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Izolacné a kultivacneé techniky

- prvotne ciele, vlastnosti MO, informacie

- Izolacia — z prirodzeného prostredia (habitatu)

- Napodobnenie podmienok prostredia

- VSeobecné zivné pody — chemicky nedefinované

» Selektivne zivné pody — chemicky definované

- Kultiva¢né podmienky — teplota, cas, pH, Ziviny,
pritomnost kyslika, esencialne zlozky, inhibi¢né
zlozky pod,
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Zakladna identifikacia

- Kultivaciou na selektivnych zivnych podach (napr. E. coli na Endovom
agare — tvori kolonie s kovovym leskom, Lactobacillus sp. na MRS agare,
Enterococcus sp. na SB agare a pod.)

- Mikroskopia — tvary baktérii, usporiadanie, gramovo farbenie, tvorba
endospor, pohyb,

- Makroskopia - rast, vona, teplota kultivacie, dlzka kultivacie...

Enterococcus
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Bifidobacterium anaerobic cocci  Clostridium

Proteus mirabilis Pseudomonas aeruginosa



|dentifikacia - zakladna

« Makroskopicky — na agaroch — tvary, vel'kost,
farba a pod.

- Mikroskopicky — tvary, velkost, sporulacia,
farbenie

- Selektivne pody s ¢iastocnou identifikaciou —
MacConkey agar

» Chromogénne zivné pody

- Diagnostické pody — Hajnov agar, XLLD, Endov
agar a pod



Farbenie podla Gramma

« Rozdelenie baktérii na zaklade bunkovej steny na G+ a G-

- Zakladna diagnostika — rozdeli oddelenia Gracillicutes (G-) a
Firmicutes (G+)

- Princip: spociva v ofarbeni oboch typov buniek krystalovou
violetou, }ireé)arét sa prekryje i6dom, ktory vytvori s farbivom
komplex, kedze G- bunk. steny obsahuji mnozstvo lipidov, tie
sa VleVOl’Il etanolu alebo acetonu rozpustaja a farbivo sa z G-
bunie lavuje, preparat prekryjeme karbolfuchsinom a G-
bunky sa farbia na ¢erveno a G+ na modro-fialovo
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Selektivne zivné pody

Baktérie selektujeme na podach na zaklade:

« Nutri¢ného zloZenia pod

» Obsahu Specifickych zloziek (ATB, zZI¢. soli...)

- Specifické rastové latky (vit., rastové faktory, iné
organizmy — H. influenza)

- Fyzikalne podmienky kultivacie (teplota, obsah
O,, Cas, pH a pod.)

- Priklady: McC, MRS, SB, EA, M17, Rogosa,
Baird Parker, VRBL...
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Diagnostickeé agary

« su Specidlne chromogénne zivné pody pomocou ktorych dokazeme rozlisit
rody a druhy baktérii na zadklade farebnej odliSnosti

« Obsahuju Specialny indikator, ktory difunduje do kolo6nii a vzavislosti od
pH meni farbu koldnii

- Pouzivaju sa v rychlej diagnostike baktérii a inych MO

- Existuje mnoho druhov pre ré6zne druhy a skupiny MO

Chromogenic-coliform agar URI select 4 agar

Chromogenic Urine Agar IV : white colonies: S.aureus;
pink colonies: E.coli; turquoise blue colonies : E.faecalis;
dark blue colonies: K.pneumoniae
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Diagnosticke agary

« Niektoré zo selektivnych Z.p. st z ¢asti aj diagnostickymi

- Priklady:
Endov agar — E. coli — kovovo-lesklé kolonie (pozor !!! aj H. alvei)
MacConkey agar — rozdel'uje za zaklade fermentéacie laktozy (L+, L-)
TSI agar (viac biochemickych ukazovatelov — H,S, plyn, cukry)
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Chromogenic Urine Agar IV : white colonies: S.aureus;
pink colonies: E.coli; turquoise blue colonies : E.faecalis;
dark blue colonies: K.pneumoniae



Biochemicke testy - Hajnov agar (TSI)




Biochemicke testy - Hajnov agar (TSI)

Hajnov agar — triple sugar iron agar (TSI)
- Je agar urceny pre identifikaciu baktérii z ¢elade Enterobacteriaceae na
zaklade schopnosti baktérii redukovat siru a fermentovat cukry

« Obsahuje tri typy cukrov (gluk6zu, laktézu a sachardzu), sulfaty zeleza a
fenolovi ¢erven ako indikator

- Fermentacia cukrov — fermentujtce (z cukrov tvoria kyseliny, pH klesa a
farba agaru sa nemeni)
- nefermentujice (vyuzivaja pepton, z
ktorého vznika amoniak, pH stipa a farba agaru sa meni zo zltej
na cervenu)

- Tvorba CO, — baktérie tvoriace CO, pretrhavaju agar
- baktérie, ktoré netvoria CO, agar netrhaja

- Tvorba H,S — ak baktérie tvoria H,S, agar sa sfarbuje na ¢ierno
- baktérie, ktoré netvoria H,S agar nesfarbuja



Biochemicke testy

- Biochemické rozdiely medzi baktériami st jednym z najdolezitejsSich
urcovacich znakov pri identifikacii baktérii

» Medzidruhova variabilita — variabilita v metabolizme

- Pouzivaju sa hlavne pri celadi Enterobacteriaceae, rode Enterococcus a
inych

« Pomocou nich sa sleduji rozne biochemické zmeny v médiach a agaroch

« Napr. tvorba H,S — sfarbenie do ¢ierna, tvorba plynu (CO,), fermentacia
roznych typov cukrov (zmena pH = zmena farby), enzymaticky rozklad
Skrobu, mocoviny a pod.
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Biochemicke testy - sety

Enterotest 24 — kompletna stiprava biochemickych testov v
mikroplatnickach pre identifikaciu baktérii z ¢elade Enterobacteriaceae —
mikroplatnicka obsahuje 24 biochemickych testov

- Potreba éistych kultar

24 hodinové kultary o denzite 1 McF° vo fyziologickom roztoku
Kultivacia na mikroplatnicke 24 hodin

Po kultivacii odcitat farebné zmeny podla referencnej tabulky

Vysledky vyhodnotime na pocitaci s pomocou programu na identifikaciu
baktérii TNW 7.0 Lite software

Encoccus test — je stiprava biochemickych testov pre identifikaciu baktérii z
rodu Enterococcus sp. — mikroplatnicka obsahuje 8 biochemickych testov
Anaero test — je stuprava biochemickych testov pre identifikaciu anaerébnych
baktérii

- Taktiez existuje mnoho biochemickych stprav pre identifikaciu r6znych
skupin baktérii (API 50 CH — Lactobacillus sp., Bacillus sp., API 20 A —
anaerdbne baktérie, RapidID 32 A — rychle do 4 hodin)




EnterTst 24




|ldentifikacia - biochemicka

o Cukrova rada — Enterobacteriaceae

» Enterotest 24, Encoccus test, Anaerotest,
Streptotest, Staphytest, candida test a pod.

- Vitek 2 system -
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Diagnostika - serotypizaciau
Enterobacteriaceae (G-)

Antigenic
determinants
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Vitek 2 system

- Vitek 2 system je pristroj na identifikaciu baktérii a
zaroven u nich testuje antibioticku citlivost

- Funguje na principe biochemickych testov, ktoré st
umiestnené v mikroplatni¢kach

» Rychlost identifikacie je obmedzena biochemickymi
reakciami v mikroplatnicke (okolo 10 hodin)




Moznosti identifikacie

» Geneticka identifikacia — izolacia DNA, PCR reakcia,
gélova elektroforéza, vizualizacia gélu, alebo priamo
z PCR na sekvenéciu, porovnanie s databazou
sekvencii

« Moderna multi-biochemicka identifikacia — mnohé
biochemické testy v mikro-platniach vyhodnocované
pocitacom

- Fingerprintova identifikacia na zaklade zlozenia
bielkovin — izolacia proteinov, detekcia proteinov na
zaklade molekulovej hmotnosti a porovnanim s
databazou hmotnostnych spektier



|dentifikacia - molekularna

« PCR — 16S RNA, 23S DNA — nedostato¢na —
potreba celého genomu

Polymerase chain reaction - PCR
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Izolacia DNA - prvy krok

- Sucast malej podjednotky ribozému 30S — inac
nazyvana aj SSU rRNA

- Ma prlbhzne 7000 baz

- Ma vsak svoje limity — dokaze odlisit predkov, nie vSak v
casovej naslednosti, 97 % urcuje podobnost v rode
avsak existuju bakterle ako Thermospora bispora —
ktora ma viacero kopii 16S RNA s rozdielnostou 6,4%,
alebo podobnost niektorych druhov v 16S RNA

- Do avahy prichadza sekvenovat celé genomy

- Bezne izolacné metody — kombinacia extrakcie a
zrazania DNA (fenol-chloroformova metoda) alebo
izolacie pomocou koldniek



PCR metoda - druhy krok

« PCR — polymerazova retazova reakcia (Mullis,

1944)
- Je to metoda molekularnej biologie, ktora slazi

na amplifikaciu (zmnoZenie) mo ekuly DNA
pomocou DNA-polymerazy

- Sucasti PCR reakcie: templat, primery, dNTP,
Taq-polymeraza, PCR putor + MgCl2,
deionizovana sterilna voda

» Termocykler — pristroj urceny vylucne pre PCR
reakcie, ktory dokaze rychlo menit teplotu
VZOII<‘lek ktora je potrebna pri samotneJ PCR
reakcii




Priebeh PCR metody

» PCR reakcia pozostava z troch cyklicky sa opakujticich krokov
(20 — 30 kré‘g
1. Denaturacia — vplyvom tepla (>90°C) templat denaturuje
2. Anelacia — teplotnym poklesom (37-65°C) nastava
hybridizacia primerov na templatovia DNA
3. Polymerizacia — zvySenim teploty na 72°C Taqg-polymeraza
syntetizuje nové vlakno z dANTP
4. Zaverecna polymerizacia — tento krok prebehne len raz (slazi
na "dobehnutie" vSetkych polymerizac¢nych reakcii, ktoré este
prebiehaju
Pomocou PCR reakcie sa da ziskat dostato¢né mnozstvo kopii
DNA alebo jej tsekov na d’alSiu pracu s DNA (napr. pre
elektroforeticky gél)



PCR : Polymeriazova ret’azova reakcia

30 - 40 cyklov v 3 Krokoch
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- princip:
Molekuly NK (DNA, RNA) sa v elektrickom poli delia
podl'a naboja — vyuziva sa schopnost nabitych castic
pohybovat sa v el. poli ku opac¢ne nabitym elektrodam.

- nosié: — GEL
agaroza - pre DNA

- vtlmivom roztoku:
Tris—acetétovy (TAE)
Tris-boratovy (TBE)
Tris-fostatovy (TPE)

polyakrylami - pre bielkoviny

Gelova elektroforéza - ELFO



Vizualizacia DNA v géele

- pod transluminatorom (UV 300-360 nm)
« pomocou interkala¢nych farbiv, ktoré sa viazu s pritomnymi bazami
« mnapr. etidium-bromid, GoldView, SYBR-Green

« vyhodnotenie velkosti fragmentov — podla standardov (fragmentov
DNA o znamej dlzke)

Vizualizacia PCR produktu po
skonceni PCR reakcie v termocykleri
na 2 % agarozovom géle
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L — DNA Ladder (marker)

1az7- PCR produkt (185 bp)

8 — negativna kontrola (Master mix bez
DNA)




Sekvenovanie

- Replikované tiseky genetického materialu z
PCR putuju priamo na sekvenovanie

» Sekvencie zo 16S RNA s priamo
porovnavané z databazou

- Podobnost alebo zhoda sekvencii je
vyhodnotena v percentach

Web BLAST




|dentifikacia - molekularna

- Hmotnostna spektrometria (MALDI TOF MS)
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(3) MALDI-TOF/MS




Maldi-TOF Mass Spectrofotometry

« Maldi — TOF (Matrix assisted laser
desorption/ionisation Time-of-light)

» Na zaklade bielkovinového zlozenia, dokaze
podl'a databazy identifikovat druh baktérie
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|dentifikacia - molekularna
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Maldi-TOF MS

- Cistenie izolatov — pomocou etanolu a vody

- Izolacia bielkovin z baktérii — silna leptava kyselina
(kys. mravcia) a extrakéné ¢inidlo (acetonitril) na
bielkoviny (ribozomalne bielkoviny)

- ZmieSanie bielkovin z matricou (kys. Skoricova)

- Krystalizacia

» Ostrelovanie laserom — nabitie (ionizacia) matrice —
odovzdanie naboja bielkovine — prelet cez detektor
(TOF) — meranie rychlosti preletu, detekcia
hmostnosti bielkovin

- Automatické porovnavanie bielkovinového spektra s
databazou — identifikacia na irovni druhu



Maldi-TOF MS - spektra
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|dentifikacia - molekularna
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