Jméno:
Skupina den/hod:

Uvod do identifikace bakterii
Zakladni biochemické testy

Protokol by mél mit nasledujici strukturu: struéné teorie (Uvod), Pomiicky véetné svého
kmene, Pouzité testy —kazdy zvlast’ s vlastnim hodnocenim, Vyhodnoceni Vasi kultury,
Zavér — které reakce byly sporné, co jste méli za drubh...
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Identifikace neznamych vzorki bakterii spo¢iva krok za krokem v hodnoceni:
- jejich morfologie (bunék a kolonii)
(morfologie bun€k — bunky a tim 1 jejich tvar zviditelnime barvenim diagnostickym ¢i
negativnim obarvenim pozadi bunék; morfologie kolonii — jejich okraje, barva, profil..)
- Gramovo barveni
- KOH test — k rychlému odliseni G+ a G- bakterii, nebot’ G- bakterie tvoii viskozni
suspenzi
- fyziologickych a biochenickych vlastnosti (kultivaéni testy)
skupina biochemickych testti v podobé zkumavkovych i v podob¢ standardizovanych
komerénich identifika¢nich systémi, schopnost rlstu pti riznych teplotach — véts. 22,
25, 30, 37, 44 °C; vztah ke kysliku, tolerance k NaCl, citlivost na ATB, vyuzivani
zdrojt uhliku, redukce nitratd, tvorba indolu, charakter a schopnost acrobniho,
anaerobné respira¢niho a fermentativniho riistu na ur¢. mediich v€etné selektivnich pi:
OF test (oxidace-fermentace) — odecet po 24 h, 48 a 72 h
TSI test
ENTEROTEST u enterobakterii

Dalsi ptiklady chemotaxonomie — napf. stanoveni FAME profilu = stanoveni profilu mastnych
kyselin v cytoplazmatické membran¢ bunék, tento profil je charakteristicky; stanoveni pfitomnosti
nékterych aminokyselin v bunécné sténé — urcité specifické AMK jsou svym vyskytem
charakteristické pouze pro uré.rody bakterii (Pt. Pfitomnost kys. LL-diaminopimelova kyselina
znaci, ze se jedna o streptomycety)

- Na zakladé vysledki téchto testll dale navrhujeme dopliujici testy metod molekularni biologie jako napf.
PCR reakce, sekvenace 16S rRNA, ribotypizace, hybridizace, dale imunochemické reakce,dtikaz
produkce toxinu, fagotypizace...

Jedna z cilovych skupin naseho cviceni:

65 druht - gramnegativnich tyc¢inek (ale dtlezitd je i pro ne-klinicka
odvéti mikrobiologie). Zahrnuje fakultativné anaerobni druhy, z nichz
vétSina zije v travicim traktu obratlovel — soucdst mikroflory. VétSina
je nepatogenich; nékteré druhy jsou vSak zavaznymi plvodci
onemocnéni. Nejhor$i patogeny zplsobuji celkové infekce: je to
Yersinia pestis a tzv. antropopatogenni serovary salmonel (serovary
Typhi, Paratyphi A, Paratyphi B a Paratyphi C) a n¢které kmeny E.
coli. Zavazné jsou ale i obligatni patogeny piisobici zpravidla ,,jen*
sttevni infekce. I u nich je vSak riziko sepse, hlavné u oslabenych osob. Tykéa se to rodi
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hydrolyzy mocoviny, KCN-testu, glycerolového testu, tvorby indolu, ztekucovani zelatiny,
testu na pohyblivost. Diagnostické pudy specialn¢ pro enterobakterie: naptiklad Endiv a
MacKonkey agar, Desoxycholat-citritovy agar, Salmonella-Shigella agar nebo agar s
briliantovou zeleni, Simmons-citrat agar.




Pokud jiZ vime, Ze pracujeme s G- buiikou (KOH test, Gram), v ramci této velké
skupiny bakterii miZeme délit dale na bakterie fermentujici (fakultativné anaerobni
metabolismus, napf.enterobakterie) a  bakterie s vyhodnéjSim respiraénim
metabolismem (pf. aerobni vibria, aeromonady). Takové testy pro vziajemné odliSeni
enterobakterii od Vibrii, aeromonad spoc¢ivaji v jednoduchych reakcich: test oxidazovy,
katalazovy, fermenta¢ni...

Enterobakterie jsou gramnegativni ty¢inky, 1-6 pm dlouhé a 0,3-1 um Siroké,
netvofii spory; pohyblivé druhy maji peritrichdlni biciky

B Enterobakterie jsou nenarocné chemoautotrofni bakterie, mezofilni — rostou v rozmezi
18 - 40°C, optimum je 37°C

B Po provedeni oxidazového testu jsou enterobakterie oxidaza negativni
(s.vyjimkou rodu Plesiomonas, ktery k nim byl neddvno piifazen), tvori katalazu
(katalaza pozitivni) a vzdy §tépi glukézu za tvorby plynu, ddle redukuji nitraty (pii
fakultativni anaerobidze jsou totiz nitraty akceptorem elektrontl)

BV rutinni identifikaci: ENTEROtest 16 — desticky s jamkami biochemickych testt,
do kterych se oc¢kuje 0,1 ml husté bakterialni suspenze a po kultivaci se metabolity
stanovuji pomoci indikatorti. Obsahuje testy na utilizaci cukri, cukernych alkoholii,
aminokyselin; dale na produkci nékterych latek (sulfan, indol), testy na aktivitu
enzymi: ureaza, lipdza, ONPG — betagalaktosidaza (Sté€pici laktozu), Voges-Proskaeur
test...

B Vibria a aeromonady také $tépi glukdzu, ale jsou vzdy oxidaza pozitivni — glukézu
tedy nefermentuji, jsou nefermentujici

B Dalsi skupiny gramnegativnich nefermentujicich baktérii (mohou to byt ty¢inky, ale i
kokotycinky ¢i koky) nikdy nestépi glukézu. Oxiddzu mohou mit pozitivni i negativni

Kromé klasickych zkumavkovych testi (jeden test = jedna zkumavka) se pouZzivaji
destickové mikrotesty, které Setii material, energii a Cas. Jsou jednoduché; v jedné soupravé
je 10-20 testli. K hodnoceni se pouzivaji diagnostické tabulky. Testy maji dostate¢né dlouhou
skladovaci dobu. Nejrozsifen¢j$i jsou soupravy pro identifikaci gramnegativnich
fermentujicich tycek - zastupcii Celedi Enterobacteriaceae - ENTEROtest a ENTERO Rapid,
dalsi dodavané soupravy jsou: ANAEROtest pro identifikaci anaerobti, STAPHYtest pro
stafylokoky a mikrokoky, STREPTOtest pro rozliSeni streptokokli a enterokokd,
NEFERMtest pro identifikaci gramnegativnich nefermentujicich tycek.

Priklad identifikace neznamého vzorku:

1) KOH test — zjistime G+ a G-
2) Kultivace 24h na MPA a krevnim agaru, 24h, vzhled kolonii pfip. rizné teploty kultivace
3) Gramovo barveni, mikroskopie
4) U G+ bunék — hodnotime v preparatu

tyCky — po barveni spor — sporulujici (dle vzhledu ur¢ime rod Bacillus), nesporulujici
(Lactobacillus)

koky — dle morfologie shlukii, hroznickt (Staphylococcus) dvojic, Ctvetic
(Micrococcus), balicki = sarcin (Sporosarcina), fetizki — streptokoky. Dale katalazovy test
— kapnuti peroxidu na agar — bublinky u katalaza pozitivnich (Staphylococcus)
5) U G- bunék hodnotime rovnéz tycky a koky (G- koky méné Casté, véts. patogeny)

OF test viz nize kol 3.



Ve cvic¢eni tedy budeme sledovat rust vzorkia v téchto kombinacich testa, nékteré budou
pouze demonstraéni, budeme z nich odecditat pouze vysledky:

» KOH test — ur¢ime G- a G+ bakterie

» Provedeme test na katalazu

» U gramnegativnich (po KOH testu) dale budeme d¢lit pomoci test na
fermentujici a nefermentujici glukozu (OF test a TSI test)

» Fermentujici kmeny naockujeme na ENTEROtest

» Provedeme papirkovy oxiddzovy test a u nefermentujicich orientaéné¢ zatfadime

» Provedeme papirkovy ONPG test

- Sterilni destilovana voda

- Fyziologicky roztok

- Ockovaci klicky

- Podlozni sklicka

- Automatické pipety a Spicky

- Mikrotest — ENTEROtest — na enterobakterie
- Oxidazové a ONPG papirky

- Peroxid vodiku 3%

- KOH 3%

- Bakteridlni kmen cislo: dopsat

Hodnoceni:

Ziskané udaje jsou zpracovavany podle kli¢h a tabulek, Casto za pomoci pocitace.
Protoze identifikace je znacné naro¢na, podaii se jen malo typickych vzorkl zaradit az do
druhu pfimo v provoznich laboratofich. Protoze se vyskytuji mutanty a jejich procento stoupa
v souvislosti se vzrlstajicim zneciSténim zivotniho prostiedi, pfechazi se od identifikacnich
klica, které uvadély pouze pozitivni ¢i negativni reakce, k tabulkam, v nichZz je uvedeno
procento kmenti daného druhu, u nichz je test pozitivni, eventuelné zda vysledek kolisa i u
bunék urc¢itého kmene.

1. KOH test

Postup a hodnoceni:

- kapka 3% KOH na skli¢ku slouzi po rozmichani klickou s kulturou buné¢k k odliSeni G+ a
G- bakterii, nebot’ G- bakterie tvofi po poSkozeni stény viskdzni suspenzi tdhnouci se za
klickou. Nelze pouzit u bakterii tvoticich sliz.

2. Katalazovy test

Nekteré bakterie jsou schopny redukovat kyslik na peroxid vodiku. Ten je pro buiiky
toxicky. Neékteré bakterie vSak maji obranny mechanismus snizujici toto poskozeni. Rozklad
peroxidu vodiku na vodu a kyslik je katalyzovan enzymem katalasou. Pfitomnost katalasy je
mozné testovat jednoduchym katalasovym testem
Postup a hodnoceni:

- spociva v pridani peroxidu vodiku k bakteridlni kultufe pfimo na mediu nebo na skli¢ku,
na kterém je rozetiend kultura. Pozitivni test se projevi uvolilovanim bublinek kysliku.

3. OF test: test na oxidaci (aerobni metabol.)/fermentaci (anaerobni met.)
= detekce respira¢nich enzymi, piritomnosti oxidazy a katalazy




pouziva se medium s glukdzou a acidobazickym indikatorem bromthiolovou modfi, ktera
je nasledné¢ ve vzniklém kyselém prostiedi v zasaditém modra alkalizaci a pfi
neutralni reakci

Postup:

-k OF testu se vyuziji dvé zkumavky s vysokou vrstvou polotuhého media

Inokulum ¢isté kultury se o¢kuje vpichem

prvni se kultivuje aerobné bez parafinu (oxidace), druha anaerobné s parafinem

(fermentace)

- odecet po 24h

- Pozitivni reakce: Zluta

- Mozno odecist 1 pohyb bunék — pohyblivé druhy tvoii ,,oblak* kolem vpichu

- Nasledné urceni fermentujicich bakterii!! — po KOH testu jiz vime, ze pracujeme s G-
buitkami, po OF testu vidime, 7¢ GLUKOZU FERMENTUJICI DRUHY| maji v obou
zkumavkach pozitivni vysledek (Zluté zbarveni je tedy i ve zkumavce s parafinem =
anaerobni utilizace = fermentace glukozy) = enterobakterie

- IGLUKOZU NEFERMENTUJICI| - ve zkumavce s parafinem negativni vysledek
(zelené, modré)

Hodnoceni:

OF test — pozitivni oxidace i fermentace (ob¢ zkumavky zluté) = fakultativni anaerob, bude
tedy zfejmé fermentujici a soucast stfevni mikroflory, vzorek podrobime ENTEROtestu

- pozitivni pouze oxidace, fermentace negativni (modra) — jedna se o
aerobni druh, nefermentujici, tedy ziejmé Aeromonas, Vibrio, Pseudomonas — hodnotime 1
pohyb, nepohyblivy Acinetobacter

- oxidace i fermentace negativni, oba testy negativni = nefermentujici
aerobni; pokud je zaroven oxidadza pozitivni, jedna se ztejme o Alcaligenes faecalis, ktery
S$t€pi mocovinu. Oxidaza negativni je napi. Agrobacterium tumefaciens — pohyblivé uredza
negativni bunky

Vétsi molekuly cukril jsou Casto rozkladdny mimo bunku tzv. exoenzymy. Malé molekuly uvolnéné
touto reakci jsou preneseny zpét do buniky a dale rozkladany endoenzymy. V laboratornich podminkach je
pfitomnost exoenzymu sledovana pomoci zmén substratu okolo mikrobialni kolonie. Glukosa vstupuje do
buniky a je dale katabolizovana. Nékteré mikroorganismy katabolizuji glukosu oxidativné za tvorby oxidu
uhli¢itého a vody. Vétsina vsak katabolizuje glukosu fermentativné (zkvasovanim) bez pouziti kysliku (ato i v
pritomnosti kysliku). Mikroorganismy jsou schopny kromé glukosy fermentovat dalsi monosacharidy (fruktosu),
disacharidy (napf. sacharosu, laktosu, maltosu) ¢i polysacharidy (celulosu). Koncovymi produkty fermentace
jsou malé organické molekuly, obvykle organické kyseliny (napf. kyselina mléc¢nd). Nékteré mikroorganismy
vytvateji pii fermentaci plyny (vodik, oxid uhli¢ity). Tvorba kyseliny a plynu se testuje pomoci fermentaéni
zkumavky.

Pro zkvaSovani cukri plati nasledujici pravidla: pokud kultura nekvasi glukosu, nekvasi ani jiny cukr.
Kultura fermentujici glukosu fermentuje i fruktosu a manosu. Fermentuje-li laktosu, nefermentuje maltosu a
naopak.

Béhem metabolickych procesii v bufice jsou uvoliovany elektrony, které jsou pfijimany dalSimi
slouceninami — akceptory elektroni. Prijetim elektronu jsou slouceniny redukovany. Pii fermentativnim
metabolismu pusobi jako akceptory elektronti organické slouceniny, pii oxidativnim metabolismu (respiraci)
jsou to anorganické slouceniny. Pti aerobni respiraci je koncovym akceptorem elektront kyslik.

Pii anaerobni respiraci slouzi jako akceptory elektronii anorganické slouceniny. Béhem anaerobni
respirace nékteré bakterie redukuji dusi¢nany na dusitany, nékteré dale redukuji dusitany na oxid dusny a dusik.
Redukce dusi¢nanii na dusitany je detekovana v kultufe kultivované v pfitomnosti dusi¢nanu. Pozitivni reakce
se projevi Cervenym zbarvenim. Pokud je vysledek negativni (nepfitomnost dusitanu), je kultura dale testovana
na pritomnost dusi¢nanu piidavkem zinku. Pokud jsou pfitomny dusi¢nany, nenastala redukce. Zinek zredukuje




dusi¢nany na dusitany a objevi se Cervené zbarveni. Jestlize je test negativni 1 po piidavku zinku, byly dusitany
zredukovany na oxid dusny nebo dusik.

4. TSI test (tripple-sugar iron): test na utilizaci laktozy, glukdzy, sachardzy,

produkei H,S pomoci indikatoru Zeleza podle Hajny

- acidobazicky indikator je bromkrezolova Cerven

- indikator produkce H;S je zelezo

Postup:

- medium ve zkumavce je oCkovano vpichem a vzapéti hadkem po Sikmém agaru v jediné
zkumavce

- sledujeme zabarveni po kultivaci 24-48h/37°C

Hodnoceni:

Sledujeme $tépeni glukozy nebo laktozy

- pozitivni utilizace cukrii: a to: GLUKOZA sledovava dole ve sloupci
LAKTOZA v $ikmé horni &¢asti agaru
Fermentace laktozy i sacharozy — celé medium Zluté (E. coli!)

- sledujeme 1 produkci sirovodiku — reguje s Zelezem a medium p¥i pozitivni reakci zéerna
Nekteré bakterie uvolnuji sirovodik z aminokyselin obsahujicich siru (cystin, cystein,

methionin). Nékteré enterobakterie tvoifi sirovodik redukci kyslikatych sirnych sloucenin

(napf. thiosiranu). Produkce sirovodiku je detekovana pomoci siranu zeleznatého (vytvari se

cerny, nerozpustny sulfid zeleznaty).

- pfi produkei plynu kvasenim dole ve zkumavce vznikaji bubliny

V celé Casti agaru sledujeme )

fermentaci lakt6zy, nebo
sachar6zy nebo obou = celé ¥
medium Zluté '

i V této Casti agaru sledujeme
—.| fermentaci glukozy, ne
_& | sachardzy a laktozy

5. Enterotest 16 - pro dalsi identifikaci fermentujicich (s pozitivnim testem
fermentace a tedy negativnim oxiddzovym testem) z Celedi Enterobacteriaceae
izolovanych napi.na Endové agaru

- jedna se o komer¢ni systém jamkovych testl

- 16 testl ve 2 fadcich

- 17ty test zkumavkovy na beta-galaktozidazu (odstépi se paranitrofenol, zezloutnuti)

- potvrzeni celedi se provadi testem na fermentaci glukdézy, pro odliSeni od celedi
Vibrionaceae se provadi oxidazovy test (vibria ¢i aeromonady jej maji pozitivni)

- testy v jamkéch: (popis nékterych viz. Dalsi biochemické testy nize): produkce sirovodiku
(H2S), dekarboxylace lysinu (LYS), produkce indolu (IND), dekarboxylace ornithinu (ORN),
rozklad mocoviny (URE), deaminace fenylalaninu (PHE), hydrolyza eskulinu (ESC), utilizace
citratu (SCI), utilizace malonatu (MAL), produkce kyseliny z inositolu (INO), adonitu
(ADO), celobidozy (CEL), sacharozy (SUC), sorbitolu (SOR), trehaldozy (TRE), mannitolu
(MAN)

- Na jedné desticce je mozno zpracovavat 6 kment.

Postup:




- Z24hodinové kultury se odpichnutim znarustu pfipravi suspenze bunék ve
fyziologickém roztoku — 3 ml, se zdkalem o hodnoté¢ 1 podle stupnice MacFarlanda

- Desticku orientujeme na vysku a odfizneme kryci folii, sejmeme ji a ozna¢ime desticku
¢isly kment

- Pipetujeme 100 pul dikladné protiepané suspenze do kazdé jamky

- Nekteré testy probihaji v anaerobnich podminkach — pfislusné jamky se tedy zakapnou
(prvnich 5) dvéma kapkami sterilniho parafinového oleje (testy pro sirovodik (H), lysin
(G), indol (F), ornitin (E), uredza (D))

- Testy se pfi kultivaci ulozi do sacku aby nevysychaly

- Kultivace pii 37°C/18-24h spolu se zkumavkou s beta-galaktoziddzovym testem ONPG

Hodnoceni:

- Zakapeme jamky: F (Cinidlo pro indol), a 12 (¢inidlo pro fenylalanin).

- Odecteme vSechny reakce ENTEROtestu, fenylalanin do 3 minut, protoZe po této dobé
pozitivni reakce mizi. Orientujeme se podle interpretacni tabulky ptilozené k soupraveé
(eventueln¢ podle Barevné srovnavaci stupnice).

.(Jako kontrola kvality pouzitych chemikalii a kontrola interpretace barevnych reakci se
pouzivaji tzv.kontrolni kmeny bakterii, které davaji standardni vysledky. Tyto kontrolni
kmeny dodavd CCM v lyofilizovaném stavu nebo na Zelatinovych discich.

Vysledky zapiste do protokolu.

V protokolu budou uvedeny vysledky identifikace a jeji zhodnoceni (kmen typicky -
netypicky - které reakce, vyborn¢ odliSen - neodlisen...).
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- kontaminace

- jind hustota nebo objem suspenze

- képnuti inokula do sousedni fady nebo ¢inidla do jiného sloupce

- jedna se o druh nebo atypicky kmen, jehoz udaje nejsou uvedeny v tabulce.

6. papirkovy ONPG test

Diikaz produkce B-galaktozidazy — $tépi laktozu
K provedeni testu je pouzivan bezbarvy o-nitrofenyl-B-D-galaktopyranozid, ktery je v
pozitivnim piipadé (kmen mé enzymy schopné $tépit laktozu) hydrolyzovan na zluty ortho-
nitrofenol.
Postup a hodnoceni:
Do fyziologického roztoku s bakteridlni kulturou steriln€ vlozime testovaci prouzek na ONPG
test a po 24h kultivaci pti 37°C vyhodnotime piipadné zezloutnuti

7. papirkovy xidazovy test — u vS§ech nefermentujicich |

Identifikuje organismy, které vytvaieji enzym cytochrom ¢ oxidasu (posledni enzym
dychaciho fetézce) ucCastnici se prenosu elektroni v elektronovém transportnim fetézci
aerobnich bakterii na kyslik (oxidace cytochromu c¢ kyslikem, kyslik je redukovan).
Oxidasové cinidlo obsahuje chromogenni oxida¢né-redukéni ¢inidlo, které oxidaci méni
barvu (tmavée cervenofialové).

Test se pouziva k diferenciaci druhti rodu Pseudomonas, Alcaligenes, Flavobacterium.
+ : Pseudomonas aeruginosa, Ps. putida, Ps. fluorescens
- o E.coli, Agrobacterium spp.

Postup:



- Na papirky klickou nanasime 24 hodinovou kulturu nebo je zatla¢ime do kultury nebo je
ponofime do (po ENTEROtestu) zbylé¢ho fyziologického roztoku s kulturou

- Médium, z n¢hoz kulturu odebirame, nesmi obsahovat glukdzu nebo nitraty.
Hodnoceni:
Reakce pozitivni: do 30s intenzivné modra

opozdéné pozitivni: do 2 min intenzivné¢ modra
negativni beze zmény nebo reakce po 2 min



Dalsi biochemické testy nebo princip testi z ENTEROTESTU 16:

8. Diikaz zkvaSovani zdroje uhliku

Pii utilizaci sacharidd vznikaji kyseliny, CO, a vodik
Postup:
Do peptonové vody s indikatorem (bromthymolova modr) se pfida 1% zdroj uhliku
Medium se rozplni do zkumavek s plynovkami
Po sterilizaci a vychlazeni se ockuji bakterie
- Kultivace pii 37°C a vysledek se hodnoti po 5-7 dnech
Hodnoceni:
Pozitivni reakce: Zlutd a tvorba plynu
Negativni reakce: beze zmény

9. Proteolyticka aktivita — ztekucovani (hydrolyza Zelatiny)

Po vpichu do masopeptonové zelatiny se sleduje produkce protedz a peptidaz
zkapalnénim substratu.
Postup:
- Bakterii naockujeme svislym vpichem do Zelatinového media (vpich kon¢ime 0,5 mm od
dna zkumavky
- Inkubujeme 3-5 dnti pti 20°C
- Pfed odectem vklddame zkumavky asi na 30min do lednice
Hodnoceni:
Pozitivni reakce: Zelatina je zkapalnéna — uvedeme tvar zkapalnéni (miskovité,
vakovité, vodorovné, uplné)

10. Tvorba indolu

Indol vznika pii metabolické ¢innosti nékterych bakterii dekarboxylaci peptidi. K jeho
detekci se pouziva p-dimetylaminobenzaldehyd, s nimz déva indol ¢ervené zbarveni.
Postup:
- do media s tryptofanem se naockuje mikroorganismus
- kultivuje se 24h/37°C
- po kultivaci se ptida 0,1ml reagens, opatrné promichd a po 10ti minutich se odecita
reakce
pozitivni reakce: z€ervendni reagens ve vrstvé nad mediem
negativni reakce: nenastane barevna reakce

11. Diikaz produkce ureazy

Ureaza je enzym rozkladajici mocCovinu za vzniku amonikaku a CO,. Reakce je
detekovdna zménou barvy indikéatoru. Reakci je mozno provadét jako mikrotest bez sterilizace
média.

Médium: Fosfatovy ustoj (0,1mol/l, pH=6,0)........... 100ml
MOCOVING. ....eeviiieiieeiie et 2,0g

Fenolova Cerveii (0,2% vodny roztok)....... 2,0ml

Postup:

- Médium pipetujeme po 0,3 ml do zkumavek
- ockujeme jej masivné klickou 18-24 hodin star¢ kultury.



- Inkubujeme 2 hodiny pti 37°C.
Hodnoceni:
Hodnoceni se provadi po 1, 2 a 6ti hodinach kultivace; maximalné vSak po 24h
Hodnotime zménu barvy média:
Pozitivni reakce: Cervenofialova
negativni beze zmény (Zlutd az oranzova)
+ : Proteus vulgaris, Morganella morganii, Agrobacterium spp.
- : E.coli, Alcaligenes faecalis

12. Voges-Proskaueriiv test (produkce acetoinu) a MR test

VP test: Nékteré bakterie tvori pti odbouravani glukozy z pyruvatu acetoin.
V alkalickém aerobnim prostfedi se acetoin oxiduje na diacetylmetylkarbinol vstupujici do
reakce se slozkami peptonu a vznika ¢ervenohnédé zabarveni media s fluorescenci.
MR test: v glukdzovém mediu vytvari E. coli kyseliny, které l1ze prokézat v testu
s methylenovou Cerveni. SlouZzi pro prikaz kys. octové a jantarové.
Postup:
- zkumavky s pepton-glukézvym mediem se naockuji testovanou kulturou a inkubuji se 48-
72h pii 37°C.
- poté se provede test na acetoin: k 5 ml narostl¢ kultury se pfida 5 ml 10% KOH a
pozoruje se zabarveni media
- Tvorba kyselin: k narostlé kultuie se pfida 5 kapek roztoku methylCervené
Hodnoceni:
VP test — pozitivni reakce je po péti minutach po ptidani reagens cervenohnéda
MRtest — pozitivni reakce je Cervené zabarveni media

13. Hydrolyza eskulinu
Test sleduje Stépeni eskulinu na eskuletin a glukézu. Hydrolyza se projevi hnédym az
¢ernym zbarvenim média v dasledku reakce eskuletinu s ionty Zeleza.

14. Diikaz vyuzivani citrati - Simmons citratovy test
Sledujeme vyuzivani citratu jako jediného zdroje uhliku. Pozitivni reakce se projevi
zménou zeleného zbarveni na modré (indikdtor bromtymolova modr).

15. Vznik kyseliny z manitolu, adonitu, celobiézy, rhamnozy, sachardzy, sorbitolu,
trehaldzy, dulcitolu

Sledujeme rozklad cukrii za tvorby kyselin, pozitivni reakce se projevi Zlutym
zbarvenim acidobazického indikatoru (bromtymolova modr).

Vysledky identifikace nékterych rodi

Glu | Lac | H,S | indol | Zelatina | Ure | MR | VP | mnt | O/F
E. coli + |+ |- + - - + - +
Proteus vulgaris d - d d d d + d |-
Salmonella typhimurium | + d + - d - + - +
Zdroje:

195.113.158.234/forum/data/materialy/



