|dentifikace bakterii
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ldentifikace

|dentifikace mikroorganismuU = stanoveni prislusnosti k urcéité taxonomické skupiné

Je potrebné mit Cistou kulturu

Hodnotime:

>

Morfologii (makroskopické znaky - tvar a zbarveni kolonie, mikroskopickeé — barveni, Gram,
acidorezistence, pouzdra, spory...)

Fyziologii (vztah ke kysliku, k NaCl, ATB, teplota rustu, rezistence, typ metabolizmu)
Biochemii (zdroj C, redukce nitrdty, tvorba indolu...)

Doplnujici testy (molekuldrni diagnostika — PCR, sekvenace, ribotypizace, obsah G+C v DNA;
serotypizace, imunochemické reakce, chemickd analyza bunkové stény, patogenita)




Standardizované testovaci systémy

» Rychlé zpracovdani velkého mnozstvi vzorkd

» Odstranéni individudinich rozdild v pfipravé, provedeni i hodnoceni

» APl systém

» Mikro-LA-Test — ENTEROtest, STAPHYtest, ANAEROtest - destiCky s jamkami kam se kape bunécnd
suspenze

» Hodnoceni - tabulky i pocitacovy program
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One drop of positive control

reagent is added to circle #1 One drop of latex reagent is added to

each of three circles as shown.

arry ;j /’_. Disposable test shide (Difco)
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The slide is rocked by hand for 45 seconds and
placed on a shde rotator for another 45 seconds.

3 Two complete colomses are quickly
One drop of negative control and completely emulsified into re-
reagent is added to circle #2 agent in circle #3

visuals:unlimited



Enterobacteriaceage

Gramnegativni tyCky
Fakultativhé anaerobni, chemoautotrofni, mezofilni,

Oxidaza negativni (vyjimka Plesiomonas), kataldza pozitivni, glukézu
stépi za tvorby plynu, redukuji nitrdty

Veétsina Zije v trdvicim traktu obratlovcd - sou€ast mikrofléry

Klinicky vyznamna skupina, nékteri nepatogenni, néktefi jsou
puvodci zavainych onemocnéni

Yersinia pestis, Saimonella (serovary Typhi, Paratyphi), E. coli

Jejich pfitomnost ve vodé znamend fekalni znecisténi
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Prukaz enterobakterii

1. Odliseni G+ a G- (Gramovo barveni, KOH test (+) )

2. Kataldza (+)

3. Oxiddza (-)

4. Vyuzivani cukr0, produkce H,S a plyny (TSI + Hajn) (+)

4. Stépeni glukézy aerobné (oxidace) (+) a anaerobné (fermentace) (+) (OF test)
5. ENTEROtest + ONPG test

Diagnostické pudy: Endo, MacKonkey, Desoxychloldt-citrdtovy, Salmonella-Shigella, Simons-
citrat agar
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KOH test

Odlisi G+ a G- bakterie
Kapka 3% KOH na sklicko
V kapce se klickou rozmichd kultura

U G- se poskodi sténa a vylije se obsah bunky,
teda suspenze bude viskdzni, bude se bude
tadhnout za klickou

U G+ se suspenze netdhne za klickou

Enterobakterie +
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Kataldzovy test

Rozlisi bakterie majici enzym kataldzu
Kataldza rozkladdd peroxid vodiku na vodu a kyslik
Na sklicko s kulturou se kapne 3% peroxid

Pozitivni kataldza = uvolnuji se bublinky kysliku, Sumi to

Staphylococcus Streptococcus
is Catalase is Catalase
positive negative

SPECIMEN

Enterobakterie +




Papirkovy oxiddzovy test

|dentifikuje MO, které vytvdreji enzym cytochrom c oxiddza

Na papirky se klickou nanese 24h kultura / papirek se pritlaci na kulturu v misce / ponofi se do
tekuté kultury

Papirek zmodrd do 30 s = pozitivni reakce
Papirek zmodrd do 2 min = opozdéné pozitivni

Papirek beze zmény = negativni

Enterobakterie —
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TSI test (triple-sugar iron) s indikatorem

zeleza podle Hajny

Test na utilizaci laktézy, glukézy, sachardzy, produkci H,S a plyny
Do tuhého média ve zkumavce se vpichne kultura a vzapéti se naockuje hddkem na Sikmou plochu
Po 24-48h/37°C sledujeme zmeény

Zluta celd puda = kultura zkvasduje laktdzu a sachardzu (nahore) i glukdzu (dole)
Zluta horni $sikmad plocha a éerveny spodek = zkvaiuje L, ne G

Vsechno zUstane ¢ervené = nevyuzivd ani L ani G

Médium zéernd = produkce sirovodiku

Bublinky = produkce plynu kvasenim

Enterobakterie: cukry +, sirovodik +, plyn +




OF test — test na oxidaci/fermentaci

» Detekce respiracnich enzymu, detekce pritomnosti oxiddzy

» 2 zkumavky s polotuhym médiem a acidobazickym indikdtorem (bromthiolovd modfi) v kyselém
prostiredi zlutne, v zdsaditém modrd a v neutrdinim zelend

» Vpichem se naocCkuje kultura
» Jedna zkumavka se kultivuje aerobné, druhd anaerobné (zakdpnuta parafinem), odecet po 24h




OF fest

Pozitivni reakce = zlutd barva, negativni =modrd/zelend

Obé zkumayvky zluté = pozitivni oxidace (aerobni st€peni) i fermentace = fakultativni anaerob,

moznd enterobakterie

Aerobni zkumavka pozitivni (zlutd), anaerobni negativni (modrd) = jen aerobni druh,
nefermentuijici, napr. Aeromonas, Vibrio, Psesudomonas (kdyz je vidét pohyb)

Obé zkumavky negativni (modré) =
glukdzu nefermentuje ani aerobné nestépi
Alcaligenes (ox+), Agrobacterium (ox-)

(a) (b) (c)

FIGURE 41.5 O/F glucose test. (a) Fermentative and oxidative; (b) oxidative; (c) glucose not metabolised
or inert. © The McGraw-Hill Companies/Auburn University Photographic Services




» Pro identifikaci fermentujicich bakterii z ¢eledi Enterobacteriaceae

» Komercéni systém jamkovych testy

» 16 testU (2 fady po 8), + zkumavkovy test na p-galaktoziddzu (ONPG)
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MIKRO-LA-TEST®
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Testy v jamkach:
produkce sirovodiku

dekarboxylace lysinu

produkce indolu

dekarboxylace ornithinu

rozklad mocoviny

deaminace fenylalaninu
hydrolyza eskulinu

utilizace citratu

utilizace malondatu

produkce kyseliny z inositolu
produkce kyseliny z adonitu
produkce kyseliny z celobiozy
produkce kyseliny z sachardzy
produkce kyseliny z sorbitolu
trehaldzy

mannitolu
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Enterotest

Z 24h kultury se pripravi 3 ml suspenze bunék ve fyz. roztoku se zakalem 1 podle stupnice
MacFarlanda

Desticka se dd na vysku, odfizne se folie a napisi se na ni Cisla kmenU
Suspenze se dukladné pretrepe a pipetuje se z ni 100 upl do kazdé jamky
Prvnich 5 jamek zakdpnout parafinem — aby testy mohli probihat anaerobné (H1, G1, F1, ET, D1)

DestiCka se ulozi do sacku a kultivuje se 18-24h/37°C + zkumavkovy ONPG test




Papirkovy ONPG test

» DUkaoz produkce B-galaktozidazy - st€pi laktdzu

» Bezbarvy substrat (o-nitrofenyl-p-D-galaktopyranozid) v pripade + reakce zezloutne (ortho-
nitrofenol)

» Do zbytku fyziologického roztoku s kulturou se vlozi testovaci prouzek na ONPG test, kultivace
24h/37°C se vyhodnoti zezloutnuti

" ONPG +



