Hana MartiSkova, uco 269743
Protokol ke cvic¢eni ze 2.12.2009

Protokol ¢. 9

CIL

Cilem cviceni byla identifikace neznamého kmene bakterii za vyuziti dvou sklickovych testd (KOH
test, katalazovy test) a dvou zkumavkovych testl (OF test, TSI test). Dale pak identifikace tfi kmen(
enterobakterii az do druht pomoci komeréniho ENTEROtestu a dvou papirkovych testi (oxidazovy
test, ONPG test).

UvoD

Identifikace neznamych vzorkd bakterii spociva nejen v hodnoceni morfologie jejich bunék a kolonii
a Gramové barveni, ale také ve sledovani fyziologickych a biochemickych vlastnosti. Jednotlivé
vlastnosti, jako napfiklad oxidace a fermentace glukdzy, Stépeni laktdzy, produkce indolu d&i
sirovodiku a mnoho dalSich, jsou testovany pomoci tzv. biochemickych testd. Zakladem vSech je
schopnost bunék reagovat na pfitomnost konkrétnich latek nebo zménu vnéjSich podminek urcitou
detekovatelnou biochemickou reakci. Tyto testy jsou pak zaloZzeny na zméné viskozity bakterialni
suspenze, zméné barvy média Ci indikatorového Cinidla nebo tfeba na sledovani vyvoje plynu. Kromé
klasickych zkumavkovych testl se pouzivaji papirkové testy a destiCkové komeréni mikrotesty.
Ziskané udaje jsou zpracovavany podle kli¢l a tabulek, ¢asto za pomoci pocitace. | pfesto byva
problémem zafadit vzorky az do druhd, a to v disledku rostouciho mnozstvi mutantd.

Ve cvieni se budeme zabyvat identifikaci enterobakterii. Enterobakterie jsou velice po¢etna skupina
zahrnujici asi 65 druhd. Jedna se o gramnegativni nesporulujici ty€ky, 1-6 um dlouhé a 0,3-1 um.
Enterobakterie vétSinou Zziji v travicim traktu obratlovcl, a proto vyuzivaji fakultativné anaerobni
metabolismus a jejich teplotni optimum je 37°C. S velké €asti jsou komenzalové (pfirozena soucast
stfevni mikrofléry), ale existuji i patogenni druhy, jako napfiklad Shigella, Salmonella nebo Yersinia
pestis. DalSimi typickymi vlastnostmi enterobakterii je absence enzymu cytochrom c¢ oxidazy
a enzymu B-galaktozidazy, pfitomost enzymu katalazy, schopnost redukovat nitraty a vzdy utilizovat
glukézu. Speciadlnimi diagnostickymi pudami pro enterobakterie jsou napfiklad Endlv agar,
MacKonkey agar, Salmonella-Shigella agar nebo agar s briliantovou zeleni.

MATERIAL

destilovana voda

3% roztok KOH

3% roztok peroxidu vodiku

dvé zkumavky s médiem obsahujicim glukézu a acidobazicky indikator bromthiolovou modf
dvé zkumavky s médiem obsahujicim glukozu, sacharézu a laktozu a acidobazicky indikator
bromkresolovou Cerven (jedna z toho zalitd parafinem)

fyziologicky roztok

sterilni parafinovy ole;j

¢inidla pro indol a fenylalanin

komercni mikrotest — ENTEROtest

oxidazové a ONPG papirky

POMUCKY

- podlozni skli¢ka, kapatko, bakteriologicka klicka, zkumavky, automaticka pipeta a Spicky



BAKTERIALNI KMENY

Escherichia coli CCM 3954
Proteus vulgaris CCM 1956
Providencia rettgeri CCM 5618

POSTUP PRACE — METODIKA — VYHODNOCENI

__ BAKTERIALNI KMEN ,3“___

» Sklickové testy

l. KOH test

Postup:
1. Na cisté podlozni sklicko byla nanesena kapka KOH.
2. Bakteriologickou klickou byla nabrana bakterialni kultura a rozmichana opatrné v kapce.

Metodika:

KOH test slouzi k rychlému rozpoznani, zda se jedna o G* nebo G~ bakterie. G* bakterie maiji diky
SirSi vrstvé peptidoglykanu rigidné&jsi bunécnou sténu, takze KOH bufku neposkodi. U G™ bakterii
ovSem dojde k poSkozeni stény a vyliti bunéfného obsahu, coz se projevi jako viskdézni suspenze,
ktera se po oddaleni tdhne za klickou. Metodu nelze pouzit u bakterii tvoficich sliz.

Viyhodnoceni:
Po oddaleni klicky od kapky bylo jasné vidét, jak se za ni bunééna suspenze tahne. Neznamy kmen
byl tedy gramnegativni — odpovida enterobakteriim.

ll. Katalazovy test

Postup:
1. Bakteriologickou kli¢kou byla nabrana kultura a rozetfena po podloznim skli¢ku.
2. Na bunky byl kdpnut peroxid vodiku.

Metodika:

Katalazovy test se vyuziva k zjisténi pfitomnosti enzymu katalazy. Nékteré bakterie maji schopnost
redukovat kyslik na peroxid vodiku. Ten je pro né ale toxicky. Obrannym mechanismem snizujicim
poskozeni je rozklad peroxidu vodiku na vodu a kyslik katalyzovany pravé enzymem katalazou.
Pozitivni test se tedy projevi uvolfiovanim bublinek kysliku.

Viyhodnoceni:
Ihned po naneseni peroxidu vodiku na rozetfenou kulturu se zacal vyvijet plyn. Neznamy kmen byl
katalaza pozitivni — odpovida enterobakteriim.

» Zkumavkové testy — demonstracni testy — kultury byly jiz vyrostlé; pozorovany byly zkumavky
s oznacenim ,3"

l. OF test

Teoreticky postup:

1. Do dvou zkumavek s vysokou vrstvou polotuhého média byla vpichem ockovana Cista kultura.
2. Jedna zkumavka byla zalita 1 ml parafinu.

3. Kultivovano 24 hodin pfi 37°C.



Metodika:

OF test je testem oxidace (aerobni metabolismus) a fermentace (anaerobni metabolismus) glukozy.
Pouziva se médium s glukézou a acidobazicky indikatorem bromthiolovou modfi. Do média se
vpichem ockuje Cista kultura. Bromthiolova modr je ve vzniklém kyselém prostiedi Zluta, v zasaditém
modra a v neutralni zelena. Jedna zkumavka se zaléva parafinem = test na fermentaci glukozy
a druha se necha volné = test na oxidaci glukoézy. Pokud médium zUstane modré, neni glukdza
vyuzivana.

Viyhodnoceni:
Obé zkumavky byly Zluté. Neznamy kmen dokazal glukézu jak oxidovat, tak fermentovat — odpovida
enterobakteriim, které patfi mezi fakultativné anaerobni mikroorganismy.

Il. TSI test (triple-sugar iron)

Teoreticky postup:

1. Do zkumavky se Sikmym agarem byla vpichem i hadkem ocCkovana Cista kultura (oba zpusoby
pouzity na kazdou zkumavku).

2. Kultivovano 24 hodin pfi 37°C.

Metodika:

Pomoci TSI testu mizeme enterobakterie rozurcit do jednotlivych druhll na zakladé toho, zda utilizuji
pouze glukézu nebo vSechny tfi cukry — glukdzu, sacharozu i laktézu. Médium obsahuje acidobazicky
indikator bromkresolovou Cerven. VyuZivaji-li bakterie pouze glukézu, médium zeZloutne pouze ve
sloupci, vyuzivaji-li vSechny tfi cukry, Zluté bude i v Sikmé €asti agaru. Pomoci siranu Zeleznatého je
dale mozné indikovat produkci sirovodiku, ktery nékteré enterobakterie vytvareji redukci slou€enin
siry. Reakci sirovodiku se sulfidem Zeleznatym vznika nerozpustny Cerny sulfid zeleznaty. Také se
sleduje pfitomnost plynu vznikajiciho pfi kvaseni cukrd dole ve sloupci.

Viyhodnoceni:

Médium bylo po celé zkumavce zbarveno do Zluta, takZze naoCkovany kmen utilizoval vSechny ffi
cukry. Viditelné bylo i ¢erné zbarveni média zpusobené produkci sirovodiku. Dole ve zkumavce se
vytvarely bublinky jako disledek kvaseni.

V8echny dosavadni testy nasvédcCovaly tomu, Ze neznamym kmenem jsou enterobakterie. Neznamy
men 3% byl proto pouZit pro nasledujici ENTEROtest a papirkové testy.

__ BAKTERIALNI KMENY ,2,3,5“

> Komeréni test
ENTEROtest

Postup:

1. Do zkumavky napipetovany 3 ml fyziologického roztoku.

2. Do roztoku klickou postupné pfidavany burnky z 24 hodinového narustu kultury az do zakalu
o hodnoté 1 dle stupnice MacFarlanda.

3. Z protfepané suspenze pipetovano po 100 pl do jednotlivych jamek ENTEROtestu.

4. 5 jamek (dle Sablony) bylo zakapnuto parafinovym olejem pro vytvofeni anaerobnich podminek.
5. Desti¢ka zabalena do sacku (proti vyschnuti) a kultivovana 22 hodin pfi 37°C.

Metodika:

ENTEROtest je komeréné dodavanym testem, ktery umozriuje nenarocné rozurcit enterobakterie az
do druhd. ENTEROtest sestava z 16ti testl (biochemickych reakci) umisténych ve dvou Fadcich
probihajicich v oddélenych jamkach na jedné desti¢ce. Jednotlivé jamky jsou oznaCeny zkratkami
charakterizujicimi podstatu daného testu. Pfi ENTEROtestu jsou enterobakterie testovany na:



* produkci sirovodiku (H,S) * produkci indolu (IND) * dekarboxylaci lysinu (LYS) * dekarboxylaci
ornithinu (ORN) * rozklad mocoviny (URE) * deaminaci fenylalaninu (PHE) * hydrolyzu eskulinu
(ESC) * utilizaci citratu (SCI) * utilizaci malonatu (MAL) * produkci kyseliny z inositolu (INO)
* adonitu (ADO) * cellobiézy (CEL) * sachardézy (SUC) * sorbitolu (SOR) * trehalézy (TRE)
a * mannitolu (MAN).

Po patfiéné dobé kultivace se odecitaji vysledky reakci. Nejdfive se zakapnou jamky pro produkci
indolu (IND) a deaminaci fenylalaninu (PHE) pfisluSnymi €inidly. Tyto reakce se odeditaji jako prvni,
protoze po tfech minutach pozitivni reakce mizi. Dle interpretaéni tabulky se podle zbarveni
vyhodnoti, zda byla dana reakce pozitivni (+) €i negativni (-).




Zaznamenana +/— se zapisuji do pocitace a zpracovavaji TNW programem. Na zakladé téchto udaju
urCi program bakterialni druh a pro néj vyhodnoti tzv. id skére, které v % vyjadfuje, jak moc se
zkoumana kultura podoba svému druhu, a tzv. T index, ktery fika, jak moc se kultura liSi od typické
kultury. Typicky kmen ma T index roven 1, méné typicky kmen ma T index <1.

Viyhodnoceni:

KMEN ,2“ vyhodnocen jako E.coli — id skore 91,99%, T index 0,74 => neni typicky a odliSuje se
KMEN ,3“ vyhodnocen jako Proteus vulgaris — id skére 99,46%, T index 1 => typicky

KMEN ,5% vyhodnocen jako Providencia rettgeri — id skore 100%, T index 1 => typicky

» Papirkové testy
I. Oxidazovy test

Postup:
1. Papirek byl ponofen do zbytku fyziologického roztoku s kulturou.

Metodika:

Oxidazovy test identifikuje organismy, které vytvareji enzym cytochrom ¢ oxidazu. Tato oxidaza je
poslednim enzymem dychaciho fetézce a uCastni se prenosu elektron(l v elektron transportnim
fetézci aerobni bakterie na kyslik. Predanim elektront kysliku dojde k oxidaci cytochromu
¢ a kredukci kysliku. Oxidazové ¢inidlo obsahuje chromogenni oxida&né-redukéni Cinidlo, které
oxidaci méni barvu. Je-li obsazen enzym cytochrom ¢ oxidaza, zbarvi se papirek do 30ti sekund
intenzivné modre (pfipadné opozdéné do 2 minut), neni-li enzym pfitomen, barva papirku se nezméni
a papirek zustane Sedy (nebo reakce nastane az po 2 minutach).

Viyhodnoceni:
VSechny ftfi kmeny byly oxidaza negativni, papirky nezménily barvu — odpovida opravdu
enterobakteriim, které nemaji enzym cytochrom c¢ oxidazu.

Il. ONPG test

Postup:
1. Do zbytku fyziologického roztoku s kulturou byl vioZen testovaci prouzek.
2. Kultivace 22 hodin pfi 37°C.

Metodika:

Tento test se vyuziva k dikazu produkce enzymu B-galaktozidazy, ktera Stépi laktozu. Testovaci
prouzek obsahuje bezbarvy o-nitrofenyl-B-D-glaktopranozid. V pfipadé, ze ma kmen schopnost $tépit
laktézu, tedy je enzym pfitomen, je o-nitrofenyl-B-D-glaktopranozid hydrolyzovan na zluty o-nitrofenol.
Nema-li kmen tuto schopnost, papirek se mlé¢né zakali.



Vyhodnoceni:
Ponofeni papirkl do vSech tfi buné€nych suspenzi zpusobilo jejich mlé&né zakaleni. Takze ani jeden
z testovanych tfi kment nemél enzym B-galaktozidazu.

ZAVER

V prvni asti cviéeni bylo ukolem uréit, zda neznamy kmen (s pracovnim oznacenim ,3“) patfi mezi
enterobakterie. Pomoci 4 zakladnich testu byly zjistény nasledujici vlastnosti: kmen je gramnegativni
(KOH test), katalaza pozitivni (katalazovy test), dokaze oxidovat i fermentovat glukézu (OF test)
a utilizuje vSechny ftfi cukry (TSI test). Ztoho vyplyva, Ze ma neznamy kmen Sirokou vrstvu
peptidoglykanu, dokaze rozkladat peroxid vodiku, vyuZit glukézu, laktézu i sacharézu a jde
o fakultativné anaerobni organismus. Uz ted bylo tedy prokazano, ze neznamym kmenem jsou
opravdu enterobakterie.

V druhé &asti cvi€eni byl kmen ,3" spole¢né se dvéma dalSimi (kmeny ,2 a ,5% také enterobakterie)
podrobeny testu na pfitomnost enzymu cytochrom ¢ oxidaza (oxidazovy test). Ani jeden kmen nemél
pozitivni reakci. Dulezité bylo si uvédomit, Ze ackoli nékteré bakterie nemaji tento enzym, jsou
schopny oxidace. Vyuzivaji tedy jina oxidaCni Cinidla. Dale se testovala produkce enzymu
B-galaktozidazy, ktera byla ve vSech pfipadech také negativni. Bakterie tedy nedokazaly Stépit
laktéozu. A konecné byl proveden ENTEROtest, kterym se podafilo ur€it jednotlivé druhy
enterobakterii. NejlepSiho vysledku dosahl kmen ,5% ktery byl se 100% shodnosti a T indexem 1
urcen jako typicka Providencia Rettgeri. O néco hlfe dopadl kmen ,3% Proteus vulgaris, s T indexem
1 a s id skdorem 99,46%. Nejméné typickym byl kmen ,2% E.coli, s podobnosti 91,99% a T indexem
0,74.



