Jméno a pfijmeni: Datum:
Skupina ¢€.:

LABORATORNI PROTOKOL &.5

Téma: Hemofily, neisserie, mykobakterie, korynebakterie

Ukol €.1: Identifikace hemofilG — faktory V a X

Princip:

RGzné kmeny hemofila vyrlista na Zivném agaru pouze v okoli disku s pFislusnym rlstovym faktorem.
Postup:

Plotnu s MH agarem rozdélime napul a na kazdou pllku masivné naockujeme testovany kmen.
Na naockované kmeny poloZime disky s rdstovymi faktory — V, X a X+V. Inkubujeme 24 hodin pfi teploté
37°C, pfi 5-10% CO, a odecitame.

Zavér:

Ukol €.2: Identifikace hemofild — satelitismus
Princip:

Hemofily rostou na krevnim agaru pouze v pfitomnosti Staphylococcus aureus, v jeho pfitomnosti se
uvolniuje faktor X a produkuje faktor V.

Postup:

Na krevni agar naockujeme masivné klickou oba kmeny, kazdy na svou polovinu. Poté stfedem kultivace
naockujeme carou kmen Staphylococcus aureus. Inkubujeme 24 hodin pfi teploté 37°C, pfi 5-10% CO, a
odecitame.

Zaveér:
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Ukol €.3: Identifikace neisserii — oxidazovy test
Princip:

Testem prokazujeme pfitomnost cytochromoxiddzy barevnou reakci N,N-dimetyl — 1,4 fenylendiaminu s
a-naftolem za vzniku indolfenolové modfi.

Postup:
Z6nu testovaciho prouzku otiskneme pfimo do testované kolonie

Zaveér:

Ukol €.4: Identifikace neisserii — mikroskopicky preparat

Zaveér:

Ukol &.5: Identifikace korynebakterii
Princip:

Kmen produkujici D-sfingomyelinazu inhibuje stafylokokovy B-hemolyzin a redukuje ¢i uplné rusi vliv B-
hemolyzinu na krvinky. Pozitivni test se projevi potlacenim B-hemolyzy testovaného kmene v misté
kfizeni ockovacich ¢ar s kmenem Staphylococcus aureus.

Postup:

Na krevni agar ¢arou naockujeme testovany kmen a kolmo na néj ¢arou Staphylococcus aureus.
Inkubujeme 24 hodin pfi teploté 37°C a odecitame.

Zaveér:
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Ukol ¢.6: Identifikace korynebakterii — mikroskopicky preparat

Zaveér:

Ukol &.7: Identifikace Listeria monocytogenes
Princip:

L. monocytogenes je pohybliva pfi kultivaci do 25°C. Typicky kotrmelcovy pohyb je moZno pozorovat v
nativnim preparatu.

Postup:

Na podloZni sklicko kdpneme kapku bujénové kultury, pfikryjeme krycim sklickem a pozorujeme pfi 40x
zvétseni.

Zaveér:
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Ukol ¢.8: Identifikace mykobakterii
Princip:

Acidorezistentni barveni dle Ziehl-Neelsena — zahtati koncentrovaného karbolfuchsinu, odbarveni
pomoci kyselého alkoholu a dobarveni preparatu pomoci malachitové zelené.

Zaveér:



