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Postaveni v systemu metod
m Pfim¢ metody (mikrob — ¢ast — produkt):
Mikroskopie — prukaz ve vzorku 1 1d.
Kultivace — prukaz ve vzorku 1 identifikace
Biochemicka identifikace — jen 1dentifikace!
Prukaz antigenu — prukaz ve vzorku 1 1d.

Prukaz nukleové kyseliny — zpravidla jen
prukaz ve vzorku

Pokus na zvireti — zpravidla prukaz ve vzorku

m Nepiime metody (protilatky)
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m Jak jsme s1 fekli pi1 povidani o fyziologi
mikrobu, bakterie maji svu) metabolismus.

m Prumyslova mikrobiologie vyuziva
bakterialniho metabolismu (zejména
fermentativniho katabolismu) k vyrobé
ruznych latek, vCetn€ rady potravin

m Klinicka mikrobiologie vyuziva vzajemnych
rozdilt v metabolismu mezi1 bakteriemi

B Zajimaji nas pritom mezidruhove rozdily.
Rozdily mezi kmeny jsou spiSe na obtiz
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Etanolova fermentace
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m [ mezi savci jsou rozdily. Clovék neumi tvorit
vitamin C, nektert savci ano

m Bakteri predlozime urcity substrat a
zkoumame, zda ho bakterie pomoci sveho
enzymu zmeéni v produkt, Produkt se musi liSit
od substratu skupenstvim ¢1 barvou. Nelisi-h
se, uziyjeme ndikator

m Existuje pfitom velké mnoZstvi zpusobu
technického provedeni tohoto typu testu.




Samozreyme ze€. ..

m je velky rozdil, jestli bakterie provadési
fermentaci nebo aerobni respiraci

m jc rozdil, jesth bakterie Stépi spiSe bilkoviny
a aminokyseliny (naptiklad rod Proteus)
nebo spise cukry (napriklad rod Klebsiella)

m Casto je Stépeni urCiteho substratu znakem
adaptace na urcCité prostredi (dobie
adaptovan¢ enterobakterie Stépi laktozu,
kterou nachazeji v naSem streve)




Pm przpomenutz...

Jestlipak vite, Ze jste se s takovym

biochemickym testem uz vlastne setkali? Ze

ne? Ale ano, u kultivace. ENDOVA PUDA
v sobé zahrnuje

biochemicky test:
rozlisuje bakterie na ty,
které umeéji stepit
laktozu, a ty, ktere to
neumeji.




m Rozdily jsou 1 mezi kmeny, nejen mezi druhy

m Malokdy pozorujeme, ze 100 % ¢10 %
kmenu urcCiteho druhu tvori dany enzym

m Castgjije to 90 %, 10 %, 70 %, 30 %...

m Jak to tfeba muZze vypadat v praxi:
Janickella tvori lenkulazu v 90 % pripadii
Evickella tvori lenkulazu v 10 % pripadii
Lenkuldaza-pozitivni mikrob = 7?77

typicka Janickella ???
atypicka Evickella ???
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roblémy - feseni

m Sledujeme-li jen jeden znak, je velka
pravdépodobnost, Ze narazime na atypicky
kmen a 1dentifikace bude chybna

m Je vSak velmi mala pravdépodobnost, Ze by
se kmen choval atypicky napf. v deseti
ruznych testech najednou

m Proto ¢im vic testl, tim vetsi
pravdépodobnost, ze se nepleteme




Pravdépodobnost vysledku

Jak jsme s1 fekli, ¢im vice testu pouzijeme, tim mame
lepSi Sanci, Ze se nepleteme
Presto tato Sance nikdy neni celych 100 %
Da se vzdy rici naptiklad, ze nas hypoteticky kmen je
na 99,3 % Janickella elegans
na 0,5 % Evickella pulcherima
na 0,2 % néco uplné jinc¢ho
Je pak na zvazeni i1dentifikujiciho, zda mu takova

mira pravdépodobnosti staci, nebo provede dalsi
rozliSujici testy
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Nej en procento pravdepodobnost1
ale 1 index typi¢nosti kmene

m Ve skuteCnosti je vysledek biochemicke
1dentifikace zpravidla charakterizovan
dvéma Cisly, nikol1 jen jednim:

% pravdepodobnosti: napt. Ze je 90%
pravdépodobnost, Ze kmen opravdu je
Janickella elegans a ne néco jinc¢ho

Index typicnosti: mira shody s ,,1dedlnim
kmenem* Janickella elegans. Pokud je kmen
idealni, je T,, = 1,00; pokud kmen napf.
netvofi lenkulazu, aCkoli 90 % janickel j1
tvoti, bude T, nizsi nez 1,00
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. Kmen ma 1dentifikaci 99 %, index typicnosti
0,95. Idealni stav, pravdépodobné ,,je to ono*.

m Kmen ma identifikaci 99 %, ale index
typiCnosti jen 0,63. Muze jit o atypicky kmen
(je dobr¢ zjistit, ktery test ,,mluvi proti
identifikaci), ale take o chybu diagnostiky

m Dva kmeny maji index typiCnosti oba 1,00,
procento pravdépodobnosti kazdy 49,5 %
(jedno procento zbyva na ,,jin¢*‘). To znamena,
ze je to urCit€ jeden z nich, ale bez
rozliSujicich testu nezjistime, ktery to je.
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Moznosti praktick¢ho provedeni

m Rychle¢ testy (vtefiny az minuty)
Katalazovy test
Testy s diagnostickymi prouzky (oxidaza)
m Testy s inkubaci (hodiny az dny)
Jednoduch¢ zkumavkové testy
SloZité zkumavkové testy

Sady jednoduchych zkumavkovych testu

Testy v plastove destiCce (miniaturizace)

Jiné testy (napf. Svejcarova plotna)
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Katalazovy test

. velmi jednoduchy, do substratu
(roztok H,O,) rozmichame bakterie. Bublinky =

pozitivita. Princip: 2 H,O, 2 2 H,O + O,

Eatalase. = atalase -




T esty S d1agnostlckym1 prouzky

m [esty s dg. prouzky — Reakéni ploSkou se
dotkneme kolonii. V pripadée pozitivity
ploska zméni barvu. Nejbeznéjsi jsou tyto:

oxidaza — prouzek zmodra

INAC — prouzek po n€kolika minutach
zmodrozelena

PYR — prouzek po n€kolika minutach,
piikapnuti Cinidla a dalsi minuté Cekani
zcervena

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




Oxidazovy test

Chadase
e,

L
e

Chadase

W pos.
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J ednoduche zkumavkove testy

m Mohou probihat v tekut¢ fazi, nebo v agaru.

m V obou pripadech je ve zkumavce substrat,
pripadn¢ také indikator. Substrat se muze
pridat 1 tak, ze je substratem napusténa
reakCni ploska prouzku (ONPG-test).

m Pozitivita testu = zmeéna zbarveni (v celem
objemu, nebo jako prstenec u hladiny)
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klady J 3 dﬂOduchyCh
zkumavkovych testu

Cl[l!te + ot o

m Arabinoza — tekuta. Zezloutnuti =
pozitivni, zustane zelena = negativni
(pro enterokoky)/>
B Simmons citrat =agarova. Zmodrani |

= pozitivni, zelena = negativni
m ONPG a VPT - s piidanim prouzku.

U ONPG tekutina zeZloutne, u VPT

se vytvori Cerveny prstenec u

hladiny
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Slozite zkumavkove testy
m V jedné zkumavce probiha vice reakci

m Napr. test MIU.
M = motility — pohyb (zakal se rozléza polotekutym
agarem, nezustava jen v misté vpichu)
I = 1ndol (pozitivita = Cerveny prstenec)
U = urea (Stépeni mocCoviny indikuje zrizoveéni celé
pudy)
m Nebo Hajnova puda, ktera detekuje Stépeni
glukdzy, tvorbu plynu z glukozy, Stépeni
laktozy a tvorbu sirovodiku




MIU by samoziejmé §lo délat i jako
tf1 jednotlive testy: pohyb.







Hajnova puda
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Cerveny vrsek — laktoza negativni

Zluty vriek — laktdza pozitivni

Cerveny spodek — glukdza ‘
negativni

Zluty spodek — glukoza pozitivni
Cerny spodek — bakterie tvofi N N
sirovodik

Potrhani pudy ¢1 odsunuti nahoru

— bakterie tvori plyny pi1 -

fermentaci glukozy




Sady zkumavek

m Slozit¢ zkumavkove testy maji sve nevyhody.
Casto pfi pozitivité jednoho testu neni vidét,
zda je pozitivni test jiny. Spatné se
automatizuji a vyzaduji dobie zaSkolen¢ho
pracovnika

NN

m Jednodussi, 1 kdyz nékdy drazsi feSeni, je sada
nékolika jednoduchych zkumavkovych testi

m [ze ovSem 1 zkombinovat testy slozité a
jednoduché¢ (napt. Hajna + MIU + Simmons
citrat + ornithin dekarboxylaza — v nasi labor.)
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Mlmaturlzace testy v p astovych

panelech

B Miniaturizace sady jednoduchych
zkumavkovych testi = testy v dllcich
plastovych mikrotitraCnich destiCek. Misto
kazdé zkumavky je jeden dulek

m Pocet testu v sadach kolisa od sedmi
(Neisseria Test) az po vice neZ padesat

m LiSi se v technickych detailech. Vzdy je
vSak substrat lyofilizovany, bakterie se
nejprve rozmicha ve FR nebo suspenznim
mediu a pak se kape €1 lije do dulku




Pro‘vedem testu od ﬁrmytha
Lachema (u nas nejbézn¢si

Vyrobce dodava desticky s lyofylizovanymi substraty,
umisténymi na dn¢ dulku v destiCce

Pracovnik pripravi suspenzi bakterie ve FR nebo

v suspensnim mediu

Do kazdého dulku se kapne kapka suspenze €1 dvé
kapky

/Zbytek suspenze se Casto jeste vyuzije jako
zkumavkovy test s diagnostickym prouzkem (ONPG,
VPT)

Desticka 1 zkumavka se inkubuje v termostatu




~ NEFERMtest 24

Pliva Lachema:
do jednoho ramecku
lze vlozit Ctyii
trojradky (Ctyt1 testy,
urceni Ctyr ruznych
~ kmenu)
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‘Vyhodnocem dest1ckovych testu

m 7 takoveho testu dostaneme radu
vysledku — vétSinou ve tvaru ,,+° (test
pozitivni, substrat St€pen, doSlo ke
zmene) nebo ,,- (test negativni, substrat
nebyl St€pen, zbarveni zustalo puvodni).

m Priklad: +-+++-------- -+ +
m Je nckolik zpusobu, jak takovou fadu
prevest na , Citelny vysledek
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Mozne zpusoby hodnoceni

m Porovnani s tabulkou je mozné jen u
jednoduchych testu a y' asnych vysledku.

m Prepocet na oktalove kody plus vyhledani
vysledku v seznamu kodu. Nejbeznéji
pouzivano

m Vysledek se zada do pocitace, ktery
,,vyplivne* vyhodnoceni. Ne vzdy prakticke

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




Oktalove kody CO to Je a proc

m Matematicky vzato je to vlastné pievedeni
dvojkov¢ soustavy (zapis + +——++———,
respektive 110011000) do osmickove
soustavy (zapis 630)

m 7 praktickych duvodu se zpravidla uvnitr
trojice sCita opacn€ — normalné by pi1
prevodu z dvojkove do osmickove €1
desitkové soustavy 1 1 0 méla byt Sestka a
0 1 1 trojka, v praxi to vSak pocCitame
vetSinou naopak
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m V praxi se tedy kazd¢ trojici vysledku
piifadi Cislice od nuly po sedmiCku — viz
nasledujici obrazovka

R

m Pokud ma test napft. 17 reakci, je na konci
misto trojice jen dvojice, v tom pripad¢
Cislice na konci1 muze byt jen O, 1, 2, 3.
Pokud by reakci bylo 16 (19, 22...) bude
na konci nula nebo jednicka.




Prakticky ptiklad
/Zaznamenaji se pozitivni a negativni
vysledky reakci

Pod kazdou trojici se napise 1 —2 — 4

Sectou se pro kazdou trojici pouze Cislice u

,, 1, nikol1 u ,, —* (ty se presktrtnou)

Test JAN | LEN | MAG | TOM | PET | KAR | FRA | HAN

visl |+ | = |+ |+ |+ | = | = | -
L[> 4 | 1] 2 DCDRD]]

Kod

S

6

0




Prepocitavani trojic

124 0
+—-——124 |1 1
—+-124 |2 2
++-124 |1+2 3
——+124 |4 4
+—+124 |1+4 S
—++124 |2+4 6
F++124 [1+2+4\7




Konkretne u ENTEROtestul 6 (17 testu)
(530 063 =E. col

1, 99.89 %, T

T, =1,00)
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Jin¢ 1dentifikacni testy

m Krom¢ testu zalozenych primo na Stépeni
substratu, existuji 1 jin¢ podobne testy,
které¢ zkoumaji vybaveni bakterii urCitymi
enzymy C1 faktory virulence. Napfiklad:

Test schopnosti koagulovat kralii plasmu

Test schopnosti aglutinovat krali¢i plasmu

Test schopnosti ,,odpouzdrit™ opouzdieny
kmen (hyaluronidazovy test)
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Plasmakoagulaza za hyaluromdaza
(oba testy se uzivaji u stafylokoku)

COAGULASE

PJ

TEST

POSITIVE NEGATIVE
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Diagnosticke pouziti antibiotik

m Jednou z moznosti je take testovani in vitro
citlivosti na urCité antibiotikum v pripadé,
ze vime, ze kmen X je ve 100 % cithivy a
kmen Y je ve 100 % rezistentni. OvSem ani
tady téch ,,sto procent* nebyva
stoprocentnich...

Prikladem je tieba optochinovy test

Praktické provedeni je stejné jako u testu
citlivosti na antibiotika, které s1 probereme
priste
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