Lekarska mikrobiologie pro ZDRL

Tyden 4: Metody identifikace
bakterii, principy biochemické
identifikace

upraveno podle Ondreje
Zahradnicka



Postaveni v systému metod

= PFimé metody (prokazujeme
mikroba - jeho c¢ast - jeho produkt):
= Mikroskopie - prukaz ve vzorku i id.
= Kultivace - prukaz ve vzorku i identifikace

= Biochemicka identifikace - jen
identifikace!

s Prukaz antigenu - prukaz ve vzorku i id.

= Prukaz nukleové kyseliny - zpravidla jen
drukaz ve vzorku

= Pokus na zviteti - zpravidla prukaz ve
vzorku

m Neprimé metody (protilatky)




Obecny princip I

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

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

s Klinicka mikrobiologie vyuziva
vzajemnych rozdilu v metabolismu mezi
bakteriemi

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

m ] mezi savci jsou rozdily. Clovek neumi
tvorit vitamin C, nekteri savci ano

m Bakterii predlozime urcCity 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

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



Samozrejme ze...

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

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

m Casto je stépeni urcitého substratu
znakem adaptace na urcité prostredi
(dobre adaptovanée enterobakterie stepi
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 umeji stepit |
laktozu, a ty, které to W

neumeji.

www.medmicro.i



Problémy

m Rozdily jsou i mezi kmeny, nejen mezi
druhy

M Malokdy pozorujeme, ze 100 % ci 0 %
kmenu urcitého druhu tvofi dany enzym

o Caste_'u je to 90 %, 10 %, 70 %,
30 %...
= Jak to tfeba muze vypadat v praxi:
Jani¢kella tvori lenkuléazu v 90 % pripadl
Evickella tvori lenkuldzu v 10 % pripadd
Lenkulaza-pozitivni mikrob = ???
typicka Janickella ???
atypicka Evickella ???



Problémy - reseni

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

m Je vSak velmi mala
pravdéepodobnost, ze by se kmen
choval atypicky napr. v deseti
ruznych testech najednou

m Proto ¢im vic testu, tim veétsi
pravdepodobnost, ze se nepleteme



Pravdépodobnost vysledku

Jak jsme si rekli, ¢im vice testl pouzijeme,
tim mame lepsi sanci, ze se nepleteme

Presto tato sance nikdy neni celych 100 %
Da se vzdy rici napriklad, ze nas hypoteticky
kmen je

= na 99,3 % Janickella elegans

= na 0,5 % Evickella pulcherrima

= na 0,2 % néco uplne jiného

Je pak na zvazeni identifikujiciho, zda mu

takova mira pravdépodobnosti stacCi, nebo zda
provede dalsi rozlisujici testy



Nejen procento
pravdepodobnosti, ale i index
typicnosti kmene

m Ve skutecnosti je vysledek biochemické
identifikace zpravidla charakterizovan
dvéma Ccisly, nikoli jen jednim:

m % pravdépodobnosti: napr. ze je 90%
pravdeépodobnost, ze kmen opravdu je
Janickella elegans a ne neco jineho

s Index typicnosti: mira shody s ,idealnim
kmenem" Janickella elegans. Pokud je
kmen idealni, je T., = 1,00; pokud kmen
napr. netvori lenkulazu, ackoli 90 %
janickel ji tvori, bude T, nizsi nez 1,00



Priklady

x Kmen ma identifikaci 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 dobré zjistit, ktery test , mluvi proti
identifikaci), ale také o chybu diagnostiky

» Dva kmeny maji index typicnosti oba
1,00, procento pravdeépodobnosti 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.



Jednotlive testy, nebo
kombinace?

m Jednotlivy test I[ze pouzit tam, kde
potrebujeme vzajemne rozlisit dvé
vyznamneé skupiny (celedi, rody...) a kde
existuje test, ktery ma jedna skupina
temer ve 100 % pozitivni a druha témeér
ve 100 % negativni

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



Pohadka

= Byl jednou jeden nemocny student
Petr. Mél pUJcene neJake veC| od
spoluzaku a ted' lezel s anginou
(zpusobenou Streptococcus pyogenes)
a nemohl jim je vratit. Poprosil tedy
sestru, aby se stavila pred praktikem
v Satneé na mikrobiologii, a
spoluzakiim veéci vratila. Dal ji
k tomu prislusné instrukce



Co rekl Petr Sarce
m Protokoly vratis Honzovi. Honza ma

zelené oci, PILLRYERY, a nosi

cervenou mikinu.

m Skripta vratis Matéjovi. Matéj ma taky
zelené odi, taky, ale nosi
modrou mikinu.

m CD s Ewou Farnou vratis Liborovi. Libor

ma bl l«R1EXR4a nosi modrou

mikinu, ale ma modré oci.

m Fotky z kruhovky vratis Frantovi. Ma
modré ocCi a modrou mikinu, ale
hnedeé viasy



Sarka tedy musi sledovat
nékolik znaku

m Pouzit jen jeden znak (treba oci) by
pomohlo pri rozliSeni dvou studentui,
kteri se prave timto znakem lisi.

m Pokud je ale potreba rozeznat studenty
v ramci celé skupiny, je nutno véetsinou
kombinovat vice znak

m Aby bylo mozno rozliseni proveést, je nutno
predpokladat stalost vyskytu znakl
(Libor si nesmi obléct zelenou mikinu,
Franta si nesmi obarvit vlasy na blond




Identifikacni tabulka

Zelené oci |Blond vlasy | Modra Identifikace
mikina
4+ 4 - Honza
+ + + Mate;
- + + Libor
- - + Franta




Kdyby Sarka potkala

\' A4

priseru...

= ...kterd by byla napul Honza a napul
Franta, nemohla by studenta
identifikovat.

m Stejné je to s bakteriemi. Abychom
mohli identifikovat bakterie,
musime mit izolovany kmen.

m Z tohoto praktika existuje vyjimka, o
které se dozvite na jare az budeme
probirat G- tycinky.



Moznosti praktickeho
provedeni

m Rychlé testy (vteriny az minuty)
m Katalazovy test
m Testy s diagnostickymi prouzky (oxidaza)
m Testy s inkubaci (hodiny az dny)
= Jednoducheé zkumavkoveé testy
m Slozité zkumavkove testy
= Sady jednoduchych zkumavkovych testu
m Testy v plastové desticce (miniaturizace)
= Jiné testy (napf. Svejcarova plotna)



Katalazovy test

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

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

(.atalase + (atalase -



Testy s diagnostickymi prouzky

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

s oxidaza - prouzek zmodra
o — prouzek po nekolika minutach

= PYR - prouzek po nékolika minutach,
prikapnuti Cinidla a dalsi minuté cekani
zcervena

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



Oxidazovy test

medic.med.uth.tmc.e
du/path/oxidase.htm



Jednoduché zkumavkove testy

m Mohou probihat v tekuteé fazi, nebo
VvV agaru.

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

m Pozitivita testu = zmena zbarveni

(v celém objemu, nebo jako prstenec u
hladiny)



Priklady jednoduchych
zkumavkovych testu

m Arabinéza - tekuta. S
ZeZloutnuti = pozitivni, zUstane
zelena = negativni (pro = |
enterokoky) -

s Simmons citrat - agarova /
Zmodrani = pozitivni, zelena =
negativni

m ONPG a VPT - s pridanim medic:med. i fme.eds
prouzku. U ONPG tekutina
zezloutne, u VPT se vytvori
cerveny prstenec u hladiny




Slozité 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)
s I = indol (pozitivita = Cerveny prstenec)
s U = urea (stépeni mocoviny indikuje
zruZzovéni celé pudy)
= Nebo Hajnova puda, kterd detekuje
stepeni glukdzy, tvorbu plynu z glukozy,
stepeni laktdozy a tvorbu sirovodiku



MIU

m Motility - pohyb. Pohyblivé bakterie
rostou nejen kolem vpichu, ale v celém
objemu zkumavky.

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

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



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




...iIndol a ureu

Urease pos. Urease neg.

medic.med.uth.tmc.edu




Hajnova puda
s Cerveny vrsek - laktdza | H I H |

negativni Al |B||C||D
m Zluty vrsek - laktéza pozitivni
s Cerveny spodek - glukdza

negativni

= Zluty spodek - glukéza
pozitivni

s Cerny spodek - bakterie tvofi \_/
sirovodik

s Potrhani pudy Ci odsunuti
nahoru - bakterie tvori plyny 2achon

pri fermentaci glukozy *_



Sady zkumavek

m Slozité zkumavkoveé testy maji své
nevyhody. Casto pri pozitivité jednoho
testu neni vidét, zda je pozitivni test
jiny. Spatné se automatizuji a vyzaduji
dobre zaskoleneho pracovnika

m Jednodussi, i kdyz nékdy drazsi reseni,
je sada nekolika jednoduchych
zkumavkovych testui

m L.ze ovsem i zkombinovat testy slozite a
jednoduché (napr. Hajna + MIU +
Simmons citrat + ornithin dekarboxylaza
+ ureaza - pouzivano v nasi laboratori)



Miniaturizace: testy

v plastovych panelech

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

m Poclet testu v sadach kolisd od sedmi
(NEISSERIAtest) po vic nez padesat

m 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

Lachema (u nas nejbeznejsi)
Vyrobce dodava desticky s vysusenymi
substraty, umisténymi na dné dulku

v desticce

Pracovnik pripravi suspenzi bakterie ve FR
nebo v suspensnim mediu

Do kazdého dulku se kdpne kapka ¢i dvé
kapky suspenze

Zbytek suspenze se u nékterych testu jesté
vyuzije jako zkumavkovy test

s diagnostickym prouzkem (ONPG, VPT)
Desticka i zkumavka se inkubuje

v termostatu



Foto: O. Z.

NEFERMtest
24 Pliva

Lachema: do
jednoho
ramecku lze
vlozit Ctyri
trojradky (Ctyri —
testy, urceni Ctyr |
ruznych kmenu)
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www.ucd.ie/kyr/Images/jpgs/Photo16.htm




Vyhodnoceni destickovych
testu

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

mPriklad: + -+ ++-------- + + + +

= Je nékolik zpusobu, jak takovou fadu
prevest na , Citelny vysledek"



Mozné zpusoby hodnoceni

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

m Prepocet na oktalové kody plus vyhledani
vysledku v seznamu kddu. Nejbé&znéji
pouzivano

m 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.



Oktaloveé kody - co to je a proc

m Matematicky vzato je to vlastné
prevedeni dvojkove soustavy (zapis + +
- - + + — — —, respektive 110011000)

do osmickove soustavy (zapis 630)

m Z praktickych duvodu se zpravidla
uvnitr trojice scita opacné - normalné
by pri prevodu z dvojkové do osmickove
Ci desitkove soustavy 1 1 0 méla byt
sestka a 0 1 1 trojka, v praxi to vsak
pocitame véetsinou naopak



Oktalové kédy - II

m V praxi se tedy kazdé trojici
vysledku priradi Cislice od nuly po
sedmicku - viz nasledujici obrazovka

m Pokud ma test napr. 17 reakci (treba
velmi bézny ENTEROtest 16 k urcovani
enterobakterii ma 16 dalki + ONPG ve
zbytku suspenze), je na konci misto
trojice jen dvojice, v tom pripadé
Cislice na konci muze byt jen 0, 1, 2,
3. Pokud by reakci bylo 16 (19, 22...)
bude na konci nula nebo jednicka.



Prakticky priklad

m Zaznamenaji se pozitivni a negativni
vysledky reakci

m Pod kazdou trojici se napise 1 - 2 - 4

m SeCtou se pro kazdou trojici pouze
Cislice u ,+"“, nikoli u, =" (ty se
preskrtnou)

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

TR 4| 1| 2 PR RS
Kod 5 3




Prepocitavani trojic

- --124 0
+--124 |1 1
- +-124 |2 2
++-124 142 3
- - +124 |4 4
+-+124 |1+4 5
-+ +124 [2+4 6
++4+124 [1+2+4|7




Konkrétné u ENTEROtestul6

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

= Kromé testu zaloZenych pfimo na $tépeni
substratu, existuji i jiné podobné
testy, které zkoumaji vybaveni bakterii
urcitymi enzymy ci faktory virulence.
Napriklad:
m Test schopnosti koagulovat kraliCi plasmu
m Test schopnosti aglutinovat kralici plasmu

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




Plasmakoagulaza a
hyaluronidaza (oba testy se
uzivaji u stafylokoku)

www.hardydiagnostics.com




Diagnostické pouziti antibiotik

m Jednou z moznosti je take 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 ,sto
procent" nebyva stoprocentnich...

m Prikladem je treba optochinovy test

m Prakticke provedeni je stejné jako u
testll citlivosti na antibiotika, které
si probereme pristé



Optochinovy test pozitivni a
negativni

c -

http://www.mc.maricopa.edu
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