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LABORATORNI PROTOKOL ¢.4

Téma: Enterobakterie, pseudomonady
Ukol €.1: Biochemicka identifikace enterobakterii — Enterotest24
Princip:

Rozliseni enterobakterii je zalozeno na druhové typické biochemické aktivité. Testy vyuZzivaji detekce
produkt( metabolismu, obvykle zaloZenou na zméné pH ristového media.

Postup:

Vytvofime suspenzi o zakalu 1 McFarland, do kazdé jamky testu ddme 100ul inokula, ur¢ené jamky
zakdpneme parafinovym olejem (anaerobni podminky). Inkubujeme 24 hodin pfi teploté 37°C a
odecitame.

Zaveér:

Ukol €.2: Sérotypizace enterobakterii
Princip:

Neprima metoda (sklickova aglutinace) vyuziva komplexni strukturu enterobakterii (antigeny O —
somaticky, H — bicikovy) k rozliSeni sérotypu (kombinace O a H antigenu). SlouZi k identifikaci
patogennich sérotypd.

Postup:

V kapce fyziologického roztoku vytvorime suspenzi, vedle suspenze prikdpneme kapku séra a zamichame.
Pozorujeme vznik aglutinatu.

Zaveér:
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Ukol ¢.3: O/F test
Princip:

Oxidace/fermentace glukdzy, slouZi k rozliseni typu metabolismu a rozliseni bakterii na aerobni
(oxidativni metabolismus), a anaerobni (fermentace).

Postup:

Dvé zkumavky naockujeme testovanym kmenem, jednu zkumavku zakapneme parafinovym olejem. Po
inkubaci pozorujeme barevnou zménu plidy ve zkumavkach. Inkubujeme 24 hodin pfi teploté 37°C a
odecitame.

Zavér:
Ukol ¢.4: Test produkce oxidazy
Princip:

Detekce cytochromoxidazy barevnou reakci N,N-dimethyl-1,4-fenylen-diaminu s a-naftolem za vzniku
indolfenolové modfi.

Postup:
Testovaci prouzek pfilozime testovaci zénou na testovanou kolonii. Odec¢teme barevnou reakci.

Zaver:

Ukol &.5: Izolace pigmentu Pseudomonas aeruginosa

Princip: Pyocyanin je modrozeleny pigment rozpustny ve vodé i chloroformu, ktery ma vlastnosti
sideroforu. Pigment lze vyextrahovat do chloroformu, zménou pH lze docilit zmény zabarveni roztoku.

Postup:

Do zkumavky s 2ml inaktivované bujénové kultury pfiddme 1ml chloroformu, uzavieme zatkou
a protfepeme.

Zaveér:



