PO3

Zaklady biochemickeé
identifikace bakterii

Diagnostika nekterych
dalsich grampozitivnich
bakterii

Bi7170c (podzim 2019)



I Osnova

« biochemické identifikacni metody substratové
- metody rychlé, metody s kultivaci

« nesubstratové 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 (prtkaz ve vzorku i identifikace)
kultivace (prukaz + identifikace)

biochemicka identifikace (jen identifikace)
prukaz antigenu (prtikaz + identifikace)

prikaz NK (prukaz ve vzorku)

pokus na zvireti (prikaz ve vzorku)

« neprFimé metody (prikaz protilatek)
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I Biochemicka identifikace

rozdily v metabolismu mezi bakteriemi

bakterie méni substrat (cukry, AMK, apod.) v produkt(y)
prednostneé 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 rodl a druhd)

% pravdepodobnosti

index typi¢nosti (shoda s ,idealnim”“ kmenem:
Tin —_ 1,00)
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n

I % pravdépodobnosti, T

¢ 99 %, T,, = 0,95

idealni stav
¢ 99 %, T,, = 0,63

atypicky kmen nebo chyba diagnostiky
¢« 49,5 %, T,, = 1,00

test je typicky pro dva taxony, musime dale rozlisit
pomoci jiného testu
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] Endova pida

« na Endové pudeé rostou pouze nékteré G- bakterie
(Enterobacteriaceae, Vibrionaceae, GNFB)

« laktdza pozitivni (Cervené,
vcetné okoli, jinak mize jit
pouze o pigment!)

a negativni (bledé)

« Escherichia coli (rGzové, ¢ervené |
zbarveni, az kovovy vzhled)

e Enterobacter/Klebsiella
(velké mukoidni Cervené kolonie)

* Proteus, Salmonella, Shigella
(bezbarvé az jemné rGzové)

- Pseudomonas (nepravidelné, bezbarvé) 6/60



I Endova puda (2)

« kultivace + identifikace
- v prubéhu metabolismu laktézy vznikaji aldehydy
« Schiffovo cinidlo (fuchsin + Na,SO;)

Priprava Cinidla
Hznm /O/NHZ Hzm /@NH:
Adi ce hydrogensifici !.'anu SOSH
+NH, "NH,
FUCHSIN SCHIFFOVO CINIDLO
trifenylmetanove barvivo Bezbarvé

Fialovocervené zbarveni

Reakce 5 aldehvdem
OH
Fuchsin-H,50; + R-C"/’ ——— R- C/SO:,H + FUCHSIN
Bezbarvy H

Fialovocervené zbarveni wikiskripta.eu 7/60



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 "i

# "H”

<
W
2
Q.
W
Q
7

medschool.lsuhsc.edu
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| Testy s diagnostickymi prouzky

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

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

- OXI- (bakterie vyuziva
pro produkci energie jiné
cytochromy, nebo O, pro
produkci energie
nevyuziva vubec);
vétsSina rodu celed;
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 beznych B-laktamaz
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I Jednoduché zkumavkoveé testy

« prednostneé 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)

- acidobazické indikatory:
- detekce zmén pH v prubéhu rustu mikrobu

- detekce utilizace konkrétnich substratu (napr.
cukrt nebo AMK

11/60



I Jednoduché zkumavkoveé testy (2)

« acidobazické indikatory:

aliedpoolsuppliesnsernice wordpress.com

- fenolova cerven '
« bézné pouzivana pro
bunécné kultury a 66 68 7.0 7.2 74 7.6 7.8 8.0 8.2 84
biochemické testy

- bromthymolova modr . ..m.

° SIedOVénI’ fOtOSyntetiCké 6.0 6.2 64 66 68 70 72 74 76 78
aktivity a biochemickeé testy
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I Jednoduché zkumavkoveé testy (3)

« substrat je rozpustén v tekutine, primichame
testovany kmen - zmeéna zbarveni v celém objemu, nebo
jako prstenec u hladiny

- arabinodzovy test pro rozliseni E. faecalis a E. faecium
POZ = zluta (E. faecium)
NEG = zelena (E. faecalis)

« kmen je rozmichan v tekutiné, pridame prouzek
napustény substratem

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

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

« o-nitrofenol (zluty) + galaktéza (bezbarva)
13/60



I Jednoduché zkumavkové testy (4)

« agar obsahujici substrat

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

e.com

studyblu

Negative Positive
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I Slozité zkumavkove testy

. test (puda) 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 puda (Kligler's Iron Agar, KIA) TIRINIR

stepeni laktozy (A = NEG, B = POZ)
stepeni glukézy (C = NEG, D = POZ)
produkce H,S (POZ = z¢ernani pudy)

« V pripadé pozitivity H,S
v podstaté nelze posoudit
fermentaci glukézy!

N

r.wikipedia.org

tvorba plynu (POZ = potrhana
pUda, bublinky, plGda vysunutj
nahoru)

oCkovani vpichem '

a tzv. hadkem




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 testu
pocty testU v sadach se lisi
destic¢ky s lyofilizovanymi substraty

pridani suspenze bakterii ve fyz. roztoku nebo
v dodaném suspenznim médiu

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

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

« NEFERMtest 24 (Erba Lachema)

- jeden test tvori tri radky
po osmi jamkach

« APl 20 E (bioMérieux)

- princip stejny, provedeni se
mirne lisi

19/60



J Vyhodnoceni desti¢kovych testi

- oktalové koédy podle poz. a neg. vysledkd

« trojici vysledkl se priradi ¢islice od nuly po sedmic¢ku
(dvojice vysledkU pak cislice nula az tri)

« kod vyhledame v kddové knize nebo v prislusném
softwaru

MICROBACT™ GNB 12A/B/E, 24E

GNB 24E
GNB 12A/12E GNB 128

&

! @ = @ @ & @
@ 1 @ e — | O D = o @
gipiollolE 1212|210l |2 [Is1Bigi2lE8l8 28i2ic|E
SIE BIci=E SlElBlals|m mlcliB SlGIo EISIBIBISEIB|E
% B = gE‘%Em;ZUED—EQmmoszggﬁ’omaﬁg’g
S|Z|Z| >0 |x|o|=|RIC|E|3 |2 |0lF|loz |3 e85 <2 c d|<

11:'::%:=| =‘:~u55.:'..-. ! Resiial | |
” -++i++ - +++++ - ---1-1--1++ -+ + -—-H
2:1 421422142 41211 2 412 4 2 4121

§ resource.unisa.edu.au
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I Dalsi identifikacni testy

« zkoumdani dalsi enzymové vybavy ci faktord virulence
- schopnost koagulovat kralic¢i plazmu
- hyaluronidazovy test
- diagnostickeé pouziti ATB (optochin, bacitracin)
- chromogenni pudy

« nové identifikacni metody

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

21/60



I Chromogenni pudy

- selektivné diagnostické pudy

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

« chromogen = substrat + chromofor

« podobnost s ONPG testem T
(ONPG je bezbarvy, T
o-nitrofenol zluty)

« URIselect, pudy pro NG |
kandidy, MRSA, listerie atd. uﬁ"
ﬂ: ‘-;T:"" {
‘*#.." :: 3 .;
pS e 22/60

¥etnghiemdakhoa.com



| MALDI-TOF

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

« diky matrici 1ze analyzovat i velké biomolekuly (pri
primé ionizaci vzorku laserem dochazi ke stépeni molekul
nezaddoucim zplsobem)

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

« hmotnostni spektrum se poté porovnava se
znamymi profily ulozenymi v knihovné

23/60



| 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)

kon Detector -

kenized Produins

Mags Analyzer

Enter TOF Mass Analyzer

Single Sample Well

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

« priklady spekter

l j\ {‘( |Il Pamaeaagg.rnmemm
e i) TR "k | -
I l Acinciobactor Molfl

T (R (e dagr st JL,IEWWIHEM cepacia

'n.lll._,ll. FL"HHEEI-H arnithinolyoes
Staphylococcus aurneus
'\_ wll
Eschenchiia coll

pharmaceutical-technology. com

vidia-diagnostika.cz
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I Ukol Oa: 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 zmény nebo
modrani az po uplynuti 2 min




Ukol Ob: 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 odecitame
po 4 hodinach

« POZ = zezloutnuti suspenze

« NEG = beze zmeény

Proteus vulgaris (Left): ONPG Negative
Escherichia coli (Right): ONPG Positive

micrabeanline. cam
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I Ukol Oc: Hajnova puda mimEE

- Hajnova puda

- stépeni laktézy (nahore)
(A = NEG, B = PO2Z2)

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

- produkce H,S
(POZ = zéernani pltdy)
« Vv pripadé pozitivity H,S

v podstaté nelze posoudit
fermentaci glukézy!

N

frwikipedia.org

- tvorba plynu
(POZ = potrhana puda,
bublinky, pdda vysunutd
nahoru)
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J Ukol 0d: MIU

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

« tvorba indolu - POZ = cerveny prstenec

- Stépeni urey - POZ = plda se zbarvi fialové

: o quizlet.com

VRN

Urease
+ b
l\TH2 H20 > 2NH3 + CO2 30/60




I Ukol Oc+d: Vyhodnoceni Hajna+MIU

Test

Reakce

Pseudomonas
aeruginosa

Escherichia coli

Proteus
mirabilis
Salmonella
enterica

Citrobacter
freundi

31/60



I Rod Enterococcus

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

« vysoce odolné: az 6,5 % NacCl, 40 % zludi, azid
sodny (puda Slanetz-Bartley), pH 4,8 az 11,
pulhodinové zahrati na 60 °C, primarni rezistence na
cefalosporiny

e soucasti normalni mikrofldry streva

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

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

 VRE - vankomycin rezistentni enterokoky
32/60



I Rod Enterococcus (2)

. G+ koky, dvojice, fetizky ‘s 3"}\ p V;. -
« zluc eskulinovy agar (tmaveé hnédé t‘ el

Y )
\'4 4 /7 V4 [} "/ \ 'ﬁ.‘"
az cerné drobne kolonie nebo zbarvuiji '
dvorec kultiva¢ni pldy ¢erné)

- puda Slanetz-Bartley (rizové az ¢ervené kolonie)

medmicro.info;
prof. MVDr. Boris Skalka, DrSc. 33/60



I Rod Listeria N

+ G+ ty€ky, kratké, £ \ ;

« fakultativne anaerobni, KAT+

« cs.wikipedia.org

« odolné (rust pri vyssich koncentracich NaCl nebo
zluéovych soli, rust pri nizkych teplotach)

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

e listerioza:

- nejcastéji alimentarni infekce (nedostatecné
pasterované mléko, syry, kruti a dribezi maso,
zelenina)

- nejcasteéji probiha bezpriznakove, popr.
nevolnost, zvraceni, prijem
34/60



I Rod Listeria (2)

 listerioza:
- nejnebezpecnéjsi u oslabenych jedincd (nemoc,
stari, gravidita)

- Infekce ran, meningitida, meningoencephalitida nebo
encefalitidami dospélych

- infekce placenty, plodovych oball a celkové
generalizované onemocneéni plodu provazeného
sepsi

- potraty ve druhém a tretim trimestru, narozeni
mrtvych nebo téZzce nemocnych novorozenc(
(umiraji brzy po porodu)

35/60



I Koryneformni tycky (, difteroidy“)

« termin pouzivany zpravidla pro nesporulujici G+
tycky, kyjovitého tvaru, nékdy rovné Ci zahnuté

* v minulosti vSechny v rodu Corynebacterium

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

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

 Rhodococcus equi - infekce imunokompromitovanych
pacientl (transplantace, AIDS)
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I 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 ,/‘“‘
kyjovitého tvaru, %
nekdy pleomorfni ’ ’ .

« typické usporadani
v palisadach a -
tzv. havranich kridlech N . -

turkcebilgi.com -

« fakultativné anaerobni, pudy s teluri¢itanem

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

« Corynebacterium diphtheriae

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

« plvodce 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 - nekrdza okolnich bunék

¢ pseudomembrany vznikajici ve sliznici HCD mohou
vést k jejich mechanické obstrukci, edému sliznice
a nasledné k uduseni

- akutni infekce lé¢ena podanim antitoxinu

« prevence ockovanim (hexavakcina)

39/60



I Corynebacterium diphtheriae (2)

- masivni zvetseni krcnich
pseudomembrana uzlin u diftérie
40/60



I Nediftericka korynebakteria

« soucasti bézné mikroflory kuze
« infekce ran, katétrové sepse, postihuji vnitrni organy pri
priniku do organismu

 Corynebacterium jejkeium:
- drive , korynebakterium skupiny JK“

- nozokomialni infekce (az 40 % hospitalizovanych
pacientd, zfidka na kGzi zdravych jedinct)

- kateétroveé sepse, polyrezistence

« Corynebacterium pseudotuberculosis - lymfadenitidy,
pneumonie, zanéty kdze

 Corynebacterium urealyticum - pyelonefritidy, cystitidy

41/60



I Rod Bacillus

G+ tycky, robustni, rovné az konkavni konce, tvori
endospory, casto pohyblivé, obvykle KAT+

 vétSina zastupcl bézné pritomna v prostredi (tvorba
endospor)

« v klinickém prostredi casté kontaminace

« podle morfologie spor rozdéleni do tri skupin:

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

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

- sférické 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 43/60



I Bacillus anthracis

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

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

« kozni anthrax: papula v misté vstupu — vred se silnym
edémem a hemoragickou nekrézou v centru —»
regionalni lymfadenitida —» sepse u neléceni infekce

 strevni anthrax: nauzea, zvraceni, horecka, bolesti
bricha, krvavé prijmy - sepse; letalita az 50 %

« lékem volby jsou penicilinova ATB
44/60



I Dalsi druhy rodu Bacillus

« B. cereus - soucasti strevni mikroflory, alimentarni
enterotoxikozy pfi premnozeni; devastujici infekce oka

 B. subtilis, Geobacillus (drive Bacillus)

stearothermophilus - spory prezivaji vysoké teploty,
indikatory ucinnosti sterilizatorG

45/60



I Lécba infekci zpusobenych
enterokoky a G+ tyckami

« enterokoky a listerie rezistentni na cefalosporiny

 E. faecalis ampicilin, E. faecium je k ampicilinu
primarne rezistentni

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

- zejména u hematoonkologickych pacientu

- linezolid (oxazolidinony, inhibice proteosyntézy)

- 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,
,havrani
kridla“)
sedavé, velké podobné velmi drobné
asi jako S. entero- kolonie
agalactiae, kokUm, (podobné

vetsinou bez hemolyza je mouce)
hemolyzy, ale ci neni

i s virid. Ci

hemol.

G+ robustni
tycky,
sporulujici
(nemusi byt
viditelné)

plstovité
kolonie,
nekdy i
vyrazna
hemolyza
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I Diagnostika enterokoku

« biochemickeé testy: KAT-, stépeni arabinosy
(E. faecalis nestépi, puda je zelena, E. faecium stépi,
zluta), ENCOCCUStest

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

 citlivost Ize testovat na bézném MH agaru bez krve

- specialni pudy na skrining VRE
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I Diferencialni diagnostika
enterokoku
« Gramovo barveni: grampozitivni koky, grampozitivni
tyCinky a ostatni bakterie
- stafylokoky: KAT+, rlst na agaru s 10 % NaCl

« streptokoky: nepritomnost rlstu na Slanetz-Bartleyho
Ci Zlu¢-eskulinové ptdeé, popr. PYR testem (kromé
S. pyogenes negativni)

- enterokoky: rust na Slanetz-Bartleyho (i
zlué-eskulinové pudé, PYR test pozitivni

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

« biochemickeé testy: KAT+ (Arcanobacterium KAT-),
biochemicky Ize rozlisovat koryneformni tyCinky
navzajem (APl Coryne, Remel)

. rust pri nizkych teplotach, vysokych koncentracich
NaCl a hemolytické interakce se pouzivaji v diagnostice
listerii

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

u G+ tycinek 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, méelo
by jit o listerie nebo nékterou z koryneformnich
tycek (samotnd nepritomnost endospory neni dtkaz!)

- dalsi rozliseni je mozné biochemicky, rustem pri
riznych teplotach, testy hemolytickych interakci

(synergismu, antagonismu) apod. 51/60



I Ukol 1: Mikroskopie kmenu

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

« Bacillus - robustni tycinky, nékdy s nalezem
centralné az subterminalné ulozenych endospor, jez
mohou, ale nemusi vyklenovat tycku

« Listeria - mikroskopicky drobnéjsi nez Bacillus,
neusporadané v palisadach, ale spise v kratkych
retizcich

« Corynebacterium - kyjovité, usporadané do palisad Ci
,havranich kridel“
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I Ukol 2: Morfologie kolonii G+ koku
a tycinek

popiste kolonie, odhadnéte 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
belavé kolonie podobné stafylokokovym, ale nékdy i o
hodné mensi, vétsSinou bez hemolyzy
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I Ukol 3: Nékteré bézné
biochemickeé a kultivacni testy

- ukol 3a: katalazovy test (Listeria, Corynebacterium
| Bacillus pozitivni)

. ukol 3b: rust na Slanetz-Bartleyho pudé (pro
enterokoky, pozitivni jsou ty, které nejen rostou, ale
navic maiji typickou rdzovou az ¢ervenohnédou barvu)

 ukol 3c: rust na zlué-eskulinové pudé (pro
enterokoky a listerie, pozitivni jsou Cerné kolonie)

7
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medmicro.info;
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I Ukol 4: Vzajemné rozliseni
enterokoku
« ukol 4a: arabindzovy test pro druhové rozliseni dvou

nejbéznéjsich druht enterokoku (E. faecalis nestépi,
pUda je zelena, E. faecium stépi, zlutd)

 ukol 4b:

MALDI-TOF (dva enterokoky a jedna koryneformni
tycka)

ENCOCCUStest
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Ukol 5: Dal$i metody k diagnostice
listerii

. ukol 5a: rust listerii pri 4 °C (listerie je schopna
rust pri nizkych teplotach; nékteré druhy yersinii
a pseudomonad také.)

 ukol 5b: demonstrace rustu Listeria monocytogenes
na chromogenni pudé (ptida ALOA, modré zbarveni
vsech kolonii listerii, pricemz patogenni druhy navic
maji kolem sebe halo (odlisne zbarvené okoli
kolonie).
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I Ukol 5b: Chromogenni puda ALOA

modré zbarveni vsech kolonii listerii, patogenni druhy
maji kolem sebe halo
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I Ukol 6: Vztah enterokokii a G+
tycinek k antibiotikum

« ukol 6a: odectéte diskovy difuzni test

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

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

« precipitace mezi toxinem z toxického 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 Po tomto cviceni byste meéli umet:

« vysveétlit vyznam a podstatu biochemickych
identifikacnich metod v mikrobiologii

« popsat nejbeznéjsi testy, které se v mikrobiologii
vyuzivaji a spojit je s konkrétni priklady vyuziti
v diagnostice a umét provést nejbéznéjsi testy

« popsat zastupce rodu Enterococcus a hlavni klinicky
vyznamné G+ tycky, v¢. diagnostickych postuptl, které
vedou k Uspésné identifikaci

« diskutovat vyznam VRE, jejich diagnostické
a terapeutické moznosti

« obecné vysveétlit princip a vyznam precipitace v agaru
a popsat Elekuv test

60/60



	Snímek 1
	Snímek 2
	Snímek 3
	Snímek 4
	Snímek 5
	Snímek 6
	Snímek 7
	Snímek 8
	Snímek 9
	Snímek 10
	Snímek 11
	Snímek 12
	Snímek 13
	Snímek 14
	Snímek 15
	Snímek 16
	Snímek 17
	Snímek 18
	Snímek 19
	Snímek 20
	Snímek 21
	Snímek 22
	Snímek 23
	Snímek 24
	Snímek 25
	Snímek 26
	Snímek 27
	Snímek 28
	Snímek 29
	Snímek 30
	Snímek 31
	Snímek 32
	Snímek 33
	Snímek 34
	Snímek 35
	Snímek 36
	Snímek 37
	Snímek 38
	Snímek 39
	Snímek 40
	Snímek 41
	Snímek 42
	Snímek 43
	Snímek 44
	Snímek 45
	Snímek 46
	Snímek 47
	Snímek 48
	Snímek 49
	Snímek 50
	Snímek 51
	Snímek 52
	Snímek 53
	Snímek 54
	Snímek 55
	Snímek 56
	Snímek 57
	Snímek 58
	Snímek 59
	Snímek 60

