KLASIFIKACE A )
IDENTIFIKACE BAKTERII

Uvod

Taxonomie
Véda o klasifikaci, identifikaci a nomenklature organisma
Dva podobory
Identifikace
Nomenklatura
Ucelem klasifikace je usporadani organism do
pfibuznych skupin s cilem poskytnout jednoduchou
identifikaci organismu
Tradi¢né na zékladé fenotypu
Nejnovéjsi klasifikaéni schéma je zaloZeno na evolucni
pribuznosti

Klasicka taxonomie

Klasicka bakteridIni taxonomie se opira o fenotypickou
analyzu
Morfologie
Tvar, velikost, Gramovo barveni, uspofadani bi¢ika
Pohyblivost
VyZiva a fyziologie

Mechanismus uchovéni energie, vztah ke kysliku, teploté, pH, tolerance
k solim, vyuZiti zdroj uhliku, dusiku a siry

Ostatni faktory

Pigmenty, inkluze, sloZzeni mastnych kyselin, patogenita, citlivost k
antibiotikiim

Molekularni taxonomie

Nejnovéjsi metody klasifikace jsou zaloZzeny na
porovnani informaci obsazenych v DNA

Fylogeneticky klasifikacni systém
Rozdily v sekvenci bazi jsou ukazatelem poctu mutaci,
které nastaly od doby, kdy se dva organismy odklonily
od spole¢ného predka

Porovnani slozeni DNA bazi

Analyza celkového slozeni DNA
Obsah GC (22-78%)
Pokud se lisi nékolika procenty, nemohou byt organismy
pfibuzné
Je mozné rizné usporadani bazi (organismy nejsou ptibuzné)
Rozdily v obsahu GC uvnitf rodu (Bacillus, Pseudomonas)
povedou v budoucnosti pravdépodobné k zafazeni k jinému
rodu
Analyza sekvence bazi
Pouziti metody hybridizace nukleovych kyselin
Denaturace DNA a hybridizace jednovlaknové DNA z rGiznych organismi
Dojde k riznému stupni renaturace na zakladé podobnosti
Ten Ize stanovit méfenim termdlni stability nebo na zékladé znaceni
Vyuziti genomovych sekvenci v databazich

Ucebnice Madigan a kol., obr. 14.20, str. 387




Porovnani slozeni aminokyselin v
proteinu

Protein je kddovan genem
SloZeni proteinu je obrazem sekvence DNA

Porovndava pouze zlomek celkové genetické informace
V urcity okamzik je exprimovan pouze omezeny pocet genl
Exprese za urcitych podminek

Porovnani sekvence bazi v 16S
ribosomalni RNA

Soucast malé podjednotky ribozomu, 1500 nukleotidl
Zmény v sekvenci nukleotidi ribozomu jsou limitované
Je mozné sledovat pfibuznost i u organismd, u kterych to nenf
stanovitelné hybridizaci
rRNA obsahuje kratké sekvence unikatni pro skupiny
mikroorganism{
Signaturni sekvence
Napf. signaturni sekvence specifické pro bakterie, archea nebo eukaryota
Ribotypizace
Geny kddujici 16S rRNA organismu jsou nastipany restrikénimi enzymy,
fragmenty jsou separovany a hybridizovény s rRNA prébou
Unikatni restrikéni profily pro jednotlivé organismy
Organismy liSici se o vice nez 3% by mély byt fazeny do jiného
druhu
V soucasnosti nejpouzivanéjsi metoda

Taxonomické kategorie

Taxony

Klasifikacni skupiny (,,urovné“)
Doména

Ri%e (neni mikrobiology uzivano)

Definice druhu

Zakladni jednotka taxonomie
Mikrobialni druh

Soubor mikrobialnich kmenu, které sdileji mnoho spoleénych
vlastnosti a zaroven se signifikantné lisi od ostatnich skupin

Kmen kmen(
Trida Kmen
'fad Populace mikroorganismd, kterd pochazi z jednoho jedince
Celed &isté kultury
Rod
© X RGzné kmeny reprezentuji genetickou variabilitu uvnitf druhu
Dru
Domeéna Archaea
Archaea 2 kmeny
Bacteria Crenarchaeota
Eucarya Euryarchaeota




Bacteria

Doposud popsano 29 kmena
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, 2nd ed.

Eucarya

Taxonomie eukaryot neni ustalena
4 ¥ise (1977)
Protista
Prvoci, fasy
Fungi
Vlaknité houby, kvasinky, houby
Animalia
Plantae
V soucasné dobé 5 Fisi
Nové ¢lenéni Protista na Protozoa a Chromista

Ucebnice Madigan a kol., obr. 14.16, str. 382

Univerzalni fylogenetickv strom zaloZeny na porovnani
sekvenci 16S (18S) ribosomalni RNA

Bergeyho manual

Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology
1. vydani 1927
Bakterie fazeny v 9 skupinach na zékladé fenotypu
Mikroskopické a fyziologické charakteristiky
V soucasné dobé 9. vydani
SlouZi primarné pro identifikaci bakterif

Nereflektuje fylogenetickou klasifikaci

Bergeyho manual

Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, First Edition
1984
Podrobnéjsi, ale stale primarné zaloZena na fenotypu
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, Second
Edition
Odr. 2001
Popisuje hlavni vlastnosti vSech znamych prokaryot

Zahrnuje poznatky ziskané ze sekvenovaniribosomalni RNA a
genomickych studii kombinované s fenotypickymi informacemi

5 svazkl

The Prokaryotes

Druhd vyznamna referenéni pfirucka prokaryotické
diverzity




Shirky mikroorganismt

Katalogizace a uloZeni mikroorganismu
Mikroorganismy uloZeny jako Zivé kultury
Lyofilizace
UloZeni za velmi nizkych teplot
Distribuce na vyzadani

ATCC (American Type Culture Collection)
JCM (Japan Collection of Microorganisms)
PCC (Pasteur Culture Collection)

CcCcM (Ceska sbirka mikroorganisma)

a dalsi

Metody identifikace bakterii

Hlavni metodické pfistupy
Pfimé metody
Kultivaéni metody
Detekce vedlejsich produktd metabolismu
Imunologické techniky
Molekularné biologické techniky
Proteomické techniky

Vyznam
Pro identifikaci patogennich mikroorganismu
Pro studium biodiverzity mikroorganismu

Metody identifikace bakterii

Pfi identifikaci je primarni metodou mikroskopické zkoumani
Pfima metoda
Tvar, Gramova reakce a pohyblivost
VyuZiti znalosti pfirozeného prostiedi mikroorganismu
Kultivaéni metody
Urceni fyziologickych charakteristik
Dalsi identifikace na zdkladé biochemickych testd
Kultivacni metody
Uréeni rodu a druhu mikroorganismu
Genetické, imunologické a proteomické techniky
K uréeni kmen( jednotlivych druht
Rychlé metody identifikace mikroorganismu
Identifikace mozna i bez pouziti predchozich metod

PFimé metody

Vzhled kolonie

Mikroskopické zkoumani vzorku bez kultivace
organismu
PF¥imé sledovani na sklicku
Tvar, uspofadani bunék, pfitomnost a uspofadani bicikd, inkluze, spory
Barveni podle Grama a barveni fuchsinem
Specialni barvici techniky
VEetné genetického barveni

Dle vzhledu nelze fadu organismu odlisit

Kvantifikace mikroorganismu v
mikrobialnim spolecenstvu

Vyuziti fluorescenéniho znaceni
DAPI (4°,6-diamido-2-fenylindol)
Nukleové kyseliny
Nespecifické
Celkovy pocet organismd
Podobna morfologie neznamena stejny mikroorganismus
Zelené a ¢ervené fluorescencni barvivo

Zelené barvivo pronika do viech bunék, ¢ervené pouze do mrtvych
(narusena cytoplasmatickd membrana)

Odliseni zivych a mrtvych bunék

Pro vétsinu pfirozenych prostfedi nevhodné (vysoké pozadi)
Fluorescencni protilatky
Zeleny fluorescencni protein (GFP)

Pro sledovéni mikroorganismu vneseného do prostiedi

Kultivacni metody

Vzorek je kultivovan na sérii rGznych médii

Vybrana podle pfiznakd nemoci, vyskytu

VyuZiti obohacovacich, selektivnich a diagnostickych médii
Organismy které narostou na agarovych médiich jsou izolovany a
kultivovany v ¢isté kultufe pro dalsi identifikaci
RUstové pozadavky

Pozadavky na vyZivu (zdroje energie, C, N, S; ristové faktory)

Pozadavky na kyslik
Rod a druh vétsiny bakterii zpGsobujicich nemoci je mozno urcit
pomoci biochemickych testd

Zalozeny na pfitomnosti uréitych enzyma

Diagnostické kity

Stanoveni skupin bakterii na selektivné diagnostickych médiich




Biochemické identifikacni testy 1

Oxida¢né-fermentacni test (OF test)
Princip: Tvorba kyseliny za aerobnich podminek riistu (indikdtor)

VyuZiti: Micrococcus (kyselina pouze aerobné) od Staphylococcus (kyselina
anaerobné), Pseudomonas (aerobné) od enterobakterii (anaerobné)

Fermentace cukrd

Tvorba kyseliny a/nebo plynu béhem fermentativniho ristu na cukru (fenolova

&erveri, Durhamova zkumavka)
Rozliseni enterobakterii
[-galaktosidasa (ONPG test)
Hydrolyza o-nitrofenyl-/galaktosidu za tvorby nitrofenolu (Zluty)
Citrobacter (+) od Salmonella (-), identifikace nékterych druht Shigella a
Pseudomonas
MetylCerveriovy test
Tvorba vétsiho mnoistvi kyseliny z glukosy, pH klesa pod 4.3 (indikator)
Escherichia (+) od Enterobacter a Klebsiella (-)
Voges-Proskauredyv test
Tvorba acetoinu fermentaci cukru
Klebsiella a Enterobacter (+) od Escherichia (-)

Biochemické identifikacni testy 2

VyuZziti citratu (Simmons(v test)
Vyuziti citratu jako jediného zdroje uhliku, vysledkem je alkalizace média
(bromthymolova modf)
Klebsiella-Enterobacter (+) od Escherichia (-)
Zkapalriovani Zelatiny
Zkapalnéni Zelatiny proteasami
Identifikace Serratia, Pseudomonas, Flavobacterium, Clostridium
Hydrolyza Skrobu
Detekce rozkladu pomoci jodu
Identifikace Bacillus
Tvorba sirovodiku

Tvorba sirovodiku rozkladem aminokyselin obsahuijicich siru nebo redukci
thiosiranu; detekce tvorbou ¢erného sulfidu Zeleznatého

Identifikace Salmonella, Proteus
Indolovy test
PFeména tryptofanu na indol (detekce Kovaczovym éinidlem)
Escherichia (+) od Enterobacter, Salmonella (-), Proteus vulgaris (+) od P. mirabilis (-)

Biochemické identifikacni testy 3

Fenylalanindeaminasa
Deaminace za tvorby kyseliny fenylpyrohroznové, ktera reaguje s Fe3*
Charakterizace rodu Proteus

Ureasa
Stépeni mocoviny na amoniak a CO, (alkalizace)
Klebsiella (+) od Escherichia (-), Proteus (+) od Providencia (-), identifikace
Helicobacter pylori (+)

Lysin-, ornitin- a arginindekarboxylasa
Dekarboxylace aminokyselin za tvorby CO, a aminu (alkalizace média)
Enterobakterie

Koagulasa
Srazeni krevni plasmy
S. aureus (+) od S. epidermidis (-)

Biochemické identifikacni testy 4

Oxidasovy test
Oxidace alternativnich akceptort elektronil cytochromem ¢ (pfitomnost cytochrom
c oxidasy)
Pseudomonas (+) od Enterobacteriaceae (-)
Produkce katalasy
Rozklad peroxidu vodiku katalasou
Bacillus (+) od Clostridium (-), Streptococcus (-) od Micrococcus a Staphylococcus (+)
Redukce dusi¢nantl
Dusi¢nan jako alternativni akceptor elektron, redukce na dusitan nebo dusik
Identifikace enterobakterii (obvykle +)
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Detekce produktli metabolismu

Pro pomalu rostouci organismy

Produkt Ize detekovat mnohem rychleji nez rist
Pomoci radioaktivné znacenych latek nebo
biochemickych testu
Radioaktivné znacena glukosa na *C, degradace na 14CO,
Mycobaterium tuberculosis — roste velice pomalu,
degradace mastnych kyselin, uvolfiovéni CO,
Clostridium difficile — infekce stfev, anaerob, pfi rdstu
uvolnuje kratké retézce mastnych kyselin, které jsou
specifické pro tento organismus




Imunologické techniky

Potvrzeni pfitomnosti patogenniho organismu bez jeho
kultivace

Vyuziti vazby specifické protilatky k molekule patogenu
(antigen)

RGzné typy testl

Molekularni techniky

Analyza DNA

Hybridizace nukleovych kyselin
Uréeni pfitomnosti (specifické) sekvence nukleové kyseliny
DNA nebo RNA préby

Kusy nukleovych kyselin znaéenych radioaktivnimi izotopy (napF. 32P),
enzymaticky nebo fluorescencéné

Komplementarni préba hybridizuje s DNA sekvencemi studovaného
organismu

Porovnani Stépeni DNA (plasmid) restrikénimi enzymy
Uréeni pribuznosti organisma

UzZite¢né v pripadé nesnadno kultivovatelnych organism( a

organismU produkujicich toxin (produkt genu kédujiciho

syntézu toxinu)

Molekularni techniky v analyze
mikrobialnich spolecenstev

Metoda FISH
Fluorescencni hybridizace in situ
Préby znacené fluorescencni znackou
Fylogenetické znaceni
Proby komplementarni k 16S nebo 185 rRNA
Specifita zavisla na sekvenci proby
Skupina organismu, uréity organismus
Vyuziti riznych fluorescenénich barviv pro sou¢asnou analyzu vice organismi
Moznda kombinace s konfokdlnim mikroskopem
Vyuziti i pro detekci patogent v potravinach a klinickych vzorcich
Barveni chromozom
Analyza specifickych genli v mikrofléFe pfirodniho vzorku
Proby hybridizuji s DNA
FISH s in situ reverzni transkripci
Stanoveni exprese genu v burikich pfitomnych v pfirodnim vzorku
Proby hybridizuji s mRNA, reverzni transkripci se vytvoii DNA, ta se amplifikuje pomoci
PCR a necha se reagovat s fluorescenéni probou
Spojeni s mikroskopickym pozorovanim

Identifikace nekultivovatelnych
organismu

Metoda PCR
VyuZziti gend specifickych pro dany organismus
Zartazeni mezi bakterie, archea nebo eukaryota
Urceni fylogenetické pfibuznosti (16S, 18S rRNA)
Urceni specifického organismu nebo metabolicky ptibuzné skupiny
(metabolické geny)
Identifikace nezndmého organismu
Amplifikace sekvence mezi dvéma specifickymi sekvencemi
Izolace pomoci elektroforézy a stanoveni sekvence nukleotidi
Porovnani se sekvenci znamého organismu
PCR technologie mUZe byt poufZita pro detekci pfitomnosti
organismu nebo virové ¢astice v jakémkoli prostredi
Vyuziti i pro identifikaci kultivovatelnych organism bez jejich
izolace z prostredi

Metagenomika

Enviromentalni genomika
Genomika

Mapovani, sekvenovéni a analyza jednotlivych genomu
Metagenomika

Shotgun sekvenovani celkové DNA pfitomné v prostiedi

Metagenom
Vsechny geny mikrobialni komunity v daném prostfedi

Studium mikrobidini diversity v daném prostredi bez
izolace a kultivace jednotlivych druhd

Ucebnice Madigan a kol., obr. 22.16, str. 665

Geneticka analyza mikrobidlni komunity




Identifikace mikroorganismu

metodou MALDI-TOF

MALDI-TOF

Analyticka metoda zaloZenda na
hmotnostni spektrometrii

Vhodna k analyze proteinti
Proteinové profilovani
Méreni hojné zastoupenych
proteind, véetné ribozomalnich
Ribozomalni proteiny nejsou
vyznamné ovlivnény ristovymi
podminkami
NevyZaduje predbézné testy
Rychld metoda

Identification
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