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CCííle mikrobiologickle mikrobiologickéé
diagnostikydiagnostiky

Odhalení původce nemoci (patogena)
Někdy: zjištění citlivosti patogena na 
antimikrobiální látky

Někdy také: určení faktorů virulence



Co je to vzorekCo je to vzorek
Vzorek je to, co je odebráno pacientovi a 
přichází na vyšetření do laboratoře:

� kusový či tekutý materiál ve zkumavce
či jiné nádobce (krev, sérum, moč...)

� stěr či výtěr na vatovém tamponu,
obvykle zanořeném do transportního média.

Při diagnostice někdy pracujeme s celým 
vzorkem. Jindy je nutno získat ze vzorku 
kmen nebo kmeny patogenních mikrobů.



Co je to kmenCo je to kmen

Kmen je čistá kultura („výpěstek“) jednoho 
druhu mikroba

Kmen získáme jedině kultivací
(pěstováním) mikroba na pevné
půdě.

Kochův objev, že bakterie lze takto 
pěstovat, měl zásadní význam v dějinách 
mikrobiologie.



PPřřehled metodehled metod

� Metody přímé: Hledáme mikroba, jeho část či 
jeho produkt
– Přímý průkaz ve vzorku – pracujeme s celým 
vzorkem

– Identifikace kmene – určení vypěstovaného izolátu

� Metody nepřímé: Hledáme protilátky. 
Protilátka není součástí ani produktem 
mikroba – je produktem makroorganismu



PPřřehled metod pehled metod přříímméého prho průůkazukazu

v praxi neanoPokus na zvířeti
anoanoPrůkaz antigenu

anoneBiochemická identifikace
anoanoKultivace

v praxi ne*anoMolekulární metody

anoanoMikroskopie

IdentifikacePrůkaz ve 
vzorku

Metoda

*netýká se molekulární epidemiologie – sledování příbuznosti kmenů



Co vidCo vidííme v mikroskopume v mikroskopu
� V případě mikroskopování kmene vidíme 
jeden typ mikrobiálních buněk

� V případě mikroskopování vzorku 
můžeme vidět
– mikroby – nemusí tam být žádné, a může tam 
být i klidně deset druhů

– buňky makroorganismu – nejčastěji epitelie a 
leukocyty, někdy erytrocyty

– jiné struktury, např. fibrinová vlákna, buněčnou 
drť (detritus) a podobně



Typy mikroskopieTypy mikroskopie
� Elektronová mikroskopie – u virů; spíše 
výzkum než při běžném průkazu virů

� Optická mikroskopie
– Nativní preparát - na velké a/nebo pohyblivé
mikroby

– Nativní preparát v zástinu (hlavně
spirochety)

– Fixované a barvené preparáty, například:
� Barvení dle Grama – nejdůležitější bakteriologické
� Barvení dle Ziehl-Neelsena – např. u bacilů TBC
� Barvení dle Giemsy – na některé prvoky



Gramovo barvenGramovo barveníí -- principprincip
� Grampozitivní bakterie mají ve své stěně tlustší vrstvu 
peptidoglykanu mureinu. Díky tomu se na ně pevněji 
váže krystalová nebo genciánová violeť a po upevnění
této vazby Lugolovým roztokem se neodbarví ani 
alkoholem. Gramnegativní bakterie se naopak odbarví
alkoholem a dobarví se pak na červeno safraninem.

Obarví se na 
červeno

Zůstanou 
fialové

Safranin

Odbarví seNeodbarví seAlkohol

Upevní se méněVazba se upevníLugolův roztok

Obarví seObarví seKrystal. violeť

GramnegativníGrampozitivníChemikálie



Mikroskopie vzorku

Mikroskopie 
kmene

Foto: archiv MFoto: archiv MÚÚ



Kultivace (pKultivace (pěěstovstováánníí) bakteri) bakteriíí
(p(přříípadnpadněě taktakéé kvasinek)kvasinek)

� Bakterie často pěstujeme na umělých půdách
� Bakterie na půdu naočkujeme a poté půdu 
umístíme do termostatu, většinou nastaveného 
na 37 °C (pro bakterie významné pro člověka je to 
většinou optimální teplota – což má logiku)

� Za 24 (někdy až 48) hodin půdu vytáhneme a 
pozorujeme, jak nám bakterie vyrostly

� Vláknité houby se pěstují mnohem déle
� Viry a paraziti se většinou vůbec nepěstují



Kultivace bakteriKultivace bakteriíí –– podmpodmíínkynky
� Bakteriím musíme připravit přijatelné vnější
podmínky – teplotu, vlhkost apod.

� Některé jsou dány nastavením termostatu, jiné
složením kultivační půdy

� Používáme různá kultivační média, sloužící
k.určitým účelům

� Aerobní a fakultativně anaerobní bakterie 
můžeme pěstovat za normální atmosféry

� Striktně anaerobní bakterie vyžadují atmosféru 
bez kyslíku. Kapnofilní zase zvýšený podíl CO2.



Připravené kultivační
půdy se uchovávají
v.chladničce

Foto: archiv MFoto: archiv MÚÚ



Smysl kultivace bakteriSmysl kultivace bakteriíí

� Proč vlastně v laboratoři bakterie pěstujeme?
– Abychom je udrželi při životě a pomnožili. K tomu 
slouží kultivace na tekutých půdách i na 
„pevných“ půdách (to jsou půdy, které netečou, 
jejich základem je většinou agarová řasa)

– Abychom získali kmen – pouze pevné půdy
– Abychom je vzájemně odlišili a oddělili – používají
se diagnostické a selektivní půdy, sloužící
k.identifikaci



Pojem Pojem 
koloniekolonie

� Kolonie je útvar na povrchu pevné půdy. 
Pochází z jedné buňky nebo malé skupinky 
buněk (dvojice, řetízku, shluku)

� Kolonie je tedy vždy tvořena jedním kmenem.
� V některých případech můžeme z počtu kolonií
odhadnout počet mikrobů ve vzorku – nebo 
přesněji počet „kolonii tvořících jednotek“ (CFU)

� Popis kolonií má významné místo v.diagnostice

Foto: archiv MFoto: archiv MÚÚ



Kultivace v praxiKultivace v praxi
� Vzorek se vloží do tekuté půdy nebo nanese na 
pevnou půdu

� U pevné půdy se ho snažíme tzv. 
mikrobiologickou kličkou rozředit, abychom 
získali jednotlivé kolonie a mohli dále pracovat 
s.kmeny mikrobů

� Tekuté půdy
– jsou půdy pomnožovací
– základem je zpravidla hovězí vývar a bílkovinný 
hydrolyzát

– nejdůležitější je peptonová voda, bujón, VL-bujón, 
selenitový bujón (selektivně pomnožovací)



TekutTekutéé ppůůdydy
Foto: archiv MFoto: archiv MÚÚ



PevnPevnéé (agarov(agarovéé) p) půůdydy

� Abychom využili všech 
výhod, které pevné půdy 
nabízejí, musíme vzorek 
(kultivace vzorek �
kmen), ale i kmen 
(kultivace kmen � kmen) 
dobře rozočkovat. 
Klasickým způsobem 
rozočkování je tzv. 
křížový roztěr.

•Základem je opět masopeptonový bujón, ale 
navíc obsahují výtažek z agarové řasy. Používala 
se i želatina, ale neosvědčila se tolik jako agar.

Foto: www.Foto: www.medmicromedmicro..infoinfo



Co se dCo se dáá popisovat u kolonipopisovat u koloniíí

� Velikost
� Barva
� Tvar (okrouhlý…)
� Profil (vypouklý…)
� Okraje (výběžky..)

� Povrch (hladký, drsný)
� Konzistence (suchá…)
� Průhlednost
� Vůně/zápach
� Okolí kolonie

To vše ale pouze v případě, že se podařilo rozočkováním 
získat jednotlivé kolonie. Tam, kde je hustý nárůst, se 
tyto vlastnosti hodnotit nedají.



V pV přříípadpaděě smsměěsi vytvosi vytvořříí kakažžddáá
bakterie svoje koloniebakterie svoje kolonie
(p(přři dobri dobréém rozom rozoččkovkováánníí))

1 – očkování směsi bakterií (naznačeny tečkami), 2 – výsledek 
kultivace: v prvních úsecích směs, až na konci izolované kolonie



PevnPevnéé ppůůdydy

Foto: archiv MFoto: archiv MÚÚ



ExistujExistujíí rrůůznznéé typy pevných ptypy pevných půůdd
� Diagnostické půdy – roste "kdeco, ale různě" 
(krevní agar, VL krevní agar)
– Chromogenní půdy – zvláštní druh diagn. půd

� Selektivní půdy – roste "jen málo co" (krevní agar 
s.10 % NaCl pro kultivaci stafylokoků)

� Selektivně diagnostické půdy – např. Endova (jen 
G–, a rozlišení bakterií podle štěpení laktózy)

� Obohacené půdy – k pěstování náročných baktérií
(čokoládový agar, což je zahřátý krevní agar)

� Speciální půdy – mají své zvláštní určení (MH půda 
pro testy citlivosti kmene k antibiotikům)



PPůůdy diagnostickdy diagnostickéé

� Nepotlačují růst žádného 
mikroba

� Zato díky svému složení
rozlišují mikroby podle 
určité vlastnosti

� Příkladem je krevní agar ke 
sledování hemolytických 
vlastností a VL krevní agar
(podobný, ale na anaeroby)

� Zvláštním případem půdy 
chromogenní a fluorogenní

Foto: archiv MFoto: archiv MÚÚ

Foto: archiv MFoto: archiv MÚÚ



PevnPevnéé selektivnselektivníí ppůůdydy

� Účelem je vyselektovat (vydělit) ze směsi 
baktérií pouze určitou skupinu nebo skupiny

� Příkladem je agar pro stafylokoky s 10 % NaCl
� Někdy je selektivnosti dosaženo přidáním 
antibiotika. Krevní agar s.amikacinem je 
selektivní pro streptokoky a enterokoky



Selektivita hypersolnSelektivita hypersolnéého agaruho agaru

6,5 %

10 %

Většina            Enterokoky        Stafylokoky



PPřřííklad selektivnklad selektivněě diagnostickdiagnostickéé
ppůůdy dy –– Endova pEndova půůdada

Endova půda umí
také rozlišit 
bakterie podle 
toho, jestli 
dovedou štěpit 
laktózu, nebo ne 
(diagnostická
vlastnost).

Endova půda je selektivní jen pro některé
gramnegativní tyčinky (selektivní vlastnost)

Foto: archiv MFoto: archiv MÚÚ



ChromogennChromogenníí ppůůdydy
� Chromogenní půdy obsahují barvivo, na které je 
navázaný specifický substrát � barevnost se ztrácí, 
není to už barvivo, ale chromogen

� Bakterie schopná štěpit specifický substrát změní
chromogen zpět na původní barvivo

Foto: Foto: 
www.www.medmicromedmicro..infoinfo



PPůůdy se poudy se použžíívajvajíí i k testovi k testováánníí
citlivosti na antibiotikacitlivosti na antibiotika

� V tomto případě se bakterie 
naočkují po celé ploše a na 
půdu se nakladou kulaté papírky 
napuštěné jednotlivými 
antibiotiky (antibiotické
disky). Antibiotika difundují
agarem. Je-li kmen citlivý, vytvoří
se zóna citlivosti.

� Nejčastěji se používá bezbarvá
MH půda, na které je zároveň
dobře vidět i pigmenty bakterií

Foto: archiv MFoto: archiv MÚÚ

Foto: archiv MFoto: archiv MÚÚ



Postup oPostup oččkovkováánníí výtvýtěěru z krkuru z krku



VýtVýtěěr z krku r z krku –– rereáálný výsledeklný výsledek

Foto: archiv MFoto: archiv MÚÚ



PPěěstovstováánníí anaerobnanaerobníích bakterich bakteriíí
Anaerobní bakterie nesnášejí kyslík. Musíme je 
tedy pěstovat ve speciální atmosféře bez 

kyslíku.
Foto: archiv MFoto: archiv MÚÚ

Foto: archiv MFoto: archiv MÚÚ



BiochemickBiochemickéé identifikaidentifikaččnníí metodymetody
� I mezi savci jsou rozdíly. Člověk neumí
tvořit vitamin C, někteří savci ano

� Bakterii předložíme určitý substrát a 
zkoumáme, zda ho bakterie pomocí svého 
enzymu změní v produkt. Produkt se 
musí lišit od substrátu skupenstvím či 
barvou. Neliší-li se, užijeme indikátor

� Existuje přitom velké množství
způsobů technického provedení
tohoto typu testů.



MoMožžnosti prakticknosti praktickéého ho 
provedenprovedeníí

� Rychlé testy (vteřiny až minuty)
– Katalázový test
– Testy s diagnostickými proužky (oxidáza)

� Testy s inkubací (hodiny až dny)
– Jednoduché zkumavkové testy
– Složité zkumavkové testy
– Sady jednoduchých zkumavkových testů
– Testy v plastové destičce (miniaturizace)
– Jiné testy (např. Švejcarova plotna)



KatalKataláázový testzový test
� Katalázový test: velmi jednoduchý, do substrátu 
(roztok H2O2) rozmícháme bakterie. Bublinky = 
pozitivita. Princip: 2 H2O2 � 2 H2O + O2

medicmedic.med..med.uthuth..tmctmc..eduedu//pathpath//oxidaseoxidase..htmhtm



PPřřííklady dalklady dalšíších testch testůů::
oxidoxidáázový test (diagnostický zový test (diagnostický 

prouproužžek)ek)

medicmedic.med..med.uthuth..tmtm
cc..eduedu//pathpath//oxidasoxidas
ee..htmhtm



ProvedenProvedeníí testu v praxitestu v praxi

Foto: archiv MFoto: archiv MÚÚ



……a dala dalšíší testytesty

medicmedic.med..med.uthuth..tmctmc..eduedu//pathpath//oxidaseoxidase..htmhtm



NNěěkdy se zkoumajkdy se zkoumajíí i vzi vzáájemnjemnéé
interakce dvou rinterakce dvou růůzných bakterizných bakteriáálnlníích ch 

kmenkmenůů

Foto: archiv MFoto: archiv MÚÚ



ModernModerníí biochemickbiochemickéé testy testy 
zahrnujzahrnujíí i desi desíítky reakctky reakcíí

� Testy se dělají v důlcích plastových 
mikrotitračních destiček.

� Počet testů v sadách kolísá od sedmi až po 
více než padesát

� Liší se v technických detailech. Vždy je však 
substrát lyofilizovaný, bakterie se nejprve 
rozmíchá ve fyziologickém roztoku nebo 
suspenzním médiu a pak se kape či lije do 
důlků



NEFERMtestNEFERMtest 24 24 
Pliva Lachema: Pliva Lachema: do do 
jednoho rjednoho ráámemeččku lze ku lze 
vlovložžit it ččtytyřři troji trojřřáádky dky 
((ččtytyřři testy, uri testy, urččeneníí
ččtytyřř rrůůzných kmenzných kmenůů))

Foto: archiv MFoto: archiv MÚÚ



ZahraniZahraniččnníí
soupravysoupravy

Foto: archiv stavuFoto: archiv stavu

http://www.http://www.oxoidoxoid..comcom//
bluePressbluePress//ukuk//enen//imageimage
ss/PR020505./PR020505.jpgjpg

www.www.ilexmedicalilexmedical..comcom//productsproducts__englengl//apiapi..htmhtm..



www.www.ucducd..ieie//kyrkyr//ImagesImages//jpgsjpgs/Photo16./Photo16.htmhtm



Pokus na zvPokus na zvíířřetieti
Pokus na zvířeti býval důležitou součástí
diagnostiky v začátcích mikrobiologie. Jsou 
ale výjimečné případy, kdy se uplatní i dnes.

www.www.rockinjawrabbitsrockinjawrabbits..comcom//newzealandnewzealand..htmhtm



PrPrůůkaz nukleovkaz nukleovéé kyselinykyseliny
�metody bez amplifikace nukleové
kyseliny (klasické genové sondy)

�metody s amplifikací (namnožením)
– PCR (polymerázová řetězová reakce)
– LCR (ligázová řetězová reakce)

� Principiálně se použití v mikrobiologii 
neliší od použití jinde (např. v genetice)

� Nevýhoda – někdy jsou až příliš citlivé, 
takže se prokáže každá molekula DNA, 
která mohla třeba „přilétnout odněkud 
zvenčí“. Citlivost se dnes ale dá omezit.



Co je to protilCo je to protiláátkatka
Protilátka je bílkovina, imunoglobulin, produkt 
imunitního systému člověka (nebo zvířete).

Protilátka se dá prokázat pomocí specifického 
antigenu, proti kterému se vytvořila

Co je to antigen
Antigen je struktura na povrchu mikroba (ale 
i třeba pylového zrnka či zvířecího chlupu), 
které tělo provokuje k tvorbě protilátek

Antigen se dá prokázat pomocí protilátky, 
která se proti němu vytvořila například u zvířete



SerologickSerologickéé metody (zalometody (založženenéé na na 
interakci antigen interakci antigen –– protilprotiláátka)tka)

� pracují s reakcí antigen – protilátka
(za vzniku komplexu); vzájemně se liší
způsobem detekce komplexu antigen –
protilátka 

� při stejném principu metod se dají
využít pro průkaz antigenu (pomocí
zvířecí protilátky) i pro průkaz protilátky 
v těle pacienta (pomocí antigenu 
mikroba, nebo i celého mikroorganismu)



SerologickSerologickáá
reakce v praxireakce v praxi

+++    ++      +      +/-

- - - -

www.www.medmicromedmicro..infoinfo



ProtilProtiláátku antigenem, nebo tku antigenem, nebo 
antigen protilantigen protiláátkou?tkou?

Průkaz antigenu: laboratorní protilátky 
(zvířecího původu) + vzorek pacienta nebo 
kmen mikroba.

Přímá metoda

Průkaz protilátky: laboratorní antigen 
(mikrobiální) + sérum (výjimečně sliny, 
likvor) pacienta

Nepřímá metoda



PrPrůůkaz antigenu a kaz antigenu a 
antigennantigenníí analýzaanalýza

� V rámci průkazu antigenu (tedy přímého 
průkazu) lze ještě dále rozlišit dva podtypy:
– Přímý průkaz antigenu ve vzorku, například ve 

vzorku mozkomíšního moku
– Antigenní analýza (identifikace) kmene, 

izolovaného ze vzorku (například kmene 
meningokoka)

� U nepřímého průkazu naopak vždy 
pracujeme se vzorkem, a to se vzorkem séra, 
kde hledáme protilátky



SerologickSerologickáá laboratolaboratořř

Foto: archiv MFoto: archiv MÚÚ



ČČerstverstváá, nebo d, nebo dáávno prodvno proděělanlanáá
nnáákaza?kaza?

� Po nákaze přetrvávají protilátky dlouhodobě, 
někdy celoživotně. Samotný nález protilátek 
tedy tolik neznamená. Pro rozlišení čerstvé ×
dávno prodělané nákazy se používá:
– zjištění množství protilátek (jako tzv. titru) a 
změna tohoto množství v čase (dynamika 
titru)

– rozlišení protilátek třídy IgM a IgG (jen u 
některých novějších reakcí je to ovšem možné)

– stanovení tzv. avidity (síly vazby protilátek)



PrPrůůbběěh protilh protiláátkovtkovéé odpovodpověědidi

� Akutní infekce: velké množství
protilátek, převážně třídy IgM

� Pacient po prodělané infekci: malá
množství protilátek, hlavně IgG 
(imunologická paměť)

� Chronická infekce: různé možnosti

1

1

2

2



UkUkáázka serologickzka serologickéé reakce ELISAreakce ELISA

Foto: Foto: 
archiv Marchiv MÚÚ



NespecifickNespecifickéé antigeny a antigeny a 
heterofilnheterofilníí protilprotiláátkytky

� Nespecifický antigen (Paul-Bunnellova 
reakce): protilátky reagují s nějakým jiným 
antigenem než s antigenem mikroba

� Hererofilní protilátky: protilátky nejsou 
namířeny přímo proti mikrobu, ale proti 
nějaké molekule, která se při infekci tvoří
(kardiolopin u syfilis)



ČČerstverstváá, nebo d, nebo dáávno vno 
prodproděělanlanáá infekce?infekce?

� Po infekci přetrvávají protilátky dlouhodobě, 
někdy celoživotně. Samotný nález protilátek 
tedy tolik neznamená. Pro rozlišení čerstvé ×
dávno prodělané nákazy se používá:
– kvantifikace (titry) a změna kvantity v čase
(dynamika titru)

– rozlišení protilátek třídy IgM a IgG (jen u reakcí
se značenými složkami)

– stanovení avidity (síly vazby protilátek)



PPřřehled sehled séérologických metodrologických metod
� Precipitace
� Aglutinace (a aglutinace na nosičích)
� Komplementfixační reakce (KFR)
� Neutralizace (ASLO, HIT, VNT)
� Reakce se značenými složkami:

– Imunofluorescence (IMF)
– Radioimunoanalýza (RIA)
– Enzymová imunoanalýza (EIA, ELISA)
– Imunobloty (= zvláštní případ ELISy)



Principy jednotlivých metodPrincipy jednotlivých metod
� Aglutinace a precipitace: komplex Ag – Ig je 
viditelný. U precipitace se použije samotný
Ag, u aglutinace je Ag navázán na částici

� Komplementfixace: složitá reakce s využitím 
jedné složky imunitního systému –
komplementu (užívá se morčecí komplement)

� Neutralizace: využití přirozené schopnosti 
protilátek neutralizovat účinek viru či toxinu

� Reakce se značenými složkami: postupné
navazování na povrch, co se neodplaví, 
zůstane a je detekováno



RozdRozdííl mezi starl mezi staršíšími a mi a 
novnověějjšíšími metodamimi metodami

� Starší metody (aglutinace, komplementfixace, 
neutralizace) neumějí rozlišit protilátky třídy 
IgG a IgM. Proto je tu nutno odebírat dva 
vzorky séra a sledovat dynamiku titru.

� Novější metody toto nepotřebují. Titry se 
nezjišťují, u metody ELISA se zato zjišťují
hodnoty absorbance, odpovídající intenzitě
reakce (množství molekul, které zreagovaly)



PrPrááce laboratoce laboratořře v praxie v praxi
� Do laboratoře přijde vzorek
� K nepřímému průkazu jsou přijímány 
vzorky séra (kde hledáme protilátky)

� K přímému průkazu jsou přijímány vzorky 
z těch míst na těle, kde předpokládáme 
infekci: nejčastější jsou výtěry z krku a 
nosu, vzorky moče a stolice, ale někdy přijde 
i třeba kousek srdeční chlopně odebraný při 
operaci



Proces mikrobiologickProces mikrobiologickéého ho 
vyvyššetetřřovováánníí –– na vna vššem zem zááleležžíí!!!!!!

LÉKAŘ (KLINIK) LABORATOŘ
Indikace vyšetření – zda, jaké

Vlastní provedení odběru

Transport materiálu

Rozhodnutí, jak zpracovat

Vlastní zpracování materiálu

Zaslání výsledku

Interpretace v kontextu ostat. 
výsledků a stavu pacienta (léčit 

vždy pacienta, ne nález)



Nashledanou pNashledanou přříšíšttěě……

Foto: O. Z.Foto: O. Z.


