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Rozvoj techniky/nové metody/ 

nové přístupy 

• Velký rozvoj instrumentálních metod, které 

umožňují výzkum mikroorganismů na 

molekulárních principech.

• Využití např. nukleových kyselin, proteinů, apod. 

• Velký rozvoj taxonomie bakterií

• Nedostatek „znalostí“  k interpretaci výsledků   



Metoda MALDI-TOF 
• Matricí asistovaná laserová desorpce/ionizace  (matrix –

assisted laser desorption/ionization -MALDI-TOF) je 

metoda založená na laserové desorpci a ionizaci 

molekul za účasti matrice. 

• Jedná se o techniku, která využívá tzv. měkké ionizace. 

Ta způsobuje, že molekuly nejsou štěpeny, ale pomocí 

matričního roztoku (my používáme deriváty kyseliny 

skořicové) pouze ionizovány. 

• Nabité částice jsou rozděleny na základě molekulové 

hmotnosti v elektrickém a magnetickém poli. 

• V mikrobiologii slouží k identifikaci bakterií na základě 

jedinečného složení proteinů. 

• Proteinové profily jsou srovnávány s databázemi    

kmenů ze světových sbírek.



• Zakápnout 0,1 ml 

kyseliny skořicové 

• Vysušit



Výsledky – protokol (základní)
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Úskalí (technické) metody 
 Nutnost čisté kultury.

 Obvykle se používá 24 

hodinová kultura; primokultura 

– orientační výsledky. 

 Kultivační médium ovlivňuje

přesnost výsledků.

 V případě, že opakovaně 

vychází nízké identifikační 

skóre (a je tudíž  i nepřesná 

identifikace), může se kultura 

před aplikací matrice zkusit  

ošetřit kyselinou mravenčí (pro 

zvýšení kyselosti) – zejména 

G+ bakterie.



Interpretace výsledků 
• Dostupné informace z MALDI 

(další části protokolu o 

výsledcích 

• Znalosti z mikrobiologie 

(fyziologie bakterií, 

mikrobiální ekologie, 

taxonomie). 

• Je také nutné brát v potaz 

všechny dostupné informace 

(zdroj izolátu, kultivační 

médium, a jeho vlastnosti 

(aerobie/anaerobie), vzhled 

kolonií apod.).

• V případě pochybností je 

nutné využívat i klasické 

doplňující testy (mikroskopie, 

biochemie apod.). 



Další informace – NCBI identifikátor 



Gramnegativní fakultativně anaerobní tyčky 

Čeleď Vibrionaceae - rod Aeromonas - MALDI- TOF neumí rozlišit 

druhy – určení pouze na rodové úrovni. Potenciální patogen např. A. 

hydrophila

Čeleď Enterobacteriaceae

• Nelze spolehlivě odlišit  rody Escherichia a Shigella

• Přestože jsou popsány a s relativně vysokým identifikačním skóre 

identifikovány druhy, řada patří do širších komplexů (např. 

Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii apod. ) 
• Enterobacter asburiae RV412_A1_2010_05 LBK je členem komplexu Enterobacter cloacae

• Enterobacter cancerogenus DSM 17580T DSM je členem komplexu Enterobacter cloacae

• Enterobacter cloacae ssp rozpouští DSM 16657T HAM je členem komplexu Enterobacter cloacae

• Enterobacter kobei DSM 13645T DSMje členem komplexu Enterobacter cloacae

• Enterobacter ludwigii DSM 16688T DSM je členem komplexu Enterobacter cloacae

„Klebsiella oxytoca a druh ornithinolytica / planticola / terrigena rodu Raoultella mají velmi podobné 

vzory:  Proto je obtížné rozlišit jejich druh“

• Nové rody: Lelliottia (amnigena), Raoultella (ornithinolytica), 

Leclercia (adekarboxylata) apod.



Gramnegativní aerobní tyčky 
• Velmi rozsáhlá skupina.  Řada  „potenciálních patogenů“ 

• Užitečné – jinak se špatně se identifikuje

• Hledání problematických bakterií, např.:  

Ralstonia

Burkholderia (cystická fibróza)  

konfirmace pseudomonád apod. 
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Grampozitivní sporulující 

bakterie 
• Clostridium – dobré 

výsledky 

• Bacillus – problematické, 

rychlá sporulace. Víceméně 

rodové, nebo skupinové  

určení. “Kvalita spekter (skóre) závisí na 

stupni sporulace: Použijte čerstvý materiál“ 

• Nerozliší se např.  B. anthracis od 

B. cereus (k rozlišení je možno použít jeho 

fenotypové vlastnosti, hemolýza, citlivost k penicillinu, 

pohyblivost, a další podrobné např. PCR testy a testy patogenity) 
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Grampozitivní koky  

Dobré výsledky 

• Streptococcus /  Enterococcus:  

Interpretace výsledků – co znamenají 

nálezy jednotlivých druhů (E. mundtii, E. 

gallinarum, apod.) 

• Staphylococcus: Vhodné ke konfirmaci S. 

aureus.  



Legionely
• Překvapivě dobré výsledky. 

• Nikdy nenahradí sérologii a další konvenční testy 

• Potvrzení druhů ze skupiny Legionella spp.  

PROBLÉM: pomalý růst!   
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Závěr 
• MALDI TOF je (i pro) mikrobiology (vody)  

dobrý sluha ….. 

ale nic víc!
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