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dalsich grampozitivnich
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I Osnova

biochemickeé identifikacni metody substratové
- metody rychlé, metody s kultivaci

* nesubstratove identifikacni metody
* rod Enterococcus

* G+ tycky

« diagnostika enterokokl a G+ tycek
* ukoly
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I Prehled identifikacnich metod

 primé metody (mikrob, jeho cast, produkty)
- mikroskopie (prukaz ve vzorku i identifikace)
- kultivace (prukaz + identifikace)
- biochemicka identifikace (jen identifikace)
- prukaz antigenu (prukaz + identifikace)
- prukaz NK (prukaz ve vzorku)

- pokus na zvifeti (prukaz ve vzorku)

» nepFimé metody (prukaz protildtek)
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I Biochemicka identifikace

rozdily v metabolismu mezi bakteriemi

* bakterie méni substrat (cukry, AMK, apod.) v produkt(y)
- prednostne se metabolizuji cukry pred AMK

 idealné se produkt a substrat lisi skupenstvim nebo barvou
« pokud se nelisi, uzijeme vhodny indikator

« sledujeme vice nez jeden znak (atypické kmeny, moznost
rozliSit vice rodu a druhu)

* 0o pravdépodobnosti

* index typicnosti (shoda s ,idealnim™ kmenem:
T..=1,00)
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| % pravdépodobnosti, T,

¢« 9904, T, = 0,95

idealni stav
¢« 9904, T, = 0,63

atypicky kmen nebo chyba diagnostiky
¢« 49,59%, T,, = 1,00

test je typicky pro dva taxony, musime dale rozlisit
pomoci jiného testu
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I Rychlé biochemickeé testy

- katalazovy test

- katalaza - antioxidacni enzym, chrani pred
oxidacnim stresem

- do substratu (H,0,) rozmichame bakterie
- POZ = viditelné bublinky

Staphylococcus Streptococcus
is Catalase is Catalase
positive negative

B #

# "H”

<
W
2
Q.
W
Q
7

medschool.lsuhsc.edu
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I Testy s diagnostickymi prouzky

« Oxidaza - cytochromoxidazovy test
- vyuzivani cytochrom c oxidazy pro produkci energie

- OXI+ (bakterie vyuziva cytochrom c oxidazu, a tedy
O, jako terminaini akceptor elektronu pro produkci
energie); P. aeruginosa, -
V. cholerae

- OXI- (bakterie vyuziva
pro produkci energie jiné
cytochromy, nebo O, pro
produkci energie
nevyuziva vubec);
vétdina rodu Celedi
Enterobacteriaceae




I Testy s diagnostickymi prouzky (2)

* PYR test
- enzym PYRaza (pyrrolidonyl arylamidaza)
- odliseni S. pyogenes od ostatnich B-hemolytickych

streptokokd
« INAC test (Indoxyl-acetatovy test)

- odliseni M. catarrhalis od N. meningitidis a
N. gonorrhoeae

 stripy pro detekci béznych B-laktamaz
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I Jednoduché zkumavkové testy

- prednostné se metabolizuji cukry pred AMK:
- cukry - org. kyseliny » pH klesa
- AMK - deaminace — vznik amoniaku - pH roste

- metabolizovani komplexniho média:

* pH nejdrive klesa (dokud jsou k dispozici cukry) —
pH opét roste (metabolizovani AMK)

- acidobazickeé indikatory:
- detekce zmén pH v pribéhu ristu mikrobu

- detekce utilizace konkrétnich substratt (napr.
cukrd nebo AMK
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I Jednoduché zkumavkoveé testy (2)

- acidobazickeé indikatory:
aliedpoolsuppliesnsernice wordpress.com

et st _
* bezne pouzivana pro
bunécneé kultury a 6.6 68 7.0 7.2 74 7.6 7.8 8.0 82 84
biochemické testy

cheminst.ca

- bromthymolova mod¥ 1111

o Sledovénl' fotosyntetické 60 62 64 66 68 70 72 74 76 7.8
aktivity a biochemické testy
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I Jednoduché zkumavkoveé testy (3)

- substrat je rozpustén v tekutiné, primichame testovany
kmen —» zmeéna zbarveni v celém objemu, nebo jako
prstenec u hladiny

- arabindézovy test pro rozliseni E. faecalis a E. faecium
POZ = zluta (E. faecium)

NEG = zelena (E. faecalis)

 kmen je rozmichan v tekutiné, priddme prouzek
napustény substratem

- VPT test pro detekci tvorby acetoinu (POZ = cCervena)

- ONPG test pro detekci B-galaktosidazy (nezbytna pro
utilizaci laktézy); rozliSeni rodu Citrobacter (POZ =
zluta) a Salmonella (NEG = bezbarva)

« o-nitrofenol (zluty) + galaktoza (bezbarva)
11/58



I Jednoduché zkumavkove testy (4)

« agar obsahujici substrat

- Citrat dle Simmonse pro detekci rustu bakterii na
citratu jako jediném zdroji uhliku;
rozliSeni Enterobacter aerogenes
(POZ = modra) a
E. coli (NEG = tmave zelena)

e.com

studyblu

Negative Positive
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I Slozité zkumavkove testy

« test (ptida) MIU (Motility, Indol, Urea)

- pohyb - pohyblivé bakterie se rostou do okoli
vpichu, nepohyblivé podél vpichu

- tvorba indolu - po pridani Kovacsova cinidla se
vytvori cerveny prstenec

- Stépeni urey - puda se zbarvi fialové

- MOTILITY MEDIUM
s 1 o

quizlet.com



I Slozité zkumavkoveé testy (2)

 Hajnova puada (Kligler's Iron Agar, KIA) HINIRIR
- stépeni laktozy (A = NEG, B = POZ)
- stépeni glukozy (C = NEG, D = POZ)
- produkce H,S (POZ = z&ernéani pudy)

- tvorba plynu (POZ = potrhand puda,
bublinky, plda vysunuta nahoru)

- ockovani vpichem
a tzv. hadkem
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I Priklad vyhodnoceni Hajna+MIU

Test

Reakce

Pseudomonas
aeruginosa

Escherichia coli

Proteus
mirabilis
Salmonella
enterica

Citrobacter
freundi
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I Testy v plastovych panelech

+ miniaturizace sady jednoduchych zkumavkovych testd
« polty testu v saddch se lisi
» desticky s lyofilizovanymi substraty

« pridani suspenze bakterii ve fyz. roztoku nebo
v dodaném suspenznim mediu

« zbytek bakterialni suspenze se vyuzije jako
zkumavkovy test (VPT, ONPG)

* u nas nejbéznéjsi testy od firmy Erba Lachema
(napr. STAPHYtest 16, STREPTOtest 16, ENTEROtest
16, NEFERMtest 24, apod.)
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I Testy v plastovych panelech (2)

 NEFERMtest 24 (Erba Lachema)
- jeden test tvori tfi radky
po osmi jamkach

* API 20 E (bioMérieux)

- princip stejny, provedeni se
mirne lisi
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I Vyhodnoceni destickovych testi

. oktalové kody podle poz. a neg. vysledkd

« trojici vysledku se pfifadi &islice od nuly po sedmicku
(dvojice vysledkU pak ¢islice nula az tfi)

« kod vyhledame v kodoveé knize nebo v prislusneém
softwaru

MICROBACT™ GNB 12A/B/E, 24E

GNB 24E
GNB 12A/12E GNB 128

@

{ @ s D 3 & @
@ 1 @ e — | O D = o @
gipiollolE 1212|210l |2 [Is1Bigi2lE8l8 28i2ic|E
SIE BIci=E SlElBlals|m m{gg'ﬁgmsgngEfEEE;
=oiEflelEiQ3als|Ziv|2itiEigliloimiolgle|si @S © @D
S|Z|Z| >0 |x|o|=|RIC|E|3 |2 |0lF|loz |3 e85 <2 c d|<

11:'::%:=| =‘l:~u5!.:'..-. ; {{u.—:-l.-i!.':'. f |
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§ resource.unisa.edu.au
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I Dalsi identifikacni testy

 zkoumani daldi enzymové vybavy ¢&i faktoru virulence
- schopnost koagulovat kralici plazmu
- hyaluronidazovy test
- diagnostické pouziti ATB (optochin, bacitracin)
- chromogenni pludy

* nove identifikacni metody

- MALDI-TOF (ionizace laserem za pritomnosti matrice,
spojeni s detektorem doby letu)
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I Chromogenni pudy

« selektivné diagnostické pudy

 chromogen = molekula, ktera vyuzita jako substrat
mikrobem méni barvu - rtizné barvy kolonii podle
utilizovaného chromogenu

 chromogen = substrat + chromofor

* podobnost s ONPG testem T
(ONPG je bezbarvy, gt
o-nitrofenol Zluty) & F A

o ¥ -:F‘ﬂ.r;. .

. URIs_eIect, pudy_ pro L
kandidy, MRSA, listerie atd. .20/ -

ﬂ: -::T:""'F

% P
== Hetnghiemde%(gla.5c§m



| MALDI-TOF

* rozdeéleni nabitych castic podle jejich molekulovych
hmotnosti v elektrickém/magnetickém poli

« diky matrici l1ze analyzovat i velké biomolekuly (pri
prime ionizaci vzorku laserem dochazi ke stépeni molekul
v 7 7 (o)
nezadoucim zpusobem)

* smes vzorku a matrice je ionizovana laserem — ionty
analyzované latky jsou urychleny silnym elektrickym
polem - vstupuji do trubice detektoru - méreni doby
letu Castice -» vypocet pomeéru molekulové hmotnosti a
naboje Castice

 hmotnostni spektrum se poté porovnava se
znamymi profily ulozenymi v knihovnée

21/58



| MALDI-TOF (2)

 Matrix-assisted laser desorption/ionization -
Time of flight

‘ TOF Analyzer ‘
Laser Analyzer entrance lens

e Grid (voltage 10-18kV)

Analyte + Matrix spots

Voltage 20-25kV

Yacuum chem.pitt.edu
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MALDI-TOF (3)

lon Detector
o
i
il
_|_.
lonized Proteins @
1_'__.
® @
Mass Analyzer .
& =5

Enter TOF Mass Analyzer

A
% ! I ! ; Heclroststic Flald
|
|
|
|
|

Single Sample Well

———mayomedicallaboratories.com
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| MALDI-TOF (4)

« priklady spekter

S |
_ﬁ I I Acinctobacter Mol
l ‘_ _#_J e Jhkswmfd‘ena cepacia
Lﬁ'ﬂut&lﬂ arnithinolyoes
| h Staphylococcus aureus
PR | P ] | \ ]
Eschenciia coll

" 4000 mz 5000

Pantoea agglomerans

pharmaceutical-technology. com

vidia-diagnostika.cz
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I Rod Enterococcus

G+ koky, ve dvojicich nebo kratkych retizcich
« fakultativné anaerobni, KAT-, OXI-

* vysoce odolné: az 6,5 % NacCl, 40 % zluci, azid
sodny (ptda Slanetz-Bartley), pH 4,8 az 11,
pulhodinové zahfati na 60 °C, primarni rezistence na
cefalosporiny

* soucasti normalni mikroflory streva

« puvodci mocovych infekci, nozokomialni kmeny jsou
casto rezistentni (bakteriémie, katetrove sepse,
meningitidy, endokarditidy, inf. zluCovych cest, ...)

 E. faecalis (90 %), E. faecium (5-10 %)

 VRE - vankomycin rezistentni enterokoky 25/58



I Rod Enterococcus (2)

.
<7 P
 zlué eskulinovy agar (tmavé hnédé \ ™ .T;..--'""

az Cerné drobné kolonie nebo zbarvuji |

dvorec kultivaéni pady &erné)

« G+ koky, dvojice, retizky ¢ (

- pada Slanetz-Bartley (ruzové az ¢ervené kolonie)

medmicro.info;
prof. MVDr. Boris Skalka, DrSc. 26/58



I Rod Listeria . AN

G+ tycky, kratke, 48 \ -

« fakultativné anaerobni, KAT+

+ cs.wikipedia.org

+ odolné (rust pfi vysSich koncentracich NaCl nebo
Zzlucovych soli, rist pri nizkych teplotach)

« L. monocytogenes (listerioza), L. ivanovi (listerioza
ovCi)

* listeridoza:

- nejcastéji alimentarni infekce (nedostatecne
s s s O, (o) \YA 4
pasterovane mleko, syry, kruti a drubezi maso,
zelenina)

- nejcastéji probiha bezpriznakove, popr.

nevolnost, zvraceni, prujem
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I Rod Listeria (2)

* listerioza:
- nejnebezpecnéjsi u oslabenych jedincti (nemoc,
stari, gravidita)
- infekce ran, meningitida, meningoencephalitida nebo
encefalitidami dospélych

- infekce placenty, plodovych obalu a celkové
generalizované onemocneéni plodu provazeneho
sepsi

- potraty ve druhém a tretim trimestru, narozeni
7 \YAR "4 I 4 O
mrtvych nebo tezce nemocnych novorozencu
(umiraji brzy po porodu)
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I Koryneformni tycky (,, difteroidy")

* termin pouzivany zpravidla pro nesporulujici G+
tycky, kyjovitého tvaru, nekdy rovne Ci zahnuté

* v minulosti vsechny v rodu Corynebacterium

« vytvoreny nove rody (Arcanobacterium, Rhodococcus,
Dermatophilus, Turicella, ...)

* Arcanobacterium haemolyticum - tonsilitidy, infekce
ran; KAT-, reverzni CAMP test

* Rhodococcus equi - infekce imunokompromitovanych
pacientU (transplantace, AIDS)
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| Reverzni CAMP test

Fig.3 Reverse CAMP test

A.haemolyticum Group B streptococcus

S.aureus

bmcinfectdis.biomedcentral.com
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I Rod Corynebacterium

, & .
* G+ nesporulujici tycky P X
kyjovitého tvaru, _.
nekdy pleomorfni L ’ .
C v g s " >
* typicke usporadani .
v palisadach a -
tzv. havranich k¥idlech . W .

 fakultativné anaerobni, pudy s teluricitanem

« odolné k vyschnuti a NaCl, nerostou na agaru bez
pridavku krve

 Corynebacterium diphtheriae

« nediftericka (=nezaskrtova) korynebakteria
(soucast mikrofléry kize)
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I Corynebacterium diphtheriae

 puvodce zaskrtu (diftérie)

 diftericky toxin (nezbytna pritomnost genu tox,
prenaseny B-bakteriofagem, ireverzibilné blokuje
proteosyntézu — zanik infikované bunky)

« pseudomembrana z fibrinu, pod niz jsou bakterie
produkujici toxin - nekroza okolnich bunék

« pseudomembrany vznikajici ve sliznici HCD mohou
vest k jejich mechanické obstrukci, edéemu sliznice a
nasledné k uduseni

« akutni infekce Ié¢ena podanim antitoxint

« prevence ockovanim (hexavakcina)
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I Corynebacterium diphtheriae (2)

- masivni zvetseni krcnich
pseudomembrana uzlin u diftérie 33/58



I Nediftericka korynebakteria

« soucasti bézné mikroflory klize

. infekcoe ran, katéetrove sepse, postihuji vnitrni organy
pri pruniku do organismu

 Corynebacterium jejkeium:
- drive ,korynebakterium skupiny JK"

- nozokomialni infekce (az 40 % hospitalizovanych
pacienty, zfidka na kuzi zdravych jedincu)

- katétroveé sepse, polyrezistence

* Corynebacterium pseudotuberculosis — lymfadenitidy,
pneumonie, zanéty kuze

 Corynebacterium urealyticum - pyelonefritidy, cystitidy
34/58



I Rod Bacillus

G+ tycky, robustni, rovné az konkavni konce, tvori
endospory, Casto pohyblive, obvykle KAT+

. vétdina zastupcu b&zné pritomna v prostiedi (tvorba
endospor)

« v klinickém prostredi casté kontaminace

« podle morfologie spor rozdeleni do tri skupin:

- ovalné spory, nevyklenuji bunku (B. anthracis,
B. cereus, B. subtilis, ...)

- ovalné spory, vyklenuji bunku
(G. stearothermophilus, B. polymyxa, ...)

- sférickeé spory, vyklenuji bunku (B. sphaericus)
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I Rod Bacillus (2)

* rozdéleni dle morfologie endospor:

ex : B. Subtibis
B, Corens
@ B. Thuringiensi
B. Antkracis
@ & * B, Polyxyma (fixc 1o N2)

@ ax : B. Pasteurit (dégrede Urkc)

membres.lycos.fr 36/58



I Bacillus anthracis

- obligatni patogen, pdivodce anthraxu (snét
slezinna, uhlak)

- plicni anthrax: spory pronikaji do plicnich alveold -
makrofagy do mediastinalnich uzlin (zpocatku
pripomina chripkovité onemocnéni) - hemoragicka
nekroza uzlin a bakteriémie — septicky sok a respiracni
selhani; bez vcasneho podani ATB letalita az 100 %

* kozni anthrax: papula v misté vstupu — vred se
silnym edémem a hemoragickou nekrozou v centru -
regionalni lymfadenitida —» sepse u neleceni infekce

» strevni anthrax: nauzea, zvraceni, horecka, bolesti
= V4 O. ] \Y4
bricha, krvave prujmy — sepse; letalita az 50 %

- |lekem volby jsou penicilinova ATB 37/58



I Dalsi druhy rodu Bacillus

* B. cereus - soucasti strevni mikroflory, alimentarni
enterotoxikozy pri premnozeni; devastujici infekce oka

* B. subtilis, Geobacillus (drive Bacillus)
stearothermophilus - spory prezivaji vysokeé teploty,
indikatory ucinnosti sterilizatoru
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I Lécba infekci zplsobenych
enterokoky a G+ tyckami

- enterokoky a listerie rezistentni na cefalosporiny

* E. faecalis ampicilin, E. faecium je k ampicilinu
primarneé rezistentni

* ko-trimoxazol, doxycyklin, jako rezerva vankomycin
 vankomycin rezistentni kmeny (VRE)

- zejména u hematoonkologickych pacientu

- linezolid (oxazolidinony, inhibice proteosyntéezy)

- quinupristin/dalfopristin (streptograminy, inhibice
proteosyntézy)
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I Enterokoky a G+ tycky:
prehled kultivace a mikroskopie

Mikroskopie

Kultivace

G+ koky G+ tycky, G+ tycky
v kratkych mohou tvorit skladajici se

retizcich retizky Ci vedle sebe
palisady (palisady,
y,havrani
kridla"“)
Sedave, podobné velmi drobné
velké asi entero- kolonie
jako S. kokUm, (podobné

agalactiae, hemolyza je mouce)
vetSinou bez Ci neni

hemolyzy,

ale i s virid.

Ci hemol.

G+ robustni
tycky,
sporulujici
(nemusi byt
viditelne)

plstovité
kolonie,
nekdy i
vyrazna
hemolyza
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I Diagnostika enterokoku

 biochemické testy: KAT-, stéepeni arabinosy
(E. faecalis nestépi, puda je zelena, E. faecium $tépi,
zluta), ENCOCCUStest

- antigenni analyza: zpravidla se nepouziva (dle
Lancefieldové antigenni skupina D

 citlivost |ze testovat na béznéeém MH agaru bez krve

« specialni pudy na skrining VRE
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Diferencialni diagnostika
enterokoku

Gramovo barveni: grampozitivni koky, grampozitivni
tyCinky a ostatni bakterie

stafylokoky: KAT+, rUst na agaru s 10 % NaCl

streptokoky: nepfitomnost rustu na Slanetz-Bartleyho
&i zlu¢-eskulinové pudé, popt. PYR testem (kromé
S. pyogenes negativni)

enterokoky: rist na Slanetz-Bartleyho di
Zzluc-eskulinové pudé, PYR test pozitivni

vzdjemné rozliSeni enterokokl arabinézovym testem
nebo slozitéjsim ENCOCCUS testem
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I Diagnostika G+ tycek

 biochemické testy: KAT+ (Arcanobacterium KAT-),
biochemicky |ze rozlisovat koryneformni tycinky
navzajem (API Coryne, Remel)

 rlst pri nizkych teplotach, vysokych koncentracich
NaCl a hemolyticke interakce se pouzivaji v diagnostice
listerii

« prukaz antigenu - napr. priikaz difterického toxinu
Elekovym testem
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I Diferencialni diagnostika G+ tycek

u G+ tycCinek ale neni jednoznacny algoritmus!

Gramovo barveni: odlisi grampozitivni tyCinky od
ostatnich (bacily robustni tycky, casto tvorba endospor

bacily kultivacné charakteristické (velké plstovité
kolonie)

druhové urceni je mozné biochemickymi testy, testy
citlivosti na antibiotika apod.

pokud tycky nesporuluji a nejsou robustni, mélo
by jit o listerie nebo nekterou z koryneformnich
tycéek (samotnd nepfitomnost endospory neni dukaz!)

dalsi rozliSeni je mozné biochemicky, rtistem pfri
riznych teplotach, testy hemolytickych interakci
(synergismu, antagonismu) apod. 44/58



| Ukol 1: Mikroskopie kmeni

« obarvéte podle Grama osm kmeni
G+ koky, G+ tycky, jeden kmen G- tycka

* Bacillus - robustni tycinky, nekdy s nalezem
centralné az subterminalné ulozenych endospor, jez
mohou, ale nemusi vyklenovat tycCku

» Listeria - mikroskopicky drobné&jsi nez Bacillus,
neusporadaneé v palisadach, ale spise v kratkych
retizcich

« Corynebacterium - kyjovité, usporadane do palisad Ci
,havranich kridel"
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Ukol 2: Morfologie kolonii G+ kokf
a tycinek

« popiste kolonie, odhadneéete rody bakterii

 Bacillus - velké, ploché, suché, plstovité kolonie,
,rozlézajici* se po povrchu agaru, nekdy s vyraznou
hemolyzou, jindy zcela bez ni

* Listeria - bezbarvé az nasedlé kolonie, velmi
podobné enterokokovym, bez hemolyzy nebo s
hemolyzou

 Corynebacterium (a blizké rody) - sedavé nebo
bélave kolonie podobné stafylokokovym, ale nékdy i o
hodné mensi, vétsinou bez hemolyzy
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Ukol 3: Nékteré bézné biochemické
a kultivacni testy

* ukol 3a: katalazovy test (Listeria, Corynebacterium i
Bacillus pozitivni)

* Ukol 3b: rist na Slanetz-Bartleyho pudé (pro
enterokoky, pozitivni jsou ty, které nejen rostou, ale
navic maji typickou ruZovou az &ervenohnédou barvu)

« Ukol 3c: rast na zluc-eskulinové pldé (pro
enterokoky a listerie, pozitivni jsou cerné kolonie)

7

N

medmicro.info;
prof. MVDr. Boris

Skalka, DrSc. 47/58




) Ukol 4: Vzajemné rozliseni
enterokok

* ukol 4a: arabinozovy test pro druhoveé rozliseni dvou
nejb&znéjsich druhl enterokoku (E. faecalis nestépi,
puda je zelend, E. faecium $tépi, zIutd)

« ukol 4b: ENCOCCUStest (vyhodnotte podle navodu,
pouze 8 reakci, neurcujte index typicnosti a %
pravdépodobnosti)
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Ukol 5: Dalsi metody k diagnostice
listerii
« Ukol 5a: rust listerii pri 4 °C (listerie je schopna

rust pri nizkych teplotach; nékteré druhy yersinii a
pseudomonad take.)

« kol 5b: demonstrace réstu Listeria monocytogenes
na chromogenni padé (puda ALOA, modré
zbarveni vsech kolonii listerii, pricemz patogenni
druhy navic maji kolem sebe halo (odlisné zbarvene
okoli kolonie).
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I Ukol 5b: Chromogenni piida ALOA

modré zbarveni vsech kolonii listerii, patogenni druhy
maji kolem sebe halo
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| Ukol 6: Vztah enterokokt a G+
tyCinek k antibiotikim

* ukol 6a: odectéte diskovy difuzni test

« ukol 6b: demonstrace testu citlivosti u kmene
Enterococcus faecium (k ampicilinu primarné
rezistentni)

 ukol 6¢: demonstrace kmene VRE
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I Ukol 7: Demonstrace Elekova testu

« precipitace mezi toxinem z toxickeho kmene a
antitoxinem z papirového prouzku napusténého
antisérem

Filtter paper strip with C. diphtheriae antitoxin
Precipitin line

Known toxigenic C. diphtheriae

Unknown (pt's isolate)

Known nontoxigenic C. diphtheriae

microbeonline. com
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I Ukol 8a: Oxidazovy test

 filtracni papirek na diagnostickém prouzku napustény
prislusnym reagens pritisknéte na kolonie
testovaného kmene

* prouzek polozte do vicka Petriho misky otisknutymi
koloniemi nahoru

 POZ = do 30 s intenzivni
modreé zbarveni

« OPOZDENE POZ = do 2 min
intenzivni modré zbarveni

- NEG = beze zmeény nebo
modrani az po uplynuti 2 min




Ukol 8b: produkce B-galaktosidazy
ONPG-test

 filtracni papirek na diagnostickém prouzku napustény
vhodnym reagens (o-nitrofenyl-B-D-galaktopyranosid)
se vlozi do suspenze pripravené z kultury
testovaného kmene

- B-galaktosidaza stépi ONPG na o-nitrofenol (Zluty) a
galaktozu (bezbarva)

* inkubace v termostatu,
vysledek reakce odecCitame
po 4 hodinach

 POZ = zezloutnuti suspenze

¢ NEG — beze Zmél‘ly Pmteusum'gun’s[LEFt]:DH Negative

Escherichia coli (Right): ONPG Positive

micrabeanline. com
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J Ukol 8c: Hajnova piida

 Hajnova puda

- stépeni laktozy (nahore)
(A = NEG, B = POZ)

- stépeni glukozy (dole)
(C = NEG, D = POZ)

- produkce H,S
(POZ = zéernani pldy)

« v pripadeée pozitivity H,S
v podstateé nelze posoudit
fermentaci glukozy!

- tvorba plynu
(POZ = potrhana puida,
bublinky, puda vysunuta
nahoru)

N

frwikipedia.org




] Ukol 8d: MIU

« pohyb - pohyblivé bakterie se rostou do okoli vpichu,
nepohyblivé podél vpichu

* tvorba indolu - POZ = cerveny prstenec

. §tépeni urey - POZ = puda se zbarvi fialové

: o quizlet.com

VRN

NH, + H,O0 Urease, 2NH, + CO,
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J Ukol 8: Vyhodnoceni Hajna+MIU

Test

Reakce

Pseudomonas
aeruginosa

Escherichia coli
Proteus
mirabilis
Salmonella
enterica

Citrobacter
freundi
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I Po tomto cviceni byste meéli umeét:

« vysveétlit vyznam a podstatu biochemickych
identifikacnich metod v mikrobiologii

* popsat nejbéznéjsi testy, které se v mikrobiologii
vyuzivaji a spojit je s konkrétni priklady vyuziti
v diagnostice a umeét provést nejbeznejsi testy

« popsat zastupce rodu Enterococcus a hlavni klinicky

vyznamné G+ tyc¢ky, v¢. diagnostickych postupd, které
vedou k uspéesné identifikaci

« diskutovat vyznam VRE, jejich diagnosticke a
terapeutické moznosti

« obecné vysvétlit princip a vyznam precipitace v agaru a
popsat ElekUv test
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