ENTEROBAKTERIE
PSEUDOMONADY



PRAKTICKA CAST
1. IDENTIFIKACE ENTEROBAKTERII



Kultivace na selektivnich diagnostickych
pudach

* Princip: selektivni kultivace enterobakterii vyuziva jejich
toleranci k faktorim inhibujici rist ostatnich druh
(fuchsin, zluc€), umoznuje diferenciaci druhu dle schopnosti
Stépit laktozu (McConkey agar, Endiv agar, Desoxycholat-
Citratovy agar), pripadné detekci tvorby sirovodiku (DC

agar)

Laktoéza negativni
Salmonella
Shigella

Laktéza pozitivni
Escherichia coli




Kultivace na selektivnich
diagnostickych pudach

DC agar
Tvorba sirovodiku
Salmonella




Biochemicka identifikace enterobakterii

Princip: RozliSeni enterobakterii je zalozeno na druhové typické
biochemické aktivité. Testy vyuzivaji detekce produktl metabolismu,
obvykle zaloZzenou na zméné pH rlstového media.

Priklady:
HAJN: fermentaci cukri dojde k okyseleni pldy a jejimu zezloutnuti,

tvorbou H,S k jejimu z€ernani a produkci plynu k tvorbé bublinek az
popraskani

INDOL + POHYB: uvolnovani indolu z tryptofanu detekujeme
Kovacsovym Cinidlem, které v pozitivnim pripadé zCervena, sledujeme
pohyb v misté vpichu

SIMMONS CITRAT: vyuZitim uhliku z citrdtu sodného dojde k uvolnéni
NH;, alkalizaci pudy a jejimu zmodrani

UREA: uvolnenim NH; hydrolyzou mocoviny dojde ke zméné zbarveni
pldy na rlZzovou



Enterotest24

Pomucky: Enterotest24, testovany bakterialni kmen,
klicky, fixy, sacek, parafinovy olej, pipeta, dezinfekce

Pracovni postup: Pripravte inokulum dle zakalu
1McFarland

Naockujte kazdou jamku 100 ul pripraveného inokula
Jamky H, G, F, E a D v prvni radé zakapejte
parafinovym olejem (anaerobni podminky)

Zakryjte vickem, vlozte do sacku a inkubujte pri 37 ° C
po dobu 24 hodin



Enterotest24

Doplnkovy test na tvorbu indolu z tryptofanu

Ill

Kapneéete roztok , Indol” na ctverec filtracniho

papiru

Na filtracni papir naneste nékolik izolovanych
kolonii

Inkubujte po dobu 5 minut

Odectéete reakci

Pozitivni - modrozelena barva

Negativni - rtzova barva



SEROTYPIZACE ENTEROBAKTERI|
ZPETNA AGLUTINACE

* 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
sérotypu

* Pomucky: monovalentni séra O55 a 0111,

testovany kmen v Cisté kulture, fyziologicky
roztok, desticka, klicky, dezinfekce



SEROTYPIZACE ENTEROBAKTERI|
ZPETNA AGLUTINACE

* Pracovni postup: na desticku kapneme do
obou policek kapku fyziologického roztoku,
zapravime do néj klickou nabér testovaného
kmene a zhotovime suspenzi, vedle suspenze
kapneme vétsi kapku séra, klickami jednotliva
policka smisime

* Vyhodnoceni: pozorujeme tvorbu aglutinatu



2. IDENTIFIKACE PSEUDOMONAD A
DALSICH NEFERMENTUIJICICH
TYCINEK



O/F TEST

* Princip: oxidace/fermentace glukdzy, slouzi k rozliSeni typu
metabolismu a rozlisSeni bakterii na aerobni (oxidativni
metabolismus), a anaerobni (fermentace). Médium s glukdzou
a pH indikatorem. Zkumavka bez parafinu — test oxidace, s
parafinem — test fermentace.

* Pomucky: testovany slepy vzorek, zkumavky

s kultivacni ptdou, parafinovy olej, fixy, klicky, kapatka,
dezinfekce

* Pracovni postup: obée zkumavky popiseme

a naockujeme klickou vpichem az na dno testovanym
kmenem, jednu ze zkumavek prevrstvime parafinovym olejem
a obé zkumavky inkubujeme 24 hod, 37°C



1. IDENTIFIKACE ENTEROBAKTERIi -
HODNOCENI



Vysledek

Enterotest24

Pouzijte barevnou tabulku k vyvhodnoceni vysledk( testu a
jejich zaznamenani do prilozeného formulare
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Enterotest24

* VVyhodnoceni testu

— Vytvorte Ciselny kod pomoci formulare a pomoci
ciselniku vyhledejte identifikovany druh

NEBO

— Vyhodnocené vysledky zadejte do pocitacového
programu TNW pomoci TNW Pro Auto 7.0



2. IDENTIFIKACE PSEUDOMONAD A
DALSICH NEFERMENTUJICICH
TYCINEK - HODNOCENI



O/F TEST - VYHODNOCENI

Vyhodnoceni:

* po inkubaci posuzujeme barevnou zmeénu kultivacni
pudy

e ve zkumavce bez parafinového oleje posuzujeme
oxidaci glukozy

* ve zkumavce s parafinovym olejem posuzujeme
fermentaci glukozy

* nefermentujici bakterie — pseudomonas,

burkholderia, acinetobacter...
— Test produkce oxidazy

* fermentujici bakterie - enterobakterie



TEST PRODUKCE OXIDAZY

Princip: detekce cytochromoxidazy barevnou reakci
N,N-dimethyl-1,4-fenylen-diaminu s a-naftolem za
vzniku indolfenolové modri

Pomucky: testovany slepy vzorek, prouzky OXI testu

Pracovni postup: zonu testovaciho prouzku
otiskneme primo na testované kolonie v kultivaci

Vyhodnoceni: odecitame barevnou reakci
pozitivni: do 30 sec. intenzivhé modra

opozdéne pozitivni: do 2 min. intenzivhé modra

negativni: beze zmeény, popt. reakce az po 2 min.




UKAZKY PIGMENTU
PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Pseudomonas aeruginosa produku;e
nékolik typu pigmentu |

Pyocyanin
Fluorescein
Pyorubrin
Pyomelanin



|IZOLACE PIGMENTU (pyocyanin)
PSEUDOMONAS AERUGINOSA

* Pomucky: bujénova kultura kmene
Pseudomonas aeruginosa, chloroform,
gumova zatka, pipeta

* Pracovni postup: do zkumavky s 2 m|

inaktivované bujonové kultury pridame 1 ml
chloroformu, uzavieme zatkou a protrepeme

* Vyhodnoceni: posuzujeme barevnhou zmeénu
vrstvy chloroformu



