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Rozvoj techniky/nové metody/
nove pristupy

Velky rozvoj instrumentalnich metod, ktere
umoznuji vyzkum mikroorganismu na
molekularnich principech.

Vyuziti napf. nukleovych kyselin, proteinu, apod.
Velky rozvoj taxonomie bakterii

Nedostatek ,znalosti“ k interpretaci vysledku
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Metoda MALDI-TOF

Matrici asistovana laserova desorpce/ionizace (matrix —
assisted laser desorption/ionization -MALDI-TOF) je
metoda zalozena na laserove desorpci a ionizaci
molekul za ucasti matrice.

Jedna se o techniku, ktera vyuziva tzv. mekke ionizace.
Ta zpusobuje, Zze molekuly nejsou Stépeny, ale pomoci
matricniho roztoku (my pouzivame derivaty kyseliny
skoricoveé) pouze ionizovany.

Nabite Castice jsou rozdeleny na zaklade molekulove
hmotnosti v elektrickem a magnetickém poli.

V mikrobiologii slouzi k identifikaci bakterii na zaklade
jedinec¢ného slozeni proteinu.

Proteinove profily jsou srovnavany s databazemi

kmenu ze svétovych sbirek. (,..
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« Zakapnout 0,1 ml
Kyseliny skoricove
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Vysledky — protokol (zakladni)
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Uskali (technlcke) metody

Nutnost ¢isté kultury. -

M75 cus 2.Vl cus 02.VIl
(++) (A) gallinarum gallinarum

Obvykle se pouziva 24
hodinova kultura; primokultura M
— orientacni vysledky.

gallinarum gallinarum

Kultivacni médium ovliviluje e et
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Interpretace vysledku

Dostupné informace z MALDI -

(dalSi Casti protokolu o
vysledcich

Znalosti z mikrobiologie
(fyziologie bakterii,
mikrobialni ekologie,
taxonomie).

Je také nutné brat v potaz
vSechny dostupné informace
(zdroj izolatu, kultivaéni
medium, a jeho vlastnosti
(aerobie/anaerobie), vzhled
kolonii apod.).

V pripadé pochybnosti je
nutné vyuzivat i klasicke
doplnujici testy (mikroskopie,
biochemie apod.).
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Dalsi informace — NCBI identifikator

0 | & Prohlizec taxonomie (Legionella X | ==

= (w1 X
< @) &) https;//www.ncbinim.nih.gov/ Taxonomy/Browser/wwwiax.cgi?m an g o= z
< Taxonomy
Browser

Nukleotid Bilkovina Strukiura

Hiedat | jako| celé jméno v zamknout
Ukazat ||3 arovné pomeoci filtru: | none -

Taxonomie Biokolekce

Legionella rubrilucens Entrez records
D 5 Nazev databaze Pimé odkazy|[Odicazy z typu
t 140 dizazy v Elancich Fijte NCBI:txid458)
a:_fgl];)?:;ﬁ, (pro odkazy v Elancich pouzijte ‘txid458) Noklcotid 4 ]_E
Legionella rubrilucens Brenner et al. 1983 [Bilkovina -
typ kmene Legionella rubrilucens: ATCC:35304, CCUG:2967 Genom ‘ -
NCBIBLAST jméno: g-proteobakterie [Popset -
Pofadi: druh [PubMed Central -
Gen -
Experimenty SRA -
I[dentické proteinové skupiny -
Shromazdéni 2 2
Taxonomie 1

Komentare a reference:

Brenner DJ et al. (1983)_-

Brenner, D T, Steigerwalt, A.G., Gorman, G.W., Wilkinson, H. W, Bibb, WF., Hackel, M., Tyndall, R L., Campbell, ., Feelev, J.C., Thacker, WL., Skaliv, P, Martin, W.T, Brake, B.J., Fields, B.S., McEachern, HV. a Corcoran, L K. "Deset novvch druht Legionella " Int. I. Syst.
Bacteriol. (1985) 35:50-59. [Neni k dispozici Zddny zdznam PubMed.]

Hookey JV et al. (1996) -
Hookey, I.V.. Saunders. N.A_ Fry. NK.. Birtles. R.J.. and Harrison. T.G. "Phylogeny of Legionellaceae based on small-subunit ribosomal DNA sequences and proposal of Legionella lytica comb. listopad. pro amébalni patogeny podobné legionellam.” Int. I. Syst. Bacteriol (1996) 46:326-

531. [Neni k dispozici zadny zaznam PubMed.]

Legionella erythra = Legionella rubrilucens?
Hookey et al. (1996) pova#uji L. erythra a L. rubrilucens za poddruhy stejného druhu.

Externi informacni zdroje (NCBI LinkOut)

LinkOut [Predmet Poskytovatel LinkOnut

Legionella rubrilucens imeta-databaze BacDive

Legionella rubrilucens WA-270A-C2 specifické pro organismus BioCye

Legionella rubrilucens Brenner et al. 1983 taxonomie/fylogenetika Encyklopedie Zivota
GOLD Multi-Isolate Organism: Go0124411 specifické pro organismus Genomy On Line databaze
Legionella rubrilucens lkultura/skladové shirky Globalni katalog mikroorganismi
2660238232 Legionella rubrilucens ATCC33304 specifické pro organismus Integrované mikrobialni genomy

B 14:45
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Gramnegativni fakultativne anaerobni tyCky

Celed Vibrionaceae - rod Aeromonas - MALDI- TOF neumi rozlisit

druhy — urCeni pouze na rodove urovni. Potencialni patogen napr. A.

hydrophila

Celed Enterobacteriaceae

* Nelze spolehliveé odlisit rody Escherichia a Shigella

» Prestoze jsou popsany a s relativne vysokym identifikaCnim skore
identifikovany druhy, fada patfi do SirSich komplexu (napf.
Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii apod. )

Enterobacter asburiae Rv412_A1 2010 _05 LBK je €lenem komplexu Enterobacter cloacae
Enterobacter cancerogenus DSM 17580T DSM je ¢lenem komplexu Enterobacter cloacae
Enterobacter cloacae ssp rozpousti DSM 16657T HAM je €lenem komplexu Enterobacter cloacae

Enterobacter kobei DSM 13645T DSM je ¢lenem komplexu Enterobacter cloacae
Enterobacter ludwigii DSM 16688T DSM je ¢lenem komplexu Enterobacter cloacae

,Klebsiella oxytoca a druh ornithinolytica / planticola / terrigena rodu Raoultella maji velmi podobné
vzory: Proto je obtizné rozlisit jejich druh®

« Nové rody: Lelliottia (amnigena), Raoultella (ornithinolytica),
Leclercia (adekarboxylata) apod.




Gramnegativni aerobni tycky

« Velmi rozsahla skupina. Rada ,potencialnich patogend®
« Uzite¢né — jinak se Spatné se identifikuje
« Hledani problematickych bakterii, napr.:
Ralstonia
Burkholderia  (cysticka fibroza)
konfirmace pseudomonad apod.

Acidovorax
C3 RT Ralstonia 239
(+++) (A) 10 pickettil -
Cl Pseudomonas 54
(+++) (A) aeruginosa -
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B2
(+) (B)

Grampozitivni sporulujici
bakterie

ECO3

Bacillus anthracis

Clostridium — dobre
vysledky

Bacillus — problematické,

rychla sporulace. Viceméneé
rodové, nebo skupinové

uréeni. “Kvalita spekter (skére) zavisi na
stupni sporulace: Pouzijte Cerstvy material”

NerozliSi se napfr. B. anthracis od
B. cereus (k rozliSeni je moino pouiit jeho

fenotypové vlastnosti, hemolyza, citlivost k penicillinu,
pohyblivost, a dal$i podrobné napi. PCR testy a testy patogenity)
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Grampozitivni koky

Dobre vysledky

» Streptococcus/ Enterococcus:
Interpretace vysledku — co znamenaji
nalezy jednotlivych druhu (E. mundtii, E.
gallinarum, apod.)

« Staphylococcus: Vhodné ke konfirmaci S.

aureus.
C.

I/
/I
[/
I/
]
i




Legionely

» Prekvapivé dobré vysledky.
* Nikdy nenahradi s€rologii a dalSi konven¢ni testy
« Potvrzeni druhti ze skupiny Legionella spp.

PROBLEM: pomaly rist!

G8 Fluoribacter
(+++) (O B4 bozemanae 240
A3 _ Legionella
(+) (B) e rubrilucens 1.80
ES8 Legionella
(++) (A) SSZAE pneumophila .

DILGER T., MELZL H., GESSNER A. (2016): Rapid and reliable identification of waterborne Legionella

species by MALDI-TOF mass spektrometry. J Microbiol Methods. 2016 Aug;127:154-159. doi:
5.028

10.1016/j.mimet.20 :
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U




Zaver
 MALDI TOF je (i pro) mikrobiology (vody)
dobry sluha .....

ale nic vic!

Podekovani:

\v/znik prispevku byl podporen v ramci MZ )
CR - RVO (Statni zdravotni ustav - SZU, IC
/7/5010330)



