ENTEROtest 16 |

| 312607 x° 6 9
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PLIVA-Lachema Diagnostika s.r.0.
Kardsek 1. 621 33 BRNO o

cz

A
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- poradi testi na 1 desticce ENTEROtestu neni samo o sob¢€ nijak znaené!!!
- protoZe kazda skupinka pracuje s vlastnim testem z originalniho baleni, musi si
pfed jeho vytazenim z baleni oznacit ve dvojci hfebink na strané A fadu 1,

tim po jeho vloZzeni do nového stojanku pozname ,,A“ Celo reakci testu.

- destiCku ENTEROtestu umistime podle ,,A“ €ela reakci do svého stojanku

-naproti druhé Celo testu j1Z miZzeme oznacit znamenim své skupiny

-

»A“ Celo reakce
Oznaéem'; sloupec 1

1

Nyw FuL 'Hos

- automatickou pipetou ofkujeme 100 mikrolitrii (sterilnimi Spi¢kama)
homogenni supsenze bun€k (!!) do kazdé jamky

-jamky H1 az D1 zakapneme 2 kapkami parafinu (anaerobni reakce- testy pro
sirovodik (H), lysin (G), indol (F), ormitin (E) a ureazu (D))




e Nesmi dojit ke kontaminaci

sousednich jamek ' R
e Testy se pii1 kultivact ulozi
do sacku aby nevysychaly
. ENTEROtést kul_tivujeme
pr1 37°C/16-4°h

Papirkové testy: 6)' OXI teSt, 7) ONPG test|

* Do zbytku suspenze ve zkumavce steriln€ pinzetou namocime
(ozihnuti hrdla zkumavky) test na oxidazu, paplrek vytdhneme

e Poté do zkumavky vloZime papirek ONPG testu a po 021hnut1
hrdla dame kultivovat spolu s ENTEROtestem
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e OXI test - enterobakterie jej maji negativni

b |
e

Pozitivni OXI test ma tmavé modrou barvu a to do 30 sekund. Do dvou minut

zmodra opozdéné pozitivni reakce. Seda €1 nazelenala barva po dvou minutiach
znamena reakci negativni.

Test identifikuje tvorbu enzymu cytochrom ¢ oxidasy (posledni enzym dychaciho
fetézce) ucastniciho se pfenosu elektronu v elektronovém transportnim fetézci
aerobnich bakterii na kyslik (oxidace cytochromu ¢ kyslikem, kyslik je redukovan).
Oxidasové ¢inidlo obsahuje chromogenni oxidaCné-redukéni ¢imidlo,

které oxidaci méni barvu (tmave Cervenofialové). 25




e Pozitivni ONPG reakee | je po 4hod1nach

kultivace Zluté zbarveni. Jedna se o test na
produkci enzymu betagalakt051dazy, ktery stepl
1 aktozu (pozname JIZ Vv TSI)

: Pozitivni
V testu je =G
pouZivan zluta reakce
bezbarvy PO 94h
o-nitrofenyl-R- kult1vac1
D-galaktopyranozid,
ktery je v + pripadé
hydrolyzovan

na zluty ortho-nitrofe

negativni

- 26




- Hodnocenti

e Ziskané udaje jsou zpracovavany podle kli¢u a tabulek,
casto za pomocl pocitaCe. ProtoZe 1dentiikace je
znacne narocna, podafi se jen malo typickych vzorku
zatadit aZ do druhu pfimo v provoznich laboratorich.
Protoze se vyskytuji mutanty a jejich procento stoupa v
souvislosti se vzrustajicim znecisténim Zivotniho -
prostiedi, pfechazi se od identifika¢nich kli¢l, které
uvadély pouze pozitivni €1 negativni reakce, k
tabulkam, v nichz je uvedeno procento kmenu daného
druhu, u nichz je test pozitivni, eventuelné zda
vysledek kolisa 1 u bunék ur€itého kmene.
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INTERPRETACE REAKCI

Hodnoceni na

Reakcia
Test Zkratka testu v
o Sirovodik H.S Cernd, tmavé Seda 4
s Lysin LYS modra, modrozelena zelend, Zlutozelena
d e S tl c C e Indol IND cervenofialova, rizova Hua
‘ L] Ornithin ORN modra, modrozelena zelena, Zlutozele
i Ureaza URE Gervena, oranZovoéervena svélle

Po kultivaci testu odecitame T T TR T ST

orpen B v e S e o A Simmons citrat SCI modra, modrozelena
pozitivitu €1 negativitu reakci Rar? SR S
; - . : ; 7 BESIRE : n.n-:asio- P : . u ,I uozéen zelend
podle tabulky iterpretace reakci. s R e s |
A d l f l l 2 o e Celobi6za CEL 7luta, zlutozelena zelend
Test na indol a fenylalanin se Rt sue S s

kratce pred odeCtem zakapava U R T T
kazdy svym Cimidlem.

MIKROEMEST® ‘Datum/Daty Z IRel/MagHT, npomen PLIVA-Lachema
Diagnostika s.r.0.
Karasek 1
ENTEROtest 16 621 33 Bmo, GZ
Kmen &/Kmefl &/Strain No/Ho. ananwaa Poznamky/Notes/OTmerin

Prouzek ENTEROtest 16

& & Rédek/Riadok/Strip/Crpnn 1 Rédek/Riadok/Strip/Crpun 2 1
1 % g % g .E Tonocka # | e |F | B [oracEn [T Ee e e s e el e |
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e Odecitame ENTEROtest pomoci pruhledného
vicka, kde je zkratkami zazna

rfadi reakc
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e Identifikaci provedeme dle tabulky v navodu

te st_u

e Nebo pomoci programu TNW, ktery nam po

vyplnéni +/- k real

cim 1d

ukaze v 9% 1dentifll

typicky kmen je T index roven 1.

entilikuje nas kmen,

cacni s.

cOre a 'l mdex. Pro

* Pro atypicky kmen nam test doporuci ptipadn¢

dalsi rozlisujici testy €1 ukaZze nase nestandardni

vysledky
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Jako kontrola kvality pouzitych chemikalii a
kontrola interpretace barevnych reakci se
pouZivaji tzv.kontrolni kmeny bakterii, které
davayi standardni vysledky. Tyto kontrolni
kmeny dodava CCM v lyotilizovaném stavu
nebo na Zelatinovych discich.

Mozné priCiny neidentifikovatelného vysledku:
- kontaminovana kultura
- maly objem mokula
- kontaminace jamky
- Spatné prevrstveni parafinem

- atypicky kmen

31




Shrnuti

e Enterobakterie jsou gramnegativni ty¢inky, 1-6 um
dlouhé a 0,3-1 pum siroké, netvorti spory; pohyblivé
druhy mayi peritrichalni bi€iky (Proteus..)

e Iinterobakterie jsou nenaroCné chemoautotroini
bakterie, mezofilni - rostou v rozmezi 18 - 40°C,
optimum je 37°C

* Po provedem oxiddzového testu jsou enterobakterie
oxidaza negativni (s.vyjimkou rodu Plesiomonas, ktery
k nim byl nedavno piifazen), tvori katalazu (kata‘léza
pozitivni) a vzdy $té€pi glukézu (1 tvorba plynu), dale
redukuji nitraty (pfi fakultativni anaerobiéze jsou totiz
nitraty akceptorem elektronti)
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