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1

Vyndlez se tyké zphsobu identifikace bakterii pro diagnostické dZely v mikrobiologii.
V sou¥asné dob® se diagnostika provédf v nestandardnich sklenfnych zkumavkéch nestandard-

n{ sestavou testd s nestandardnim hodnocenim, podle volby p¥isludného pracovisté.

Krom& toho je znémo nékolik druhﬁ identifikace gramnegativnich fermentujfcfch ty¥%i-
nek. PathoTec System (Geperal Diagnostic Division, Warner-Lembert Compeny, New York, USA)
spodivé v pou¥itf 12 proufkd filtraZnfho papiru impregnovanych reagenciemi pro tyto testy:
Oxidéza, beta-D.galaktosidéze, fenylelenindesaminéza, produkce indolu, redukce nitrétu na
nitrit, Voges-Proskauerova reakce (prpdukce acetoinu), utilizace malonétu, dekarboxyléza
lysinu, produkce ureézy, produkce sirovodiku & St&penf eskulinu. Zpdsob, poJjmenovany
Enterotube (Roche Diagnostics, Nutley, New Jersey, USA a Hoffmann-la Roche a Cie, Basle,
Svfcarsko), pou’{ivé specidlnf vicekomdrkové nédobky, naplnEné tuhymi pidami pro bioche-
mické dZely, @ ocelového drétu, ktery slouZf k‘naoékovéni t&chto pldd jednim protaZfenim
otvory v prepé’kéch komdrek. Hlavni nevfhodou jsou vysoké néklady pri pou%ivéni tohoto

. gystému, vyplyvajfci ze sloZitosti nddobky a pou¥it{ agarovych pdd.

Dals{ zplsob, zvany RB-System (Diagnostic Research, Roslyn, New York, USA), poufivé
ze dvou zkumavek, z nich% v&t%{ obsehuje 3ikmo vylitou ptdu, mensi sloupec agarové plidy.
V&t%{ se o¥kuje bakteriologickou kliZkou vpichem a na povrch plochy. Druhé zkumavka se
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ofkuje vpichem. Obsahuj{ testy na dezeminaci fenylaalaninu, St&peni laktézy, ¥tEpeni glu-

kézy, produkce sirovodiku, dekarboxylaci lysinu, pohyb a dekarboxylaci ornitinu. Relativ-
ni nevyhoda je kombinace p3d a testd, a z toho resultﬁjici citlivost na p¥isné dodr¥ovéni
technologického postupu. Systém API 20 (Analytab Products, Carle Place, New York, UsSA)
vyuZ{vd tvarovaného pruhu folie speciéln& modelovanych komirek, obsehujicich lyofilizova-
né substraty pro~20 testd. Komirky se o¥kujf pasteurovou pipetou suspenzf bakterif, né&- |
které se prevrstvi parafinovym olejem, uloZ{ do plastikovych pouzder, zvlh¥enych destilo-
vanou vodou. Odef{td se za 18 hodin srovnénim s tabulkou nebo diagnostickym seznamem.
Kone¥n® Minitek System (BBL, Cockeysville, Marylend, USA) vyuf{véd plastikového panelu
.8 deseti jamkemi, do nich¥ se vklédajf papirové disky nasycené substréty. Ofkuje se sus-
penzi ve speciélnim bujonu mechanickou mikropipetou s hroty pro jedno poufiti. Sestavu

testd lze volit.

Nevyhody znémych zplsobd spo¥ivajf predeviim v zatd%ovéni pomocného personélu p¥i
myti, sterilizaci, kompletaci a p¥isunu skienénych zkumavek;_éiéténi etojénkﬁ a p¥fi plnd-
ni zkumavek, Velké objemy médif zat3%uji rozpoZet laborato¥{, metody provédént testd jsou
neekonomické. Zkumavky ve’stojéncich zabiraj{ prostor na stole a v termostatech a spotie-
ba energie na prohidti zkumavek a kovovych stojénkd pfi inkubaci je znadn& vysoké.
Diagnosticky postup neni standardizovén, interpretace je mo%né v Sirokém rozmezi. Tim ne-
ni zajisténa névaznost na dalsf postupy, zejména presné zarazeni kmend pro zpracovéni dat

o rezistenci na antibiotika.

Uvedené nedostatky odstranuje podle vynélezu zplsob identifikace bakterii pro diag-

nostické dlely v mikrobiologii pomocf mikrotestd.
I

Jeho podsfata spo¥{véd v tom, Ze se uréévané bakterie neo¥kujf do odd&lenych jamek
z um¥lé hmoty, v nich% jsou uloZeny suSené substréty pro biochemické testy, nale% se in-
kubuji p¥i teplotd od 30 do 37 % po dobu 18 a% 42 hodin e poté ee vysledky jednotlivych

reakc{ porovnévaj{ s pevnou sadou vysledkd mikrotestﬁ.

Vyhody zpﬁsobu podle vyndlezu spo¥fivajf predeviim v moinostl pouzitf miniaturizova-
nych testld, vybranych podle obsahu informace v dané souatavé a jednodu3e proved1te1nych
formulovanych pro tekuté pddy & podle miry reprodukovatelnosti. Tyto testy jsou rozd&leny
do dvou krokd, ne viek vice ne¥ do t¥f, provéddnych sekven¥nd. PF¥i sestavovéni byly vzaty
v tdvahu vyvéZen& v3echny faktory, pfifem%¥ nebyl preferovén obsah informace. DalZ{ vyhoda
spodivéd v tom, %e média jsou pripravena ve vysuSeném stavu a pii provéddni jsou rozpustd-
na inokulem. Testy se provad®j{ v plastikovych sérologickych destiékéch; které dovoluji
pracovat v malém objemu. Sérologické destidky maj{ zpravidla osm ¥ad jamek po 12 v jedné
¥add. Pro jedno vySet¥enf se pouZfvd 12ti nebo 6ti jeamek. Jemky se plni tekutym médiem,
které se sudf bud ve zmrazeném stavu, nebo ze zvyZené teploty ve vakuu, nebo za normélni-
ho atmosférického tlaku. Napln&né destilky se balf do plastikové termoplastické folie,
nebo do plestikového transportnfho sé¥ku., Ke kaZdé destilce je pfiloZeno celkem 8 plasti-
kovych pipetek z polotuhé plastické hmoty, na koneci zatavenycﬁ. Tyto pipetky maj{ kelibro-
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vené dst{ tak, aby deponovely kapky v objemu bud 0,025 ml, nebo 0,050 ml. Kontrola kvali-
ty se provédi sadou testovacfch kmend. Po inokulaci se destifka inkubuje ve vlihké atmos-
fé¥e (v plastikové krabici) v normélnim laboratornim termoétatu. Odeéifé se jednoduchym
zat{zenfm za 24 hodin proti zdroji difuzntho sv&tla. Sestava testd umo¥nugje napojit in-
terpretaci vysledkd ne polita¥, nebo sestavit identifika¥ni seznam poskytujic{ pro moZné
kombinace znakd pravdépodobnost identifikace & pokyn k proveden{ dalSich testd pro druhy

krok.

Zpisob podle vyndlezu je v deldfm blfZe vysvitlen na p¥fklaedu provedeni.

P¥{klad

Pomoc{ bakteriologické platinové kli¥ky se p¥ipravila suspenze ze dvou nebo jedné
kolonie do fyziologického foztoku ve zkumavce nébo néddobce o malém objemu. Koncentrace
mikrobd v suspenzi &inila od 104 do 106 bundk v 1 ml. Pipetkou se pfeneslo po 0,1 ml sus=-
penze do ka¥dé z dvanédcti jamek, obsahujicich suSené substréty. (Na jedné destidce je
umfsténo osm #ad po 12 jamkéch, tekZe lze olfkovat osm kmend soulasn&,) Destifka s naolko-
venymi jemkemi se ulo¥ila do krabice s atmosférou, nasycenou vodnimi perami @& inkubovalo
se p¥i 37 %C po dobu 24 hodin. Poté se do ¥tvrté jemky képlo asi 10 ul Kovacsova %inidla
pro detekei indolu a do devété Barritovo reegens I a II pro detekeci acetoinu. ProhliZelo

se proti bilé plo¥e v dostate¥ném osvitleni a bylo zjisténo nésledujfc{:

a) je-1i prvn{ jemka beze zmény (sirovodik -), druhéd syt¥ ¥lutéd (mennit +), t¥et! fialovéd
(lysin +), ¥tvrtsé s Zervenym prstencem, p¥ipadnd syté gervend (indol +), pété %lutéd
(ornitin ~), Zesté a sedmé beée zmény (urea -, citrét -), osmé syt& Zlutd (ONPG +),
dev4td, desétd beze zmény (VPT -, inosit -), jedendctd beze zmény (lipéza =) a2 dvanéc-
t4 %lutd (glukoza +), ur¥fi se srovnénim s diagnostickou tebulkou bakterie Escherichie
coli;

b) je-li prvn{ jemke zakalena syt Zernou sraZeninou, druhé zbarvena £luté, tretf, &tvrt4,
pét4 beze zmdny, Zestd syt® modrd, sedmé beze zmény, osmé syt® Zlutd, devétd, desstd,
jedenéctd beze zmény, dvandctsd syt& Zlutd, urdf se bakterie Citrobacter freundii;

¢) je-li prvni jemka zakalene syt¥ Zernou sraZeninou, druhé a tr¥eti beze zmény, ¥tvrtéd
s %ervenym prstencem nebo syt& ¥ervend, pdté a Zestd beze zmény, sedmd syté Eervéné
nebo rdZové, osmé, devéts, desstéd a jedendctd beze zﬁény a dvenéctd %¥luté, diagnosti-

kuje se bakterie Proteus vulgeris.
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PREDMET VYNALEZU

Zplsob identifikace bakterii pro diagnostické udely v mikrobiologii pomoc{ mikrotes-
t8, vyzna¥ujic{ se t{m, %e se urdované bakterie nao&kuji do odd&lenych jamek v destilce
z un®lé hmoty, v nichZ jsou uloZeny susené substréty pro biochemické testy, naleZ se in-
kubujf p¥i teplot® od 30 do 37 °C po dobu 18 a¥ 42 hodin, a poté se vysledky jednotlivych

reake{ porovnavaj{ s pevnou sadou vysledkd mikrotestd.
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