ldentifikace bakterii
(biochemické testy, standardizované identifika  €ni systémy)

Cil: Identifikace neznamého izolatu

|dentifikace MO — stanoveni pfislusnosti k urcité taxonomické skupiné
- Gista kultura!!!!

morfologie: makro- i mikroskopické znaky, tvar a zbarveni kolonie, charakter rastu, identifikaéni
barveni — Gram, acidorezistence, tvorba spor, pfitomnost pouzdra, atd.

fyziologie: vztah k O,, teplota — rist, rezistence, tolerance k NaCl, Zlu¢ovym solim, ATB, typ
metabolizmu, atd.

biochemie: zdroje C, redukce nitratd, tvorba indolu, acetoin, atd.

dopl I“'lUjI'CI’ testy: elektron. mikroskopie, obsah G+C v DNA, sérotizace, fagotypizace, PCR,
ribotypizace, imunochemické reakce, chemicka analyza BS, produkce toxinu, patogenity, atd.

| Zalezi na sledované skupiné — tabulky, klice, ¢asto vyuziti pocCitace!



Druh = jasné vymezena skupina navzajem pfibuznych kmenu,
zahrnujicich typovy kmen

o - &d

= sdili 70% a vysSi DNA-DNA homologii komplementarnich paru
bazi (DNA reasociace)

= vykazuje, az na vyjimky, shodné fenotypové znaky a soucasné
ma nékteré odlisné znaky od jinych skupin

Bergey's Manual of Systematic Bacteriology — prehled popsanych
druhd, jejich vlastnosti, kli¢e a tabulky k uréovani

Biochemické identifika €ni testy
— snadno zjistitelné a pomérné stalé vlastnosti (mutace je vzacna)
— Vv prostfedi mohou byt mutanti — % kmenu pozitivnich reakci u kmene



Standardizované testovaci systémy
— rychlé zpracovani velkého mnozstvi vzorku

— odstranéni nesrovnalosti individualnimi rozdily v pfipravé médii, provedeni
| hodnoceni

— standard, diagnostické soupravy
reprezentativni soubory biochemickych testu

(mikrometody — v 1 soupraveé 10-20 testl)
jednoduche, snadna manipulace, tabulka hodnoceni; APl system
u nas nejvice od Lachema Brno (ve spolupraci s CCM)

Mikro-LA-Test — vysusena media v destiCkach s jamkami, do kterych se kape
bunécna suspenze (ENTEROtest, STAPHYtest, ENTERO RAPID, ANAEROtest,...)

Hodnoceni — tabulky, index ¢&i program TNW
Kontrola kvality — kontrolni kmeny CCM se standardnimi vysledky
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Prukaz glykosidaz v
mikrotestu API (u
manotolu a sorbitolu je
patrna produkce plynu)
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Figure 35.1 The API 20E Manual Biochemical System for
Microbial Identification. (a) Positive results. (b) Negative results,

D)
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(b) All tests: negative



Celed’ Enterobacteriaceae

G- ty éky, fakultativn é anaerobni
klinicky vyznamna, pocetna Celed, cca 65 druhu

osidluji strevo, vétSina nepatogenni, ale i vyznamni patogeni (antropogenni
serovary salmonel — Typhi, Paratyphi; Shigella, Yersinia pestis, nékteré kmeny E. coli)

rozliSeni: kvasné zkousky, redukce nitratu, tvorba H,S, hydrolyza
mocoviny, KCN test, tvorba indolu...

selektivni pddy — ENDO a MacKonkey agar, Simmons-citrat agar, Salmonella-Shigella
agar, agar s briliantovou zeleni

netvofi spory, chemoautotrofni, mezofilni
oxidaza negativni (kromé rodu Plesiomonas); katalaza pozitivni

glukdzu St épi za tvorby plynu; redukuji nitraty



KOH test

— uréeni G+/-

— do kapky 3% KOH se nanese kliCkou kultura

— pokud se za klickou potahne srazenina (viskozni suspenze)— G-
dosSlo k poSkozeni BS a vyliti obsahu buniky




Katalazovy test

— kataldza umoznuje rozkladat H,0O, na H,O a molekularni O,
— do kapky 3% H,O, se nanese klickou kultura
— pozitivni reakce — uvolhovani bublinek




OF test (typ metabolismu glukdzy)

— meédium s glukézou a acidobazickym indikatorem (bromthymolova
modr) — ve vzniklém kyselém prostredi zloutne (pozitivni reakce);
v zasaditém prostifedi zmodra alkalizaci; pfi neutralni reakci
zelena

— 2 zkumavky (bez a s parafinem), oCkuje se vpichem
— mozno odecist i pohyb bakterii
— nefermentujici

pod parafinem modra Ci zelena barva

o

Obr: dvojice zkumavek zleva
beze zmény, oxidace a fermentace,
pouze oxidace
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(a) (b) (c)

E 41.5 O/F glucose test. (a) Fermentative and oxidative; (b) oxidative; (c) glucose not metabolised
t. © The McGraw-Hill Companies/Auburn University Photographic Services

Priprava: Médium s glukdzou a bromthymolovou modfi (indikator pH) se plni do
zkumavek, rychle se zchladi a do kazdée druhé zkumavky se prida sterilni
parafinovy olej. Testovany kmen se oCkuje vpichem vzdy do dvou zkumavek (s
parafinovym olejem a bez).



TSI test (tripple sugar iron)

— test na utilizaci laktézy, glukdzy, sacharozy, produkciH .S
pomoci indikatoru zeleza podle Hajny

— acidobazicky indikator (bromkrezolova Cerven)

— indikator produkce H,S (siran Zeleznaty)

— meédium je o¢kovano vpichem a po Sikmeé plosSe i hadkem v 1
zkumavce

— Zlutd (pozitivni reakce), Cerna — H,S

— produkce plynu — nadzvedly ¢i potrhany agar

— glukoza — sloupec; laktoza, sachardza — Sikma cast

The tube on the left has a
yellow butt (acid), red
slant  (alkaline), H,S
production as indicated by
blackening of the agar,
and no gas roduction.
The tube on the right
shows no H,S formation, a
yellow slant (acid), gas
production, and an acid
butt. Note that the gas on
the bottom has lifted the
agar.

- | Thetube onthe left has a
- I red butt (alkaline), red

- 1 slant (alkaline), and no

| acid or H,S production.
The tube on the right has
| ayellow slant (acid),

| yellow butt (acid), and no
. gas or H,S production.




A
Control Red Slant Red Slant Yellow Slant Yellow Slant Red Slant
Red Butt Yellow Butt Yellow Butt Yellow Butt Yellow Butt

No Gas No Gas + Gas + (zas + (zas
No H2S No H2S No H2S5 + H2S + H2S




Dukaz produkce oxidazy

— enzym cytochrom oxidaza c ‘

— chromogenni oxidacné-redukéni Cinidlo — oxidaci méni barvu
(Cervenofialova)

— papirek zatlacit na kulturu nebo klickou prenést ¢ast kultury

— pozitivni — do 30 sec intenzivhé zmodra ; opozdéné pozitivni — do
2 min zmodra; negativni — beze zmény i po 2 min

+ Pseudomonas aeruginosa, P. putida, P. fluorescens
— Enterobacteriaceae (krome rodu Plesiomonas)
Bdcchearnisiny on THer paper fis ks dg
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ldentifikace G- fermentujicichty cek
pomoci ENTEROtestu 16

k identifikaci Celedi Enterobacteriaceae (glukdzu fermentuji, oxi -)
16 testu (2 x 8 na desticce)
VYBRAT VHODNY KMEN
2,5 - 3 ml fyziologického roztoku + bunécna kultura
— zakal 1 dle stupnice McFarlanda
POZOR na orientaci desticky
pipetovat 100 pl suspenze do kazdé jamky
anaerobni podminky (prvnich 5) — 2 kapky parafinu
kultivace 18-24 hod pri 37°C

pfi hodnoceni se zakapavaji jamky pro indol a fenylalanin
(reakce do 3 min)
interpretacni tabulka, barevna srovnavaci stupnice
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TRE
MAN

produkce sirovodiku
dekarboxylace lysinu
produkce indolu
dekarboxylace ornitinu
rozklad mocoviny

deaminace fenylalaninu
hydrolyza eskulinu

utilizace citratu

utilizace malonatu

produkce kyseliny z inositolu
produkce kyseliny z adonitu
produkce kyseliny z celobidzy
produkce kyseliny z sacharozy
produkce kyseliny z sorbitolu
produkce kyseliny z trehaldzy
produkce kyseliny z mannitolu




ONPG test

— produkce B-galaktozidazy

— bezbarvy o-nitrofenyl-3-D-galaktopyranozid

— pozitivni reakce (enzymy schopné Stépit laktézu) — vznik zlutého
ortho-nitrofenolu

— do zbytku fyziologického roztoku s bakterialni kulturou sterilné
vlozime testovaci prouzek a kultivujeme




Program TNW

« |dentifika €ni skore = mira vylu¢nosti identifikace

- procento pravdeépodobnosti, ze kmen prislusi pravé k tomuto
taxonu /druhu/ a zadnému jinému

>99 vyborné odliseni
96-99 velmi dobré odliSeni
90-96 kmen je odliSen

<90 kmen neodliSen

« T index = typi¢nost identifikovaného kmene vzhledem k vypsanému
taxonu

L A

daného taxonu

>0,75 typicky kmen
0,5-0,75 meéne typicky kmen
0,25-0,5 netypicky kmen

<0,25 zcela netypicky kmen



Doplnujici testy

Sada latexovych reagens pro Latexova (zprostfedkovana)

prukaz somatickeho antigenu aglutinace (vpravo pozitivni
0157 u kultur E. coli vysledek)




