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Laboratoi: oboru — Mikrobiologie
Identifikace neznamé bakterie

a) Mikroskopické zhodnoceni morfologie a produkce spor
b) Stanoveni velikosti

c) Barveni podle Grama

d) Testy na katalasu a oxidasu

e) ldentifikace pomoci testovacich souprav — demonstrace

1. Zakladni postupy

1.1  Studium morfologie mikroorganismu

Morfologie mikroorganismii je nauka o velikosti a tvaru mikroorganisma.
Morfologické udaje poskytuji cenné informace pii kontrole uzitecnych mikroorganisma
pouzivanych v mlékarenském a tukaifském pramyslu (Cist¢é mlékaiské kultury bakterii,
kvasinek a plisni). Dale jsou zakladem pfi identifikaci neznamych mikroorganismi
uzitecnych 1 nezadoucich.

1.1.1 Studium velikosti mikroorganismu

Mikroorganismy jsou vesmés pouhym okem neviditelné, jejich velikost se stanovuje
po zvétseni mikroskopem. Velikost se obvykle udava dvéma rozméry — délkou a Sitkou —
a vyjadiuje se v um (napf. 6 x 2 pm).

1.1.1.1 Priprava preparati pro stanoveni velikosti mikroorganismu

Bakterie

Pro mikroskopické pozorovani bakterii se pfipravuji vitilni preparaty a fixované
preparaty barvené methylenovu modri. Oba typy se pozoruji imerznim objektivem

Vyzihanym platinovym dratkem se ptenese do kapky vody nebo fyziologického
roztoku vySetfovana suspenze nebo piimo kolonie mikroorganismi a rozetfe se rovnomérné
v tenké vrstvé na povrch podlozniho sklicka. Ziskany natér se opatrné vysuSi vysoko
nad plamenem, zavérem se 2 — 3X protahne plamenem. Fixovany preparat se pak barvi bud’
bazickymi (methylenova modF, malachitova zelen, krystalova violet’) nebo kyselymi (kysely
fuchsin, eosin, erytrosin) barvivy. Doba plsobeni barviva je 2 — 3 min. Poté se vodou
splachne pfebytecné barvivo a preparat Setrné€ osusi.

U bakterii se méni velikost fixaci i barvenim, proto se snazime proméfovat vitalni
preparaty. Vzdy je nutné uvést zptsob piipravy i barveni proméfovaného preparatu.

Vitalni preparat bakterii se pfipravi pfenesenim kapky tekutiny na podlozni sklicko
a prekryje se krycim sklickem. Pro zvyraznéni je moZzno pfidat kapku methylenové modii.
Preparaty se pozoruji imerznim objektivem s pouzitim kapky oleje na kryci sklicko.

Kvasinky
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Pro méteni velikosti kvasinek se pfipravuje preparat stejné jako pro bakterie, nativni
preparat nebo fixovany preparat barveny methylenovou modii.

Nativni preparat kvasinek se pfipravi aseptickym pienesenim kapky tekuté kultury
kvasinek (pfip. se zhotovi suspenze z Casti kolonie vyrostlé na pevné pudé v kapce
destilované sterilni vody) pomoci vyzihané a ochlazené ockovaci jehly na ozehnuté podlozni
skli¢ko. Po rozetieni se kapka piikryje Cistym krycim sklickem tak, aby v preparatu nebyly
vzduchové bubliny. Piebytecnd kapalina se odsaje filtraénim papirem. Kvasinky se nejdiive
pozoruji pii celkovém zvétSeni 400 — 600 x a sleduje se tvar bunck a zptlisob vegetativniho
rozmnozZovani.

Plisné

Pti charakterizaci plisni je tfeba provadét méfeni jednotlivych organti. NejCastéji se
pouziva preparati laktofenolovych. Laktofenol zabranuje svrasténi a bobtnani bunék.
Laktofenol je moZno pfibarvit anilinovou nebo methylenovou modii. Vodné preparaty se
uzivaji jen pro kratké pozorovani (n¢kolik min).

Penicilia jsou velmi téZko smacitelna, takze je velmi obtizné pfipravit preparat
bez vzduchovych bublin. Je tedy vhodné ptipravit preparat do ethanolu, ktery se postupné
nahrazuje vodou nebo laktofenolem (postupné se pifidava laktofenol a smés se odsava
filtraCnim papirem).

Do dostate¢né velké kapky laktofenolu nebo vody na podloZznim sklicku se ptfenese
vyzihanou preparacni jehlou ¢ast mycelia s rozmnozovacimi organy. Po pfiklopeni kryciho
skla bez pftitisknuti se odsaje piebytecna kapalina ze stran filtraCnim papirem. Preparat se
pozoruje suchym objektivem pii mensim zvétSeni mikroskopu.

1.11.2 Zjistovani tvorby spor u bakterii

Bakterialni spory se velmi tézko barvi. Z pouzivanych zpusobu barveni spor je
nejbéznéjsi:
Negativni barveni spor

Teplem fixovany preparat se barvi (15 — 20 s) krystalovou violeti (viz roztoky
na Gramovo barveni), oplachne vodou, osusi a mikroskopuje (pfi celkovém zvétSeni 1000 x).
Zbarveny jsou pouze vegetativni buiky, spory jsou bezbarve.

Barveni spor dle Wirtze-Conklina

Ptipraveny teplem fixovany preparat se prevrstvi vodnym roztokem malachitové
zelené (5% hm.) a necha se pusobit 2 min. Preparat se pak opatrné zahiiva (1 - 2 min)
az do vystupu par (barvivo se nesmi vafit), barvivo se slije a postup se opakuje 3krat. Preparat
se oplachne vodou adobarvi (doba pusobeni 1-2 min) zfedénym karbolfuchsinem (viz
roztoky pro Gramovo barveni). Preparat se oplachne vodou a mikroskopujeme v olejové
imerzi pii celkovém zvétseni 1000 x.

Vegetativni bunky jsou obarveny razové a spory zelené (viz Obr. 1). Vyhodou této
metody je, Ze ji 1ze uZzit i k barveni preparati barvenych uz podle Grama.
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Obr. 1 Spory Bacilus spp. - barveno dle Wirtze-Conklina.

1.1.1.2.1 Stanoveni srovnavaciho koeficientu
K méteni mikroorganismu se pouzivé okularovy mikrometr.

Kurceni velikosti mikrobli je tieba znat srovnavaci koeficient. Ten se stanovuje
pomoci objektivového mikrometru. Objektivovy mikrometr je podlozni sklicko s Gise¢kou
dlouho 1 mm rozdélenou na 100 dilka (1 dil objektivového mikrometru = 10 pum). Tento
mikrometr se pozoruje pomoci okuldrového mikrometru, ktery je také opatfen useckou
(1 mm, rozdélen na 10 dilki). Zjistuje se, kolik dilk objektivového mikrometru se ptresné
kryje s jednim nebo vice dilky okularového mikrometru.

Napt. (viz Obr. 2):

2 dilky objektivového mikrometru = 5 dilkti okuldrového mikrometru,
20 um =5 dilkt okuldrového mikrometru,
4 um = 1 dilek okularového mikrometru = srovnavaci koeficient.

1 5 10
—— okularovy
L .
mikrometr
| | —— objektivovy
0o 2 4

Obr. 2 Stanoveni velikosti dilk okularového mikrometru.

Pfi vlastnim meéfeni mikroorganismli se pozoruje misto objektivového mikrometru
preparat pies okularové métitko a pocet dilkii odpovidajici rozméru mikroorganismu se
nasobi srovnavacim koeficientem (ve vySe uvedeném piipadé se ndsobi 4). Mé&ii se délka
i $itka mikroorganismu.

Pozor! Nalezeny srovnavaci koeficient plati pouze pfi pouziti stejného objektivového
koeficientu, okularu a delky tubusu. Pro jiné pfislusenstvi je tieba stanovit novy srovnavaci
koeficient.
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Pti méfeni velikosti je vzdy tfeba méfit vétsi pocet jedincli a z naméfenych hodnot
vypocitat jejich pramér, jelikoz velikost mikrobidlnich bunék u téhoz druhu zavisi
na fyziologickém stavu buné¢k.

1.1.2 Zarazeni bakterii podle Grama

1.12.1 Gramovo barveni

Na pfipraveny teplem fixovany preparat se kapne roztok krystalové violeti a necha se
pusobit 20 s. Bez oplachnuti preparatu se piida dostatecné mnozstvi Lugolova roztoku, ktery
se slije i s pavodnim barvivem, znovu se nanese Lugoliv roztok v dostatecném mnozstvi
a necha se pusobit 20 -30 s.

Preparat se odbarvuje smési acetonu a ethanolu nebo cistym acetonem, dokud se
barvivo odplavuje. Prepardt se pak dokonale oplachne destilovanou vodou a dobarvuje
ziedénym karbolfuchsinem po dobu 30 — 60 s. Nakonec se preparat znovu oplachne a osusi.
Mikroskopuje se v olejové imerzi pii celkovém zvétseni 1000 x.

Vyhodnoceni (viz Obr. 3)

o Grampozitivni mikroorganismy (G*) jsou modré,

o Gramnegativni mikroorganismy (G°) jsou rizové,

o Gramlabilni mikroorganismy (G™): nékteré jsou grampozitivni, jiné
gramnegativni, nebo se buiky barvi zcasti grampozitivné a z Casti
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Obr. 3 Grampozitivni koky (a) a Gramnegativni ty¢inky (b) pri celkovem zvétseni 1000 x.

1122 KOH test

Stanoveni, zda se jednd o grampozitivni nebo gramnegativni bakterie, lze provést
pomoci KOH testu. Na podlozni sklicko se nanese kapka 3 % hm. roztoku KOH. Do kapky
KOH se ptida malé mnozstvi suspenze Cerstvé nakultivovanych mikroorganismt na agaru
a smés se rychle promicha klickou nebo paratkem a pokusime se oddalenim kli¢ky (paratka)
na vzdalenost 1-2 cm vytahnout z kapky vlakno. Test se odecita do 30 sekund po smichani
reagencie s Kulturou. Pozdéji mtize byt vysledek falesné negativni.

Vyhodnoceni
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o grampozitivni mikroorganismy (G") — vldkna se netvofi (negativni reakce),
o gramnegativni mikroorganismy (G°) — vlakna se tvofi (pozitivni reakce).

1.1.2.3 Prikaz pritomnosti katalasy

Na podlozni sklicko se nanese suspenze Cerstvé nakultivovanych mikroorganismi
na agaru a malé mnozstvi 3 % obj. roztoku peroxidu vodiku a vSe se promichd. Pokud je
mikroorganismus katalasa pozitivni, dochazi k tvorb¢ bublinek (uvolnéni kysliku). Pokud se
bublinky netvoti, mikroorganismus je katalasa negativni.

1.1.2.4  Prikaz pritomnosti oxidasy

Detekéni prouzky OXltest (PLIVA-Lachema Diagnostika s.r.o., CR) jsou urdeny
pro detekci bakteridlni cytochromoxidasy. Ptitomnost cytochromoxidasy je detekovana
barevnou reakci N,N-dimethyl-1,4-fenylendiaminu s a-naftolem za vzniku indofenolové
modii. Za oxidaci ¢i redukci cytochomu je odpovédné Zelezo, obsazené v molekule
cytochromu, proto pro provedeni testu je nutné pouzit plastikovou nebo platinovou klicku.

Pribéh reakce

oxidovarny
cytochrom “C"
M, M dimethylparafenylendiamin + d-naftol =— indofenclova modi+ 4 H* + 4 &

Citlivost reakce lze zvysit pouzitim Cinidla pro test OXIDASA: na zonu prouzku se
pfed nanesenim testované¢ho kmene piiképne Cinidlo tak, aby byla reagencni zona navlhcena
bez prebytku. Test se provadi pfimym roztérem ¢isté bakteridlni kultury na impregnovanou
zonu prouzku, eventuelné otiskem kolonie pfimo na kultivaéni pidé. Reakce se odecte
do 1 minuty.

Vysledna barva pozitivni reakce je modrd, piip. slabé modra; negativni reakce je
bezbarva, rizova, zluta az zlutozelena (viz Obr. 4).

POZITIVNI NEGATIVNI
3

Obr. 4 Vyhodnoceni Oxitestu (dikaz prukazu cytochromoxidasy).
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2. ldentifikace neznamé bakterie pomoci API testu

API 50 CH je standardizovany systém spojujici 50 biochemickych testli ke studiu
sacharidoveho metabolismu mikroorganismti. API 50 CH se pouziva ve spojeni s APl 50
CHL Medium pro identifikaci rodu Lactobacillus a ptibuznych rodt a ve spojeni s APl 50
CHB/E Medium k identifikaci rodu Bacillus a piibuznych roda, ¢eledi Enterobacteriaceae
a Vibrionaceae.

Princip

APl 50 CH se sestava z 50 mikrozkumavek pouzivanych ke studiu fermentace
substratti patficich do tfidy sacharidii a jejich derivati (heterosidy, polyalkoholy, uronové
kyseliny).

Fermentaéni testy se inokuluji bakterialni suspenzi v APl 50 CHL Medium nebo API
50 CHB/E Medium, které substraty rehydratuji. Béhem inkubace se fermentace odhali
prostiednictvim zmény barvy ve zkumavce, coZz je zpusobeno tvorbou kyseliny
za anaerobnich podminek a detekuje se pomoci indikatoru pH ptfitomném ve zvoleném médiu.
Prvni zkumavka, ktera neobsahuje Zadnou aktivni slozku, se pouziva jako negativni kontrola.
API 50 CH lze pouzit k testovani dvou dalsich cest:

- Oxidace, kterd se projevi zménou barvy v jamce, cozZ je zapii¢inéno aerobni
tvorbou kyseliny a detekuje se pomoci indikatoru pH pfitomného ve zvoleném
mediu.

- Asimilace, ktera se projevi rustem organismu v jamce, pokud se substrat
pouziva jako jediny dostupny zdroj uhliku.

V tomto piipadé bude volba média pouzitého pro inokulaci prouzkii zaviset
na metabolismu a nutri¢nich pozadavcich testované mikrobialni kultury.

Priprava testovacich prouzkii

e Priprava inkubacniho boxu: Ptipravi se miska a vi¢ko, na prodlouZenou patku misky se
zapiSe oznaceni testovaného kmene.

e Inokulace vostinovych jamek: Do vostinovych jamek misky se aplikuje okolo 10 ml
destilované nebo demineralizované vody, ¢imz se vytvoii vlhka atmosféra.

e Priprava testovacich prouzki: z obalu se vyjmou 2 testovaci prouzky (0-19 a 30-39)
arozdéli se na 4 mensi (0-9, 10-19, 20-29 a 30-39) a vSechny 4 se umisti na inkubac¢ni
misku. Z obalu se vyjme mensi zbyvajici testovaci prouzek (40-49) a ulozi se vedle
ostatnich v inkubaéni misce, ¢imz je testovaci sada Gplna.

Priprava suspenze bunék

o Promyti bunék: Cerstvé nakultivované kmeny v MRS bujonu (5 ml) se odstiedi (3680 g,
4 °C, 15 min). Supernatant se odlije a suspenze se promyje fyziologickym roztokem
(5 ml) a opét se odstiedi za stejnych podminek.

e Priprava inokula: K suspenzi bunck se ptidaji 2 ml sterilni vody a suspenze se protiepe.
Nekolik kapek jistého poctu (n) této suspenze se pievede do zkumavky s 5 ml sterilované
vody tak, aby opticka densita odpovidala McFarland standardu 2 - vytvoii se tak suspenze
S.

o Otevieni ampule API 50 CHL: Ptfed pouzitim se zkontroluje, zda jsou ampule
nepoSkozeny a nechaji se pfed pouzitim ohfat na teplotu mistnosti. Na ampuli se nasadi
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bezpecnostni krytka, konec palce se umisti na ryhovanou cast krytky a stiskem smérem
doptedu se odlomi vrSek ampule.

Inokulace ampule APl CHL: Objem ampule se ptelije do sterilni zkumavky, do zkumavky
se pievede dvojnasobny pocet kapek (2n) suspenze S. Tato suspenze se promicha a musi
se pouzit ihned po ptiprave.

Inokulace testovacich prouzkit a kultivace

Inokulace testovacich prouzku: Inkubacni box se mirné nakloni dopiedu a Spicka pipety se
postavi proti sténé jamky, aby se zabranilo vzniku bublin pfi davkovani bakteridlni
suspenze. Do 50 zkumavek se postupné aplikuje sterilni pipetou bakterialni suspenze
po rysku a prevrstvi se sterilnim parafinovym olejem.

Inkubace testovacich prouzkii: Prouzky se inkubuji pii teploté 37 °C po dobu 24 - 48 h.

Odecitani a interpretace

Odecitani testovacich prouzkii: Testovaci prouzky se odecitaji po stanovenych casech
inkubace v zavislosti na studovaném mikroorganismu a typu reakce. Pozitivni test
odpovidéa acidifikaci detekované tak, ze indikator (bromkresolovy purpur) obsazeny
v médiu se zbarvi do zluta. U eskulinového testu (zkumavka ¢. 25) se pozoruje zména
barvy z purpurové na ¢ernou (viz Obr. 5).

Interpretace: Kazdy test se interpretuje (pozitivni (+), negativni (-), neurity (?))
a vysledek se zapise do vysledkové tabulky. Vysledky ptedstavuji biochemicky profil,
ktery pti zadani do identifika¢niho softwaru APILab (BioMerieux) poskytuje druhovou
identifikaci mikroorganismu.

.
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Obr. 5 Priklad vysledkt API testu.
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2 IDENTIFIKACE BAKTERII

Pii identifikaci se pracuje s Cistou bakteridlni kulturou u které se hodnoti fenotypové
a genotypove vlastnosti.

Fenotypové znaky vyuzivané pro identifikaci bakterii

1. Morfologie bunék — tvar, velikost, vzajemné uspotadani, pohyblivost, barvitelnost podle
Grama, acidorezistence (barvenim), tvorba pouzdra, tvorba spdr, umistnéni bicika.

2. Kultivac¢ni vlastnosti — morfologie kolonii na agarovém médiu, charakter rastu v tekutém
mediu

3. Fyziologické vlastnosti — vztah k volnému kysliku, typ metabolismu glukézy (O-F test),
teplotni optimum pro rust, tolerance k NaCl a tézkym kovim, citlivost k antibiotikiim,
citlivost k Zlu€¢ovym solim

4. Biochemicka aktivita — hodnoti se produkce enzymi piimo (kataldza, oxidasa, uredza,
koagulaza, beta-galaktozidaza) nebo nepfimo dikazem produkti enzymatického Stépeni
(zkouska na indol, sirovodik, acetoin), vyuzivani anorganického uhliku (citrat), redukce
dusi¢nanti, hydrolyza Skrobu, Zelatiny

5. Antigenni struktura — bakterialni bunky jsou sloZzeny z mnoha riznych antigent. Pro
praktické pouziti je mozné ur¢ovat pritomnost téchto antigent (specifické povrchové proteiny
nebo lipopolysacharidy).sérologickymi metodami. Naptiklad rod Salmonella 1ze na podkladé
rozdill v antigenni struktute rozd¢lit na 2 500 riznych sérotypt.

6. Chemické sloZeni 1ze pouzit jako doplnujici znak pro identifikaci nékterych bakterii. Jedna
se o metody, kterymi se stanovuje napi. celkovy profil proteinli bunééné stény;

elektroforeticky profil enzymu, které jsou produkty jednoho genu; dale lze vyuzit
chromatografie lipidd, fosfolipidi a mykolovych kyselin apod.

1. METODY TESTOVANI BIOLOGICKYCH VLASTNOSTI BAKTERII
A. Fyziologické vlastnosti:

pohyblivost, vztah k volnému kysliku a k teploté, rust v raiznych koncentracich NaCl a
dalsi vlastnosti

B. Biochemické (enzymatickd) aktivita:
1. Oxidoreduktasy: katalasa, oxidasa, nitratreduktasa, fenylalanindeaminasa

2. Hydrolasy: glykosidasy ("pestra fada cukri"), proteasy a peptidazy (napt.hydrolyza
zelatiny "Zelatinasa", elastasa), amidasy (ureasa,arginindihydrolasa)
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3. Lyasy: tryptofanasa (zkouska na produkci indolu), cysteindesulfhydrasa (zkouska
na tvorbu H,S), dekarboxylasy (V-P test, MR test, lyzindekarboxylasa,
ornitindekarboxylasa)

Morfologické vlastnosti bakterii a jejich rtst na kultivacnich pudach neni dostacujici k
piesnému urceni izolovanych kultur. Proto v diagnostické praxi pouzivame dalsi, exaktnéjsi
metody, kterymi uréujeme cely soubor jejich biologickych vlastnosti. Vedle zakladnich
fyziologickych vlastnosti (pohyblivost, vztah k O2) jde zejména o prikaz enzymatické
aktivity bakterii, kdy urcujeme nejriznéjSimi testy pfitomnost produktti vznikajicich pfi
utilizaci uhlohydratl, odbouravani bilkovin a jinych substrat. Testy jsou vétSinou zalozeny
na barevnych reakcich, proto ¢asto oznacujeme sérii takovychto testd jako tzv. "pestrou fadu".

FYZIOLOGICKE VLASTNOSTI

1. VySetieni na pohyblivost

Lze k tomu pouzit nativni preparat piipraveny z vysetfované kultury, ktery po prekryti krycim
sklickem mikroskopujeme v zastinu nebo na temném poli. NezkuSeny pracovnik mile
pohyblivost zaménit s Braunovym pohybem, kdy se bakterie chvéji vlivem dopadu molekul.

Dalsi metodou je stanoveni pohyblivosti  vySetfované  kultury  kultivacnim
vySetfenim.VysSetfovana kultura se pfitom ockuje do polotuhé agarové ptdy s 0.1-0.5 % agaru
a ma rizné zpusoby provedeni:

a) do semisolidniho (polotuhého) média ve zkumavce ockujeme bakteridlni kulturu
vpichem do hloubky 4-5 cm, po inkubaci (1-3 dny) pohyblivé Kkultury proristaji
z vpichu celym médiem a vytvareji zakal. Nepohyblivé kultury rostou jen ve vpichu.
Dilezitym diagnostickym znakem mule byt zjisténi zavislosti pohyblivosti na
inkubacni teploté (napt. Yersinia enterocolitica je pohybliva pii 22° C a nepohybliva
pti 37° C).

b) do polotuhého média ve sklenénych trubiCkach tvaru pismene "U" ockujeme
testované kultury na povrch média jednoho ramene "U" rourky. Jsou-li kultury
pohyblivé, tak béhem inkubace prorustaji médiem do druhého ramene "U" rourky .
Metoda ma i tzv. Hajnovu modifikaci, kdy stejny princip nahradime sklenénou
trubickou vloZenou do polotuhého média ve zkumavce.

Ptiklady:
1 odliSeni blizkych rodua z ¢. Enterobactericeae (laktosapozitivnich, VP test pozitivnich)
Enterobacter pohyb +

Klebsiella pohyb —
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2. Vztah k volnému kysliku

Hodnotime:

a) kultivaci bakterialniho kmene vpichem do anaerobniho agaru s resazurinem

b) pii posuzovani typu utilizace glukdzy v tzv. O-F testu (5) (oxidace -fermentace)

ad a) anaerobni agar s resazurinem obsahuje thioglykolat sodny (reduk¢ni slozku)
a resazurin (indikator kysliku). Cerstvé médium se rozléva na vysoko do bujonovych
zkumavek nebo se dfive piipravend média regeneruji varem (redukce prostiedi média).
Testované kultury se kultivuji vpichem do celého sloupce média, po 24 h inkubace se hodnoti
rust. Striktné aerobni bakterie rostou v povrchové vrstvé média, kterd se barvi resazurinem do
dervena, striktné anaerobni bakterie rostou jen v dolni ¢asti média, fakultativné anaerobni
bakterie rostou v celém sloupci média a mikroaerofilni druhy rostou na rozhrani obou vrstev.

ad b) O-F testem zjistime u testovaného kultury typ utilizace glukozy a soucasné mizeme
prokézat i vztah k volnému O2. K testu pouzivame obohacené agarové médium s glukdzou
a bromthymolovou modii (indikator pH), které plnime do zkumavek, rychle zchladime
a do kazdé druhé zkumavky ptidame sterilni parafinovy olej. Testovany kmen ockujeme
vpichem vzdy do dvou zkumavek (s parafinovym olejem a bez p. oleje). Po inkubaci
hodnotime rozklad glukozy, ktery se projevi jako okyseleni média (ptivodné zelené médium
zezloutne).

Hodnoceni:

eoXxidace - zezloutnuti média bez parafinového oleje
ofermentace - zezloutnuti média v obou zkumavkdach

24

beze zmény barvy, méné narotné bakterie $té€pi protonovy zaklad média, tim médium
alkalizuji a to zmodra.

Ptiklady:

[ striktni aerob = Bacillus spp., fakultativni anaerob = E. coli (¢. Enterobacteriaceae),
[ striktni anaerob = Clostridium tetani, mikroaerofilni bakterie = rod Campylobacter

3. Odolnost bakterii k riznym koncentracim NaCl

Jedna se o vlastnost druhové nebo skupinové specifickou. Naptiklad stafylokoky rostou v
ptitomnosti 10% NaCl. Tzv. halofilni jsou napf. 1 vibria.

OXIDOREDUKTASY

1. Zkouka na katalasu

Tento enzym vlastni aerobni a fakultativné anaerobni bakterie, které jsou vybaveny

cytochromovym systémem. Hlavni vyznam tohoto enzymu spociva ve zneSkodnovani
peroxidu vodiku, ktery je pro bakterie toxicky. Katalasa rozklada H202 na vodu a kyslik.
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Provedeni: z nékolika modifikaci se nejCastéji uzivd ponofeni bakteridlni kultury na
bakteriologické klicce do kapky 3-10% H202 na podloznim skle nebo lépe vicku Petriho
misky. V_pozitivnim piipadé kultura uvoliiuje z peroxidu bublinky kysliku . Je mozno
piikapnout peroxid piimo na vySetifované kolonie nebo do c¢isté bujonové kultury.
Priklady:

a) ve skupin¢ G+ koku: r. Staphylococcus je katalasa + a rod Streptococcus je katalasa -
b) ve skupiné G+t tyCinek tvoficich endospéry: rod Bacillus katalasa +
rod Clostridium katalasa —

¢) pfevazna vétsina G- bakterii je katalaza pozitivni

2.  ZkouZka na oxidasu a cytochromoxidasu

Pti této zkouSce mame na mysli prikaz enzyml nepiimé biologické oxidace, které jsou
zapojeny v respira¢nim fetézci. Jejich pritkaz spoc¢iva v oxidaci a barevné zméné oxida¢niho
¢inidla, ke kterému je pfiddna zkouSena kultura. RozliSujeme tedy dvé zkousky, které se lisi
v pouziti ¢inidel: oxidazové Cinidlo: 1% roztok tetrametyl-p-fenylendiamin hydrochloridu
v dest. vodécytochromoxidazové Cinidlo: 1% r oztok dimetyl-p-fenyl- endiamin chloridu
v destilované vodé

Provedeni:

o filtracni papirek navlhé¢ime nékolika kapkami ¢inidla

ehranou podlozniho sklicka (paratkem, plastovou klickou) odebereme, pfeneseme
a vetieme bakterialni kulturu do skvrny ¢inidla na filtraénim papiru (je tieba pouzit
cerstve kultury)

Hodnoceni:
V pozitivnim pfipadé dochazi do jedné minuty k modrému zabarveni oxiddzového

testu nebo u cytochromoxidasového testu k Eervenofialovému zabarveni do dvou
minut

Ptiklady:
Oba testy jsou zaménitelné a maji vyznam pro diferenciaci zejména G- bakterii.

Vétsina z nich je oxidasa +. Negativni reakci davaji kultury pfislusnika .
Enterobacteriaceae a rodu Acinetobacter.

3. Zkouzka na redukci nitrata

Bakterie rostouci v médiu obsahujicim nitraty mohou tyto redukovat na rizné slozky (nitrity,
NH3 az volny dusik) enzymem nitratreduktazou.

Provedeni:
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vySetfovanou kulturu o¢kujeme do nitratového bujonu (MPB s 0.1% KNO3) a po 24 h
(az 5 dnech) inkubace pfidame 1 - 2 kapky Gries-llosvayova reagens (roztok
naftylaminu v kys.octové a sulfanilové)

Hodnoceni:

[J o redukcei nitratd na nitrity svéd¢i vznik karminové ¢erveného zabarveni

(] v ptipad¢ negativniho ndlezu (bez barevné reakce) ptiddme do bujoénu zinkovy prasek,
kterym potvrdime negativni vysledek tehdy, kdyz dojde k barevné zméné (zinek redukoval
nezménény nitrat na nitrit)

[ pokud nedoslo k ¢ervenému zabarveni ani po ptidani zinkového prasku, pak byl jiz nitrat
redukovan na NH3 a dusik a test je pozitivni.

4. Priikaz fenylalanindeaminazy

Nékteré¢  baktérie metabolizuji  fenylalanin  oxidativni deaminaci na  kyselinu
fenylpyrohroznovou.

Provedeni:

vySetfovanou bakterialni kulturu kultivujeme na Sikmy agar s fenylalaninem, po 24 h
inkubace ptidame nekolik kapek 10% roztoku FeCl3.

Hodnocent:

pritomnost kys. fenylpyrohroznové se projevi vznikem travoveé zeleného zabarveni.
Negativni vysledek se projevi Zlutym zabarvenim.

Pozitivni vysledek davaji rody Proteus, Providentia a Morganella.

HYDROLASY
1. Glykosidasy

Peptonova voda se obohati o 0.5-1% substratu, kterym jsou sacharidy, glykosidy nebo
vicesytné alkoholy, a plIni se po 2 ml do aglutina¢nich zkumavek (u glukosy vkladame
do média jesté¢ plynovku, coz je mald a dnem vzhlru obradcend zkumavka) a sterilizujeme
varem v Kochové hrnci. Média se ockuji 1-3 kapkami 24-hodinové kultury vypéstované
v MPB. Inkubace trva 7 dnil a béhem této doby denné¢ odecitame vysledky. Jako indikator pH
v médiu slouzi bromthymolovou modi (nebo bromkrezolovy purpur). Pozitivni vysledek se
projevi zlutym zabarvenim média (okyseleni) .

2. ONPG-test (prikaz beta-galaktosidasy)

K provedeni testu si ptipravime roztok ONPG (ortonitrophenyl-beta-D-galactopyranosid) tak,
ze 0.08 g ONPG rozpustime v 15 ml destilované vody a pfiddime 5 ml fosfatového pufru (pH
7,0). Do aglutinacnich zkumavek dame 0,25 ml fyziologického roztoku a v ném
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suspendujeme 1 klicku 18 - 24-hodinové kultury z Endova agaru a pfiddme 1 kapku toluenu.
Dobfe protiepeme a ulozime na 5 - 10 minut do vodni lazn¢ pii 37° C. Pak ptidame 0.25 ml
roztoku ONPG a dame do termostatu pii 37° C. Vysledek odecitdme za 30 minut, za 24 hodin
a po 2 dnech.
Hodnoceni:

Pozitivni vysledek - Zluté zabarveni (z ONPG odstépeny nitrofenol)

Negativni vysledek - bez barevné zmény

Test je vyznamny pro rozliSeni rodi v ¢eledi Enterobacteriaceae. Umoznuje rozliseni rodd,
které opozdéné zkvasuji laktosu.

PROTEASY A PEPTIDASY

Z téchto enzymi maji vyznam pro diagnostiku ty, které jsou vylucovany do prostiedi. Na
proteolytické vlastnosti izolované bakteridlni kultury usuzujeme na zdkladé¢ degradace
bilkovin (nej¢astéji kaseinu, zelatiny, elastinu) v diagnostické pade.

Hydrolyza (rozpousténi) zelatiny: Zelatina se vyrabi z kolagennich tkani (chrupavky a Slachy)
a predstavuje Caste¢né degradovanou bilkovinu. Mikrébni Zelatindza Zelatinu ztekucuje, coz
ma vyznam pro druhové urceni nékterych bakterii.

Provedeni:

1 Zkumavkova metoda: do média, coz je masopeptonova zelatina (pevna pida) ockujeme
vySetfovany kmen vpichem a béhem inkubace (14 dnil) denné sledujeme ztekuceni (vzdy je
nutné pred posouzenim ulozit zkumavky do chladni¢ky a test porovnavat s negativni
kontrolou.

1 Plotnova metoda - podle FRAZIERa: médiem je masopeptonovy agar a piidavkem 0.4%
zelatiny. VySetfované kmeny ockujeme izola¢nim zptsobem a inkubujeme 3 dny pti 37° C.
Po inkubaci kulturu pfevrstvime 5 - 10 ml 1,2% roztoku HgCI2 a sledujeme jeji okraje.
Zelatinolyza se projevi projasnénim média v okoli kultivaéni &ary.

[1 Test s karbogel-disky: vySetifovany kmen ockujeme do MPB, do kterého piidime nékolik
karbogelovych diski (Zelatinou spojeny praskovy uhlik) . Zelatinolyza se projevi uvoliiovanim
uhliku z diskii do média . Tato modifikace je vyuZivana i v komercnich testech napt. API.

Piiklad: Pseudomonas aeruginosa - rychla a vyrazn zelatinolyza

AMIDASY

Pro diagnostiku m& z amidaz hlavni vyznam uredza a arginindihydrolasa.
1. VySetfeni na uredzu

Tento enzym $tépi mocovinu (NH2)2CO ve vodném prostiedi na CO2 a NH3, vyrazna

alkalizace média je detekovana fenolovou cerveni, ktera v tekutém prostedi barvi médium do
cervenofialova. Test Ize provadét v tekutém médiu, nebo v agarové pudé (Christensenova
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pida). V klasickém provedeni hodnotime test béhem 5-ti denni inkubace, Casté jsou i
nejraznéjsi rychlé modifikace \% kombinaci s dalSimi testy.

2. VySetieni na argininhydrolasu: tento enzym $t€pi arginin na ornitin, CO2 a NH3, ktery
alkalizuje médium. Zménu pH hodnotime barevnym indikatorem (bromfenolova Cerven nebo
bromkrezolovy purpur).

LYASY

Jedna se o enzymy, které katalyzuji Stépeni sloucenin na dva nebo vice S§tépid. Patii sem
zejména tryptofanaza, cysteindesulthydraza a dekarboxyldzy, kterych vyuzivame k urceni
druhové piislusnosti vySetfované bakteridlni kultury.

1. Zkouzka na indol

Indol vznikd z aminokyseliny tryptofanu U¢inkem enzymu tryptofanazy. Jako testacni
médium se v klasickém provedeni testu pouziva tryptonova voda, u rychlych metod roztok
tryptofanu.

Pti klasickém provedeni tryptonovou vodu ockujeme 24 h bujénovou kulturou vySetfované¢ho
kmene a inkubujeme 5 dnd, pak pfiddme Kovacsovo ¢inidlo a obsah zkumavky mirné
protiepeme. Asi po 1 minuté hodnotime barvu stoupajici emulze a povrchové vrstvy ¢inidla .

Hodnoceni:
+ karminov¢ Cervené zabarveni
- svétle zlutohnédé zabarveni
Ptiklady:

Escherichia coli + Salmonella spp. —

2. Zkouska na sirovodik

Sirovodik vznika postupnym odbourdvanim aminokyselin s obsahem siry, zejména cystinu.
Rozkladny proces je katalyzovan enzymem cysteindesulfhydrazou. Indikatorem unikajiciho
sirovodiku je filtra¢ni papirek napustény octanem olovnatym, ktery se v pozitivnim ptipadé
barvi ¢erné vznikajicim sirnikem olovnatym (pfi pouZiti cystinového bujonu). V pevnych
médiich (zelatinovy agar - Iron agar) je tvorba sirovodiku indikovéna Zeleznatymi nebo
zelezitymi solemi, které vytvaieji po reakci se sirovodikem cerné sirniky Zeleza. Zkouska na
sirovodik byva soucasti riznych kombinovanych test napt. Hajnovy ptidy (TSI).

Ptiklady:

vétSina salmonel + Escherichia coli —
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3. Voges-Proskauerova zkouska na acetoin (VP test)

Acetoin  (acetylmetylkarbinol) se tvofi z  kyseliny pyrohroznové  ucinkem
pyruatdekarboxylazy. Vznikly pokles pH lze dokéazat v paralelnim pokusu s metylovou
cerveni (MR test), takze zde existuje pomérné velky recipro¢ni vztah. To plati zejména
pro prislusniky ¢. Enterobacteriaceae, kde ma zjistovani tvorby acetoinu nejvétsi vyznam.
Pro zkousku se pouziva jednotné médium (MR-VP médium), coz je vlastné peptonova voda
s 0.5% glukazy.

4. Metyl¢ervernovy test (MR test)

Kyselina pyrohroznova, vznikajici jako uzlovy produkt pii disimilaci glukézy, mize byt
vyuzita k tvorbé chemicky neutralniho acetoinu (VP test), nebo ménéna na dalsi kyseliny
(mlécna, jantarova, octova, mravenci), které udrzuji silnou aciditu média (pH 5 a nizsi).
Nejvhodnéj$im indikatorem tohoto signifikantniho okyseleni je metylové Cerven .

Provedeni VP a MR testu:
Pro oba testy je spoleéné¢ médium (VP-MR), které po naockovani inkubujeme
pii 37 o C u enterobakterii 48 h, u ostatnich 5 dnd. Po inkubaci médium rozdélime
do dvou zkumavek po 1 ml a provedeme oba testy:
VP test - do 1 ml média s narostlou kulturou pfiddme BARRITOVO reagens (0.6 ml
5 % alkoholického roztoku alfa naftolu), protiepeme a piiddme 0.2 ml 40 % vodného

roztoku KOH, opét protiepeme.

MR test -ke zbytku kultury ptiddme 2 kapky indikatoru, t.j. roztok metylové cervené
a po mirném protiepani sledujeme zménu barvy.

Hodnoceni:

Pozitivni vysledek

VP test
zlutohnédd smés kultury a cinidla
se barvi od svého povrchu smérem
dolt rubinové az temné Cervene

test
obsah zkumavky nabyva
karminové Cervené barvy

Negativni vysledek

VP test MR test
smés ma zlutohnédy odstin obsah zkumavky se barvi Zluté

Poznamka: ¢asovy nastup kladné reakce VP testu podléha individualité vySetfovaného kmene.
Z tohoto diivodu definitivni hodnoceni provedeme az za 48 hodin.
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5. Priikaz dekarboxylace lyzinu a ornitinu

Lyzin je $tépen lyzindekarboxylazou (LDC) na kadaverin a CO2, zatimco ornitin enzymem
ornitindekarboxylazou (ODC) na putrescin a CO2. V obou piipadech vznikaji organické
zasady, na néz usuzujeme z alkalizace média - barevné zmény indikatoru pH. Za ucelem
jimani plynnych metaboliti je médium pfevrstveno sterilnim parafinovym olejem.
Pti klasickém provedeni testy inkubujeme 4-5 dni u komer¢nich mikrotestti 24 hodin nebo
i méné . Posouzeni je stejné jako u arginindihydrolazy.

Priklady:
LDC + Salmonella spp, Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumoniae
LDC - Citrobacter spp.
ODC + Enterobacter spp., Proteus mirabilis, Yersinia enterocolitica
ODC - Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris, Yersinia pseudotuberculosis

KOMBINOVANE TESTY (multitesty)

V diagnostické praxi se z ekonomickych divodi objevuje snaha sdruzovat nckteré testy
upravou slozeni médii tak, aby v jedné zkumavce bylo mozno odecist dvé i1 vice
biochemickych vlastnosti, a to jiz po 24 hodinach inkubace. Jedna se pouze o orientacni
vySetfeni, kterymi lze snadno diferencovat bézné stievni patogeny (salmonely, shigely,
yersinie).

Nejuzivang)si jsou:
1. TSI agar (Triple Sugar Iron, Hajniv agar)

- obsahuje tfi cukry (glukozu, laktézu a sachardzu) a zelezité soli. TSI agar se rozléva jako
Sikmy agar do zkumavek a ockuje se jehlou vpichem do sloupce a na Sikmou plochu agaru.
Plvodni barva média je Cervend. V disledku $tépeni cukri se méni na Zlutou v rizném
rozsahu (podle druhu zkvasovanych cukrt). Zkvasuje-li kultura pouze glukédzu, zezloutne
pouze sloupec a Sikma plocha zistane cervend (salmonely). Pokud bakteridlni kultura
zkvaSuje soucasné s glukdzou laktozu nebo sachardzu, zeZloutne sloupec i Sikmina. Déle je
mozno v této pudé sledovat tvorbu plynu pii $tépeni glukdzy (potrhani sloupce) a tvorbu
sirovodiku (¢ernédni kolem vpichu) .

2. Urea-indol médium -  posouzeni tvorby uredzy a  tryptofanasy
3. MIU piida - Ize posoudit pohyb, tvorbu indolu a ureasy

KOMERCNE VYRABENE SOUPRAVY PRO IDENTIFIKACI BAKTERII

Rada zahrani¢nich firem vyrabi rychlé a spolehlivé mikrotesty pro rutinni identifikaci bakterii
(napt. API, BIOLOG a dalsi). U nas fy Pliva-LACHEMA dodéava napf. soupravy
ENTEROTEST - STAFYTEST - STREPTOTEST - ANAEROTEST a dalsi k identifikaci
ptislusnych skupin bakterii.
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Jednd se o miniaturizované a standardizované klasicke testy (ukdzka API testu k identifikaci
piislugnikt ¢. Enterobacteriaceae ). Rada zkumavek s Klasickymi testy je nahrazena
destickami s jamkami, které obsahuji dehydratovany substrat a indikator pH. VySetfovana
kultura se ve form¢ suspenze pipetuje do piislusné rady testil, ¢imz dojde k jejich rehydrataci.
Nésleduje inkubace po dobu 24-48 h a vysledky se ode¢itaji posouzenim barevny zmén piimo
nebo po piidani ptislusného ¢inidla. Vyhodnoceni vysledkt a provedeni identifikace neznamé
bakteridlni kultury je mozné provést porovnanim se znaky jednotlivych druhti bakterii
uvedenych v tabulkdch. To muze byt v nékterych piipadech naro¢né a nepfesné. Proto
vhodné&j$im postupem je vyuziti tzv. ¢iselnych kdédi nebo ptimo vyhodnoceni pocitacovym
programem.

Postupy identifikace bakterii

V podstaté rozeznavame tii postupy identifikace bakterii. Prvni postup je vyuzivan v rutinnich
diagnostickych laboratofich a vyzaduje zkuSenost laboratornich pracovnikl. Je zaloZen na
zhodnoceni morfologie kolonii na zakladnich a selektivné dignostickych agarech s ohledem
na potvrzeni nebo vylouceni pfitomnosti patogennich bakterii. Naptiklad ptfi diagnostice
salmonel se vytypuji podezielé kolonie na selektivné diagnostickém agaru (XLD agar) a ty se
konfirmuji nékolika testy (pozitivni lyzindekarboxyldza, negativni tvorba uredzy a beta-
galaktozidazy), které potvrdi nebo vylou¢i predbéZnou diagnézu . Pokud neni laboratorni
pracovnik dostatecné zkuseny a vysledek hodnoceni morfologie kolonii na agarovych médiich
neni jednoznaény pfistoupi se k druhému postupu. Ten spoc¢iva ve vyuziti sady komerénich
testd (napf. API) k identifikaci podezielych kolonii. Tteti postup, ktery neni tak zavisly na
zkusenostech laboratornich pracovnikii, vyuziva postupnou identifikaci tzv. krok za krokem.
Tedy po zhodnoceni morfologie kolonii na agarovych médiich se bakterialni kultura barvi
postupem dle Grama nebo jinym diagnostickym barvicim postupem, nésleduje posouzeni
zakladnich fyziologickych vlastnosti a enzymatické aktivity rychlymi testy (napt. OF test,
pohyblivost, tvorba katalazy a oxidasy). Na zaklad¢ ziskanych vysledki se voli dalsi sestavy
testll a to jak komer¢ni sestavy, tak i1 dalSi doplitkové testy .

Zpisoby udrzZeni izolovaného bakterialniho kmene v ¢isté kulture

1. Dfive hojné€ pouzivanym a dosud pfetrvavajicim zptsobem je pravidelné pfeockovavani. Je
nejméné vyhovujici, ponévadz mize zapficinit tézkosti s kontaminaci, se zménami kultur,
nebo s jejich uhynutim.

2. Jednoduché metody uchovani kmeny v nizkém stupni metabolismu. Pouziva se
minimdlniho agaru (Sikmy nebo semisolidni), nebo jind malozivha média, jako napf.
Dorsetova vaje¢na puda. Sem patii také uchovavani v suSeném stavu na nosicich (napf.
sklenéné castice, zelatinové disky).

3. Udrzovani pii nizkych teplotach - vétSinu odolnéjSich mikrobli je mozno uchovavat
pomalym zmrazenim na - 20° C. Citlivéj$i mikroorganismy je tfeba chranit pfidanim
glycerolu, ptfipadné jinych ochrannych latek. Zmrazené kultury se daji udrzovat pii -20
az -80° C, ptipadné v kapalném dusiku pfi -196° C.
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4. Lyofilizace - je dnes asi nejrozsifenéjsi metodou na dlouhodobé uchovavani mnohych
mikroorganismil. Jeji princip je v odnimani vody ze suspenze zmrazenych bunék ve vhodném
médiu bud’ pfidanim zmrazovadel a nebo pouzitim vakua. Ampulky s lyofilizovanymi
kulturami (33) se mohou uskladiiovat i pii pokojové teploté, nebo vyhodnéji pii 4° C.
V lyofilizovaném stavu jsou uchovavany i rizné kmeny jednotlivych bakteridlnich druht
ve sbirkach mikroorganism, jako napi. Ceska sbirka mikroorganismt Masarykovy university
v Brn¢ (http://www.sci.muni.cz/ccm).
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