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Pracovni pomticky v mikrobiologii (bakteriologii)

Mikrobiologické sklo

specialni sklo, které se liSi od chemického nejen tvarem nadob, ale i jakosti

odolnost vici vysokym teplotam (horkovzdusna sterilizace)

odolnost vici plsobeni chemickych latek (v médiich, produkty kultivace mikroorganismu)
nesmi dochazet k vylouhovani chemickych slozek, které by ovlivnily rist organismi
silnosténné sklo, hrdla ndadob jsou rovna, tupa

stale Castéji plasty

KultivaCni nadoby

biologické zkumavky: silnosténné s rovnymi okraji, uzivaji se pro kultivace ve vsech typech
pld, udrzovani kultur, biochemické testy. Uzavirany kovovymi zatkami nebo zatkami z
bunicité vaty, dnes uz Casto plastové

barniky: Erlenmayerovy, pripadné varné, zatkovani podobné jako zkumavky, vhodné jak pro
aerobni kultivace, tak pro pfipravu zivnych ptd

Durhamova plynovka: ke stanoveni plynu pfi kultivaci v tekutych padach

Rouxovy, Frenbachovy, Vinogradského nadoby: pro nahromadéni vétsSiho mnozstvi kultury
za aerobnich podminek

promyvaci (provzdusnovaci) lahve: submerzni kultivace mikroorganisma (trepani,
provzdusnovani)

pipety: sklenéné/plastové na konci uzaviené vatovou zatkou, pro pipetovani kultur
automatické pipety nebo nastavce pro sklenéné



- mikroskopicka skla: uchovavame v 96% etOH, odmastujeme kys. chromsirovou,
pred pouzitim sterilizace ozihnutim.

- Petriho misky (Casto i plastové): rlizna velikost v bakteriologii nejc¢astéji primér 100
mm, neékdy vitfni prostor ¢lenén prepazkami pro nékolik kultivacnich médii vedle
sebe. Misky vhodné pro kratkodobou kultivaci — vysychani.

Pouzité nadobi: nddoby i s kulturou nejdrive autoklavujeme (30 min, pretlak 0,1 MPa),
obsah za horka vylijeme a umyvame obvyklym zplsobem. Pouzité sklenéné pipety
odkladame do nadoby s 2% ajatinem, odmastit chromsirovou smési

Preparacni a ockovaci pomUcky: pro o¢kovani a pripravu preparatl pouzivame
bakteriologické klicky nebo jehly zchromniklového nebo platinového dratu, prip.
jednorazové, ocelové preparacni jehly, tyCinky, Pasteurovy pipety, lancety, pinzety a
skalpely. Prace v ockovacich boxech nebo flow-boxech

Kultivaéni zafizeni: Pro kultivaci stacionarnich kultur jsou vyuzivany termostaty, pfip.
termostatované boxy, aerobni kultivace v tekutych ptdach na tfepacich zatizenich. K
nezbytnému vybaveni patfi mikroskop.

Sterilizace skla a pomUcek: Horkovzdusné sterilizatory. Suché teplo ma nizsi ster. icinky
nez teplo vlhké, proto uzivat vysokych teplot (160-180°C)/2 h. Ster. nddoby predem
zabezpecit pred kontaminaci vatovymi uzavéry, misky balit do Al folii, sklenéné pipety
do kovovych pouzder.



Ockovaci pomucky, pinzety, mikroskopicka skla sterilizujeme ozehavanim v plameni
kahanu tésné pred pouzitim, zchlazujeme na nezaockované pudé, ve sterilni vodé nebo
okraji kultury. lhned po zaockovani opét ozehneme, abychom organismy z kultury
nerozptylovali do prostredi

Vzduch a pracovni plochy ockovacich boxu sterilizujeme germicidnimi lampami, tj. UV
zarenim. Béhem prace sterilizujeme prac. plochy chemicky — ajatin, persteril, chronan...
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4. Fernbachovy banky a Rouxovy lahve se pouzivaji pri kultivaci, kde se
vyzaduje velky povrch substratu

Rouxova lahev

Rouxova kultivacni
nadoba

negative positive fermentation
carbohydrate = carbohydrate and gas
£ pr £ & producti
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Petriho misky Provzdusfiovaci lahev Durhamova plynovka




Zaklady identifikace bakterii

- stanoveni pfislusnosti studovaného kmene k urcité taxonomické skupiné.

- zdkladni taxonomickou jednotkou je druh, prehled popsanych druh( a jejich
vlastnosti, klice a tabulky k uréovani jednotlivych rod( udava Bergey's Manual of
Systematic Bacteriology, mezinarodni publikace vychazejici ve stale dopnovanych a
rozSifovanych vydanich

- identifikace je mozna tehdy, pracujeme-li s Cistou kulturou (ovéreni Gramovym
barvenim nebo kfizovym roztérem).

- priidentifikaci sledujeme nékolik skupin vlastnosti:

1. Morfologické vlastnosti: makroskopické i mikroskopické, tvar a zbarveni kolonii,
charakter rastu, razna identifikacni barveni (Gramovo, acidorezistentni), tvorba
spor, pritomnost pouzdra, bicikd atd.

2. Fyziologické vlastnosti: vztah ke kysliku, teplotni rozmeazi pro rust, rezistence k
teploté, tolerance k NaCl, citlivost ke Zlucovym solim, na antibiotika, typ

metabolismu (fermentativni, aerobné nebo anaerobné respiracni)

3. Biochemické vlastnosti: vyuzivani zdroja uhliku, redukce nitratd, tvorba indolu,
acetonu atd.

4. Doplnujici testy: elektronova mikroskopie, stanoveni obsahu G+C v DNA,
sérotypizace, fagotypizace, chemicka analyza bunécné stény, PCR, ribotypizace,
dikaz produkce toxinQ, dukaz patogenity atd.



Vybér vhodnych testl zavisi na charakteristickych znacich sledované skupiny. Zarazeni
sledovaného kmene do urcité skupiny, na zakladé morfologickych a fyziologickych
vlastosti, je vzdy prvnim krokem.

Na jeho zakladé navrhujeme dalsi testy — série biochemickych testl a testy doplnujici
(sérotypizace, dlikaz produkce toxin( nebo patogenity u materidlu izolovaného z
infekénich procesl, mol-biol metody pfi popisu nového druhu, chemicka analyza BS atd.).
Ziskané udaje jsou zpracovavany podle kli¢l a tabulek, ¢asto za pomoci pocitacovych
algoritmU. Protoze identifikace je znacné ndrocnd, podari se jen malo typickych vzork
zaradit aZz do druhu primo v provoznich laboratofich.

specializované testy Casto v narodnich referen¢nich laboratorich (NRL)



Identifikace bakterii

mikroskopické (tvar buneék,
MORFOLOGICKE VLASTNOSTI pohyblivost, biciky)
orientaéni makroskopické (tvar a vlastnosti
kolonii)

teplota, tolerance soli, antibiotik,
FYZIOLOGICKE VLASTNOSTI typ metabolismu (fermentativni,
zarazeni do rodu a druhu aerobné nebo anaerobné
respiracni)

BIOCHEMICKE VLASTNOSTI vyuzivani zdroja uhliku, redukce
zarazeni do rodu a druhu nitratd, tvorba indolu, acetonu atd.

EM, PCR, RFLP, ribotypizace,
serotypizace, fagotypizace,
bakteriociny

DOPLNUJICI TESTY
subtypizace




Izolace bakterii (a kvasinek)

- vzorky casto obsahuji mnoho druh( organism

- pro diagnostické ucely je tfeba rozdélit jednotlivé mikroorganismy vyskytujici se v
prirozeném prostredi (vzorku) a sledovat (urcovat) samostatné jednotlivé druhy

- to je nutné pro urceni, ze urcity mikroorganismus zodpovida za probihajici
onemocnéni ¢lovéka/zvifete, nebo pro uréeni jeho vyznamu v biotopu nebo za jeho
zodpovédnost za probihajici biochemickou reakci atd.

- Kultury: mikroorganismy péstované v lab. podminkach na zZivnych ptdach

- Cisté kultury: kultury jednoho druhu

- Smisené kultury: spolecenstva (v prirozeném prostredi)

- Technické kultury: smisené kultury pro pokusné nebo provozni ucely (biol. ¢isténi
odpadnich vod atd.)



Ockovani mikroorganismu

- preneseni z uchovavaciho média nebo ze vzorku do Cerstvého zivného prostredi

- striktné asepticka prace

- ockovani z tuhych médii/vzork( bakteriologickou klickou (na bakteriologické
plotny, na Sikmy agar, do tekutého média)

- ockovani z tekutych médii klickou (do ocka) nebo sklenénymi nebo automatickymi
pipetami (do tekutého média, na tuhé médium)

- na tuhé médium: napipetovany objem roztfeme po povrchu agaru hokejkou,
nebo se inokulum pepetuje k vytemperovanému médiu ve zkumavkach (ridky
agar), ten se vyléva na povrch pevného agaru.



Kfizovy roztér

postupné vyredovani plivodniho vzorku tak, aby na konci vyrUstaly na tuhém médiu

jednotlivé kolonie bakterii.

- kolonie: potomstvo jedné plvodni bunky, klon.

- cely postup je nutno provadét prisné sterilné, misku otevirame co nejméné a klicku
pred odlozenim znovu Zihame v plameni.

- klicka se ziha az do oranzova, pred odbérem nutno vychladit, aby nedoslo k
usmrceni organismd.

- hodnoceni: barva, tvar, profil a okraje kolonii, Cistota kultury




Bakterialni kolonie — mofologické studie

Velikost — prdmér v mm, velmi malé kolnie jsou teckovité

Povrch — hladky, nékdy zilkovany, hruby, zvrasnény, matny, leskly
Barva — zavislost na pigmentu, ddle opaleskni, zakaleny, prasvitny...
Textura nebo konzistence — suchy, vihky, mukoidni, viskdzni, maslovy
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Colony Morphology: Describing Bacterial Colonies

Frequently during the semester you will need to describe bacterial (or Morf0|0giCké StUdie

fungal) growth observed on slants or Petri plates. It will be useful to ,

learn the teminology used for describing common colony types. The ba kte ria’lnl'ch kolon"

following outline will be helpful for verbally communicating the
appearance of observed colonial growth.

1. Form - The form refers to the shape of the colony. These forms
represent the most common colony shapes you are likely
to encounter.

CIRCULAR IRREGULAR FILAMENTOUS RHIZOID

la. Size — The size of the colony can be a useful characteristic for
identification. The diameter of a representative colony
may be measured. Tiny colonies are referred to as Flavobacterium columnare strain B245
punctiform. rhizoid colony (Rz), irregular rough starving

colonies (R)

1b. Surface — Bacterial colonies are frequently shiny and smooth
in appearance. Other surface descriptions might be:
veined, rough, dull, wrinkled (or shriveled),
glistening.

1c. Texture — Several terms that may be appropriate for
describing the texture or consistency of bacterial growth
are: dry, moist, mucoid, brittle, viscous, butyrous
(buttery).

1d. Color - It is important to describe the color or pigment of the
colony. Also include descriptive terms for any other
relevant optical characteristics such as: opaque, Bacillus mycoides filamentous colony
cloudy, translucent, iridescent.




2. Elevation — This describes the "side view"” of a colony. These are
the most common.

AN aams. o, 5.4

RAISED UMBONATE CRATERIFORM
(having a knobby
protuberance)

CONVEX PULVINATE
(cushion-shaped)

3. Margin — The margin or edge of a colony (or any growth) may be
an important characterisic in identifying an organisms.
Several examples are shown below.

ENTIRE UNDULATE LOBATE CURLED FILIFORM
(wavy) (filamentous)

Mycobacterium smegmatis — kolonie s
panozkovitymi okraji



Kolonie mikroorganismti

bakterie

kvasinky plisné a jiné houby




E. coli S. marcescens P. aeruginosa
red pigment irregular
prodigiosin

B. subtilis B. antracis M. tuberculosis
filamentous filamentous irregular



Mikroskopicka identifikace mikroorganismu

- nékteré morfologické znaky mikroorganismd je tfeba posuzovat v mikroskopickém
preparatu

- nativni preparat: posouzeni skutecného tvaru zivé buriky, pohybu bakterii atd. Vyvoj
a rast mikroorganismu pozorujeme v tzv. vlhké komurce, kde jsou bunky umistény ve
visuté kapce

- vitalné barveny preparat: pro diferencované vybarveni nékterych bunécnych struktur
nebo k rozliseni zivych a mrtvych bunék

- negativné barvené preparaty: mezistupen mezi vitalnimi a fixovanymi preparaty —
pozorovani nezbarvenych bunék na kontrastnim pozadi

- fixované a barvené preparaty: lepsi rozliSeni jednotlivych typu bezbarvych
bakteridlnich bunék, jejichz tvar a struktura jsou bez predchoziho barveni v optickém
mikroskopu malo zretelné



Morfologie bakterialnich bunéek

OVOID COCCI COCOBACILLI BACILLIRODS)

No W S

-~

DIPHTHEROIDS SPIRILLI FILAMENTS SPIROCHETES

velilkost: 0.3 — 10 um



Koky
G+: Micrococcus, Staphylococcus, Streptocuccus, Enterococcus, Lactococcus
G-: Neisseria a Azotobacter

Kokobacily

Chlamydia trachomatis, Haemophilus influenzae, Gardnerella vaginalis a Coxiella burnetii.
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (G-, plvodce zubniho plaku)

Bordetella pertussis (G-, plivodce cerného kasle)

Yersinia pestis (mor), Brucella (bruceléza), Haemophilus ducreyi (G-, plvodce pohlavné
prenasené nemoci méeékky vred).

Tycky (bacily)
Kmen Firmicutes (rody Bacillus, Clostridium), dale Escherichia coli

Zakrivené, rohlickovité tycky (rod Vibrio), hrubé spiraly (Spirilla)

Spirochety
Borellia, Leptospira, Treponema



Barveni podle Grama

€ Application of € Application of © Alcohol wash
crystal violet iodine (mordant].ug0| (decolorization)
(purple dye)

Copyright € The McGraw-Hll Companies, Inc. Permission requited for reproduction or display
Gram-Positive Gram-Negative
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Grampozitivni bakterie maji sténu tvorenou peptidoglykanem a polysacharidy, kterymi
prochazi kyselina teichoova. Pfi barveni se krystalova violet dostava do bunék a tvori s
Luglovym roztokem modrou komplexni barvu. Alkohol neni schopny prostoupit
bunécnou sténou a rozpustit komplex. Dobarveni safraninem doda bakteriim tmavé
fialovou barvu.

G+ koky: Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus;

G+ bacily: Corynebacterium, Clostridium, Listeria, Bacillus.

Gramnegativni bakterie maji sténu tvorenou tenkou vrstvou peptidoglykanu a vrstvou
lipopolysacharidu. Pri stejném postupu dochazi ve tfetim kroku k vyplaveni komplexu
alkoholem a k odbarveni. Safranin dobarvi bakterie Cervené.

G- koky: Neisseria;

G- kokobacily: Haemophilus influenzae, Bordetella pertussis, Legionella, Brucella, atd.
G- bacily: Klebsiella, E.

coli, Enterobacter, Citrobacter, Serratia, Vibrio, Pseudomonas, Proteus, Helicobacter
pylori, Yersinia, Campylobacter, Salmonella, Bacillus fragilis, atd.

Lugollv roztok: vodny roztok elementarniho jodu a jodidu draselného




Ziehl-Neelsen stain (acid fast staining)

The Ziehl-Neelsen stain, also known as the acid-fast stain, was first described by two
German doctors: the bacteriologist Franz Ziehl (1859-1926) and the pathologist Friedrich
Neelsen (1854—-1898).

It is a special bacteriological stain used to identify acid-fast organisms, mainly Mycobacteria.
Mycobacterium tuberculosis is the most important of this group because it is responsible
for tuberculosis .

Acid fast organisms like Mycobacterium contain large amounts of lipid substances within
their cell walls called mycolic acids. These acids resist staining by ordinary methods such as
a Gram stain. It can also be used to stain a few other bacteria, such as Nocardia. The
reagents used are Ziehl-Neelsen carbol fuchsin, acid alcohol, and methylene blue. Acid-fast
bacilli will be bright red after staining.

Initially, Carbol Fuchsin stains every cell. When they are destained with acid-alcohol, only
non-acid-fast bacteria get destained since they do not have a thick, waxy lipid layer like
acid-fast bacteria. When counter stain is applied, non-acid-fast bacteria pick it up and
become blue when viewed under the microscope. Acid-fast bacteria retain Carbol Fuchsin
so they appear red.



Acid Fast Stain (aka Ziehl-Neelsen
method)

Acid-Fast Non-AF

- Heat + Fuchsin -

- Acid alcohol
‘ Methylene blue -

Acid fast stained mycobacteria

* -

: . S
Mycobacterium

Tuberculosis



Kvantitativni hodnoceni mikrobialnich kultur

- stanoveni poctu mikrobidlnich bunék nebo celkové biomasy

- stanoveni v daném objemu, prepocet na 1 mL pavodniho vzorku

- pro sledovani rustu, mnozeni, hodnoceni podilu jednotlivych skupin
mikroorganismu na celkovém zastoupeni mikroorganismu

- Metody primé — mikroskopické: pocitani bunék v mikroskopickém preparatu
- Metody neprimé — kultivacni: celkovy pocet zivotaschopnych bunék pocitanim
kolonii na agarovych plotnach (zde i nefelometrické metody)

- Primé: vyhoda rychlost, uréime zivé i mrtvé burky

V eV /

fyziologickém stavu kultury



Primé stanoveni poctu bunék mikroskopickym pocitanim

- suspenze o vhodné hustoté

- preparaty bez upravy nebo upravované — fixované, barvené

- nezbarvené bunky napr. pod fazovym kontrastem

- pocitaci komurky: Thomova, Biirkerova, Vosahlikova

- komurky slozeny ze silného podlozniho skla s vylitou siti ctverecku a kryciho skla,
které se poklada na bocni listy, ¢imz vznika mezi sklicky prostor o presné
definované hloubce

- neni-li komurka, Ize pocitat v zorném poli a prepocitat na plochu kryciho skla,
pracujeme se znamym objemem suspenze

- Birkerova komurka: plosky o obsahu 1/25 a 1/400 mm2, hloubka prostoru mezi

sklicky 0,1 mm (tedy objemy 1/125 nebo 1/4000 mm3)

1 .
i Hodnoceni: 5 .
Vypocet: maly CtvereCek - plocha 1/400 mm®, objem nad 1 ploSkou 1/4000mm",

pocet vyhodnocenych plosek - 80, zjistény celkovy pocet bunék - 800, fedéni

suspenze - 10x. PocCet bunék v 1ml puvodni suspenze = 800/80 . 4000 . 10 =

400000 = 4.10° bunék. Pokud se pouZije vitalniho testu, hodnoti se kromé

celkového pocCtu bunék jesté poCet mrtvych bunék a stanovi se procento mrtvych
bunék v suspenzi.




Na fixovanych a barvenych preparatech

- pro uchovani jako dokladovy material

- podlozni skla, na spodni strané rydlem nebo fixou oznacenu presné definovanou
plochu

- na plochu nanést znamy objem suspenze, rozetfit, ususit, fixovat a barvit

- barveni: napf. safraninem, erythrosinem, karbolfuchsinem

- pocitat buriky min. v 10 zornych polich

Na membranovych filtrech

- pouziti tam, kde Ize oddélit mikroby od ostatni biomasy a kde je treba
zakoncentrovat jejich buriky z vétsich objemu (v praxi hlavné rozbory vody)

- filtrace na sterilnich filtrech, barveni karbolerythrosinem, vymyti prebyte¢ného
barviva

- vysusSeny filtr pfrenést do kaptky imerzniho olejena podloznim skle, dalsi kapku
nanést na membranu a preparat uzavrit krycim sklem

- pocitat imerznim objektivem a bud’ okularem s vlozenou méfici sitkou nebo v
zornych polich



Neprimé stanoveni poctu bunék — kultivacni stanoveni poctu
zivotaschopnych buneék

- kultivace a pocitani kolonii vyrostlych na agarovych plotnach

- empiricky predpoklad: z 1 Zivotaschopné bunky vyrista 1 kolonie

- zivotaschopnost: schopnost burnky vytvaret na agarovém médiu viditelné
makroskopické kolonie

- zaockovani inokula do agarového media: 1) ockovani inokula na plotnu a rozetreni
hokejkou, nebo 2) zaliti inokula (1 mL) vytemperovanym agarem a dikladné
rozmichat. Druhd metoda i pro stanoveni anaerobU (kultivace pod parafinem).

- suspenzi pred ockovanim redit, aby vyrostly na tuhém médiu jednotlivé kolonie,
které se neprekryvaji okraji, obvykle desitkové redéni

Hodnoceni:
K hodnoceni vybereme nejvhodnéjsi fedéni (20 - 200 kolonii na misce) a spocitame
Oim 0dml Oiml i 0dm pocet kolonii na vSech miskach tohoto fedéni. PoCitané kolonie si oznaCime na spodni
TN N T stranu misky fixou. Ze ziskanych hodnot spoé&itame prumér, gislo
vynasobime fedénim a 10ti (pipetovali jsme 0,1ml na misku).

01ml S \
N

Pf.: Prumér ze 3 misek je 75, fedéni 10'5, dostaneme potom
75.10°.10=7,5.10'CFU/ml. Poget bunék se uvadi jako CFU = colony forming
units v 1ml, protoZe ne vZdy reprezentuje 1 kolonie 1 bufiku, nékteré burky jsou
doCasné spojeny a vyrusta z nich pak 1 kolonie.

0,1 mll




Nefelometrické stanoveni poctu bunék

- metoda zalozena na zjisténi aktualni hustoty bunék nefelometrem

- rozptyl svétla v zakalené kapaliné zavisi na jeho vinové délce, optickych vlastnostech
kapaliny i vlastnostech rozptylenych castic

- metodu lze pouzit v kombinaci s mikroskopickou nebo kultivacni metodou stanoveni
poctu bunék a pouze v urcitém koncentracnim rozmezi suspendovanych ¢astic (pri
prilis vysokych koncentracich bunék je svétlo absorbovaano okolni kapalinou, takze
hodnoty neodpovidaji skutec¢nosti)

- sestroji se kalibracni krivka — zavislost optické denzity (OD) na poctu bunék pfi
vhodné vinové délce (napr. 620 nm).

-k tomu se pouzije fada fedéni vzorku v pouzitim rozpoustédle, médiu nebo roztoku.

- u kazdého redéni zmérime optickou denzitu a stanovime pocet bunék mikroskopicky
nebo kultivacné



K teorii nefelometrie

Nefelometrie (také tyndallometrie) je fyzikalné chemicka analytickd metoda pro méreni koncentrace koloidnich disperzi. Pti stalé
koncentraci je mozné mérit i velikost koloidnich ¢astic. Je zaloZzena na méreni intenzity rozptylu svétla a absorpce svétla.[1]

Pri této metodé se vyuziva specialnich optickych vlastnosti koloidnich disperzi. Svétlo prochazejici v urcitém sméru do koloid( zpUlsobuje
kolmo na tento smér opalescenci, ktera je zplsobena rozptylem svétla na koloidnich casticich. Tento ukaz se nazyva Tyndall(v jev.

Pti prlichodu svételnych paprskd kapalinou, ktera obsahuje jemné rozptylené nerozpusténé castice (suspenze, koloidni disperze), dochazi k
rozptylu svétla do vSech sméru a intenzita prochazejiciho svétla se zmensuje v zavislosti na koncentraci suspendovanych ¢astic.

Do vzorku vnika primarni svétlo a méfi se intenzita sekundarniho svétla, které se odrazi od castic v urcitém uhlu ke sméru, kterym do
vzorku primarni svétlo vniklo. Koncentraci suspendovanych ¢astic lze zjistovat dvojim zplsobem:

- mérenim svételného toku, ktery je ¢asticemi odrazen kolmo nebo pod uréitym Uhlem na smér dopadajiciho paprsku. Tento zpUsob
méreni se oznacuje jako nefelometrie.

- mérenim svételného toku po priichodu prostredim ve sméru dopadajiciho svételného toku ze zdroje. Tento zplsob méreni se
oznacuje jako turbidimetrie.

Méfenim intenzity difuzné rozptyleného svétla na dispergovanych Casticich se zabyva nefelometrie. Rozptylené svétlo vychazi z
roztoku vSemi sméry (tzv. Tyndalovo svétlo) a méfi se pod uhlem, ktery je odliSny od sméru dopadajiciho zafeni. Konvencni
nefelometry pouzivaji jako svételnych zdroji zarovku s halogenovou atmosférou nebo xenonovou vybojku. Optika téchto
pFistroju obsahuje navic interferencni filtr, nebot svételny zdroj poskytuje polychromatické svétlo. Detektor je nastaven pod
uhlem 70 az 90°, protoze stuperi smérovosti svétla z konvencniho zdroje je nizky. Laserovy nefelometr pouziva jako svételného
zdroje helium-neonového laseru. Tento zdroj monochromatického svétla je mimofadné intenzivni a ma vysoky stuperi
smérovosti. Laserovy paprsek prochazi pfes kyvetu s mérenym roztokem a rozptylené svétlo se sleduje detektorem
nastavenym pod uhlem 5 az 35° (fotonkou nebo fotonasobi¢em).



Zivha média

Mikroorganismy jsou v laboratofich uchovavany na sterilnich Zivnych ptdach. Slozeni
musi vyhovovat vSem pozadavkiim daného organismu na vyZivu, pH, osmotické
pomeéry a dalsi fyzikalné chemické podminky. Pfipravovana zivna média musi byt
izotonicka a musi obsahovat zdroj C a N (v konc. a formeé dostupné pro dany
organismus), rtstové faktory a vodu.

Optimalni zivné prostredi by v prlbéhu kultivace nemélo ménit svoje fyzikalni a
chemické vlastnosti, to je vSak mozno splnit pouze pri kontinualni kultivaci. Béhem
stacionarni kultivace se slozeni vyrazné méni — vyCerpavani zivin a hromadeéni
metabolitd.

Number of cells

Exponential
Phase

Time (hours)

Inoculation




Pfiprava zZivnych pud:

voda: vodovodni (pro pldy z pfirodniho materialu), destilovana (synteticka
média), ve spec. pripadech (stanoveni vitaminl, aminokyselin atd.)
redestilovana nebo deionizovana voda

ztuzené pudy: agar 1,5 — 3%

agar je prirodni polysacharid (linearni polymer galaktézy) s vysokou gelujici
schopnosti, vyrabi se z morskych ras Floridae a Gelidium.

vetSina médii je dodavana kompletné v praskové podobé, nutno rozpustit,
upravit pH a sterilizovat

uprava pH: 1N NaOH nebo 1N HCI, bakterie: pH 7 — 7,3, kvasinky a houby pH
4,5 - 6,0. Sterilizaci klesne pH 0 0,1 az 0,3.

sterilizace médii: autoklavovani pri pretlaku 0,1 — 0,15 MPa, coz odpovida
teploté 121 — 128 °C. Doba zavisi na objemu a viskozité pady (20 min pro
zkumavky a malé objemy, 30 — 60 min pro objem 3 |).

111 roztoky cukr( sterilizujeme filtraci a pridavame do sterilniho média
frakciovana sterilizace: media zahfivame v proudici pare (20 — 30 min na
teplotu 99 — 100 °C, postup opakujeme ve 3 po sobé nasledujicich dnech. Pro
média poskuzujici se tlakovou sterilizaci (mléko, Zelatinovd media)



Rozlévani pud a jejich uchovavani

Tekuté a ztekucené pldy plnime do sterilnich banék nebo zkumavek s vatovou
nebo kovovou zatkou. Nepotrisnit okraje nadob ani zatky!!! Kontaminace!!!

Pudy sterilizujeme ihned po rozplnéni

Z pevného média ve zkumavkach pripravujeme sSikmé agary tak, ze
vysterilizovanou pldu nechame utuhnout v Sikmé poloze

Bakteriologické plotny lijeme do sterilnich Petriho misek asepticky az po
sterilizaci pQd. Rozlévani provadime v predem vydezinfikovanych boxech, misky
plnime do vysky 3 -4 mm, pro kvantitativni analyzy pipetujeme 15 — 20 mL media
na misku (100 mm). Nechame tuhnout ve vodorovné poloze, po utuhnuti
obvykle inkubujeme 2 — 3 dny v obracené poloze, pri teploté, jez bude pouzita
pro kultivaci. Tim dojde k vhodnému predsuseni pidy, nutnému k povrchovému
oCkovani. Béhem inkubace se projevi i prfipadna kontaminace.

Uchovavat v temném, bezprasném, suchém a pokud mozno chladném prostredi.
Pro dlouhodobnéjsi uchovavani lépe chladnicka.



Podle slozeni:

1. Synteticka prostredi: jejich slozeni je predem definovano. Vétsinou jde o
organické roztoky, zdrojem C obvykle glukosa, zdrojem N (NH4)2SO4 nebo NH4CI.
Dodavaji se nékteré aminokyseliny, vitaminy, rGstové faktory.

2. Prirozena Zivna prostredi: tvorena slozkami ziskavanymi po kyselé nebo
enzymatické hydrolyze kaseinu, fermentativni hydrolyze masa (masovy vytazek),
autolyzou nebo hydrolyzou pekarského drozdi (extrakt z kvasinek), pldsobenim
Zaludecnich stav na rostlinné a Zivocisné bilkoviny (pepton).

Z hlediska ristu mikroorganism( (a téz pro diagnostiku):

1. Pudy univerzalni: sloZzenim vyhovuji pozadavkim na vyZivu Sirokého spektra
organismu (napr. masopeptonovy bujon, sladinovy agar atd. ).

2. Puady selektivni: sloZzeni zvyhodnuje rast jednoho druhu nebo skupiny organismd.
Rlst ostatni mikroflory je brzdén (Ashbyho agar, Staphylococcus medium)

3. Puldy selektivné diagnostické: na nich roste jen velmi mala skupina organismd,
ktera se projevi charakteristickou biochemickou reakci (Endova putda)

Ashbyho agar — bezdusikaté médium, rostou na ném jen organizmy schopné fixace vzdusného dusiku

Ashby’s Mannitol Agar is used for the cultivation of the Azotobacter species that can use mannitol and atomospheric nitrogen as
a source of carbon and nitrogen, respectively. Besides having the ability to fix atomospheric nitrogen, Azotobacter can also
synthesize biologically active substances which improve seed germination and plant growth.



Selective media allow the growth of certain type of organisms, while inhibiting the growth
of other organisms. Selective inhibition of some types of microorganisms can be studied by
adding certain dyes, antibiotics, salts or specific inhibitors that will affect the metabolism or
enzymatic systems of the organisms. For example, media containing potassium tellurite,
sodium azide or thallium acetate at different concentrations of 0.1 - 0.5 g/I will inhibit the
growth of all Gram-negative bacteria. Media supplemented with the antibiotic penicillin
concentration 5-50 units/ml or crystal violet 2 mg/Il inhibit the growth of Gram-positive
bacteria. Tellurite agar, is used to select for Gram-positive organisms, and nutrient agar
supplemented with the antibiotic penicillin can be used to select for the growth of Gram
negative organisms.

Differential media are widely used for differentiating closely related organisms or groups of
organisms. Because of the presence of certain dyes or chemicals in the media, the
organisms will produce certain characteristic changes or growth patterns that are used for
identification or differentiation of microorganism.

Enriched media are media that have been supplemented with highly nutritious materials
such as blood, serum or yeast extract for the purpose of cultivating fastidious organisms.



Selektivni soucast nékterych pld jsou napt. barviva, antibiotika, soli, jejichz
toxicita se vyuziva pro eliminaci nékterych skupin:

Barviva

krystalovd violet v Gassnerové pldé

metylenova modr v Levinové pliidé

bazicky fuchsin v Endové pladé (vSechny tti eliminace G+)

bengalska cerven, krystalova violet (eliminace mikromycet)

Penicilin (suprese G+), soli (suprese G-)
Telurid draselny

Azid sodny

Acetat thallia

Diferenciace zalozena na:

- fermentaci sacharidu

- utilizaci peptonu

- permeabilizaci membrany u G-
- produkce H2S

- hemolyza

Obohaceni pud pro rust naro¢nych organism
- erytrocyty, hemin, NAD...



ProC se méni barva pH indikatoru?

fenolova cerven

pH pod 7: zbarven Zluté (absorbce v modré
casti spektra — 425 nm)

pH nad 7: zbarven cerveno-fialové (absorbce v
zluté a zlutozelené oblasti — 615 nm)




Mannitol salt agar
(MSA)

MacConkey's Agar

Eosinmethylene blue
agar(EMB)

Phenylethyl Alcohol
Agar (PEA)

Hektoen EntericAgar
(HE)

Blood Agar

Chocolate Agar

Classification

Selective and differential

Selective and differential

Selective and differential

Selective

Selective and differential

Enriched and differential

Enriched

Selective and Differential
agents
7.5% NaCl and mannitol for
isolation and identification of

mostS.aureus strains

Lactose, bile salts, neutral red,

and crystal violet

Lactose, eosin Y, and

methylene blue
Phenylethylalcohol (inhibits
gram negatives)

Lactose, sucrose, bile salts,
ferricammonium sulfate,
sodium thiosulfate,

bromthymolblue, acid fuchsin

5% defibrinated sheep blood

1% hemoglobin and

supplements

Type of organisms

isolated

Staphylococciand

Micrococci

Gram-negative
enteric bacilli
Gram-negative
enteric bacilli
Gram-positive
bacteria
Salmonellaand
Shigella species

(enteric pathogens)

Almostall bacteria;
differential for

hemolytic organisms

Most fastidious
pathogens such as
Neisseria and

Haemophilus




Mannitol salt agar (MSA)

* Mannitol salt agar is both a selective and differential media used for the isolation of
pathogenic Staphylococci from mixed cultures.

* On MSA, only pathogenic Staphylococcus aureus produces small colonies surrounded by
yellow zones. The reason for this color change is that S. aureus have the ability to
ferment the mannitol, producing an acid, which, in turn, changes the indicator
color from red to yellow. The growth of other types of bacteria is usually inhibited. This
growth differentiates S.aureus from S.epidermidis, which forms colonies
with red zones or both zones.

Figurel : Mannitol Salt Agar

S. aureus S. epidermidis



MSA

Obsahuje vysokou koncentraci (asi 7,5—-10%) soli (NaCl), takze inhibuje vétsSinu
gramnegativnich a nékterych grampozitivnich bakterii.

Indikator je fenolova Cerven.

Prezivaji hlavné rody Staphylococcus a Micrococcaceae (G+, katalaza+).

Je diferencialni pidou pro stafylokoky.

S. aureus fermentuje manitol — produkce kyseliny — zména indikatoru na Zluty (Zluté kolonie
nebo médium kolem nich)

S. epidermidis — nefermentuje manitol, kolonie zUlstavaji cervené.

Mikrokoky tvori také cervené kolonie (spolu se stafylokoky tvori pfirozenou mikrofloru kize
a sliznic, avsak jen zfidka pUsobi infekce).

Ostatni bakterie jsou inhibovany




MacConkey's agar (MAC)

MacConkey’s Agar is both a selective and differential media; it is selective for Gram
negative bacteria and can differentiate those bacteria that have the ability to ferment
lactose

Neutral red pH indicator - Stains microbes fermenting lactose (hot pink in acid pH,
rose in neutral pH, brown in alkaline pH)

By utilizing the available lactose in the medium, Lac+ (lactose fermenting) bacteria
such as Escherichia coli, Enterobacter and Klebsiella will produce acid in the medium,
which lowers the pH of the agar below 6.8 and results in the appearance of red or
pink colonies. Non-lactose fermenting bacteria such as, Proteus species, Salmonella,
Pseudomonas aeruginosa and Shigella cannot utilize lactose in the medium, and will
use peptone instead. This results in the formation of ammonia, which raises the pH of
the agar, and leads to the formation of white or colorless colonies in the plate.




MAC

Zalozena na fermentaci laktozy

Selektivni médium pro G- enterické bakterie a diferenciacni pro Lac+
Kromeé laktosy obsahuje také pepton

Déle obsahuje krystalovou violet (potlacuje G+)

Neutralni ¢erven: indikator pH — kyselé, neutralni (rizova), alkalické (hnéda)

Lac+ (laktosa-fermentujici: E.coli, Enterobacter, Klebisella) produkce kyselin z
laktosy — Cervené, rlizové kolonie

Lac- (lackosa-nefermentujici: Proteus, Salmonella, Pseudomonas, Shigella)
utilizace peptonu namisto laktosy — tvorba amoniaku — zvySeni pH — hnédé kolonie




Eosin methylene blue agar (EMB), Endo agar

* Eosin methylene blue agar (EMB) is both a selective and differential medium used for
the detection and isolation of Gram-negative intestinal pathogens.

* Acid production from lactose fermentation causes precipitation of the dyes on the
surface of the colony resulting in different colors.

e Large amounts of acid - green metallic sheen

* Small amounts of acid - pink

* No fermentation - colorless

* Enterobacter aerogenes produces large colonies which are pink-to-buff around dark
centers. Escherichia coli produce small, dark colonies with a green metallic sheen.
Pseudomonas, Proteus, Salmonella and Shigella sp produces colorless colonies because
it does not ferment lactose.

Enterobacter aerogenes Proteus vulgaris



EMB

Podobné predchozimu

Obsahuje pepton, laktézu, eosin a methylenovou modr

Selektivni pro G- enterické bakterie, diferenciacni pro Lac+

G+ nerostou

Produkce kyseliny z laktosy zpUsobuje preicipaci barviv na povrchu
kolonii, coz vede ke zménam barvy.

E.coli - rychla metabolizace laktosy, velké mnozstvi kyseliny,
zelené/tmavé kololnie s kov. leskem

Enterobacter — pomalejsi fermentace, méné kyseliny, rizové kolonie
s tmavymi stredy

Pseudomonas, Proteus, Salmonella, Shigella bezbarvé kolonie, protoze
jsou Lac- (protoze utilizuji pepton, vznika amoniak (alkalizace),
bezbarvé kolonie (v pddé neni indikator alkalického pH)

Je velmi podobna agaru MacConkey.

Kazda laborator rozhodne, zda pracuje s jednim nebo druhym, protoze
pIni stejnou funkci, i kdyz jsou biochemicky odlisné.

Podobnd je Gassnerova plida

s obsahem metachrome yellow — suprese G+

lac+ ... modré kolonie (kyselost, zména barvy indikatoru)
lac- ... Zluté kolonie nebo Zluté pozadi




Phenylethyl alcohol agar (PEA)

* Phenylethyl Alcohol (PEA) Agar with or without 5% sheep blood is a selective medium
for the isolation of gram-positive organisms, particularly gram-positive cocci, from

specimens of mixed gram-positive and gram-negative flora.
* Phenylethyl alcohol — Inhibits the growth of Gram negatives since it selectively and

reversibly inhibits DNA synthesis, thus selecting for Gram positives.

Figure 4: Uninoculated PEA Agar

PEA alters the membrane permeability, of Gram-negative bacteria allowing influx of
otherwise blocked molecules. This results in leakage of large amounts of cellular potassium
that ultimately results in disruption or inhibition of DNA synthesis of Gram-negative

bacteria.



Hektoen Enteric Agar (HE)

* Hektoen Enteric (HE) Agar is a moderately selective medium used in qualitative
procedures for the isolation and cultivation of gram-negative enteric microorganisms,
especially Shigella and Salmonella from a variety of clinical and nonclinical specimens

e Coliforms capable of overcoming the moderately inhibitory qualities of the media will
develop into orange or salmon-pink colonies in the presence of the bromthymol blue
indicator. Shigella species develop into green-colored colonies with darker blue-green
centers. Salmonella species appear as blue-green colonies with or without black
centers. Producers of H,S will form black-centered colonies in the presence of the ferric
ammonium citrate indicator.

Figure 5:Uninoculated Hektoen Enteric Agar plate ShlgEIa flexneri Salmonella typhlmurlum



HE

Je mirné selektivni médium pro izolaci a kultivaci G- enteralnich bakterii hlavné pro
Shigella a Salmonella

Obsahuje laktosu (nebo jiny cukr, ktery neutilizuji shigely nebo salmonely), pepton
(ten naopak utilizuji shigely nebo salmonely), siran Zelezito-amonny,
bromthymolovou modr, kysely fuchsin

Koliformni bakterie odolavajici mirné inhibujicim vlastnostem média budou mit
oranzové az ruzové kolonie v pritomnosti bromtymolové modri (indikator utilizace
laktose). To proto, Ze utilizuji sacharidy a vytvareji kyselé prostredi

Shigella ma zelené kolonie
Salmonella ma modro-zelené kolonie s tmavym stredu.
Oboji neokyseluji (naopak alkalizuji médium, spotrebovavaji pepton)

Bakterie produkujici sirovodik maji kolonie s tmavym stfedem v pritomnosti siranu
(citratu) Zelezito-amonného — precipitat barviv pritomnosti H2S




Blood agar

* Blood agar is both differential and enriched medium. The blood that is incorporated
into this medium is an enrichment ingredient for the cultivation of fastidious organisms
such as the Streptococcus species.

* A number of streptococcal species produce substances that destroy red blood cells; that
is, they cause lysis of the red cell wall with subsequent release of hemoglobin. Such
substances are referred to as hemolysins. The activity of streptococcal hemolysins also
known as streptolysins can be readily observed when the organisms are growing on a
blood agar plate.

Streptococcus pyogenes Streptococcus pneumoniae Streptococcus salivarius
— beta hemolysis — alpha hemolysis — gamma hemolysis



Typy hemolyzy:

Alfa

Pokud je pritomna alfa hemolyza (a-hemolyza), je agar pod kolonii tmavy a nazelenaly.
Streptococcus pneumoniae a skupina oralnich streptokok (Streptococcus viridans
atd.) vykazuji alfa hemolyzu. Toto se nékdy nazyva zelend hemolyza kvili zméné barvy
na agaru. DalSimi synonymnimi pojmy jsou neuplna hemolyza a ¢astecna hemolyza.
Alfa hemolyza je zplisobena peroxidem vodiku produkovanym bakterii, ktery oxiduje
hemoglobin a produkuje zeleny oxidovany derivat methemoglobin 3+ misto 2+.

Beta

Beta hemolyza (B-hemolyza), nékdy nazyvana Uplna hemolyza, je Uplna lyza Cervenych
krvinek v médiich kolem a pod koloniemi: oblast se jevi zesvétlena (zlutd) a prihledna.
Streptolysin, exotoxin, je enzym produkovany bakteriemi, ktery zplsobuje Uplnou lyzu
cervenych krvinek. Existuji dva typy streptolysinu

Gama

Pokud organismus neindukuje hemolyzu, agar pod kolonii a kolem néj se nezméni a
organismus se nazyva nehemolyticky nebo se fikd, Ze vykazuje gama hemolyzu (y-
hemolyza). Enterococcus faecalis (drive nazyvany ,,skupina D Strep“), Staphylococcus
saprophyticus a Staphylococcus epidermidis vykazuji gama hemolyzu.




Chocolate agar

Fastidious organisms such as Haemophilus and Neisseria require specially enriched
culture media and microaerophilic incubation conditions. “Chocolate” agar is commonly
used for primary isolation of Haemophilus from clinical specimens. This medium
contains hemoglobin derived from bovine red blood cells as well as other enrichment
growth factors. Chocolate agar may be made selective for Haemophilus species by the
addition of bacitracin.

Two special growth factors, called X and V, are required by some Haemophilus species.
The X factor is hemin, a heat-stable derivative of hemoglobin. The red blood cells in
chocolate agar have been heated until they are lysed, producing the characteristic
brown color of this medium.

Figure 7 :Uninoculated Chocolate Agar Plate Figure 22:Héemohilus influenzae




Cokoladovy agar

Cokolddovy agar je modifikace krevniho agaru, vyrabi se p¥idanim krve do horkého
agaru. Tepelnou lyzou se z krvinek uvolni nékteré ristové faktory jako hemin a NAD,
proto je CHOC vhodny pro kultivacné narocné bakterie, jako jsou napfriklad

rody Haemophilus Ci Neisseria.

MuazZe byt selektivni pro druhy rodu Haemophillus pridavkem bacitracinu.
Narozdil od KA na ném neprobiha hemolyza.




Kultivace anaerobnich bakterii

G- tycky: Bacteroides, Prevotella, Fusobacterium, Porphyromonas

G- koky: Veilonella

G+ sporulujici tycky: Clostridium

G+ nesporulujici ty¢ky: Actinomyces, Propionibacterium, Bifidobacterium, Eubacterium,
Lactobacillus

G+ koky: Peptostreptococcus, Peptococcus

Striktni anaeroby: rist na pevnych pudach do 0,5% kysliku
,2Umirnéné” anaeroby: do 2 az 8% kysliku

Anaerobni kultivace: 10% CO2, 80% N2, 10% H2

Pouziti anaerobniho boxu nebo anaerostatu

Kultivace 48 h a vice

Obohaceny krevni agar (VL agar, Wilkins Chalgren agar, Schaedler anaerobni bujon),
Anaerobni hemokultury



Anaerostat

Anaerobni box




Biochemickeé identifikacni testy

Jako identifikani biochemické znaky slouzi ty vlastnosti, které jsou snadno zjistitelné a
pomérneé stalé, tzn. Ze vyskyt mutantu, které ztratily tuto vlastnost, je pomérné vzacny.
Presto se vSak tyto mutanty vyskytuji a jejich procento stoupa v souvislosti se
vzrdstajicim znedidténim ZP.

Proto se dnes prechazi od identifikanich klicu, které uvadély pouze pozitivni ¢i negativni
reakce, k tabulkam, v nichzZ je uvedeno procento kmenl daného druhu, u nichz je test
pozitivni, eventualné zde vysledek kolisa i u bunék urcitého kmene.

Pro prukaz biochemické aktivity bakterii byla vyvinuta cela rada riznych biochemickych
identifikacnich testl, kterymi detekujeme pritomnost produktl ¢i metabolitl vznikajicich
utilizaci sacharidd, bilkovin ¢i dalSich latek nebo pfimo vybrané enzymy, specifické pro
dany druh bakterii.

Diagnostika pozitivni biochemické reakce je zaloZzena na zméné barvy testovaciho média,
ke které dochazi zménou pfislusného indikatoru.

V dnesni dobé se nejcastéji vyuzivaji standardni komercni testy, a to ve formeé
diagnostickych prouzk( (stripl) pro jednotlivé reakce (napf. OXltest, VPtest, ONPtest)
nebo diagnostickych souprav uréenych pro diagnostiku zvolené skupiny bakterii
(ENTEROtest, EN-COCCUStest, STAPHYtest, atd.).



Oxidacné-fermentacni test

Princip: tvorba kyselin za aerobnich podminek ristu (indikator bromothymolova modr)
Vyuziti: Micrococcus (kyselina pouze aerobné) od Staphylococcus (kyselina anaerobné),
Pseudomonas (aerobné) od enterobakterii (anaerobné)

e’

O’/F O*/F* O*/F-
Fermentative Oxidative

Non Saccharolytic Enterobacteriaceae Pseudomonas

Hugh and Leifson’s medium:

Peptone 2.0gm/L, Sodium chloride
5.0gm/L, Dipotassium phosphate
0.30gm/L, Glucose (Dextrose)
10.0gm/L, Bromothymol blue
0.030gm/L, Agar 3.0gm/L, Final pH ( at
25°C) 7.1+0.2

Control E. coli Pseudomonas Alcaligenes

éMicrobiology Info.com . .
= Fermenter Oxidizer Nonsaccharolytic



Oxidacné fermentacni test

Pricip: tvorba kyselin za aerobnich/anaerobnich podminek

Fermentace: anaerobni glykolyza, vznikaji org. kyseliny, CO,, etanol atd.
Oxidativni utilizace (aer. respirace): rozklad glukosy az na CO, a H,0.

Indikator: bromothymolova modr (okyselenim se méni na Zlutou)

Vyuziti: Micrococcus (kyselina pouze aerobné) od Staphylococcus (kyselina anaerobné),
Pseudomonas (aerobné) od enterobakterii (anaerobné)

Pouzivaji se dvé zkumavky: jedna prevrstvena mineralnim olejem nebo parafinem
(anaerobni prostredi), druha oteviena (aerobni prostredi).

Utilizace tryptonu: - alkalicka reakce: tmavé modra/zelend barva

Utilizace glukosy: - produkce kyseliny: Zluta

Oxidativni utilizace (negativni fermentace) povede ke vzniku kyseliny (Zluta barva) pouze
v oteviené zkumavce. Aerobni nefermentujici druhy, napr. Pseudomonas.

Fermentativni i oxidativni utilizace povede k produkci kyseliny (Zlutd) v obou — oteviené
i zavrené zkumavce. Fakultativné anaerobni mikroorganismy, napt. E. coli.

Fermentativni utilizace pouze v zaviené zkumavce: prava fermentace (obligatni
anaerobové)

Asacharolytické organismy (negativni oxidace i fermentace): zadna kysela reakce




Fermentace cukru

Tvorba kyseliny a/nebo plynu béhem fermentativniho riistu na cukru (fenolova cerven,
Durhamova zkumavka)

Rozliseni enerobakterii Carbohydrate Fermentation Broth
trypticase, Sodium chloride, and Phenol red

negative positive fermentation
carbohydrate carbohydrate and gas
fermentation  fermentation  production

Fermenacni médium slozeno ze zdroje uhliku
(glucose, sucrose, or cellulose) a pH indikatoru
(fenolova cerven).

Pri fermentaci vznikaji organické kyseliny
(Lactic acid, formic acid, or acetic acid) -
zména pH na 6.8 a barvy indikatoru na zlutou.

Produkce plynu, jimani do Durhamovy
zkumavky.

Bakterie utilizujici pepton produkuji alkalické
produkty — neni zména barvy.



Rozliseni nejdilezitéjsich bakterii

.glul{c’:zau laktéza | sacharéza manitol urea sirovodik indol
Escherichia Coli +p + +,- + - -
Citrobacter freundii |+p , -+ +
Klebsiella pneumoniae | +p
Enterobacter aerogenes| +p
Proteus mirabilis +p
Proteus vulgaris +p

Morganella morganii |+p,+

Providentia rettregi |+p,+

Salmonella typhi +

ostatni salmonely +p
Shigella +
Serratia +p

Yersenia enterocolitica | +

termentace s tvorbou plynu..+p
fermentace bez tvorby plynu...+
negativni reakce...-

rozlicné vysledky...v




Beta-galakosidaza

Hydrolyza o-nitrofenyl-beta-galaktosidu za tvorby nitrofenolu (Zluty)

Citrobacter (+) od Salmonella (-), identifikace nékterych druht Shigella a Pseudomonas
O-Nitrophenyl-B-D-

HO
o +
HO ; OH HO/Q .
OH NO, galactopyranoside (ONPG), 0.75 M

ONPG B-D-Galactose o-Nitrophenol PhySIOIOgIC Sallne
Toulene

Medium: Sodium phosphate buffer,
1M, pH 7.0

0.,

f’r"olac osIcCase

O-Nitrophenyl-B-D-galactopyranoside (ONPG) is structurally
similar to lactose (i.e. ONPG is an analog of lactose), except
that orthonitrophenyl has been substituted for glucose.

Lactose fermenter (ONPG Positive): E.coli, Klebsiella spp,
Enterobacter spp produce B-galactosidase

T - - e Non lactose fermenter (ONPG
Proteus vulgaris (Left): ONPG Negative Negative): Salmonella spp; Shigella spp; Proteus spp; Provide
Escherichia coli (Right): ONPG Positive ncia spp and Morganella spp do not produce B-
galactosidase so can not ferment lactose.

Podobné EMB ptidé (Endo agaru)



Test na beta-galaktozidazu

Hydrolyza o-nitrofenyl-beta-galaktozidu za tvorby Zlutého nitrofenolu
Tato latka je podobna lakose (analog lakosy).

Odstépeni ortonitrofenylové skupiny beta-galaktosidasou

Test pro odliseni laktosa-fermentujicich (lac+) a laktosa-nefermentuijicich (lac-)
organismu

Podobné EMB pUtdé, Endo agaru.




Methylcervenovy test
Tvorba vétsSiho mnozstvi kyseliny z glukosy, pH klesa pod 4.3 (indikator je methylcerven)
Escherichia (+) od Enterobacter a Klebsiella (-)

Methyl Red Methyl Red

MRVP broth (pH 6.9)

Ingredients per liter of deionized water:
buffered peptone= 7.0 gm

glucose=5.0 gm

dipotassium phosphate= 5.0 gm

Some bacteria have the ability to utilize glucose and convert it to a stable acid like
lactic acid, acetic acid or formic acid as the end product.

These bacteria initially metabolise glucose to pyruvic acid, which is further
metabolized through the ‘mixed acid pathway to produce the stable acid. The type
of acid produced differs from species to species and depends on the specific
enzymatic pathways present in the bacteria. The acid so produced decreases the
pH to 4.5 or below, which is indicated by a change in the colour of methyl red

from yellow to red.



Test vyuzivajici methylovou cerven
Tento test detekuje produkci velkého mnozstvi kyseliny pfi fermentaci glukosy, pH tu
klesa az k 4.5, coz méni barvu indikatoru (methylové Cervené) ze Zluté na Cervenou.

Tento test je analogii predchoziho, opét podobné EMB ptidé (Endo agaru)




Voges-Proskaureliv test
Tvorba acetoinu fermentaci cukru
Klebsiella a Enterobacter (+) od Escherichia (-)

‘
1

VP broth (pH 6.9)

Ingredients per liter of deionized water:
VP -ve buffered peptone= 7.0 gm

glucose=5.0 gm

dipotassium phosphate= 5.0 gm

I
E B

VP +ve |

VP |
TEST |

The Voges-Proskauer (VP) test is used to determine if an organism produces acetylmethyl

carbinol from glucose fermentation. If present, acetylmethyl carbinol is converted to diacetyl in

the presence of «- naphthol, strong alkali (40% KOH), and atmospheric oxygen. The «-
naphthol was not part of the original procedure but was found to act as a color intensifier

by Barritt and must be added first. The diacetyl and quanidine-containing compounds found in

the peptones of the broth then condense to form a pinkish red polymer.

2 pyruvate = acetoin + 2CO,
acetoin + NADH + H* = 2,3-butanediol + NAD*



Voges-Proskaureliv test
Tvorba acetoinu (ne acetonu!!!) fermentaci cukru
je to komplementarni test k predchozimu (vychazi naopak).

Prokazuje produkci acetylmethyl carbinolu (acetoinu) pfi fermentaci glukosy.
Jestlize k nému dochazi, acetoin je konvertovan na diacetylovou formu
v pritomnosti alfa-naftolu (pridavek do média). Tento spolu s dalSimi latkami
v peptonu (soucdst média) pak kondenzuje v riZzovo ¢erveny polymer.

Positivni reakce: riZovo-Cervené barivio na povrchu/hladiné

Viridans group streptococci (kromé Streptococcus vestibularis), Listeria,
Enterobacter, Klebsiella, Serratia marcescens, Hafnia alvei, Vibrio eltor, Vibrio
alginolyticus, etc.

Negativni reakce: nevytvofi se riZzovo-Cervené barvivo
Streptococcus mitis, Citrobacter sp., Shigella, Yersinia, Edwardsiella, Salmonella,
Vibrio furnissii, Vibrio fluvialis, Vibrio vulnificus, and Vibrio parahaemolyticus etc.




Vyuziti citratu (Simmonsuv test)

Vyuziti citratu jako jediného zdroje uhliku, vysledkem je alkalizace média (bromthymolova
modr)

Klebsiella — Enterobacter (+) od Escherichia (-)

Citrate = oxaloacetate + acetate

oxalacetate = pyruvate + CO,

inside cell)

HoC—CO0OH
| citrase

A. Under alkaline conditions. pyruvate is metabolized to acetate and formate.
pyruvate = acetate + formate

B. At pH 7.0 and below, lactate and acetoin are also produced.
|:r'-fr|_|'-.-'ate = acetate + lactate + CO,

HC —0OH

agetic acid  forredc acid
pomric acid
Citrate utilization test
Further metabolic breakdown is dependent upon the pH of the medium.

A. Under alkaline conditions. pyruvate is metaboclized to acetate and formate.
pyruvate = acetate + formate

H 7.0 and below, lactate and acetoin are also produced.

acetate + lactate + CO,

acetoin + CO,



Tvorba sirovodiku
Tvorba sirovodiku rozkladem aminokyselin obsahujicich siru nebo redukci thiosiranu,
detekce tvorbou ¢erného sulfidu zeleznatého

|dentifikace Salmonella, Proteus
E 33 ,

SIM Agar
- Pancreatic digest of casein 20.0g, Peptic
H,S-NEGATIVE: [ SRS BEARCHUEE  digest of animal tissue 6.1g, Agar 3.5g,
no black v " black precipitate Fe(NH4)2(SO4)2-6H20 0.2g,

precipitate B formed
formed ‘ &

Na,S,0,-5H,0 0.2g, pH 7.3 + 0.2 at 25°C

60 éMicrobiology Info.com

Organisms which produce the enzyme thiosulfate reductase can reduce sulfur to hydrogen sulfide gas.
This happens when the strain either degrades the amino acid cysteine during protein degradation, or
when anaerobic respiration shuttles the electrons to sulfur instead of to oxygen. In the SIM tubes, the
medium contains casein and animal proteins as amino acid sources, sodium thiosulfate as a source of
sulfur and ferrous ammonium sulfate as the H,S indicator. Cysteine is a sulfur containing amino acid
present in the SIM medium.

The enzymes cysteine desulfurase and thiosulfate reductase catalyze hydrolysis reactions that produce
H2S. This gas combines with the ferrous ammonium sulfate forming an insoluble, black ferrous sulfide
precipitate. The black color thus acts as an indicator for the presence of hydrogen sulfide.

In the laboratory, a fresh culture of the organism is inoculated with a single stab using straight needle

through the center of the medium. Following incubation, the tube is observed for H2S production
(blackening of the medium).



Tvorba sirovodiku

Nékteré mikroorganismy maji schopnost redukovat siru obsahujici latky na H,S. Mnohé
metody pouzivané k detekci sirovodiku produkovaného mikroorganismy se lisi ve
zdrojich siry a soli kovl pouzivanych pro indiakci sirovodiku — vzdy tedy pouzivame
slouceniny Zeleza a siry pro detekci sirovodiku.

Sirovodik je produkovan bakteriemi redukci aminokyselin obsahujicich siru — cisteinu,
methioninu nebo redukci anorganickych latek obsahujicich siru jako thiosulfaty, sulfaty,
sulfidy béhem degradace protein(l nebo pri anaerobni respiraci a prenosu e- na siru

misto na kyslik.

V tomto testu sirovodik (plyn) reaguje se slou¢eninami zeleza a tvori tmavy precipitat
sulfidu zelezitého. Tmava barva je indikatorem sirovodiku.

Pouziva se pro detekci sirovodik produkujiciich bakterii: Salmonella, Proteus

Obdoba HE agaru




Indolovy test
Pfeména tryptofanu na indol (detekce Kovaczovym Cinidlem)
Escherichia (+) od Enterobacter, Salmonella (-), Preteus vulgaris (+) od P. mirabilis (-)

Indole positive Indole negative

+ H,O 3 . + CH;-C-CO0%¥ + NH4
Tryptophanase N

H
Tryptophan Water Indole Pyruvate Ammonium

Tryptophan is an amino acid that can undergo deamination and hydrolysis by bacteria that express
tryptophanase enzyme. Indole is generated by reductive deamination from tryptophan via the
intermediate molecule indolepyruvic acid. Tryptophanase catalyzes the deamination reaction, during
which the amine (-NH2) group of the tryptophan molecule is removed. Final products of the reaction
are indole, pyruvic acid, ammonium (NH4+) and energy. Pyridoxal phosphate is required as a
coenzyme.

When indole is combined with Kovac’s Reagent (which contains hydrochloric acid and p-
dimethylaminobenzaldehyde in amyl alcohol) the solution turns from yellow to cherry red. Because
amyl alcohol is not water soluble, the red coloration will form in an oily layer at the top of the broth.



Indolovy test
Preména tryptofanu na indol (detekce Kovaczovym cinidlem)
Kovaczovo Cinidlo: obsahuje HCl a p-dimethylaminobenzaldehyd v amylalkoholu

Escherichia (+) od Enterobacter, Salmonella (-), Preteus vulgaris (+) od P. mirabilis (-)

Tryptofan je aminokyselina, kterd je deaminovana a hydrolyzovana bakteriemi
exprimujicimi tryptofanazu. Indol je tvofen reduktivni deaminaci (odStépenim -NH,)

z tryptofanu pres meziprodukt indolpyruvat. Produktem reakce je indol, pyruvat a
amoniovy kation. Jako konezym je vyuzivan pyridoxal fosfat.

Kdyz vznika indol v prostfedi Kovaczova Cinidla, roztok méni barvu ze zZluté na tresnové
cervenou.

Protoze amylalkohol v Kovaczové Cinidle neni rozpustny ve vodé, zména barvy probiha
v olejové vrstveé na hladiné média.




Fenylalanindeaminasa
Deaminace za tvorby fenylpyruvatu, ktery reaguje s Fe3+
Charakterizace rodu Proteus

Phenylalanine deaminase test also known as phenylpyruvic acid (PPA) test is used to test
the ability of an organism to produce enzyme deaminase. This enzyme removes the amine
group from the amino acid phenylalanine and produces phenylpyruvic acid (PPA) and
ammonia i.e. oxidative deamination of phenylalanine. Phenylpyruvic acid reacts with ferric
iron (10% ferric chloride is added in the medium) producing a visible green color.

MECHANISM OF THE Results
PHENYLALANINE DEAMINASE REACTION
H
0
CH,—C—COOH CH,—C + NHg1
J L “cooH

7™ NH;

8 )

phenylalanine |
deaminase)

: (enzyme) ; :
L—-phenylalanine ————————# phenylpyruvic ammonia
acid

acid
E phenylpyruvic acid + ferric ion (Fe*++) ———# green
complex

Phenvialine

\ Deamlr[

| Phenylaline

Deamind

{10102 ua218 ysep jo uonewlsoy)
}nsas aAlIsOd
(28ueyd> 10j02 op)
Jnsa1 aanedap




Test na fenylalanindeaminazu

Deaminace fenylalaninu za tvorby fenylpyruvatu, ktera reaguje s Fe3+
Charakterizace rodu Proteus

Je to test na produkci enzym{ deaminaz.

Odnéti NH2 skupiny z fenylalaninu za vzniku fenylpyruvatu a amonného kationtu,
jedna se tedy o oxidativni deaminaci fenylalaninu.

Pyruvat nasledné reaguje s Fe3+ ionty — pridavek 10% FeCl3 do média), pricemz se
tvori zelené barvivo.

Pozitivné reaguje Proteus sp., Morganella sp., Providenica sp.




Oxidasovy test

Oxidace alternativnich akceptor( elektront cytochromem c (prfitomnost c oxidasy)
Pseudomonas (+) od Enterobacteriaceae (-)

Oxidase +ve

Oxidase negative Oxidase -ve

Positive test: Development of deep purple color within 10 seconds

Negative test: Absence of color

The oxidase test is designed for specifically detecting the presence of the terminal
enzyme system in aerobic respiration called cytochrome C oxidase or cytochrome a3.
Cytochrome C oxidase is the terminal or last H2 electron acceptor in aerobic respiratory
mechanism which is composed of a number of enzymes which alternatively oxidize and
reduce each other by donating or accepting electrons derived from H2.



Koagulasa
Strazeni krevni plasmy
S. aureus (+) od S. epidermidis (-)

Negative Positive Positive Negative

(no clumps) (clumps (clot) ( ot)

Slide Coagulase Test

Tube Coagulase Test

Coagulase test is used to differentiate Staphylococcus aureus (positive) which produce the enzyme
coagulase, from S. epidermis and S. saprophyticus (negative) which do not produce coagulase.

i.e Coagulase Negative Staphylococcus (CONS).

Principle of Coagulase Test

Coagulase is an enzyme-like protein and causes plasma to clot by converting fibrinogen to

fibrin. Staphylococcus aureus produces two forms of coagulase: bound and free.



Test na koagulazu

Strazeni krevni plasmy

S. aureus (+) od S. epidermidis (-)

Slouzi k rozliseni S. aureus (pozitivni, produkujici koagulazu) od S. epdiermidis a
saprophyticus (negativni, neprodukujici). Hovorime pak o koagulaza pozitivnich a

negativnich stafylokocich.
Koaguldza zpUsobuje srazeni plasmy konverzi fibriongenu na fibrin.




Produkce katalasy
Rozklad peroxidu vodiku katalasou

Bacillus (+) od Clostridium (-), Streptococcus (-) od Micrococcus a Staphylococcus (+)

The enzyme catalase mediates the breakdown of hydrogen peroxide into oxygen and water.
The presence of the enzyme in a bacterial isolate is evident when a small inoculum is
introduced into hydrogen peroxide, and the rapid elaboration of oxygen bubbles occurs.

The lack of catalase is evident by a lack of or weak bubble production. The culture should
not be more than 24 hours old.

Bacteria thereby protect themselves from the lethal effect of Hydrogen peroxide which is
accumulated as an end product of aerobic carbohydrate metabolism.



Rozklad peroxidu vodiku katalasou
Bacillus (+) od Clostridium (-), Streptococcus (-) od Micrococcus a Staphylococcus (+)
Katalaza rozklada peroxid vodiku na kyslik a vodu. Rozklad je potrebny, protoze peroxid

vznika jako toxicky produkt pri aerobnim metablismu cukra.

Test probiha tak, Ze preneseme malé mnozstvi bakt. izolatu (kultury) do roztoku peroxidu
vodiku, pricemz se zaCnou uvolfiovat bubliny kysliku. Nepritomnost kataldzy: pouze mirna
nebo zadna produkce bublin.




Zkapalnovani zelatiny
Zkapalnéni zelatiny proteasami
Identifikace Serratia, Pseudomonas, Flavobacterium, Clostridium

Hydrolyza skrobu
Detekce rozkladu pomoci jodu
Identifikace Bacillus

Ureasa
Stépeni mocoviny na amoniak a CO2 (alkalizace)
Klebsiella (+) od Escherichia (-), Proteus (+) od Providencia (-), identifikace Helicobacter pyroli (+)

Lysin-, ornitin- a arginindekarboxylasa
Dekarboxylace aminokyselin za tvorby CO2 a aminu (alkalizace média)
Enterobakterie

Redukce dusi¢nanti
Dusi¢nan jako alternativni akceptor elektrond, redukce na dusitan nebo dusik
Identifikace enterobakterii (obvykle +)



Vyuziti standardizovanych testovacich systému

- urychleni zpracovavani velkého mnozstvi identifikovaného materialu a odstranéni
nesrovnalosti v uréovani (rozdily v ptipravé médii, provedeni/hodnoceni testu...),
jsou vyrabény standardizované diagnostické soupravy.

reprezentativni soubory biochemickych testa:

pouzivaji mikrometody, Setfi material, energie

v jedné diagn. soupravé je 10 — 20 testd (i vic)

testy jednoduché, snadno proveditelné

priloZzené diagnostické tabulky k urychleni interpretace vysledkd

dodavajici firmy zarucuji moznost konzultaci spornych vysledk

dlouha skladovaci lh(ta

OUAWN e

- soupravy biochem. obsahuji vysusena média v mikrotitracnich deskach, do kterych
se kapou suspenze test. bakterii.

- soupravy (Lachema Brno):

- ENTEROtest a ENTEROrapid (Enterobacteriaceae)

- ANAEROtest (anaeroby)

- STAPHYtest (stafylokoky a mikrokoky)

- STREPTOtest (streptokoky a enterokoky)

- NEFERMtest (G- nefermentuijici tycky)

Pro vyhodnoceni: diferenciacni tabulky nebo vhodny software (napf. TKW)



ENTEROtest 24

Princip metody:

Diagnosticka souprava ENTEROtest 24 je urCena pro definitivni identifikaci bakterii z Celedi
Enterobacteriaceae a Vibrionaceae do 24 hodin. Souprava obsahuje 24 biochemickych
testl umisténych na trech radcich (trojstripu) délené mikrotitracni desticky.
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Pro vyhodnoceni lze vyuzit program TNW, ktery u vybraného vysledku vypocte
identifikacni skore a T index. Identifikacni skore je mira vylucnosti identifikace, procento
pravdépodobnosti, Ze kmen nalezi pravé k tomuto taxonu (druhu) a zadnému jinému: >
99 % je vyborné odliseni; 96-99 % znaci velmi dobré odliseni; 90-96 % kmen je odliSen a <
90 % znaci neodliSeny kmen. T index urcuje typicnost identifikovaného kmene vzhledem
k vypsanému taxonu. Cim wvy$si T index, tim podobnéjéi je dany kmen obecné
charakteristice daného taxonu: > 75 typicky kmen; 0,5-7,75 méné typicky kmen; 0,25-0,5
netypicky kmen; < 0,25 zcela netypicky kmen. Pro atypicky kmen program TNW doporuci
dalsi rozlisujici testy, pripadné ukaze nestandardni vysledky.



Interpretace reakci:

Reakce

Sloupec Zkrat. testu pozitivni negativni

1. fadek stripu (1., 4., 7.,10. fadek desticky)

Ureaza cervena, cervenooranZova Zluta, svétle oranZova
Arginin fialova, tmavémodra Zelena

Omithin moadra, modrozelena Zlutozelena, zelena
Lysin modra, modrozelena Zlutozelena, zelena
Sirovodik ’ terna, tmave seda bezbarva, nasedla
Simmons citrat madra, modrozelena Zlutozelena, zelena

Malonat modra, modrozelena Zlutozelena, zelena

@O MmO

[ - Galaktosidaza Fluta, nazloutld bezbarva

2. radek stripu (2., 5., 8.,11. fadek desticky)
Salicin Zluta, Zlutozelena Zelena

Sorbitol Zluta, Zlutozelena Zelena

Melibidza Fluta, Zutozelena Zelena
Cellobitoza Fluta, Zutozelena Zelena

Lakioza Zluta, Zlutozelena Zelena

Trehaloza Zuta, Zlutozelena zelena

Mannitol Zuta, Zlutozelena zelena

Do ommio I

4 - Glukuronidaza Zluta, nazloutla bezbarva

3. radek stripu (3., 6., 9.,12. fadek desticky)
Duleitol Fluta, Zutozelena Zelena

Adonital Zluta, Zlutozelena Zelena

Arabitol Zluta, Zlutozelena Zelena

Sachardza Zuta, Zlutozelena zelena

Inositol Zluta, Zlutozelena Zelena

Raffinoza Zluta, Zlutozelena Zelena

Esculin cterna, tmave hnéda bezbarva, svétle hnéda
[ - Xylosidasa Zluta, nazloutla bezbarva

DO MM oI




EMTEROtest 24 N Identifikaéni tabulka:

D|IC|B|A |H
Identifikace SCI1 | MAL|ONP|SAL

X
=
-

Asromonas caviae d - + |+

Aaromonas enteropelogenss d E+] -

Asromonas hydrophila d + d

Asromonas ichthiosmia (=) (+)| -

Asromonas jandasi + -

Asromonas schubertii (+) -

Aeromonas sobria

Asromonas trota

alalalelalalalalal@2>

o |t | &t | & | & | &

Asromonas veroni

Budvicia aquatica

'
-—
[
i

.
=14

Butliauxella agrestis

Buftiauxella brenmnerae

Buftisuxella ferraguiise

Buttiauxella gavinias

Buttiauxella izardii

Buttiauxella noackize

Buftisuxella warmboldias

Cedecea davisae

Cedecea lapagei

Cedecea neteri

BL| 4|4 |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+

Citrobacter amalonaticus

Citrobacter braakii

Citrobacter Tarmeri

Citrobacter freundii

B e |+ || | * |+ |+ |+ |*F |+ |+ |*+]|%+ |+

Citrobacter gillenii

BRI A T A I T O T I O B -

|+ | *|*|*|*|*|*|*|F|*|*|¥|¥|*|*

Citrobacter koseari

-—
+
—




Testy citlivosti na antibiotika

Diskova difuzni metoda

Stanovi citlivost nebo resistenci podle toho, zda vysetfovana bakterie na agarové
pldé vytvori nebo nevytvori pripustnou inhibi¢ni zonu kolem disku s urcitou
koncentraci antibiotika po predepsané dobé inkubace

Pldy: Mueller Hinton agar (MHA) — nejpouzivanéjsi, nizky obsah antagonist(

antibiotik, MHA+5% ovCi krve — pro narocnéjsi bakterie (pneumokoky,
streptokoky, meningokoky)

V eV 7/

Antiobitické disky:

Sestavy antibiotik podle vySetfované bakterie (doporucené sestavy — NRL pro
antibiotika)

Zakladni a rozSirené rady

Sestavy antibiotik podle klinického materialu

Terapeutické disky, diagnostické disky



Diskova difuzni metoda

Inkubace 18 -24 h pfi 36 °C

Aerobni, anaerobni, mikroaerofilni (5% CO2) protredi

Hodnoceni inhibicni zony — porovnani s hrani¢nimi hodnotami pro citlivé kmeny
Kvalitativni i kvantitativni hodnoceni

U nékterych kmenu nestaci, nutno vysetrit MIC nebo MBC

sVvVvV/

sVvVvV/



Diskova difuzni metoda




Dilucni mikrometoda

Hodnoti se MIC v jamkach mikrotitracni desticky, které obsahuji zvolené koncentrace
antibiotik v bujonu

MIC = prvni nezkalena jamka mikrotitracni desticky




E test (antimikrobialni gradientova metoda)

Plastovy prouzek napustény antibiotikem ve stoupajici koncentraci
MIC se odecita v misté, kde inhibic¢ni zéna protina prouzek




1. Sestava pro Gram negativni tyéinky

AMP

Ampicilin

Kotrimoxazol

AIN

Amoxicilin {  Kyselina  klavulonova

Kyselina oxolinova

CEC

Cefaclor

Ofloxacin

CRX

Cefuroxim

Gentamicin

TET

Tetracyklin

CMP

Chloramfenikol

Imipenem

CTZ

Ceftazidim

Kolistin

CTX

Cefotaxim

Amikacin

3. Sestavapro nefermentujici tyéinky

GEN

Gentamicin

Kolistin

AMI

Amikacin

Ceftazidim

cip

Ciprofloxacin

Imipenem

coT

Kotrimoxazol

Ampicilin/sulbactam

4. Sestava pro hemofily

AMP

Ampicilin

Cefuroxim

AIN

Amaoxicilin / Kyselina klavulonova

Azithromycin

TET

Tetracyklin

Chloramfenikol

coT

Kotrimoxazol

5. Sestava pro branhamelly

AMP

Ampicilin

Erythromycin

AIN

Amoxicilin / Kyselina klavulonova

Kotrimoxazol

CRX

Cefuroxim

Tetracyklin

6. Sestava pro streptokoky

PNC

Penicilin

Erythromycin

AMP

Ampicilin

Klindamycin

TET

Tetracyklin

Kaotrimoxazol

CEC

Cefaclor

7. Sestava pro enterokoky

AMP

Ampicilin

Vankomycin

TET

Tetracyklin

Erythromycin

GEN

Gentamicin

Chloramfznikol

8. Sestava pro stafylokoky

OXA

Oxacilin

Erythromycin

FOX

Cefoxitin (pouze diagnosticky disk)

Klindamycin

AIN

Ameoxicilin / Kyselina klavulonova

Kotrimoxazol

CEC

Cefaclor

Vankomycin

TET

Tetracyklin

Sestava pro pneumokoky

PNC

Penicilin

Klindamycin

AMO

Ameoxicilin

Kotrimoxazol

CEC

Cefaclor

Tetracyklin

ERY

Erythromycin




Diagnostické metody zalozené na bakteriofagach
Fagotypizace

typizace bakterii na zakladé citlivosti k riznym bakteriofagim

zarazeni do tzv. fagotypu: skupina kmen citlivych k urcitému fagu/skupiné fagl
polyvalentni fag 812 a jeho mutanty v rozmezi hostitele (Staphylococcus)
typizacni sada pro koaguldza-negativni kmeny stafylokok( (fagy Ph- a U- série)




R N

Detekcni systémy zalozené na chemicky/geneticky upravenych
bakteriofagach

Bakteriofagy s fluorescencné znacenou DNA (po adsorpci, injekci udili burice
fluorescencni fenotyp)

Fluorescencné znacené fagové komponenty (endolyzin, bicikova vlakna, kapsidy)
Fagem integrované reportérské geny (méni fenotyp infikované bakterie)
kolorimetrické: lacZ gen — Stépeni o-nitrofenyl-beta-galaktozidu na zluty o-nitrofenol
fluorescentni: gen pro GFP

bioluminiscentni: luciferazové reportérské geny (bakteridlni lux, svétluskovy luc)
Fagy s navazanymi kvantovymi teckami (quantum dots)

b MW (kD)

i *w—f 1

=39

8 8§ 7
PFU 10 10 10

bacteriophage ;\
| © Quantum Dot
+ Streptavidin

7 Biotinylation peptide

sample to detect

Step 111



Co to jsou kvantové tecky (quantum dots, QDs)?

Jedna se o polovodicové castice o velikosti nékolika nm, které maiji optické a elektronické
vlastnosti odlisSné od makroskopickych ¢astic z diivodu zakont kvantové mechaniky. Pri
excitaci napf. UV svétlem prechazi elektrony kvantové tecky z valencniho pasma na
vodivostni pasmo. Excitovany elektron se pak vraci zpét do valencniho pasma, pricemz
uvolnuje energii vyzarenim svétla.

QDs se neékdy oznacuji jako umeélé atomy, protoze se vyznacuji diskrétnimi elektronovymi
stavy a pasmy jako prirozené atomy nebo molekuly. TAké elektronové vinové funkce QDs
pripominaji vinové funkce realnych atomu.

QDs maiji vlastnosti na pomezi makroskopickych polovodi¢ovych castic a diskrétnich
atoml nebo molekul. Jejich optoelektronické vlastnosti se méni jako funkce velikosti a
tvaru. Vétsi QDs 5-6 nm emituji delsi vinové délky (oranzova — ¢ervend). Mensi QDs 2-3
nm emituji kratsi vinové délky (modra — zelena).



Fluorescencné znacené fagy pro monitoring prirozenych populaci
morskych bakterii

4l




Bakteriofagy s navazanymi kvantovymi teCckami

pro vysoce citlivou detekci bakterii

Fig.2. T7-bio phage bound to streptavidin-functionalized QDs. TEM images
of phage or phage-QD targeted bacteria are shown. The arrowheads point to
QDs conjugated to the phage head. (/nset) Control T7-myc phage that are not
biotinylated and therefore have no conjugated QDs. (Scale bars: 50 nm.)
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Fig. 4. Fluorescence microscope images of phage-QD complexes bound to
cells. (a and b) A typical picture bf E. coli cells exposed at low multiplicity to
QD-tagged biotinylated phage. The field was simultaneously illuminated with
a low-intensity white light source and a fluorescence excitation (447 = 15 nm).
The images are of two different quantized blinking states of a single QD: off
(a) and on (b). (c) Fluorescence micrograph of cells with 100-fold excess of

biotinylated phage. (d) Bright-field transmission micrograph of the same
sample area obtained immediately after capturing the image in c. Note that
some cells are immobilized on a substrate, but some are mobile in solution,
resulting in out-of-focus fluorescence images when the focus is maintained on
the cells on a substrate surface. [Scale bars: 1 um (a and b) and 2 um (c and d)).]



Fluorescencné znacené fagy (P22) pro detekci bakteridlnich druhl (Salmonella)

TABLE 1. Properties of the nucleic acid stains.’>%

Enhancement Quantum
Stain . Nem factor® yield Binding

DAPI 358 16 20 — Semi-permeant; AT selective: binds to dsDNA
SYBR gold 300, 495 = 1000 0.6-0.7 Permeant; binds to RNA, ssDNA., and dsDNA
Ethidium bromide 518 20-30 0.15 Impermeant; binds to RNA, ssRNA. sdDNA, trDNA
YOYO-I 491 09 100-1000 0.52 Impermeant; binds to ssDNA and dsDNA

@ Fluorescence enhancement of stain after binding to the nucleic acid.
b ss = single stranded. ds = double stranded. ts = triple stranded: AT = adenine-thymine.

Salmonella

Fic. 2. SYBR gold image of Salmonella typhimurium LT2 (rod shapes) and phage P22 (bright spots). Magnification = 1000x.
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Vyuziti znacenych bakteriofagl pro detekci patogenti ve vodé

Table 2 Phage-based assays for the detection of pathogens in processed waters and wastewaters

Targeted pathogen

Phage (host range)

Sample
maftrix

Detection scheme

Detection Response
limit time

References

E. coli O157T:H7

Microlunatus
phosphovorus

Bacillus
anthracis

B. anthracis and
Salmonella
Typhimurium
(simultaneous
detection)

[P0O08e-/2xGFP
(narrow)

[P052e-/2xGFP
(narrow)

T4 (broad)

T4 (broad)

Tde- (narrow)
PhiX174 (broad)

PPO1 (narrow)

$MP1 (narrow)

DMP2 (narrow)

JRB7 (narrow)

JRB7 (narrow)
JRB7
(for B. anthracis)

and E2 (for Salmonella
Typhimurium) (narrow)

Sewage
Sewage

Canal water

Mineral water

Sewage
River water

Tap water

Activated sludge

Activated sludge

Distilled water

Distilled water

Distilled water

Reporter gene (GFP)
Reporter gene (GFP)

Labeling of phage
DNA (DAPI
fluorescent dye)

Biosensor
(electrochemical
impedance sensing)

Reporter gene (GFP)

Phage-mediated
cell lysis
Reporter gene
(lxed and huxR)
Labeling of phage
DNA (SYBR Green
fluorescent dye)
Labeling of phage
DNA (SYBR Green
fluorescent dye)
Phage-display
biosensor
(magnetoelastic)
Phage immobilization
Phage-display
biosensor
(magnetoelastic)

NR 6h
NR 6h

NR

10* CFU mL™"

NR
6>10° CFU mL"

1 CFU mL™

~10? cells mL™!

~10? cells mL™!

10* CFU mL™!

10* spores mL"™"
5%10° CFU mL"

[17]
[17]

8, 113]

[81, 113]

[16, 79]
[80, 114]

[63]

[82]

[82]

[83]

[85]
[84]




Vyuziti znacenych bakteriofagl pro diagnostiku bakterii v klinicich vzorcich

Table 3 Phage-based assays for epidemiological and clinical diagnostics

Targeted pathogen

Phage (host range)

Sample
matrix

Method

Detection limit

Response
time

Mycobacterium
tuberculosis

Yersinia pestis

Staphylococcus
aureus

E. coli

phAE142
D29
(FASTPlaque ™)

(narrow)
D29

(FASTPlague-Response' )

(narrow)
Proprietary

(KeyPath™)
DAT122

DAT122
Proprietary
Phage-displayed peptide

A Charon 30

Sputum
Sputum

Sputum

Blood

Blood
Serum
Blood
Blood

Urine

Reporter gene (luc)

Phage amplification

Phage amplification

Phage amplification

Phage amplification

Reporter gene (luxAB)

Phage amplification

Phage display and
quantum dots

Reporter gene (fux)

10° CFU mL™"
100-300 cells mL"!

Antibiotic resistance
profiling

Antibiotic resistance

profiling
10° CFU mL™"

10° CFU mL"!
10 CFU mL"™"
10° CFU mL"!

10-100 cells mL™

1-2 weeks
48 h

55h

5h
<30 min
55h




