


Metabolismus mikroorganismů
� Metabolismus je souhrn chemických reakcí sloužící k 

přeměně látek a energie

� Metabolismus charakterizují katabolické a anabolické 
reakce

�Katabolismus
� Rozklad
� Vznik energie

�Anabolismus
� Biosyntéza
� Spotřeba energie



Metabolismus mikroorganismů
Rozdělení mikroorganismů dle nároků na výživu

A. Zdroj uhlíku
Autotrofní – anorganické sloučeniny
Heterotrofní – organické sloučeniny
Mixotrofní – obojí

B. Zdroj redukčního činidla
Litotrofní – anorganické sloučeniny
Organotrofní – organické sloučeniny

C. Zdroj energie
Fototrofní – světelná energie
Chemotrofní – energie chemických vazeb



Metabolismus mikroorganismů



Metabolismus mikroorganismů
Typ metabolismu Zdroj uhlíku Zdroj vodíku Akcept. H

Příklady 
mikroorganismů

Fotolithotrofní
(Autotrofní)

CO2 H2O CO2 Cyanobacterium

Fotolithotrofní
(Autotrofní)

CO2 H2S CO2 Zelené sirné bakterie

Fotolithotrofní
(Heterotrofní)

Organické sloučeniny
Organické sloučeniny 
(MK, alkoholy, atd.)

CO2
Purpurové bezsirné

bakterie

Chemolithortrofní CO2 H2S, CH4, NH3, H2 O2
Sirné, nitrifikační 

bakterie, atd.

Chemoorganotrofní
Aerobně respirující

Organické sloučeniny Organické sloučeniny O2 Aerobní nikroorganismy

Chemoorganotrofní
Anaerobně respirující

Organické sloučeniny Organické sloučeniny
SO4

2-

NO3
-

HCO3
-

Anaerobní 
mikroorganismy

Chemoorganotrofní
Fermentující

Organické sloučeniny Organické sloučeniny ----
Kvasinky, bakterie 
mléčného kvašení, 

anaerobní bakterie, atd.



Metabolismus mikroorganismů
Chemoorganotrofní (chemoheterotrofní)
� Zdroj energie a živin organické sloučeniny
� Většina medicínsky významných mikroorganismů
� Zisk energie:

A. Respirace
� Aerobní
� Anaerobní

B. Fermentace
� Anaerobní proces
� Donorem i akceptorem elektronů je organická sloučenina (glukosa, maltosa, sacharosa, 

atd.)
� Druhy fermentace

� Ethanolové kvašení
� Mléčné kvašení
� Proprionové kvašení
� Octové kvašení
� Máselné kvašení
� Citrónové kvašení



Metabolismus mikroorganismů
� Význam znalosti metabolismu mikroorganismů

� Diagnostické znaky
� Fermentace cukrů

� Redukce nitrátů

� Redukce síranů – tvorba sirovodíku

� Metachromatická granula – shromažďování fosfátů 

� Tvorba enzymů 

� Metabolity jako faktory patogenity
� Toxiny



Bližší určení patogena
� Předběžná identifikace

� Mikroskopie
� Makroskopický popis kolonií

� Identifikace podrobná
1. Omezené množství identifikačních kmenů pro potvrzení 

předběžné identifikace
� Jednotlivé biochemické test
� Hemolytické interakce

2. Využívající komerčně dodávané sety
� Biochemické sety

3. Step-by-step přístup
4. Hmotnostní spektrometrie
5. PCR



Bližší určení patogena
� Mikroskopie

� Dostačující k určení skupiny
� Určení rodu a druhu jen u výjimek (parazitologie)

� Kultivace
� Určení rodu a druhu jen u výjimek (diagnostické půdy)
� Některé testy využívají speciálních kultivačních nároků
� Satelitový fenomén – Haemophilus spp. 

� Fyziologické vlastnosti
� Hemolyziny

� Beta hemolýza – úplná
� Alfa hemolýza – částečná, viridace
� Gama hemolýzy – beze změny

Haemophilus influenzae – satelitový fenomén 



Bližší určení patogena
� Fyziologické vlastnosti

� Hemolyziny
� Beta hemolýza – úplná

� Alfa hemolýza – částečná, viridace

� Gama hemolýzy – beze změny

� Hemolytické interakce
� Zesílení nebo zeslabení hemolýzy

� Streptococcus agalactiae, Listeria monocytogenes

� Zesílení beta hemolýzy S. aureus 

� Arcanobacterium heamolyticus

� Zeslabení beta hemolýzy

Pozitivní (nahoře) a reverzní (dole) CAMPův test



Bližší určení patogena
� Dnázy

� Speciální půda
� Identifikace stafylokoků

� Plasmakoagulázy
� Volná nebo vázaná
� Identifikace stafylokoků

� Antigenní analýza
� Určení druhu nebo sérotypu bakterií
� Princip aglutinace

� Aglutinace na nosičích
� Ab vázané na latexové částice
� Bližší určení beta-hemolytických streptokoků

� Metody moderní 
� PCR 
� Hmotnostní spektrometrie



Bližší určení patogena
� Biochemické vlastnosti

� Dostatečné testování biochemických vlastností umožňující 
vzájemné rozlišení mikroorganismů

� Jednotlivé testy
� Cytochromoxidázový test – pozitivní pro neisserie, pseudomonády, 

campylobaktery

� Biochemické „klíny“
� Identifikace enterobakterií
� Kultivační půda s biochemickým klínem

� Soupravy 
� Pro celé skupiny mikroorganismů
� Obsahují několik různých testů biochemických vlastností
� Enterotesty, Api sety, Staphytesty, aj.



Katalázový test
Průkaz přítomnosti enzymu katalázy v mikroorganismech.

� Princip
� Kataláza katalyzuje reakci s peroxidem vodíku za vzniku H2O a 

oxidovaného substrátu (O2), který je viditelný ve formě bublinek.
� Využití

� Nejčastěji na rozlišení gram pozitivních koků:
� Staphylococcus spp. (+) x Streptococcus spp. (-)

� Pracovní postup
� Na čisté podložní sklíčko kápněte kapku H2O2.
� Vypálenou kličkou rozsuspendujeme do kapky kolonie testovaného 

kmene.
� Sledujte tvorbu bublin.



Cytochromoxidázová aktivita
Test na průkaz cytochromoxidázové aktivity mikroorganismů.

� Princip
� Reakce N,N-dimethyl-1,4-fenylendiaminu a α-naftolu s mikrobiálním enzymem 

cytochromoxidázou za vzniku indofenolové modři.
� Využití

� Test je vhodný ke screeningu a identifikaci suspektních kultur, např. baterií 
rodu Pseudomonas spp., Neisseria spp., Campylobacter spp.

� Pracovní postup
� Papírovou zónou proužku setřete několik kolonií.
� Po 1 min odečtěte.

� Vyhodnocení
� Pozitivní reakce - tmavě modrá až černá skvrna v místě nanesených kolonií.
� Negativní reakce - nedojde ke zbarvení.



PASTOREX™ STAPH-PLUS
Rychlý aglutinační test pro souběžnou detekci afinity k fibrinogenu (clumping faktor),
proteinu A a kapsulárních polysacharidů Staphylococcus aureus.

� Princip
� Reagencie obsahuje latexové částice senzibilizované fibrinogenem, IgG a specifickou 

monoklonální protilátkou proti kapsulárním polysacharidům Staphylococcus aureus.
� Využití

� Identifikace Staphylococcus aureus.
� Pracovní postup

� Řádně protřepte lahvičku s latexovými částicemi.
� Kápněte 1 kapku z této lahvičky na testovací kartičku do testovacího pole.
� Vypálenou kličkou resuspendujte do kapky dvě kolonie testovaného stafylokoka.
� Po dobu 20 sekund kýveme testovací kartičkou a sledujeme výskyt aglutinační 

reakce.
� Vyhodnocení

� Pozitivní aglutinační reakce – jedná se o kmen S. aureus.
� Negativní aglutinační reakce - jedná se o některého z koaguláza-negativních 

stafylokoků.



PYRStrip
Test pro průkaz přítomnosti pyrolidonyl peptidázy.

� Princip

� Průkaz pomocí chromogenního substrátu pro pyrolidonyl peptidázu.
� Využití

� PYRstrip lze využít i při identifikaci rodů G+, kataláza negativních koků a 
kokobacilů.

� Pozitivní u enterokoků a Strep. pyogenes.
� Pracovní postup

� Papírovou zónou proužku setřete několik kolonií.
� Po 5 min na papírovou zónu naneste přiloženou pipetkou cca 5 µl 

vyvíjecího činidla.
� Po 1–5 min odečtěte.

� Vyhodnocení
� Pozitivní – červené zbarvení.
� Negativní – beze změny.



Komerčně dodávané sety
� Testováním biochemických či fyziologických vlastností 

pomocí větší série testů v jednom setu

� Výsledky jsou numericky zpracovány a vyhodnoceny 
pomocí tabulek či databáze

� Příklady komerčně dodávaných setů
� Enterotest – identifikace enterobakterií

� Api Strip – identifikace různých skupin bakterií

� AuxaColor – identifikace kvasinek 



Step-by-step přístup



Step-by-step přístup



Hmotnostní spektrometrie (MS)
Separace iontů podle hodnoty podílu hmotnosti a náboje (m/z)

� Základní části
� Iontový zdroj

� Měkká/tvrdá ionizace

� Hmotnostní analyzátor
� Skenující analyzátory

� Separují v čase 

� Průletové analyzátory

� Detektor
� Tvorba sekundárních iontů

� Indukce proudu po dopadu



MALDI-TOF MS
� MALDI-TOF MS
Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization–Time Of Fligth

� Měkká ionizace
� Pevný nosič

� Kokrystalizace matrice se vzorkem
� Zdroj ionizace

� Nanosekundový pulz laseru
� Absorpce energie laseru matricí

� Desorpce matrice z povrchu nosiče
� Strhávání molekul analytu
� Plynná fáze

� Ionizace molekul analytu



MALDI-TOF MS
� MALDI-TOF MS 

� Analyzátor doby letu
� Urychlení iontů

� Elektrické pole
� Postup do trubice průletového detektoru
� Doba letu závislá na podílu m/z iontů

� < m/z = < t
� > m/z = > t

� Detektor
� Po rozdělení v hmotnostním analyzátoru dopadají ionty na detektor 
� Signál je převeden na digitální informaci



Bližší určení patogena
� MALDI-TOF MS – vyhodnocení

� Měření četnosti iontů na m/z
� Vytvoření hmotnostních spekter

� osa x – hodnota m/z 
� osa y – četnost iontů

Ionty → detektor → elektrický proud → digitální informace → hmotnostní spektra



MALDI-TOF MS
� MALDI-TOF MS - vyhodnocení

� Převedení hmotnostního spektra na seznamy 
píků
� Ručně – např. program mMass
� Automatizovaně

� Porovnání píků pomocí databáze
� Ručně 

� PC programy Mascot, SEQUEST, 
ProteinProspector,

� Internetové databáze Swiss Prot, Genpept
� Automatizovaně – závislé na dodávané knihovně

� Výsledek vyjádřen skórem
� Určuje těsnost shody mezi analytem a 

referenčním vzorkem



MALDI-TOF MS
� MALDI-TOF MS - Použití

� Kvalitativní analýza proteinů a peptidů

� Analýza komplexních sloučenin

� Kontrola čistoty

� Identifikace mikroorganismů
� Ribosomální proteiny

� cca 20 % buněčného proteomu MO 

� cca 3% celkové hmoty

� Specifické pro jednotlivé druhy

� Identifikace z celých buněk
� Poprvé použito v roce 1996



MALDI-TOF MS
� MALDI-TOF MS - Použití v mikrobiologické praxi

� Z narostlých kultur
� Identifikace bakterií
� Identifikace kvasinek
� Identifikace plísní

� Z klinického materiálu
� Krev - hemokultury
� Mozkomíšní mok
� Sinoviální tekutina
� Pleurální tekutina
� Moč

� Detekce mechanismů rezistence 
k ATB
� Přítomnost degradačních produktů



Enterotest 24N
� Stanovuje 24 různých biochemických reakcí pro 

identifikaci gram negativních tyček
� Čeleď Enterobacteriaceae

� Gram negativní tyčinky
� Výskyt ubikvitní – voda, půdy, součást běžné mikroflóry
� Několik rodů primárně patogenní, většina podmíněně 

patogenní
� Identifikace pomocí biochemických vlastností

� Utilizace cukrů
� Negativní oxidázová aktivita
� Pozitivní katalázový test
� Redukce nitrátů



Přímý průkaz

Průkaz bakteriálních složek
� Imunochromatografické testy

� Rychlé stanovení antigenů/toxinů v klinickém materiálu
� Streptococcus pneumoniae – moč

� Legionella pneumophila – moč

� Rotaviry, noroviry, adenoviry – stolice

� Clostridium difficile – stolice

� Helicobacter pylori – stolice

� Chlamydia trachomatis – moč, stěry

� Streptococcus pyogenes – výtěr z krku



Přímý průkaz

Průkaz bakteriálních složek
� Nukleové kyseliny

� Hybridizace
� Molekulární
� In situ hybridizace
� Colony blot hybridizace
� Čipy

� PCR
� Real-time PCR
� RT-PCR
� RAPD-PCR
� REP-PCR



Přímý průkaz

Průkaz bakteriálních složek
� Hybridizace

� Identifikace DNA, popř. RNA na základě jejich 
komplementarity s uměle připravenými úseky NK
� Sondy

� Molekulární hybridizace
� NK je separována

� In situ hybridizace
� NK přítomna v biologickém materiálu

� Celé buňky



Přímý průkaz

Průkaz bakteriálních složek
� Hybridizace

� Denaturace DNA ve vzorku
� Zvýšením teploty, změnou pH, atd.

� Denaturace sondy
� V případě dsDNA sondy

� Renaturace
� Ochlazením

� Vazba sondy na vyšetřovanou NK → hybridizace
� Hybridizační signál



Přímý průkaz

Průkaz bakteriálních složek
� Polymerázová řetězová reakce (PCR)

� Enzymová amplifikace definovaného úseku NK
� Cyklické opakování tří kroků

� Opakování cyklu 30x
� Předpokládaný výtěžek 106 amplifikovaného úseku



Přímý průkaz

Průkaz bakteriálních složek
� PCR

� Cyklus (25-30x)
1. Denaturace

� Využívá denaturace vazeb při zvýšené teplotě
� Zvýšení teploty na 95 °C
� Oddělení komplementárních vláken

2. Annealing
� Nutná znalost koncových sekvencí cílového úseku
� Snížení teploty 
� Nasednutí primerů – komplementarita

3. Elongace
� Zvýšení teploty
� Polymerizace cílového úseku
� Termostabilní polymerasa

PCR game



Přímý průkaz

Průkaz bakteriálních složek



Přímý průkaz

Průkaz bakteriálních složek
� PCR

� Detekce produktu
� Elektroforéza

� Rozdělení produktu na základě velikosti a konformace
� Využívá záporného náboje NK 

� Záporně nabité fosfáty
� Putují od katody (-) k anodě (+)

� Provádí se v agarózovém nebo polyakrylamidovém gelu
� Vizualizace

� Ethidium bromid, GelRed, Syber Green
� Hybridizace na membránu

� Southernův přenos



Přímý průkaz

Průkaz bakteriálních složek

Rodově specifická PCR. Předpokládaný produkt o délce 250 bp.
Sloupec M) Marker - GeneRulerTM DNA Ladder Mix (Fermentas, Litva); 1) Bez templátová kontrola; 2) Bez
templátová kontrola; 3) Negativní kontrola - Staph. aureus; 4) 93 - Lact. reuteri;



Přímý průkaz

Průkaz bakteriálních složek
� Real-time PCR

� PCR v reálném čase
� Založený na principu PCR s detekcí množství DNA 

v průběhu každého cyklu PCR

� Detekce produktu pomocí fluorescence
� Zdroje fluorescence

� SyberGreen
� Molecular beacons sondy
� TagMan sondy
� FRET sondy

� Umožňuje kvantifikaci produktu
� Lze vypočítat původní množství templátové NK
� Využití pro výpočet virové nálože



Přímý průkaz

Průkaz bakteriálních složek
� RT-PCR

� Reverzní transkripce s následným PCR (RT-PCR)

� Jako templát je použita cDNA
� Přepsána z RNA pomocí reverzní transkiptázy

� Používá se pro vyhodnocení genové exprese
� Neaktivní geny v době vyšetření nejsou detekovány



Přímý průkaz

Průkaz bakteriálních složek
� Real-time PCR

� SyberGreen
� Nejčastěji používaný

� Nespecifický fluorescenční 
substrát

� Interkalační činidlo
� Vazba na dsDNA



Přímý průkaz

Průkaz bakteriálních složek
� Real-time PCR

� Molecular Beacons sondy
� Oligonukleotidový řetězec s komplementárním konci

� Tvoří vlásenku
� Na 5́ konce je navázán fluorochrom
� Na 3́ konec je navázán zhášeč

� Blokuje emisi fluorochromu
� Denaturace způsobí rozvolnění vazby
� Vazbou na cílovou sekvenci dojde k oddělení zhášeče s 

fluorochromem a emisi záření
� Pokud není cílová sekvence přítomna dojde k opětovnému 

vytvoření vlásenky



Přímý průkaz

Průkaz bakteriálních složek



Přímý průkaz

Průkaz bakteriálních složek
� Real-time PCR

� TaqMan sondy
� Využívají exonukleázovou aktivitu Taq polymerázy

� Sonda je značena na:
� 3´ konci flourochromem

� 5´ konci zhášečem

� Sonda se specifiky váže na cílovou sekvenci

� Při extenzi dochází k dosystentizování DNA

� Taq polymeráza degraduje sondu a dochází k flourescenci
flurochromu



Přímý průkaz

Průkaz bakteriálních složek



Přímý průkaz

Průkaz bakteriálních složek
� Real-time PCR

� FRET sondy
� Párové fluorescenční sondy značené rozdílnými fluorochromy, 

jejichž emisní spektra se překrývají

� Jejich cílové sekvence leží blízko sebe

� První sonda je na 5´ konci značená donorovým fluorochromem

� Druhá sonda je na 3´ konci značená akceptorovým fluorochromem

� Při PCR dochází k excitaci donorového fluorochromu externím 
zdrojem zářením 

� Část excitovaného záření přijímá akceptorový fluorochrom

� Akceptorový fluorochrom emituje záření o jiné vlnové délce



Přímý průkaz

Průkaz bakteriálních složek



Přímý průkaz

Průkaz bakteriálních složek
� Real-time PCR

� 1. fáze
� Nárůst DNA
� Fluorescence nepřesahuje pozadí reakce

� 2. fáze
� Exponenciální nárůst DNA

� Počet DNA je 2n
, kde n je počet cyklu

� Fluorescence přesahuje pozadí a může být změřena
� Místo přesažení fluorescence nad práh reakce je označováno jako Ct

� Kvantita templátové DNA se stanovuje v této fázi
� 3. fáze

� Lineární fáze
� Dochází k strmému nárůstu fluorescence

� 4. fáze
� Fáze „plateau“
� Kinetika reakce se zpomaluje



Přímý průkaz

Průkaz bakteriálních složek



Přímý průkaz

Průkaz bakteriálních složek
� PCR

� Využití
� Přímý průkaz z klinického materiálu
� Identifikace narostlých kolonií

� Výhody
� Rychlá
� Pozitivní i v případě mrtvých mikroorganismů

� Nevýhody
� Drahá, náročná
� Pozitivní i v případě mrtvých mikroorganismů
� Malé spektrum mikroorganismů


