Baktériumok
biokémiai vizsgalata
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Baktériumok jellemzése

Makroszkopos morfologia



Biokémiai vizsgalatok

Biokémiai identifikalas => baktérium fajra jellemz6
enzimek kimutatasa
(bizonyos enzim megléte vagy hianya)

Modszer => a baktériumot szubsztrat tartalmu
taptalajba oltjuk, enzim aktivitast indikatorral
mutatjuk ki

Feltétel => 1zolalt telep



Biokémiai vizsgalatok

Szénhidrat anyagcsere

OF-taptalaj

Oxidativ /fermentativ gliikdzbontas

csoves szilard taptalaj, eredeti szin zold
(1% glikdz + pepton + indikator (brémtimolkék))

fermentacio: alul sarga (Clostridium tetani) anaerob
oxidacio: telul sarga (Psendomonas aernginosa) aerob
oxidacio + fermentacio: egész cs6 sarga (E.col)
fakultativ anaerob



Biokémiai vizsgalatok

Russel taptalaj:

cukorbontas + gazképzés detektalasa

(laktoz + dextréz + szacharoz + Andrade-indikator)

brillant cukor: laktoz + dextrdz + szachardz
1) laktoz + : egész taptalaj piros
2) laktoz - : piros szin a taptalaj aljan

3) gazképzés: taptalaj feltoredezik



Biokémiai vizsgalatok
Modositott Russel vagy TSI (Triple Sugar Iron)

taptalaj
cukorbontas + gazképzés + H,S termelés egyszerre

(laktoz, szachardz, dextroz+ ferrifoszfat)

H,S termelés: feketedés = vas-szulfid

a két taptalaj indikatoraban kilonbozik

Russel: Andrade-indikator = piros (cukorbontas)

TSI: fenolvorss indikator = sarga (cukorbontas) (kisebb
csovek)

ogazképzés: taptalaj feltoredezik



TSI taptalaj

TSI taptalaj

a: steril

b: min. valtozas/lugos/-i-
¢: lugosisavas/-+

d: savasisavas/i+/+

e: savas/savas/+/-

(ferde szin/magas szin/gaztermelés’kénhidrogén termelés)
Magas-ferde agar cukorbontas és gazképzes

kimutatasara (brillantcukor:laktoz-dextroz-

saccharoz + Andrade indikator)

1. steril Bélbaktériumok elkulonitésére
5 :lae'::rf')-g:a;;gi‘t,iil,t l;a(f |f:gl;ztiv (Shigella) szolgalo biokémiai reakciok

Enteralis baktériumok



Biokémiai vizsgalatok

Eozin-metilénkék taptalaj:

szelektiv-ditferencial6 taptalaj
Szelektiv : Gram-negativ n6 csak rajta
Differencial : laktoz pozitiv: laktoz bontas

|
pH csokken

J

eozin kicsapodik a telepekre
metilén-kék megtesti a telepeket
L+ telep: sotét eozinos
laktoz negativ telep: szintelen



Biokémiai vizsgalatok

ONPG — proba (Orto-nitro-phenil-f3-galaktozidaz)
B-galaktozidaz aktivitas vizsgalata

laktéz = ¢glukoz + galaktoz (in vivo baktériumban)
orto-nitrofenil- B-galaktopiranozid peptonvizben
nincs indikator adagolva

A szintelen orto-nitrofenil- [3-galaktopiranozid elbontasakor

sarga szinli orto-nitrofenol szabadul fel

Lakt6z pozitiv: van permeaz, P-galaktozidaz
Laktoz negativ: nincs permeaz, [3-galaktozidaz

“lasstu laktoz fermental6k™: csak P-galaktozidaz



Biokémiai vizsgalatok

Citokrém-oxidaz rendszer vizsgalata

Oxidaz-reakcio:

modszer: 1) targylemezre szGrépapir
2) 2 csepp reagens (parafenilén-diamin szarmazék)

3) egy masik targylemez sarkaval minta vétel a
tenyészetbdl

4) 6sszekeverni
parafenilén-diamin + oxidaz enzim => oxidacié6 => lila szinvaltozas
oxidaz + : sotét lila szin (P. aeruginosa, Neisseria)

oxidaz - : nincs szinvaltozas



Biokémiai vizsgalatok

Nitrogén (aminosav) metabolizmus:

ureaz enzim vizsgalata: urea (karbanud) bontas

urea = ammonia + CO,
Christensen taptala;:

szilard taptalaj, cs6ben

ureum + dextroz + fenolvoros imndikator
ureaz pozitiv: puspoklila (lugos pH) /Proteus, Klebsiella/
“ron (savas pH) E. col:



Voges-Proskauer reakcio

(dextroz tartalmu peptonvizben acetil-metilkarbinol
termelodik, ami KOH, alfa-naftol és oxigén hatasara vérés
elszinezodeést ad)

Pozitiv: E. coli
Negativ: K. pneumoniae

Ureaz enzim termelés kimutatasa: Bé'bakténumok e|ku|onitésére

Christensen taptalaj (dextrozt, ureumot és fenilviros ve s o . v e . .,
indikatort tartalmaz). Pozitiv esethen a taptalaj pH-ja szolgalo b|okem ial rea kClOk
lugosra valtozik (a szin piispoklilara valtozik)

1. pozitiv (Proteus)

2. steril
3. negativ (E. coli)

Enteralis baktériumok



Biokémiai vizsgalatok

Indol termelés: triptofan metabolizmusabol
keletkezik

Kémcsében baktérium tenyészet

Kovacs reagens hozzaadasa, Osszerazas
A reagens piros komplexet képez az indollal
E. co/i indol pozitiv

Klebsiella pneumoniae indol negativ



Kénhidrogén termeles
kimutatasa:

a magas agarba kevert
dlomacetathdl a
kéndioxid termelés
hatasara fekete szinii
bizmutszulfid képzodik
(a taptalaj feketére
szinezodik)

pozitiv: Proteus

balra: negativ (steril)
jobbra: pozitiv

{

'

»id ;
Indoltermelés kimutatasa:

a peptonvizes baktériumtenyészetet amilalkoholban oldott sosavas
paradimetil-amino-benzaldehiddel dsszerazva pozitiv esethen az
amilalkoholos fazis élénk viros szinii lesz

1. kontroll
2. negativ (Klebsiella)
3. pozitiv (E. coli)

Bélbaktériumok elkulonitésére szolgalo
biokémiai reakciok

Enteralis baktériumok



Biokémiai vizsgalatok

LS termelés:

- kén-tartalmi aminosavak metabolizmusa

- indikator: dlom, vas, bizmut

- fekete clszinez6dés utal a nehéztém-szulfid kialakulasara

m  Olom-acetatos sz répapir bouillonban

m  Magas agar (S-tartalmi anmunosavak, 6lom-acetat)

m  Bizmut-szulfitos taptalaj

- Salmonellak szelektiv-differencidld taptalaja

- brillantzold: szelektivitasért felel8s, csak Salmonella né ki rajta
- Salmonella H,S-t tud termelm

bizmut-szulfit + H,S = bizmut-szulfid (fekete telepek)

m  Modositott Russel vagy TSI (Triple Sugar Iron) taptalay



Biokémiai vizsgalatok

Lipid metabolizmus

lecitinaz aktivitas demonstralasa tojas tartalmu
taptalajon
lecitinaz: lecitin = diglicerid + tosztorlkolin

opaleszkalo rész a telepek kortl

(Bacillus cerens)



Biokémiai vizsgalatok

Pathogenitasi és taxonomiai
tulajdonsagok

Katalaz reakcio:

Katalaz enzim termelésének kimutatasa
negativ: Streptococcus

2H,0, =2H,0 + O, ek anhiteoccie gl Sleipinats
modszer: 1) targylemezre H,O,-t cseppentiink

2) minta a tenyészetb8l, dsszekeverés
Katalaz pozitiv : buborék (Szaphylococcus genus)

Katalaz negativ : muncs buborék (Streptococcus genus)



Biokémiai vizsgalatok

Koagulaz reakcio:

csoves modszer (exokoagulaz): plazma bealvad vagy nem

clumping-teszt (endokoagulaz): targylemezen elvégezve

latex agglutinacio
1) fekete kartonra cseppentiink a reagensbél
2) muntat veszink a tenyészetb8l és dsszekeverjiik
3) fiz1ologids sooldat negativ kontrollnak

pozitiv: agglutinacio



Biokémiai vizsgalatok

Haemolyzin termelés:

o- haemolizis: nem teljes haemoglobin lebomlas

(verdoglobm)
teljes haemolizis és haemoglobin lebontas

(Y- haemolizis: mincs haemolizis)

CAMP-teszt:
Chnstie, Atkins, Munch-Petersen nevek roviditésébé

Streptococcus agalactiae teler@sitt a S aurens P-haemolitikus

zonajat. (lepkeszarnyszer()



Biokémiai vizsgalatok

CAMP-préba (Christine, Atkins, Much-Petersen)

Streptococens agalactiae és Staphylococcns anrns szélesztése véres agarra. A S. agalactiae egy er8s
diffazibilis anyagot képez, amely teljessé teszi a Staphylococcus sphingomyelinazanak
kitett vorosvérsejtek haemolizisét.




Biokémiai vizsgalatok

DNaz termelés

DNS tartalmu taptalajban vizsgaljuk
DNaz elhasitja a DNS-t a taptalajpan = sésav hatasara nem tud denaturalédni
Ha a baktérium nem termel DNaz-t = sésav hatasara denaturalédik a DNS

DNaz pozitiv: nincs denaturacios sav (S. aurens)

DNaz negativ: van denaturacios sav (S. eprdernidis)

DNaz enzim kimutatasa



Biokémiai vizsgalatok

Automatizalt mikromodszerek: API
(Automated Profile Identification)

mikropléteken is elvégezhet8k a biokémiai
reakciok

detektalas utan szamitogép segitségével azonositas

egyszerre tObb vizsgalat végezhet6, ogyorsabb




