
ENTEROBAKTERIE 

PSEUDOMONÁDY 



1. IDENTIFIKACE ENTEROBAKTERIÍ 

PRAKTICKÁ ČÁST 



Kultivace na selektivních diagnostických 
půdách 

• Princip: selektivní kultivace enterobakterií využívá jejich 
toleranci k faktorům inhibující růst ostatních druhů 
(fuchsin, žluč), umožňuje diferenciaci druhů dle schopnosti 
štěpit laktózu (McConkey agar, Endův agar, Desoxycholát-
Citrátový agar), případně detekci tvorby sirovodíku (DC 
agar) 

 
Laktóza pozitivní 

Escherichia coli 

Laktóza negativní 

Salmonella 

Shigella 



Kultivace na selektivních 
diagnostických půdách 

DC agar 

Tvorba sirovodíku 

Salmonella 



Biochemická identifikace enterobakterií 

• Princip: Rozlišení enterobakterií je založeno na druhové typické 
biochemické aktivitě. Testy využívají detekce produktů metabolismu, 
obvykle založenou na změně pH růstového media. 

 Příklady: 

 HAJN: fermentací cukrů dojde k okyselení půdy a jejímu zežloutnutí, 
tvorbou H2S k jejímu zčernání a produkcí plynu k tvorbě bublinek až 
popraskání 

 INDOL + POHYB: uvolňování indolu z tryptofanu detekujeme 
Kovácsovým činidlem, které v pozitivním případě zčervená, sledujeme 
pohyb v místě vpichu 

 SIMMONS CITRÁT: využitím uhlíku z citrátu sodného dojde k uvolnění 
NH3, alkalizaci půdy a jejímu zmodrání 

 UREA: uvolněním NH3 hydrolýzou močoviny dojde ke změně zbarvení 
půdy na růžovou 



Enterotest24 

• Pomůcky: Enterotest24, testovaný bakteriální kmen, 
kličky, fixy, sáček, parafinový olej, pipeta, dezinfekce 

• Pracovní postup: Připravte inokulum dle zákalu 
1McFarland  

• Naočkujte každou jamku 100 µl připraveného inokula 

• Jamky H, G, F, E a D v první řadě zakapejte 
parafínovým olejem (anaerobní podmínky) 

• Zakryjte víčkem, vložte do sáčku a inkubujte při 37 ° C 
po dobu 24 hodin 



Enterotest24 

• Doplňkový test na tvorbu indolu z tryptofanu 

• Kápněte roztok „Indol“ na čtverec filtračního 
papíru 

• Na filtrační papír naneste několik izolovaných 
kolonií  

• Inkubujte po dobu 5 minut 

• Odečtěte reakci 

• Pozitivní - modrozelená barva 

• Negativní - růžová barva 



SÉROTYPIZACE ENTEROBAKTERIÍ 
ZPĚTNÁ AGLUTINACE 

• Princip: nepřímá metoda (sklíčková 
aglutinace) využívá komplexní strukturu 
enterobakterií (antigeny O – somatický, H – 
bičíkový) k rozlišení sérotypu (kombinace O a 
H antigenu). Slouží k identifikaci patogenních 
sérotypů   

• Pomůcky: monovalentní séra O55 a O111, 
testovaný kmen v čisté kultuře, fyziologický 
roztok, destička, kličky, dezinfekce 

 
 

 



SÉROTYPIZACE ENTEROBAKTERIÍ 
ZPĚTNÁ AGLUTINACE 

• Pracovní postup: na destičku kápneme do 
obou políček kapku fyziologického roztoku, 
zapravíme do něj kličkou náběr testovaného 
kmene a zhotovíme suspenzi, vedle suspenze 
kápneme větší kapku séra, kličkami jednotlivá 
políčka smísíme 

• Vyhodnocení: pozorujeme tvorbu aglutinátu 



PRAKTICKÁ ČÁST 
2. IDENTIFIKACE PSEUDOMONÁD A 
DALŠÍCH NEFERMENTUJÍCÍCH 
TYČINEK 



O/F TEST 
• Princip: oxidace/fermentace glukózy, slouží k rozlišení typu 

metabolismu a rozlišení bakterií na aerobní (oxidativní 
metabolismus), a anaerobní (fermentace). Médium s glukózou 
a pH indikátorem. Zkumavka bez parafinu – test oxidace, s 
parafinem – test fermentace. 

• Pomůcky: testovaný slepý vzorek, zkumavky 

 s kultivační půdou, parafínový olej, fixy, kličky, kapátka, 
dezinfekce 

• Pracovní postup: obě zkumavky popíšeme 

 a naočkujeme kličkou vpichem až na dno testovaným 
kmenem, jednu ze zkumavek převrstvíme parafínovým olejem 
a obě zkumavky inkubujeme 24 hod, 37°C 



PRAKTICKÁ ČÁST 

1. IDENTIFIKACE ENTEROBAKTERIÍ – 
HODNOCENÍ 



Enterotest24 

• Výsledek 

• Použijte barevnou tabulku k vyhodnocení výsledků testů a 
jejich zaznamenání do přiloženého formuláře 

https://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjrjoWOt4HXAhXE7BQKHbfWDHEQjRwIBw&url=https://ridacom.com/en/products/view/6049&psig=AOvVaw0nRzRHxhmXvi-roRr8fp9m&ust=1508665474052090


Enterotest24 

• Vyhodnocení testu 

– Vytvořte číselný kód pomocí formuláře a pomocí 
číselníku vyhledejte identifikovaný druh 

    NEBO 

– Vyhodnocené výsledky zadejte do počítačového 
programu TNW pomocí TNW Pro Auto 7.0 

 



PRAKTICKÁ ČÁST 
2. IDENTIFIKACE PSEUDOMONÁD A 
DALŠÍCH NEFERMENTUJÍCÍCH 
TYČINEK - HODNOCENÍ 



Vyhodnocení: 
• po inkubaci posuzujeme barevnou změnu kultivační 

půdy 
• ve zkumavce bez parafínového oleje posuzujeme 

oxidaci glukózy  
• ve zkumavce s parafínovým olejem posuzujeme 

fermentaci glukózy 
 

• nefermentující bakterie – pseudomonas, 
burkholderia, acinetobacter…  
– Test produkce oxidázy 

• fermentující bakterie - enterobakterie 

 

O/F TEST - VYHODNOCENÍ 



TEST PRODUKCE OXIDÁZY 

• Princip: detekce cytochromoxidázy barevnou reakcí 
N,N-dimethyl-1,4-fenylen-diaminu s α-naftolem za 
vzniku indolfenolové modři 

• Pomůcky: testovaný slepý vzorek, proužky OXI testu 

• Pracovní postup: zónu testovacího proužku 
otiskneme přímo na testované kolonie v kultivaci 

• Vyhodnocení: odečítáme barevnou reakci 

 pozitivní: do 30 sec. intenzivně modrá 

 opožděně pozitivní: do 2 min. intenzivně modrá 

 negativní: beze změny, popř. reakce až po 2 min. 



UKÁZKY PIGMENTU 
PSEUDOMONAS AERUGINOSA 

Pseudomonas aeruginosa produkuje 
několik typů pigmentů 

Pyocyanin 

Fluorescein 

Pyorubrin 

Pyomelanin 

 

 
 



IZOLACE PIGMENTU (pyocyanin) 
PSEUDOMONAS AERUGINOSA 

• Pomůcky: bujónová kultura kmene 
Pseudomonas aeruginosa, chloroform, 
gumová zátka, pipeta 

• Pracovní postup: do zkumavky s 2 ml 

 inaktivované bujónové kultury přidáme 1 ml 
chloroformu, uzavřeme zátkou a protřepeme 

• Vyhodnocení: posuzujeme barevnou změnu 
vrstvy chloroformu 


