


Metabolismus mikroorganismu

* Metabolismus je souhrn chemickych reakci slouzici k
preméné latek a energie

* Metabolismus charakterizuji katabolické a anabolické
reakce

> Katabolismus
» Rozklad
» Vznik energie
> Anabolismus
» Biosynteza
» Spotieba energie



Metabolismus mikroorganismu

Rozdéleni mikroorganismti dle ndrokii na vyZivu

A.  Zdroj uhliku

Autotrofni — anorganické slouceniny
Heterotrofni — organickeé slouceniny
Mixotrofni - oboji

B. Zdroj redukcniho cinidla
Litotrofni — anorganické slouc¢eniny
Organotrofni — organické slouceniny

(. Zdroj energie
Fototrofni - svételnd energie
Chemotrofni - energie chemickych vazeb



Metabolismus mikroorganismu
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Metabolismus mikroorganismu

Typ metabolismu Zdroj uhliku Zdroj vodiku : Prlklad)f .
mikroorganisma

Fotolithotrofni
(Autotrofni)

Fotolithotrofni
(Autotrofni)

Fotolithotrofni
(Heterotrofni)

Chemolithortrofni

Chemoorganotrofni
Aerobné respirujici

Chemoorganotrofni
Anaerobné respirujici

Chemoorganotrofni
Fermentujici

CcO

Cco
Organické slouc¢eniny
Co,

Organické slouc¢eniny

Organické slouc¢eniny

Organické slouceniny

H,O

2

H,S

2

Organické slouceniny
(MK, alkoholy, atd.)

H,S, CH,, NH,, H,

Organické slouceniny

Organické slouc¢eniny

Organické slouceniny

o,

CcO

o,

Cyanobacterium

Zelené sirné bakterie

Purpurové bezsirné
bakterie

Sirné, nitrifika¢ni
bakterie, atd.

Aerobni nikroorganismy

Anaerobni
mikroorganismy

Kvasinky, bakterie
mléc¢ného kvaseni,
anaerobni bakterie, atd.



Metabolismus mikroorganismu

Chemoorganotrofni (chemoheterotrofni)
* Zdroj energie a zivin organické slouceniny
* Vétsina medicinsky vyznamnych mikroorganismt
o Zisk energie:
A.  Respirace

Aerobni
Anaerobni

B. Fermentace
Anaerobni proces
Donorem i akceptorem elektront je organicka slou¢enina (glukosa, maltosa, sacharosa,

atd.)

Druhy fermentace
- Ethanolové kvaseni
« Mléc¢né kvaseni
-+ Proprionové kvaseni
« Octové kvaseni
- Maselné kvaseni
- Citrénové kvaseni



Metabolismus mikroorganismu

* Vyznam znalosti metabolismu mikroorganismt

e Diagnostickeé znaky
« Fermentace cukrti
« Redukce nitratt
« Redukce siranti - tvorba sirovodiku
» Metachromaticka granula - shromazdovani fosfatt

« Tvorba enzymt

e Metabolity jako faktory patogenity

 Toxiny



Blizsi urceni patogena

* Predbézna identifikace
e Mikroskopie
e Makroskopicky popis kolonii

¢ Identifikace podrobna

1. Omezené mnozstvi identifika¢nich kmenti pro potvrzeni
predbézné identifikace
« Jednotlivé biochemické test
«  Hemolytické interakce
2. Vyuzivajici komercné dodavané sety
«  Biochemické sety
3. Step-by-step pristup
4. Hmotnostni spektrometrie
= POR



Blizsi urceni patogena

* Mikroskopie
e Dostacujici k urc¢eni skupiny
e Urceni rodu a druhu jen u vyjimek (parazitologie)
¢ Kultivace
e Urceni rodu a druhu jen u vyjimek (diagnostické ptidy)
e Neékteré testy vyuzivaji specialnich kultiva¢nich narokt

e Satelitovy fenomén — Haemophilus spp.

* Fyziologicke vlastnosti
e Hemolyziny
« Beta hemolyza - tplna
 Alfa hemolyza - ¢astec¢n4, viridace
« Gama hemolyzy - beze zmény

Haemophilus influenzae - satelitovy fenomén



Blizsi urceni patogena

* Fyziologické vlastnosti
e Hemolyziny
» Beta hemolyza - uplna
« Alfa hemolyza - ¢astec¢na, viridace
« Gama hemolyzy - beze zmény
e Hemolytické interakce

 Zesileni nebo zeslabeni hemolyzy

- Streptococcus agalactiae, Listeria monocytogenes

» Zesileni beta hemolyzy S. aureus
« Arcanobacterium heamolyticus
- Zeslabeni beta hemolyzy

Pozitivni (nahote) a reverzni (dole) CAMPv test



Blizsi urceni patogena

* Dnazy
e Speciadlni ptida
 Identifikace stafylokokti
* Plasmakoagulazy
e Volna nebo vazana
 Identifikace stafylokokti
* Antigenni analyza
e Urceni druhu nebo sérotypu bakterii
e Princip aglutinace
* Aglutinace na nosicich
e Abvazané na latexové castice
 Blizsi urceni beta-hemolytickych streptokok
* Metody moderni
e PCR
e Hmotnostni spektrometrie



Blizsi urceni patogena

¢ Biochemickeé vlastnosti

e Dostatec¢né testovani biochemickych vlastnosti umoznujici
vzajemné rozliSeni mikroorganismi
e Jednotlivé testy

» Cytochromoxidazovy test — pozitivni pro neisserie, pseudomonady,
campylobaktery

e Biochemické ,kliny”
- Identifikace enterobakterii
 Kultiva¢ni ptida s biochemickym klinem
e Soupravy
 Pro celé skupiny mikroorganismi
« Obsahuji nékolik rtznych test biochemickych vlastnosti
- Enterotesty, Api sety, Staphytesty, aj.



Katalazovy test

Priitkaz pritomnosti enzymu kataldzy v mikroorganismech.

* Princip
e Kataldza katalyzuje reakci s peroxidem vodiku za vzniku H,O a
oxidovaného substratu (O,), ktery je viditelny ve formé bublinek.
* Vyuziti
e Nejcastéji na rozliseni gram pozitivnich kokii:
« Staphylococcus spp. (+) x Streptococcus spp. (-)
* Pracovni postup
* Na cisté podlozni sklicko kapnéte kapku H,O,.

. lVypélenou klickou rozsuspendujeme do kapky kolonie testovaného
kmene.

e Sledujte tvorbu bublin.



Cytochromoxidazova aktivita

Test na priitkaz cytochromoxidazové aktivity mikroorganismd.

* Princip
e Reakce N,N-dimethyl-1,4-fenylendiaminu a a-naftolu s mikrobidlnim enzymem
cytochromoxidazou za vzniku indofenolové modii.
* Vyuziti
e Test je vhodny ke screeningu a identifikaci suspektnich kultur, napf. baterii
rodu Pseudomonas spp., Neisseria spp., Campylobacter spp.
* Pracovni postup
e Papirovou zonou prouzku setiete nékolik kolonii.
e Po1min odectéte.
* Vyhodnoceni

e Pozitivni reakce - tmavé modra az Cerna skvrna v misté nanesenych kolonii.
e Negativni reakce - nedojde ke zbarveni.



PASTOREX™ STAPH-PLUS

Rychly aglutina¢ni test pro soubéznou detekci afinity k fibrinogenu (clumping faktor),
proteinu A a kapsularnich polysacharid@ Staphylococcus aureus.

* Princip

* Reagencie obsahuje latexové castice senzibilizované fibrinogenem, IgG a specifickou

monoklonalni protilatkou proti kapsularnim polysacharidim Staphylococcus aureus.

* Vyuziti

* Identifikace Staphylococcus aureus.
* Pracovni postup

o Radné protfepte lahvi¢ku s latexovymi ¢asticemi.

e Kapnéte 1 kapku z této lahvicky na testovaci karti¢ku do testovaciho pole.

e Vypadlenou klickou resuspendujte do kapky dvé kolonie testovaného stafylokoka.

e Po dobu 20 sekund kyveme testovaci kartickou a sledujeme vyskyt aglutinac¢ni
reakce.

Vyhodnoceni

e Pozitivni aglutinac¢ni reakce - jedna se o kmen S. aureus.

e Negativni aglutinac¢ni reakce - jedna se o nékterého z koagulaza-negativnich
stafylokok.



PYRStrip

Test pro priikaz pritomnosti pyrolidonyl peptidazy.

° Princip
e Prtikaz pomoci chromogenniho substratu pro pyrolidonyl peptidazu.
* Vyuziti
e PYRstrip Ize vyuzit i pti identifikaci rod G+, katalaza negativnich kokt a
kokobacilti.

e Pozitivni u enterokok a Strep. pyogenes.
* Pracovni postup

e Papirovou zénou prouzku settete nékolik kolonii.

e Po 5 min na papirovou zénu naneste ptiloZenou pipetkou cca 5 pl
vyvijeciho ¢inidla.

e Po1-5 min odectéte.
Vyhodnoceni

e Pozitivni — Cervené zbarveni.

e Negativni - beze zmény.



PR

Komercné dodavané sety

* Testovanim biochemickych ¢i fyziologickych vlastnosti
pomoci vétsi série testll v jednom setu

* Vysledky jsou numericky zpracovany a vyhodnoceny
pomoci tabulek ¢i databaze
* Priklady komer¢né dodavanych setti
e Enterotest — identifikace enterobakterii
e Api Strip - identifikace rtznych skupin bakterii
e AuxaColor - identifikace kvasinek



Step-by-step pristup

[ Gram pozitivni koky ]

Aerobni a fakultativné

Negativni anacrobni riist Pozitivnf
Peplostreptococcus
Gemella morbillorum Negativni Katalaza Pozitivni

Strepmcoccus‘
Enterococcus
Abiotrophia
Aerococcus’ Staphylococcus
Gemella Micrococeus

Heleoccus Rothia*
Leuconostoc
Pediococcus

\ Rothia* / \ ),




anacrobni gram
negativni ty¢inky

ikroskopicka
morfologic

Aerobni a fakultativné
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\ Acineiobacter” /

Malé, jemné a/nebo Ruizné dlouhé Rovné Zakfivené
pleomorfni Slabé barvitelné ©
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( Actinobacillus” ] Vibrio .
Bordetella” Legionella’ Campylobacter
Brucella” Arcobacter’
. N . §
Cardiobacterium \_  Helicobacter )
Eikenella”
Francisella’
Pasteurella’
l.’eamaphi!us.
Bartonella”
Streptobacillus -

. R +
Enterobacteriaceae*

Stenotrophomonas*
('apﬂocjv.'ophaga:

Acinetabacter
Gardnerella

Pseudomonas

stup

Alcaligenes
Burkhorderia
Aeromonas
Flavobacterium
Acidovorax
Chromobacterium
Commamonas



Hmotnostni spektrometrie (MS)

Separace iontt podle hodnoty podilu hmotnosti a naboje (m/z)

o Zakladni ¢asti
e lontovy zdroj
o Meékka/tvrda ionizace

e Hmotnostni analyzator

gl

N

 Skenujici analyzatory

r
{

| [”

« Separuji v Case
« Prtiletové analyzatory
e Detektor

o Tvorba sekundarnich iontt

 Indukce proudu po dopadu

“Okay—who put my lunch through the mass spectrometer..?”



'MALDI-TOF MS

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

e Mékka ionizace
« Pevny nosic
- Kokrystalizace matrice se vzorkem
» Zdroj ionizace
- Nanosekundovy pulz laseru
« Absorpce energie laseru matrici

laser Bl University of
analyte/matrix spot ~ Deam BRISTOL

analyte © Paul J. Gates 2014

|

|
- Desorpce matrice z povrchu nosice i | T
- Strhavani molekul analytu : P secromete
- Plynna faze : |

|

» lonizace molekul analytu / / \



" MALDI-TOF MS

e MALDI-TOF MS

e Analyzator doby letu
« Urychleni iontt
- Elektrickeé pole
« Postup do trubice priletového detektoru
« Doba letu zavisla na podilu m/z iontt
e <mfz=<t
« >m/z=>t
e Detektor
« Porozdéleni v hmotnostnim analyzatoru dopadaji ionty na detektor
« Signal je pfeveden na digitalni informaci

Figure 1.
FIELD FREE DRIFT ZONE e
| analyte ions
from X -

source . .——>> 2
m !
— =2¢eEs|—
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E

1 s d
= [74 University of
BB BRISTOL e paul 1. Gates 2014




Blizsi urceni patogena

* MALDI-TOF MS - vyhodnoceni

e Méreni Cetnosti iontt na m/z
e Vytvoreni hmotnostnich spekter

« 0sa x - hodnota m/z
e 0say - Cetnost iontl

Ionty — detektor— elektricky proud— digitalni informace— hmotnostni spektra

Mass spectrum
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'MALDI-TOF MS

* MALDI-TOF MS - vyhodnoceni
e Prevedeni hmotnostniho spektra na seznamy
pikt
« Rucné - napft. program mMass
e Automatizované
e Porovnani piki pomoci databaze
« Rucné

« PC programy Mascot, SEQUEST,
ProteinProspector,

- Internetové databaze Swiss Prot, Genpept
« Automatizované - zavislé na dodavané knihovné
e Vysledek vyjadien skorem

« Urcuje tésnost shody mezi analytem a
referen¢nim vzorkem




MALDI-TOF MS

* MALDI-TOF MS - Pouziti
e Kvalitativni analyza proteinti a peptidt

e Analyza komplexnich slouc¢enin

e Kontrola Cistoty BACTERIAL RIBOSOME

e Identifikace mikroorganismi
» Ribosomalni proteiny
- cca 20 % bunécného proteomu MO
- cca 3% celkové hmoty
« Specifickeé pro jednotlivé druhy
« Identifikace z celych bunék

- Poprveé pouzito v roce 1996



MALDI-TOF MS

* MALDI-TOF MS - Pouziti v mikrobiologické praxi

e 7 narostlych kultur

« Identifikace bakterii

- Identifikace kvasinek

« Identifikace plisni
e 7 klinického materialu
Krev - hemokultury

Mozkomisni mok
Sinovidlni tekutina

Pleurdlni tekutina
« Mo¢

e Detekce mechanism rezistence
k ATB

« Pritomnost degradacnich produktti




Enterotest 24N

* Stanovuje 24 rtiznych biochemickych reakci pro
identifikaci gram negativnich tycek

o Celed Enterobacteriaceae
e Gram negativni ty¢inky
e Vyskyt ubikvitni — voda, ptidy, soucast bézné mikroflory
e Nékolik rodti primarné patogenni, vétSina podminéné
patogenni

* Identifikace pomoci biochemickych vlastnosti
» Utilizace cukrti
» Negativni oxiddzova aktivita
« Pozitivni katalazovy test
» Redukce nitrati



rimy prukaz

Prukaz bakterialnich slozek

* Imunochromatografické testy

e Rychlé stanoveni antigenti/toxint v klinickém materialu

Streptococcus pneumoniae — moc
Legionella pneumophila — moc¢
Rotaviry, noroviry, adenoviry - stolice
Clostridium difficile - stolice
Helicobacter pylori - stolice
Chlamydia trachomatis - moc, stéry

Streptococcus pyogenes - vytér z krku

CONTROL




imy prukaz
Prukaz bakterialnich slozek

* Nukleove kyseliny
e Hybridizace
» Molekularni
« In situ hybridizace
» Colony blot hybridizace
- Cipy
e PCR
« Real-time PCR
« RT-PCR
« RAPD-PCR
« REP-PCR




!lm\'/ prakaz "

Prukaz bakterialnich slozek

* Hybridizace
* Identifikace DNA, popi. RNA na zakladé jejich
komplementarity s uméle pripravenymi useky NK
« Sondy
e Molekuldrni hybridizace
« NK je separovana
e In situ hybridizace

» NK pritomna v biologickém materialu
» Celé bunky



imy prikaz
Prukaz bakterialnich slozek
* Hybridizace

e Denaturace DNA ve vzorku

» ZvySenim teploty, zménou pH, atd.
e Denaturace sondy

» V pripadé dsDNA sondy
e Renaturace

e Ochlazenim

e Vazba sondy na vysetfovanou NK — hybridizace
» Hybridizac¢ni signal

3 5 3 5 5
g / { / k / { /
e e e B T TR S miagl - S [
%c' \“J,, 5 ~L 1 LA conditions WAT - uelimd
o Haat, OH ‘¢ Yo - L ired) ; 2
7 Sl BE OB Ny Ny
-C-G— G-C— 2 E L g €-G— G-C—
gy L TvYr r L r L
« A - «
\ \ \ \
3 5 3 3
ate Single-strand ed denature d state Renatured
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Prukaz bakterialnich slozek

* Polymerazova retézova reakce (PCR)
e Enzymova amplifikace definovaného useku NK
 Cyklické opakovani tii kroka
e Opakovani cyklu 30x

 Predpokladany vytézek 10® amplifikovaného tseku



imy prikaz
Prukaz bakterialnich slozek

* PCR
e Cyklus (25-30x)

1. Denaturace
- Vyuziva denaturace vazeb pfi zvySené teploté
 Zvyseni teploty na 95 °C
» Oddéleni komplementarnich vladken

. Annealing
- Nutna znalost koncovych sekvenci cilového useku
- Snizeni teploty
- Nasednuti primer® - komplementarita

5. Elongace
-« Zvyseni teploty
 Polymerizace cilového useku
- Termostabilni polymerasa



rimy prukaz
Prukaz bakterialnich slozek
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fmy prukaz

Prukaz bakterialnich slozek
e PCR

e Detekce produktu

 Elektroforéza
- Rozdéleni produktu na zakladé velikosti a konformace
- Vyuziva zaporného naboje NK
- Zaporné nabité fosfaty
- Putuji od katody (-) k anodé (+)
- Provadi se vagar6zovém nebo polyakrylamidovém gelu
- Vizualizace
- Ethidium bromid, GelRed, Syber Green
» Hybridizace na membranu
- Southerntiv pienos



imy prikaz
Prukaz bakterialnich slozek

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1213 14 15 16 17 18 19 20

M

1031 bp 1031 bp
500 b S00 b
400 bg 400 b.‘i
300 bp 300 bp
200 bp 200 bp
100 bp 100 bp

Rodové specifickd PCR. Predpokladany produkt o délce 250 bp.
Sloupec M) Marker - GeneRuler™ DNA Ladder Mix (Fermentas, Litva); 1) Bez templatova kontrola; 2) Bez
templatova kontrola; 3) Negativni kontrola - Staph. aureus; 4) 93 - Lact. reuteri;



fmy prukaz

Prukaz bakterialnich slozek
® Real-time PCR

e PCR vredlném cCase

» Zalozeny na principu PCR s detekci mnozstvi DNA
v pribéhu kazdého cyklu PCR

e Detekce produktu pomoci fluorescence
« Zdroje fluorescence
» SyberGreen
- Molecular beacons sondy
- TagMan sondy
- FRET sondy

e Umoznuje kvantifikaci produktu

« Lze vypocitat ptivodni mnozZstvi templatové NK
 Vyuziti pro vypocet virové naloze



glm{/ prukaz "

Prukaz bakterialnich slozek

e RT-PCR
e Reverzni transkripce s naslednym PCR (RT-PCR)
e Jako templat je pouzita cDNA
» Prepsdana z RNA pomoci reverzni transkiptazy

e Pouziva se pro vyhodnoceni genové exprese

» Neaktivni geny v dobé vysetfeni nejsou detekovany



nmﬁpr&}(az
Prukaz bakterialnich slozek

® Real-time PCR

e SyberGreen
® NEj éaStéj i p Olliivan},’ w Pokud jsou molekuly SYBR Greenu navazany na dvoufetézcovou

v v v DNA, tak vydavaji fluorescenci
» Nespecificky fluorescencni  wwumceon |
7 Uvoliiovani molek.ul SYBR Greenu z denaturovanych molekul DNA:
SUb Strat o o o fluorescence klesa
« Interkalac¢ni ¢inidlo o O ¢
NASEDANI PRIMERU primer

- Vazba na dsDNA

o ° Nasedani molekul SYBR Greenu na vznikajici
* o dvouretézcové molekuly DNA: fluorescence se zvysuje
forward o

primer i
A A Y
m Mira fluorescence je dvounasobna oproti piivodnimu templatu

SYNTEZA DNA



rimy prukaz

Prukaz bakterialnich slozek
e Real-time PCR

e Molecular Beacons sondy

Oligonukleotidovy fetézec s komplementarnim konci
- Tvori vlasenku

Na 5 konce je navazan fluorochrom

Na 3 konec je navazan zh&Se

- Blokuje emisi fluorochromu

Denaturace zplisobi rozvolnéni vazby

Vazbou na cilovou sekvenci dojde k oddéleni zhasece s
fluorochromem a emisi zafeni

Pokud neni cilova sekvence pfitomna dojde k opétovnému
vytvoreni vlasenky



rimy prukaz

Prukaz bakterialnich slozek

Molecular beacon
Qcko viasenky

6-ti nukleotidova
baze viasenky

. )

Fluorochrom

Po denaturaci dochéazi k hybridizaci
sondy k cilové sekvenci a emisi fluorescence

Emise fluorescence
Molecular beacon WAy

h_ IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIA..{_

Cilova sekvence



rimy prukaz

Prukaz bakterialnich slozek

* Real-time PCR
e TagMan sondy

Vyuzivaji exonukledazovou aktivitu Taq polymerazy

Sonda je znacena na:
- 3" konci flourochromem

- 5" konci zhasecem

Sonda se specifiky vaze na cilovou sekvenci

Pti extenzi dochazi k dosystentizovani DNA

Taq polymeraza degraduje sondu a dochazi k flourescenci
flurochromu




rimy prukaz

Prukaz bakterialnich slozek

NASEDNUTI SONDY A PRIMERU

K DENATUROVANE DNA
Fluorochom Zhased Emise fluorescence fluorochromu

Forward je blokovana zhasecem

primerI
Reverse
l primer
Emise fluorescence A
Yoy Taq polymeraza pii syntéze DNA
< )= : o o
5 2a svou exonukleazovou aktivitou odstépi fluorochrom
SYNTEZA DNA v

- &
..

h



rimy prukaz

Prukaz bakterialnich slozek

* Real-time PCR
e FRET sondy

Parové fluorescencni sondy znacené rozdilnymi fluorochromy,
jejichZ emisni spektra se pfekryvaji

Jejich cilové sekvence lezi blizko sebe

Prvni sonda je na 5 konci znacena donorovym fluorochromem
Druha sonda je na 3" konci znacena akceptorovym fluorochromem
Pii PCR dochazi k excitaci donorového fluorochromu externim
zdrojem zatenim

Cast excitovaného zafeni pfijima akceptorovy fluorochrom
Akceptorovy fluorochrom emituje zateni o jiné vinové délce



rimy prikaz

Prukaz bakterialnich slozek

Acceptor Q Q Donor
3’ 5° 3

57 PERRRRRRREERnn e PERERRERRTRRE ettt 3 Hybridisation
Accepto%‘cvfdv Donor
3'IIIIIIIIIIIIIIIIIIIII 5’ 3'IIIHIIIIIIIIIIIIIIII 5
5’ 3’ Detection

r

57 PERRRRR R et 53; Primer Extension




rimy prukaz
Prukaz bakterialnich slozek

® Real-time PCR

e 1. faze
Nartst DNA
Fluorescence neptesahuje pozadi reakce
e 2 faze
Exponencidlni nartst DNA
- Pocet DNA je 2" kde n je pocet cyklu
Fluorescence presahuje pozadi a mtize byt zmétena
- Misto pfesazeni fluorescence nad prah reakce je oznacovano jako C,
Kvantita templatové DNA se stanovuje v této fazi
e 3.faze
« Linearni faze
» Dochazi k strmému nartistu fluorescence
e 4. faze
- Faze ,plateau”
» Kinetika reakce se zpomaluje



rimy prukaz

Prukaz bakterialnich slozek
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v prukaz
Prukaz bakterialnich slozek

* PCR
e Vyuziti
» Piimy priikaz z klinického materidlu
« Identifikace narostlych kolonii
e Vyhody
« Rychla
« Pozitivni i v pfipadé mrtvych mikroorganismi
e Nevyhody
» Draha, naro¢na
« Pozitivni i v pfipadé mrtvych mikroorganismi
» Malé spektrum mikroorganismi



