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Postaveni v systému metod

e Primé metody (prokazujeme
mikroba - jeho c¢ast - jeho produkt):
- Mikroskopie - prukaz ve vzorku i id.

- Kultivace - prukaz ve vzorku i identifikace

- Biochemicka identifikace - jen
identifikace!

- Prukaz antigenu - prukaz ve vzorku i id.

o 7 : i 1
- Prukaz nukleové kyseliny - zpravidla jen
brukaz ve vzorku

- Pokus na zvireti - zpravidla prukaz ve
vzorku

e Neprimeé metody (protilatky)




Obecny princip I

e Jak jsme si rekli pri povidani o fyziologii
mikrobul, bakterie maji svUj metabolismus.

e Primyslova mikrobiologie vyuziva
bakterialniho metabolismu (zejména
fermentativniho katabolismu) k vyrobé
ruznych latek, véetné Fady potravin

e Klinicka mikrobiologie vyuziva
vzajemnych rozdilu v metabolismu mezi
bakteriemi

e Zajimaji nas pritom mezidruhové
rozdily. Rozdily mezi kmeny jsou spise
na obtiz
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Obecny princip II

e | mezi savci jsou rozdily. Clovéek neumi
tvorit vitamin C, nekteri savci ano

e Bakterii predlozime urcity substrat a
zkoumame, zda ho bakterie pomoci
svého enzymu zmeéni v produkt.
Produkt se musi lisit od substratu
skupenstvim cCi barvou. Nelisi-li se,
uzijeme indikator

e Existuje pritom velké mnozstvi
zpUsobu technického provedeni
tohoto typu testidl.



Samozrejme ze...

e je velky rozdil, jestli bakterie provadéji
fermentaci nebo aerobni respiraci

e je rozdil, jestli bakterie stépi spise
bilkoviny a aminokyseliny (napriklad
rod Proteus) nebo spise cukry
(napriklad rod Klebsiella)

e Casto je stépeni urciteho substratu
znakem adaptace na urcité prostredi
(dobre adaptované enterobakterie stépi
laktozu, kterou nachazeji v nasem
streve)



Pro pripomenuti...

Jestlipak vite, ze jste se s takovym
biochemickym testem uz vilastne
setkali? Ze ne? Ale ano, u kultivace.
ENDOVA PUDA

v sobé zahrnuje
biochemicky test:
rozlisuje bakterie na |
ty, které uméji stepit
laktozu, a ty, které to &

neumeiji.

7 vag
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Problémy - reseni

e Sledujeme-li jen jeden znak, je velka
pravdeépodobnost, ze narazime na
atypicky kmen a identifikace bude
chybna

e Je vsak velmi mala pravdepodobnost,
ze by se kmen choval atypicky napr. v
deseti ruznych testech najednou

e Proto &im vic testu, tim vétsi
pravdepodobnost, ze se nepleteme



Pravdépodobnost vysledku

e Jak jsme si rekli, ¢im vice testd pouzijeme,
tim mame lepsi Sanci, ze se nepleteme

e Presto tato Sance nikdy neni celych 100 %

e Je pak na zvazeni identifikujiciho, zda mu
takova mira pravdepodobnosti staci, nebo zda
provede dalsi rozlisujici testy



Nejen procento pravdépodobnosti,
ale i index typicnosti kmene

e \/e skutecCnosti je vysledek biochemické
identifikace zpravidla charakterizovan
dvéma cisly, nikoli jen jednim:

- 9 pravdépodobnosti: napr. ze je 90%

pravdéepodobnost, ze kmen opravdu je
Klebsilla pneumoniae a ne néco jineho

- Index typicnosti: mira shody s ,idealnim
kmenem™“Klebsilla pneumoniae. Pokud je
kmen idealni, je T.,, = 1,00; pokud kmen
napr. netvori indol, ackoli 90 % klebsiel ji
tvori, bude T,, nizsi nez 1,00



Priklady

e Kmen ma identifikaci 99 %, index
typicnosti 0,95. Idealni stav, pravdépodobné
,je to ono".

e Kmen ma identifikaci 99 %o, ale index
typic¢nosti jen 0,63. MuzZe jit o atypicky kmen
(je dobré zjistit, ktery test ,mluvi proti
identifikaci), ale také o chybu diagnostiky

e Dva kmeny maji index typicnosti oba
1,00, procento pravdépodobnosti kazdy
49,5 % (jedno procento zbyva na ,,jine").
To znamena, ze je to urciteé jeden z nich, ale
bez rozliSujicich testu nezjistime, ktery to je.



Jednotlivé testy, nebo
kombinace?

e Jednotlivy test Ize pouzit tam, kde
potrebujeme vzajemne rozlisit dvé
vyznamne skupiny (cCeledi, rody...) a kde
existuje test, ktery ma jedna skupina
temer ve 100 % pozitivni a druha témeér
ve 100 % negativni

e Kombinace jsou vhodne tam, kde testy
maji vice pravdepodobnostm charakter,
a kde potrebUJeme rozlisit V|ce nez dve
(nékdy i desitky) skupin, rodd, druhu
apod.



Moznosti praktického
provedeni

e Rychlé testy (vteriny az minuty)
- Katalazovy test
— Testy s diagnostickymi prouzky (oxidaza)
e Testy s inkubaci (hodiny az dny)
— Jednoduché zkumavkove testy
— Slozité zkumavkoveé testy
- Sady jednoduchych zkumavkovych testu
— Testy v plastove desticce (miniaturizace)
- Jiné testy (napf. Svejcarova plotna)



Katalazovy test

e Katalazovy test: velmi jednoduchy, do
substratu (roztok H,0O,) rozmichame
bakterie. Bublinky = pozitivita. Princip:
2 H,0, > 2H,0 + 0O,

medic.med.uth.tmc.edu/path/oxidase.htm

Catalase + (atalase -



Testy s diagnostickymi prouzky

e Testy s dg. prouzky — Reakcni ploskou se
dotkneme kolonii. V pripadé pozitivity
ploska zmeéni barvu. Nejbéznéjsi jsou
tyto:

- oxidaza - prouzek zmodra

— INAC - prouzek po nekolika minutach
zmodrozelena

— PYR - prouzek po nekolika minutach,
prikapnuti Cinidla a dalsi minuté cekani
zcervena

— betalaktamazovy strip — tyka se testovani
nékterych faktoru rezistence (viz pristé)



Oxidazovy test




Jednoduché zkumavkoveé testy

e Mohou probihat v tekuteé fazi, nebo
VvV agaru.

e \/ obou pripadech je ve zkumavce
substrat, pripadné také indikator.
Substrat se muze pfidat i tak, ze je
substratem napusténa reakcni ploska
prouzku (ONPG-test).

e Pozitivita testu = zmeéna zbarveni

(v celéem objemu, nebo jako prstenec u
hladiny)



Piklady jednoduchych 'ﬁ
zkumavkovych testu

e Arabinoza - tekuta. ] %
Zezloutnuti = pozitivni, zustane . 5’
zelena = negativni (pro N &

enterokoky) /7

e Simmons citrat - agarova.
Zmodrani = pozitivni, zelena =
negativni

e ONPG a VPT - s pridanim
prouzku. U ONPG tekutina
zezloutne, u VPT se vytvori
cerveny prstenec u hladiny




Slozité zkumavkove testy

e \/ jedné zkumavce probiha vice reakci

e Napr. test MIU.

- M = motility - pohyb (zakal se rozléza
polotekutym agarem, nezustava jen v misté
vpichu)

- I = indol (pozitivita = Cerveny prstenec)

- U = urea (stépeni mocoviny indikuje
zruZzovéni celé pudy)

e Nebo Hajnova puda, kterd detekuje
stepeni glukdzy, tvorbu plynu z glukozy,
steépeni laktozy a tvorbu sirovodiku



MIU

NG AN AN
e Motility — pohyb. Pohyblivé bakterie
rostou nejen kolem vpichu, ale v celem
objemu zkumavky.

e Indol (tvorba). U bakterii tvoricich indol
se po pridani Kovacsova cinidla vytvori
cerveny prstenec na styku cinidla a
pudy

e Urea (mocovma) Stepem mocoviny -
cely objem pudy zruzovi




MIU + Hajnova puda

E. coli Shigella



MIU by samozrejme Slo délat |
jako tri jednotlivé testy:
pohyb...




..indol a ureu

medic.med.uth.tmc.edu




Hajnova puda
e Cerveny vréek - laktdza o

negativni Al |B||C||D
e Zluty vrsek - laktoza pozitivni
e Cerveny spodek - glukdza

negativni

e Zluty spodek - glukédza
pozitivni

e Cerny spodek - bakterie tvori \_/
sirovodik

e Potrhani pudy c¢i odsunuti
nahoru - bakterie tvori plyny S

pri fermentaci glukozy ;



Hajnova puda




Sady zkumavek

e Slozité zkumavkove testy maJ| SVE
nevyhody Casto pfi p02|t|V|te jednoho
testu neni videt, zda je p02|t|vn| test
jiny. Spatné se automatlzuy a vyzaduji
dobre zaskoleného pracovnika

e Jednodussi je sada nékolika
jednoduchych zkumavkovych testu

e Lze ovsem i zkombinovat testy slozité a
jednoduché (napr Hajna + MIU +
Simmons citrat + ornithin dekarboxylaza
+ ureaza)




Miniaturizace: testy
v plastovych panelech

e Miniaturizace sady Jednoduchych
zkumavkovych testu > testy v dulcich
plastovych mikrotitracnich destlcek
Misto kazdé zkumavky je jeden dulek

e Pocet testl v sadach kolisd od sedmi
(NEISSERIAtest) po vic nez padesat

e LiSi se v technickych detailech. Vzdy je
vsak substrat vysuseny, bakterie se
nejprve rozmicha ve fy2|olog|ckem
roztoku nebo suspenznlm meédiu a pak
se kape ¢i lije do dulku



Provedeni testu od firmy Erba

V =7/

Lachema (u nas nejbéznéejsi)

Vyrobce dodava desticky s vysusenymi
substraty, umisténymi na dné dulku v destiéce

Pracovnik pripravi suspenzi bakterie ve fyziologickém
roztoku nebo v suspenznim mediu

Do kazdého dulku se kdpne kapka ¢&i dvé suspenze
Zbytek suspenze se u nékterych testu jesté
vyuzije jako zkumavkovy test s diagnostickym
:>rouzkem (ONPG, VPT), dale se vyockuje na
hevnou pu pro ovéreni Cistoty kultury

Desticka i zkumavka se inkubuje v termostatu




NEFERMtest 24 Pliva Lachema:
do jednoho ramecku lze vlozit
Ctyri trojradky
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Vyhodnoceni destlckovych
testu

e Z takového testu dostaneme radu
vysledku - vétSinou ve tvaru ,+" (test
pozitivni, substrat stépen, doslo ke
zmene) nebo ,-" (test negativni, substrat
nebyl $tépen, zbarveni zustalo puvodni).

e Priklad: + -+ + +-------- + + + +

e Je nékolik zpusobu, jak takovou Fadu
prevest na ,Citelny vysledek"



Mozné zpusoby hodnoceni

e Porovnani s tabulkou je mozné jen u
jednoduchych testu a jasnych vysledku.

e Prepocet na oktaloveé kody plus vyhledani
vysledku v seznamu kddu. Nejbé&znéji
pouzivano

e \Vysledek se zada do pocitace, ktery
,vyplivhe™ vyhodnoceni. Ne vzdy praktické

Pocitacové hodnoceni se pouziva hlavné
tehdy, pokud uz ,cteni" vysledku probiha
automaticky, napr. na spektrofotometru.



Prakticky priklad

e Zaznamenaji se pozitivni a negativni
vysledky reakci

e Pod kazdou trojici se napise 1 -2 - 4

e Sectou se pro kazdou trojici pouze
cislice u ,,+", nikoli u, =" (ty se
preskrtnou)

Test | JAN | LEN | MAG | TOM | PET | KAR | FRA | HAN
Vsl + | = |+ |+ |+ | - | - | -

1 (27 4| 1| 2 D> 2
Kod 5 3




Konkrétné u ENTEROtestul6

(17 testu)
(530 063 = E. coli, 99,89 %, T,,=1,00)

112 |3 |4 |5 (6 |7 (8 (9|1 (1 (1 |1 |1 |1 |1 |1
Q) H |G |F | |lplc !B |A 1|0 |1 |2 |3 |4 |5 |6 |7
al H |G |F |E |D |[C [B |A
Z 7 v 7 V 4 A\ 4

O| Prvni radek panelu Druhy radek panelu




Jiné identifikacni testy

e Kromé testl zaloZzenych pfimo na Stépeni
substratu, existuji i jiné podobné testy,
které zkoumaji vybaveni bakterii
urcitymi enzymy ci faktory virulence.
Napriklad:

— Test schopnosti koagulovat kralici plasmu
— Test schopnosti aglutinovat kraliCi plasmu

— Test schopnosti ,odpouzdrit" opouzdreny
kmen (hyaluronidazovy test)




Plasmakoagulaza a
hyaluromdaza (oba testy se
uzivaji u stafylokoku)

www.hardydiagnostics.com




Diagnostické pouziti antibiotik

e Jednou z moznosti je také testovani in vitro
citlivosti na urcité antibiotikum v pripade, ze
vime, ze kmen X je ve 100 % citlivy a kmen
Y je ve 100 % rezistentni. Ovsem ani tady
tech ,100 %" nebyva stoprocentnich...

e Prikladem je treba optochinovy test

e Praktické provedeni je stejné jako u testu
citlivosti na antibiotika, které si probereme
priste



Optochinovy test pozitivni a
negativni

http://www.mc.maricopa.edu



Jiné metody identifikace
bakterii - prukaz antigenu

e \/yuziti vazby specifické protilatky



Jiné metody identifikace
bakterii - molekularni techniky

e Analyza DNA

— Hybridizace nukleovych kyselin

— Urceni pritomnosti (specifické) sekvence
nukleové kyseliny

— Komplementarni proba hybridizuje s DNA
sekvencemi studovaného organismu

e Porovnani $tépeni DNA (plasmidu)

restrikCnimi enzymy

— Uréeni pfibuznosti organismu

- Uzitecne y pripade nespadno kultivovatelnych

organismu a organismu produkujicich toxin
(produkt genu kodujiciho



Jiné metody identifikace
bakterii - molekularni techniky

e Metoda FISH

— Fluorescencni hybridizace in situ

— Préoby znacené fluorescencni znackou

- Préby komplementarni k 16S nebo 18S rRNA

— Specifita zavisla na sekvenci proby

— Skupina organismu, urcity organismus

— VyuZiti rdznych fluorescen&nich barviv pro
soucasnou analyzu vice organismu

— VyuZiti i pro detekci patogenu v potravinach a
klinickych vzorcich



Jiné metody identifikace
bakterii - molekularni techniky

e Metoda PCR
- vyuziti genu specifickych pro dany
organismus
— identifikace neznameho organismu
— vyuziti pro identifikaci obtiznée
kultivovatelnych mikroorganismu



ova éra diag




Jiné metody identifikace
bakterii - MALDI

¢ Hmotnostni spektrometr

— Hmotnostni spektrometr (MS) pristroj pro
stanoveni hmotnosti atomu molekul a
molekulovych fragmentdu.

— Princip MS spociva v prevedeni pevné faze do
faze plynné ionizaci
— Vzniklé ionty jsou elektricky (magneticky)

separovany v hmotnostnim analyzatoru na
zaklade pomeru hmotnosti k naboji

— Detektor zachycuje signdly iontl uvolnénych z
analyzatoru



Jiné metody identifikace
bakterii - MALDI

e MALDI-TOF MS

— MALDI je ionizacni metoda

e ke vzorku se pridava krystalizujici a svetlo-
absorbujici latka (matrice) - zajisti integritu molekul
behem analyzy

o krystaly matrice absorbuji energii fotonu z laseru,
ionizace velkych molekul je tak setrna - molekuly
nejsou fragmentovany

— kombinaci MALDI s hmotnostnim
sEektrometrem vznikla metoda pro
charakterizaci biopolymeru, bjomolekul a
makromolekulovych komplexu

e proteinu a proteinovych komplexu, DNA g RNA,
polysacharidu, glykoproteinu a glykolipidu

e pro rozdéleni iontu Ize vyuZit ruzné analyzatory, napf.
lontova past

- u MALDI MS se pouziva pruletovy analyzatore - time of
flight (TOF)



Jiné metody identifikac
bakterii - MALDI

e Cela analyza spociva v naneseni nakultivovane
mikrobialntho vzorku a matrice na Cip — kovova
desticka.

e Po zaschnuti jsou desticky s bakterialnimi vzorky
umistény do pristroje a automaticky zpracovany.

e MS analyza na zakladé detekce proteinu vytvofri
charakteristicka proteinova spektra (jednotlive
vrcholy OdeVIdaJI svou velikosti a intenzitou
proteinum uvolfiovanym b&hem analyzy)

e Zpracovani vzorku odebraného z narostlé kultury
trva priblizné 6 minut



MALDI - schéma
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MALDI - spektrum
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Na shledanou




