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Osnova

» Opakovani

» Biochemické metody s pouzitim substratu
Rychlé metody
KultivaCni metody
Acidobazické indikatory

» Biochemické metody bez pouziti substratu

» Ukoly



Prehled identifikacnich metod

» Primé metody (hledame mikroba, jeho Cast nebo
produkt):

Mikroskopie: prukaz ve vzorku i identifikace
Kultivace: prakaz ve vzorku i identifikace
Biochemie: pouze identifikace

Prukaz antigenu : prikaz ve vzorku i identifikace
Prukaz nukleové kyseliny: pouze prikaz ve vzorku
Pokusy na zvifreti: pouze prukaz ve vzorku

» Neprimé metody — protilatky



Obecny princip biochemickych testu
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Specificky metabolismus bakterii - uziti rozdilG v
metabolismu k vzajemnému odlisovani.

Patrame hlavneé po mezidruhovych rozdilech.

Zkoukame tedy to, zdali bakterie pomoci svych
specifickych enzymu stépi substrat (cukry,
aminokyseliny, ...) v produkty. Vysledny produkt
(alespon jeden) se zméni v barve Ci skupenstvi. Pokud
se nelisi, je nutné pouzit indikator (pritomen od zacCatku
reakce nebo pridan na zaver testu).

Zpravidla sledujeme vice nez jeden znak - nutné
zhodnoceni % pravdepodobnosti a indexu typicnosti
(T;, =1 = shoda s idealni kmenem).



% pravdépodobnosti, index typicnosti (T,,)
» 99 %, T;,= 0,95 - idealni stav

» 99 %, T;,= 0,63 - atypicky kmen (pak je nutno
identifikovat, ve kterém znaku ,vyboCuje z normalu®)
nebo chyba diagnostiky

» 49,5 %, T,,= 1,00 - test je typicky pro dva taxony, ktere
je nutné dale rozlisit pomoci jineho testu



Rychlé biochemickeé testy

» Katalazovy test:
Katalaza = antioxidaCni enzym, ktery chrani bunku pred
oxidacnim stresem

Provedeni: do substratu (peroxid vodiku) rozmichame
vyzihanou kliCkou bakterie

Pozitivita: viditelné bublinky, Suméni

Staphylococcus Streptococcus
is Catalase is Catalase
positive negative
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Testy s diagnostickymi prouzky

» Oxidazovy test (cytochromoxidazovy test)
Princip: vyuziti cytochromu c oxidazy pro produkci energie.
Oxidaza-pozitivni bakterie vyuzivaji cytochrom c oxidazu -
jako terminalni akceptor elektronu pro produkci energie
vyuzivaji kyslik.
Oxidaza-negativni bakterie vyuzivaji pro produkci energie

jiné cytochromy nebo nepouzwajl kysllk pro produkci
energie viibec. |




Testy s diagnostickymi prouzky (2)

» PYR test

Enzym pyraza (pyrrolidonyl arylamidaza)

K odliseni S. pyogenes od ostatnich B-hemolytickych
streptokoku

» INAC test (indoxyl-acetatovy test)

K odliSeni M. catarrhalis od N. meningitidis a N.
gonorrhoeae

» Prouzky pro detekci béznych B-laktamaz



Jednoduché zkumavkové testy

» Prednostné dochazi k metabolizovani cukru pred
AMK:

Cukry - organické kyseliny =2 pH klesa
AMK - deaminace - vznik amoniaku - pH roste

Metabolizovani komplexniho meédia: pH nejdfive klesa a pak
opét roste.

» Acidobazicke indikatory (fenolova Cerven,
bromthymolova modfr):
Detekce zmén v pH v prabéhu rdstu mikrobu
Detekce utilizace konkrétniho substratu



Jednoduché zkumavkové testy (2)

Nékolik moznych provedeni:

» Substrat ropuzstény v tekutiné - pfimichame
testovany kmen - zména zbarveni v celém objemu nebo
v prstenci u hladiny.

Arabinozovy test: k rozliSeni E. faecalis (negativni reakce
— zelena) a E. faecium (pozitivni reakce — zluta)

» Kmen rozmichany v tekutiné - pridame prouzek
napusteny substratem.

VPT test: detekce tvorby acetoinu (pozitivni — Cervena)

ONPG test: pro detekci B-galaktosidazy; rozliSeni rodu

Citrobacter (pozitivni — zluta) a Salmonella (negativni —
bezbarva)



Jednoduché zkumavkové testy (3)

Nékolik moznych provedeni:
» Agar obsahujici substrat:
Citrat dle Simmonse pro detekci rﬁls_tufbakteril’ na
citratu jako jediném zdroji uhliku; '
rozliseni Enterobacter aerogenes
(pozitivni — modra) a E. coli
(negativni — tmave zelena).
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Slozité zkumavkoveé testy

» Test MIU (Motility, Indol, Urea)
- Pohyb — pohyblivé bakterie rostou do okoli vpichu,
nepohyblivée podél vpichu
- Tvorba indolu — po pridana Kovacsova Cinidla se vytvori
cerveny prstenec e e R
- Stépeni urey — plida se zbarvi fialové

~ MOTILITY MEDIUM



Slozité zkumavkoveé testy (2)

» Hajnova puda
Stépeni laktozy (A — negativni, B — pozitivni)

Stépeni glukoézy (C — negativni, D — pozitivni |

Produkce H,S — pozitivni — zCernani pudy

Tvorba plynu — pozitivni — potrhana puda,
bublinky, puda vysunuta nahoru

Ockuje se vpichem a hadke Al gl




Vyhodnoceni Hajnovy pudy + MIU

Test

Reakce

Pseudomonas
aeruginosa

Escherichia coli
Proteus
mirabilis
Salmonella
enterica

Citrobacter
freundi




Testy v plastovych panelech

» Miniaturizované zkumavkové testy

» Desticky s lyofilizovanymi susbtraty - pridani
suspenze bakterii ve fyziologickém roztoku nebo v
dodaném suspenznim mediu.

» Zbytek bakterialni suspenze je pouzit u zkumavkovych
testu (VPT, ONPG).

» U nas nejCasteji od firmy Erba Lachema (STAPHYteste
16, STREPTOtest 16, ENTEROtest 16, NEFERMtest
24,...).



Testy v plastovych panelech (2)

» NEFERMtest 24 (Erba Lachema)
Tri radky po osmi jamkach

» API 20 E (bioMérieux)
Princip stejny, odlisné provedeni




Vyhodnoceni destickovych testu

» Oktalové kédy: tvofi se podle pozitivnich a
negativnich vysledku

» Kod se vyhledava v kddove knize nebo softwaru.
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Ukol 1: Katalazova reakce

» Vyzihanou klickou naneste kolonie testovanych
kmenu na Cisté podlozni sklo

» Prikapnéte 3 % H,0,
» Sledujeme bublinky znacici pozitivitu.

Staphylococcus Streptococcus
is Catalase is Catalase
positive negative
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Ukol 2: Oxidazovy test

» Filtracni papirek na diagnostickem prouzku
napusteny reagens pritiskneme na kolonie
testovaného kmene.

» Prouzek polozime do vicka P«
koloniemi nahoru.

» Pozitivni: do 30 sekund
modré zbarveni

» Opozdeneé pozitivni:

do 2 minut modré zbarveni
» Negativni: beze zmeny nebos
Zmodrani po vice nez 2 minutach




Ukol 3: ONPG test pro detekci B-galaktosidazy

» Filtracni papirek na diagnostickem prouzku s reagens
vlozime do suspenze pripravené z kultury testovaneho
kmene.

» Inkubace v termostatu, odecet reakce po 4 hodinach
» Pozitivni: zezloutnuti suspen;
» Negativni: beze zmeny

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

microbeonline, com



Ukol 4: Hajnova puda

» Hajnova puda
Stépeni laktozy (A — negativni, B — pozitivni)

Stépeni glukoézy (C — negativni, D — pozitivni |

Produkce H,S — pozitivni — zCernani pudy

Tvorba plynu — pozitivni — potrhana puda,
bublinky, puda vysunuta nahoru

Ockuje se vpichem a hadke |~




Ukol 5: MIU

» Pohyb: pohyblive bakterie rostou do okoli
vpichu, nepohyblive podél

» Tvorba indolu: pozitivni — Cerveny prstenec
» Stépeni urey: pozitivni — piida se zbarvi fialové




Ukol 6: Vyhodnoceni Hajnovy puady + MIU

Test

Reakce

Pseudomonas
aeruginosa

Escherichia coli
Proteus
mirabilis
Salmonella
enterica

Citrobacter
freundi




Ukol 7a: Provedeni biochemického
identifikacniho mikrotestu

» Nachystejte si desticky
» Odhrnte radek, ve kterem jesté neni tekutina.

» Do jedné sSirSi zkumavky se zlatym klobouckem
vmichejte vyzihanou kliCkou bakterie.

» Klicku vyzihejte.
» Kapatkem suspenzi naocCkujte do vsech jamek.
» Inkubace destiCky pres noc pri 37 °C.



Ukol 7b: Vyhodnoce ENTEROtestu
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» Kmen 530 063 = E.coli: 99,89 %, T,. = 1,00



Ukol 8: Chromogenni ptida

» Pokuste se identifikovat kmeny rostouci na
chromogennich pudach na zakladé referenénich kmenu
na bocCnim stole nebo na tabuli.



MALDI-TOF
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Metoda molekularni biologie zalozena na principu
rozdeéleni nabitych Castic podle jejich molekulovych
hmotnosti v elektrickém/magnetickém poli.

Diky matrici Ize analyzovat i velké biomolekuly (pfi pfimé
lonizaci vzorku laserem dochazi ke stepeni molekul
nezadoucim zpusobem).

Smeés vzorku a matrice je ionizovana laserem ionty -
analyzovane latky jsou urychleny silnym elektrickym
polem - vstupuji do trubice detektoru mereni doby letu
castice = vypocCet poméru molekulove hmotnosti a
naboje Castice.

Hmotnostni spektrum se poté porovnava se znamymi
profily ulozenymi v databazi.






Ukol 9a: MALDI-TOF

» Spocitejte pocet kmenu z jednodenniho reportu dle
urovné identifikace.

» Pocitejte pouze prvni, nejlepSi shodu.



Ukol 9b: Identifikace $patné urcené kmene

» Pokuste se najit duvod Spatné identifikace kmene.
» Navrhnéte lepSi zpusob.



Po tomto cviceni byste méli umeét

» Znat smysl pouziti biochemickych metod v
mikrobiologii.

» Popsat princip a umet vyhodnotit zakladni
mikrobiologicke biochemickeé testy.



