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Cile mikrobiologicke
diagnostiky

Odhaleni ptivodce nemoci (patogena)

Nekdy: zjisteni citlivosti patogena na
antimikrobialni latky

Néekdy take: urceni faktory virulence




Co je to vzorek

Vzorek je to, co je odebrano pacientovi a
prichazi na vysetreni do laboratore:

kusovy ci tekuty material ve zkumavce
Ci jiné nadobce (krev, sérum, moc...)

ster Ci vytér na vatovem tamponu,
obvykle zanoreném do transportniho méedia.

Pri diagnostice nekdy pracujeme s celym
vzorkem. Jindy je nutno ziskat ze vzorku
kmen nebo kmeny patogennich mikrobd.




Co je to kmen

Kmen je Cista kultura (,,vypéestek™) jednoho
druhu mikroba

Kmen ziskame jedine kultivaci
(peéstovanim) mikroba na pevné
pudeé.

Kochllv objev, ze bakterie Ize takto

pestovat, mel zasadni vyznam v de&jinach
mikrobiologie.




Prehled metod

Metody primé: Hledame mikroba, jeho cast Ci
jeho produkt

— Primy priikaz ve vzorku — pracujeme s celym
vzorkem

— Identifikace kmene — urceni vypestovaneho izolatu
Metody neprimé: Hledame protilatky.
Protilatka neni soucasti ani produktem
mikroba — je produktem makroorganismu




Prehled metod primého prtkazu

Metoda Priikaz ve | Identifikace
vzorku

Mikroskopie ano ano
Kultivace ano ano
Biochemicka identifikace |ne ano

Prikaz antigenu ano ano

Pokus na zvireti ano V praxi ne
Molekularni metody ano vV praxi ne*

*netyka se molekularni epidemiologie — sledovani pribuznosti kmen(




Co vidime v mikroskopu

V pripade mikroskopovani kmene vidime

jeden typ mikrobialnich bunék

V pripadée mikroskopovani vzorku

muzeme vidét

— mikroby — nemusi tam byt zadné, a mize tam

oyt i klidné deset druhd

— bunky makroorganismu — nejcasteji epitelie a

eukocyty, nekdy erytrocyty

— jine struktury, napr. fibrinova vlakna, bunécnou
drt’ (detritus) a podobnée




Typy mikroskopie

Elektronova mikroskopie — u virll; spise

vyzkum nez pri bézném prikazu vird

Opticka mikroskopie

— Nativni preparat - na velke a/nebo pohyblive
mikroby

— Nativni preparat v zastinu (hlavné
spirochety)
— Fixované a barvené preparaty, napriklad:
 Barveni dle Grama — nejdulezitéjsi bakteriologické

o Barveni dle Ziehl-Neelsena — napr. u bacilt TBC
 Barveni dle Giemsy — na nektere prvoky




Gramovo barveni - princip

Grampozitivni bakterie maji ve sve sténe tlustsi vrstvu
peptidoglykanu mureinu. Diky tomu se na né pevnéji
vaze krystalova nebo gencianova violet’ a po upevneéni
této vazby Lugolovym roztokem se neodbarvi ani
alkoholem. Gramnegativni bakterie se naopak odbarvi
alkoholem a dobarvi se pak na Cerveno safraninem.

Chemikalie

Grampozitivni

Gramnegativni

Krystal. violet’

Obarvi se

Obarvi se

Lugollv roztok

Vazba se upevni

Upevni se mene

Alkohol Neodbarvi se Odbarvi se
Safranin Zustanou Obarvi se na
fialové cerveno




Mikroskopie vzorl

- archiv MU

' Mikroskopie
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Kultivace (pestovani) bakterii
(pripadne také kvasinek)

Bakterie Casto péstujeme na umélych pudach

Bakterie na pldu naockujeme a pote pldu
umistime do termostatu, vétsinou nastaveneho
na 37 °C (pro bakterie vyznamné pro cloveka je to
vetsinou optimalni teplota — coz ma logiku)

Za 24 (nékdy az 48) hodin ptidu vytahneme a
pozorujeme, jak nam bakterie vyrostly
Vlaknité houby se péstuji mnohem déle

Viry a paraziti se vétSinou viibec nepéstuji




Kultivace bakterii — podminky

N =

Bakteriim musime pripravit prijatelné vnejsi
podminky — teplotu, vihkost apod.

Nektereé jsou dany nastavenim termostatu, jine
sloZzenim kultivacni pady

Pouzivame rtzna kultivacni média, slouzici

k urcitym uceltim

Aerobni a fakultativhe anaerobni bakterie
muzeme péstovat za normalni atmosféry

Striktne anaerobni bakterie vyzaduji atmosféru
bez kysliku. Kapnofilni zase zvyseny podil CO..
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Smysl kultivace bakterii

ProcC vlastné v laboratori bakterie péstujeme?

— Abychom je udrzeli pri zivoté a pomnozili. K tomu
slouzi kultivace na tekutych ptdach i na
~pevnych®™ ptdach (to jsou ptdy, které netecou,
jejich zakladem je vetsinou agarova rasa)

— Abychom ziskali kmen — pouze pevné pudy

— Abychom je vzajemné odlisili a oddélili — pouzivaji
se diagnostické a selektivni pudy, slouzici
k identifikaci




Foto: archiv MU " ' '
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Kolonie je uUtvar na povrchu pevne pudy.
Pochazi z jedné bunky nebo malé skupinky
bunek (dvojice, retizku, shluku)

Kolonie je tedy vzdy tvorena jednim kmenem.

V nékterych pripadech midzeme z poctu kolonii
odhadnout pocet mikrobl ve vzorku — nebo
presneji pocet , kolonii tvoricich jednotek™ (CFU)

Popis kolonii ma vyznamne misto v diagnostice

Pojem
kolonie




Kultivace v praxi

Vzorek se vlozi do tekuteé ptidy nebo nanese na
pevnhou pudu

U pevné pldy se ho snazime tzv.
mikrobiologickou klickou rozredit, abychom

ziskali jednotlivé kolonie a mohli dale pracovat
s kmeny mikrobd

Tekuteé pudy

— jsou pldy pomnozovaci

— zakladem je zpravidla hovezi vyvar a bilkovinny
hydrolyzat

— nejdulezitéjsi je peptonova voda, bujén, VL-bujon,
selenitovy bujon (selektivné pomnozovaci)




mépﬁdy

Foto: archiv MU
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Pevné (agarove) pudy
oZakladem je opet masopeptonovy bujon, ale
navic obsahuji vytazek z agarove rasy. Pouzivala
se i zelatina, ale neosvedcila se tolik jako agar.

Abychom vyuzili vSech
vyhod, které pevné pldy i
nabizeji, musime vzorek .
(kultivace vzorek > Fmv
kmen), ale i kmen
(kultivace kmen - kmen) I’ 4
dobre rozockovat. R
Klasickym zptsobem
rozockovani je tzv.

NI y 4

krizovy rozter.

Foto: www.medmicre.info




Co se da popisovat u kolonii

Velikost Povrch (hladky, drsny)
Barva Konzistence (sucha...)
Tvar (okrouhly...) Prahlednost

Profil (vypoukly...) Vné/zapach

Okraje (vybezky..) Okoli kolonie

To vSe ale pouze v pripade, ze se podarilo rozockovanim
ziskat jednotlivé kolonie. Tam, kde je husty nartst, se
tyto vlastnosti hodnotit nedaji.




V pripade smesi vytvori kazda
bakterie svoje kolonie
(pri dobrém rozockovani)

1 — ockovani smeési bakterii (naznaceny teckami), 2 — vysledek
kultivace: v prvnich usecich smés, az na konci izolované kolonie




Foto: archiv MU




Existuji rizné typy pevnych ptd

Diagnostické pudy - roste "kdeco, ale riizne"
(krevni agar, VL krevni agar)

— Chromogenni pudy — zvlastni druh diagn. ptd

Selektivni pady — roste "jen malo co" (krevni agar
s 10 % NaCl pro kultivaci stafylokokd)

Selektivné diagnostické pudy — napr. Endova (jén
G—, a rozliseni bakterii podle stépeni laktozy)
Obohacené pudy — k péstovani narocnych bakterii
(Cokoladovy agar, coz je zahraty krevni agar)
Specialni pidy — maji své zvlastni urceni (MH plda
pro testy citlivosti kmene k antibiotikiim)




Pudy diagnostické

Nepotlacuji rtst zadného
mikroba
Zato diky svému slozeni

rozlisuji mikroby podle
urcité vlastnosti

Prikladem je krevni agar ke
sledovani hemolytickych
vlastnosti a VL krevni agar
(podobny, ale na anaeroby)
Zvlastnim pripadem ptdy
chromogenni a fluorogenni

=oto: archiv. MU




Pevné selektivni pudy

Ucelem je vyselektovat (vydélit) ze smési
bakteérii pouze urcitou skupinu nebo skupiny

Prikladem je agar pro stafylokoky s.10,% NaCl

Nekdy je selektivnosti dosazeno pridanim
antibiotika. Krevni agar s amikacinem jé
selektivni pro streptokoky a enterokoky




Selektivita hypersolneho agaru

Veétsina Enterokoky Stafylokoky

10 %

6,5 %

T




Priklad selektivne diagnhostické
ptudy — Endova ptda

Endova ptida je selektivni jen pro nékteré
gramnegativni tycCinky (selektivni vlastnost)

Endova pida umi
take rozlisit
bakterie podle
toho, jestli
dovedou Stepit
laktozu, nebo ne
(diagnosticka
vlastnost).

..u*'f”"y?

LS Eoto: archiv MU



Chromogenni pudy

Chromogenni pldy obsahuji barvivo, na které je

navazany specificky substrat = barevnost se ztraci,
nenli to uz barvivo, ale chromogen

Bakterie schopna stépit specificky substrat zmeni
chromogen zpét na plvodni barvivo




Pudy se pouzivaji i k testovani
citlivosti na antlblotlka

V tomto pripade se bakterie
naockuji po celé plose a na
pudu se nakladou kulaté papirky
napustéeneé jednotlivymi
antibiotiky (antibiotické
disky). Antibiotika difunduji
agarem. Je-li kmen citlivy, vytvori
se zona citlivosti.

NejCasteji se pouziva bezbarva
MH ptida, na které je zaroven
dobre vidéet i pigmenty bakterii

Foto: archiv M




ani vytéru z krku

bacitracinovy disk
[na hemofily)

V + K disk
[vanko. + kalistin]

meningokoky

afylokek. cara

eckovani tampenem

ockovani klickou

hemofily






Pestovani anaerobnich bakterii

Anaerobni bakterie nesnaseji kyslik. Musime je
tedy péstovat ve specialni atmosféere bez
I- Fato: archiv MU kYSIllku .
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Biochemicke identifikacni metody

I mezi savci jsou rozdily. Clovek neumi
tvorit vitamin C, nhekteri savci ano

Bakterii predlozime urcity substrat a
zkoumame, zda ho bakterie pomoci sveho
enzymu zmeni v produkt. Produkt se
musi lisit od substratu skupenstvim Ci
barvou. Nelisi-li se, uzijeme indikator

Existuje pritom velké mnozstvi
zplsobti technického provedeni
tohoto typu testdl.




Moznosti praktickeho

provedeni
Rychleé testy (vteriny az minuty)
— Katalazovy test
— Testy s diagnostickymi prouzky (oxidaza)
Testy s inkubaci (hodiny az dny)
— Jednoduché zkumavkove testy
— Slozité zkumavkové testy
— Sady jednoduchych zkumavkovych testl
— Testy v plastovée desticce (miniaturizace)
— Jiné testy (napf. Svejcarova plotna)




Katalazovy test

velmi jednoduchy, do substratu
(roztok H,O,) rozmichame bakterie. Bublinky =
pozitivita. Princip: 2 H,0, > 2 H,0 + O,

medic.med.uth.tmc.edu/path/oxidase.htm

.atalase + (atalase -




Priklady dalSich testu:

oxidazovy test (diagnosticky
prouzek)

edic.rmecl.utn.trn
c.edu/patn/oxidas
o, rerm




Foto: archiv MU



...a dalsi testy

Urease pos. Urease neg.

medic.med.uth.tmc.edu/path/oxidase.htm




Nekdy se zkoumaji i vzajemne
interakce dvou rdznych bakterialnich
kmen(

] Foto: archiv MU




Moderni biochemicke testy
zahrnuji i desitky reakci

Testy se délaji v dulcich plastovych
mikrotitracnich desticek.

Pocet testl v sadach kolisa od sedmi‘az po
vice nez padesat

LiSi se v technickych detailech. Vzdy je vsak
substrat lyofilizovany, bakterie se nejprve
rozmicha ve fyziologickém roztoku nebo
suspenznim mediu a pak se kape Ci lije do
dalkd




Foto: archiv MU

NEFERMtest 24

Pliva Lachema: do

jednoho ramecku lIze
vlozit ctyri trojradky
(Ctyri testy, urceni




Zahranicni

soupravy

Foto: archiv stavu
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www.ucd.ie/kyr/Images/jpgs/Photo16.htm




Pokus na zvireti

Pokus na zvireti byval dilezitou soucasti
diagnostiky v zacatcich mikrobiologie. Jsou
ale vyjimecneé pripady, kdy se uplatni i dnes.

www.rockinjawrabbits.com/newzealand.htm




Prikaz nukleove kyseliny

metody bez amplifikace nukleové
kyseliny (klasicke genové sondy)

metody s amplifikaci (namnozenim)

— PCR (polymerazova retézova reakce)

— LCR (ligazova retézova reakce)

Principialné se pouziti v mikrobiologii
nelisi od pouziti jinde (napr. v genetice)
Nevyhoda — nekdy jsou az prilis citlive,
takze se prokaze kazda molekula DNA,
ktera mohla treba ,prilétnout odnékud

AL

zvenci®. Citlivost se dnes ale da omezit.




Co je to antigen

Antigen je struktura na povrchu mikroba (ale
i treba pylového zrnka Ci zvireciho chlupu),
ktere telo provokuje k tvorbe protilatek

Antigen se da prokazat pomoci protilatky,
ktera se proti nému vytvorila napriklad uzvirete

Co je to protilatka

Protilatka je bilkovina, imunoglobulin, produkt
imunitniho systému clovéka (nebo zvirete).

Protilatka se da prokazat pomoci specifického
antigenu, proti kterému se vytvorila




Serologicke metody (zalozené na
interakci antigen — protilatka)

pracuji s reakci antigen — protilatka
(za vzniku komplexu); vzajemne se.lisi
zpisobem detekce komplexu antigen =
protilatka

pri stejném principu metod se daji
vyuzit pro prikaz antigenu (pomoci
zvireci protilatky) i pro pritikaz protilatky
v tele pacienta (pomoci antigenu
mikroba, nebo i celeho mikroorganismu)




Serologicka
reakce v praxi

www.medmicro.info




Protilatku antigenem, nebo
antigen protilatkou?

Priikkaz antigenu: laboratorni protilatky
(zvifeciho plvodu) + vzorek pacienta nebo
kmen mikroba.

Prima metoda

Prikaz protilatky: laboratorni antigen
(mikrobialni) + sérum (vyjimecne sliny,
likvor) pacienta

Neprima metoda




Prikaz antigenu a
antigenni analyza

V ramci prukazu antigenu (tedy primého

prikazu) Ize jesté dale rozlisit dva podtypy:

— Primy priikaz antigenu ve vzorku, napfiklad ve
vzorku mozkomisniho moku

— Antigenni analyza (identifikace) kmeng,
izolovaného ze vzorku (napriklad kmene

meningokoka)
U neprimého pritkazu naopak vzdy
bracujeme se vzorkem, a to se vzorkem séra,

kde hledame protilatky




Serologicka laborator

Foto: archiv MU




Cerstva, nebo davno prodeélana
nakaza?

Po nakaze pretrvavaiji protilatky. dlouhodobe,
nekdy celozivotne. Samotny nalez protilatek
tedy tolik neznamena. Pro rozliseni cerstve x
davno prodeélané nakazy se pouziva:

— zjisténi mnozstvi protilatek (jako tzv. titru) a
zmeéna tohoto mnozstvi v case (dynamika
titru)

- rozliseni protilatek tridy IgM a IgG (jen u
nekterych novejsich reakci je to ovsem mozné)

— stanoveni tzv. avidity (sily vazby protilatek)




Pribeh protilatkové odpovéedi

Akutni infekce: velké mnozstvi
protilatek, prevazne tridy IgM
Pacient po prodelané infekciz: mala
mnozstvi protilatek, hlavne IgG
(imunologicka pamét)

Chronicka infekce: rizné moznosti




Ukazka serologicke reakce ELISA

'%@'@

)xf*,f

i I- o 1 2 & L [ 9
- i ! .I- _-—!'- II ]" ] y } ! E :
o N / Py T A
A sl a7 S

‘ A=
) W) U

& ) (O negativni dulek

Foto: ]
archiv MU




Nespecificke antigeny a
heterofilni protilatky

Nespecificky antigen (Paul-Bunnellova
reakce): protilatky reaguji s néjakym jinym
antigenem nez s antigenem mikroba
Hererofilni protilatky: protilatky nejsou
namireny primo proti mikrobu, ale proti
nejaké molekule, ktera se pri infekci tvori
(kardiolopin u syfilis)




Cerstva, nebo davno
prodelana infekce?

Po infekci pretrvavaji protilatky dlouhodobé,

nekdy celozivotné. Samotny nalez protilatek

tedy tolik neznamena. Pro rozliseni cerstve x

davno prodélané nakazy se pouziva:

— kvantifikace (titry) a zmeéna kvantity v case
(dynamika titru)

— rozliseni protilatek tridy IgM a IgG (jen u reakal
se znacenymi slozkami)

— stanoveni avidity (sily vazby protilatek)




Prehled serologickych metod

Precipitace

Aglutinace (a aglutinace na nosicich)
Komplementfixacni reakce (KFR)
Neutralizace (ASLO, HIT, VNT)

Reakce se znacenymi slozkami:

— Imunofluorescence (IMF)

— Radioimunoanalyza (RIA)

— Enzymova imunoanalyza (EIA, ELISA)
— Imunobloty (= zvlastni pripad ELISy)




Principy jednotlivych metod

Aglutinace a precipitace: komplex Ag — Ig je
viditelny. U precipitace se pouzije samotny
Ag, u aglutinace je Ag navazan na castici
Komplementfixace: slozita reakce s vyuzitim
jedné slozky imunitniho systému —
komplementu (uziva se morceci komplement)

Neutralizace: vyuziti prirozené schopnosti
protilatek neutralizovat ucinek viru Ci toxinu

Reakce se znacenymi slozkami: postupné
navazovani na povrch, co se neodplavi,
zUstane a je detekovano




Rozdil mezi starsimi a
novejsimi metodami

Starsi metody (aglutinace, komplementfixace,
neutralizace) neuméji rozlisit protilatky tridy
IgG a IgM. Proto je tu nutno odebirat dva
vzorky séra a sledovat dynamiku titru.

Novejsi metody toto nepotrebuiji. Titry se
nezjistuji, u metody ELISA se zato zjist'uji
hodnoty absorbance, odpovidajici intenzite
reakce (mnozstvi molekul, které zreagovaly)




Prace laboratore v praxi

Do laboratore prijde vzorek

K neprimému prukazu jsou prijimany
vzorky séra (kde hledame protilatky)

K primému prtikazu jsou prijimany. vzorky
z tech mist na tele, kde predpokladame
infekci: nejcastéjsi jsou vytéry z krku a
nosu, vzorky moce a stolice, ale nékdy prijde

i treba kousek srdecni chlopné odebrany pri
operaci




Proces mikrobiologickeho
vysetrovani — na vsem zalezi!!!

LEKAR (KLINIK LABORATOR

Indikace vysetreni — zda, jake
Vlastni provedeni odbéru

Transport materialu

Rozhodnuti, jak zpracovat

Vlastni zpracovani materialu
Zaslani vysledku

Interpretace v kontextu ostat.
vysledku a stavu pacienta (l€Cit
vzdy pacienta, ne nalez)




manou DFISte...
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