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Cile mikrobiologické diagnostiky

Odhaleni ptivodce nemoci (patogena)
Nekdy: zjisténi citlivosti patogena na
antimikrobialni latky (hlavne u bakteri.a

kvasinek, nedela se u parazitd a viaknitych.hub,
u vird je to ve fazi vyzkumu)

Nekdy take: urceni faktord virulence (napr..u
Clostridium difficile je nalez toxinu dulezitéjsi
nez samotny nalez bakterie)



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, serum, moc...)

ster Ci vytér na vatovém tamponu,
obvykle zanoreném do transportniho media.

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 (,,vypestek™) jednoho
druhu mikroba

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

Kochlyv objev, ze bakterie Ize takto
pestovat, mel zasadni vyznam v déjinach
mikrobiologie.



Prehled metod

Metody primée: Hledame mikroba, jeho cast Ci
jeho produkt

— Primy prukaz ve vzorku — pracujeme s celym
vzorkem

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



Prehled metod primého prikazu

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 v praxi ne*

*netyka se molekularni epidemiologie — sledovani pribuznosti kmen(



1. Mikrosko



Co vidime v mikroskopu

V pripadée mikroskopovani kmene vidime

jeden typ mikrobialnich bunék

V pripadée mikroskopovani vzorku

muzeme vidét

— mikroby — nemusi tam byt zadné, a mUze tam

oyt i klidné deset druhd

— bunky makroorganismu — nejcastéji epitelie a

eukocyty, nekdy erytrocyty

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




Typy mikroskopie
Elektronova mikroskopie — u virl; spise
vyzkum nez pri bézném prikazu virli
Opticka mikroskopie
— Nativni preparat — na velké a/nebo pohyblive

mikroby

— Nativni preparat v zastinu (hlavné

spirochety)

— Fixované a barvené preparaty, napriklad:

e Barveni ¢
e Barveni ¢

e Barveni ¢

e Grama — nejdulezitéjsi bakteriologické
e Ziehl-Neelsena — napr. u bacilll TBC
e Giemsy — na nekteré prvoky



Gramovo barveni — princip 1

Grampozitivni bakterie-maji ve sve

sténé tlustsi vrstvu peptidoglykanu

mureinu.

— Diky tomu se na né pevnegji vaze
krystalova nebo gencianova violet'...

— ...a po upevnéni teto vazby Lugolovym
roztokem...

— ...se neodbarvi ani alkoholem.

Gramnegativni bakterie se naopak
odbarvi alkoholem a dobarvi se pak na
cerveno safraninem.



Gramovo barveni — princip 2

Chemikalie Grampozitivni | Gramnegativni

Krystal. violet’ |Obarvi se fialove | Obarvi se fialové

Lugollv roztok |Vazba se upevni |Upevni se méné

Alkohol Neodbarvi se Odbarvi se

Safranin ZUstanou fialove | Obarvi se Cervené

Gramem se nebarvici bakterie se neobarvi v prvnim kroku
kvili absenci bunécné stény (Mycoplasma) nebo proto, ze
jejich sténa je vysoce hydrofobni (Mycobacterium).

Spirochety by se barvily gramnegativng, ale jsou velmi
tenké, takze i je Ize take vlastné povazovat za ,,Gramem se
nebarvici* a Gram se v jejich diagnostice nepouziva.




Mikroskopie vzo

Mikroskopie
kmene




2. Kultivac



Kultivace (péstovani) bakterii
(pripadne take kvasinek)

Bakterie casto péstujeme na umélych ptidach

Bakterie na pldu naockujeme a poteé ptidu
umistime do termostatu, vétsinou nastaveneho
na 37 °C (pro bakterie vyznamné pro cloveka je to
vétsinou 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 vétsSinou vibec nepéstuji



Kultivace bakterii — podminky

N =

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

Nekterée (teplota) jsou dany nastavenim
termostatu, jiné (procento soli) slozenim
kultivacni ptdy

Pouzivame rtizna kultivacni média, slouzici
k urcitym uceltm

Aerobni a fakultativné anaerobni bakterie
mUzeme péstovat za normalni atmosféry

Striktne anaerobni bakterie vyzaduji atmosféeru
bez kysliku. Kapnofilni zase zvyseny podil CO,.
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Pripravené kultiva
pudy se uchova
v chladnicce



Smysl kultivace bakterii

ProcC vlastné v laboratori bakterie péstujeme?

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

— Abychom ziskali kmen — pouze pevné pldy

— Abychom je vzajemné odlisili a oddélili — pouzivaji
se diagnostické a selektivni pldy, slouzici
K identifikaci



Foto: archiv MU ' " '

Kolonie je Utvar na povrchu pevnée pudy.
Pochazi z jedné bunky nebo malé skupinky
bunek (dvojice, retizku, shluku)

Kolonie je tedy vzdy tvorena jednim kmenem.

V nékterych pripadech mizeme z poctu kolonii
odhadnout pocet mikrobl ve vzorku — nebo
presn€ji pocet ,kolonii tvoricich jednotek™ (CFU)

Popis kolonii ma vyznamné misto v diagnostice

Pojem kolonie



Kultivace v praxi

Vzorek se vlozi do tekuteé ptidy nebo nanese na
pevnou pudu

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

ziskali jednotlivé kolonie a mohli dale pracovat
s kmeny mikrobd

Tekuté pudy

— jsou pldy pomnoZovaci

— zakladem je zpravidla hovezi vyvar a bilkovinny
hydrolyzat

— nejdllezitéjsi je peptonova voda, bujon, VL-bujon,
selenitovy bujon (selektivhé pomnozovaci)




Foto: archiv MU




Pevné (agarové) pudy
eZakladem je opét masopeptonovy bujon, ale
navic obsahuji vytazek z agaroveé rasy. Pouzivala
se i zelatina, ale neosvedcila se tolik jako agar.

Abychom vyuzili vsech
vyhod, které pevné pldy
nabizeji, musime vzorek
(kultivace vzorek -
kmen), ale i kmen
(kultivace kmen > kmen)
dobre rozockovat.
Klasickym zptisobem
rozockovani je tzv.

N A A4

krizovy rozteér.

Foto: www.medmicro.info




Co se da popisovat u kolonii

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

Profil (vypoukly...) Vin&/zapach

Okraje (vybézky..) Okoli kolonie

To vSe ale pouze v pripade, ze se podarilo rozockovanim
ziskat jednotlivé kolonie. Tam, kde je husty narlst, se
vetsSina téchto vlastnosti hodnotit neda.



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

1 — ockovani smesi bakterii (naznaceny teckami), 2 — vysledek
kultivace: v prvnich Usecich smes, az na konci izolované kolonie



Foto: archiv MU



Existuji rizné typy pevnych pud

Diagnostickeé ptdy — roste "kdeco, ale rlizné"
(krevni agar, VL krevni agar)

— Chromogenni ptdy — zvlastni druh diagnostickych ptd
Selektivni pudy - roste "jen malo co" (krevni agar
s 10 % NaCl pro kultivaci stafylokoku)

Selektivné diagnostické plidy — napr. Endova
(rostou tam jen nekteré G— bakterie = selektivita +
rozliseni bakterii podle stépeni laktozy = diagnosticita)
Obohacené pudy — k péstovani narocnych bakterii
(Cokoladovy agar, coz je zahraty krevni agar)
Specialni plidy — maji své zvlastni urceni (MH plda
pro testy citlivosti kmene k antibiotik@im)



v beto: archiv MU
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Pady diagnostické I o ae e s

» Nepotlacuji rdst zadného
mikroba
» Zato diky svému slozeni

rozlisuji mikroby podle
urcité vlastnosti

o Prikladem je krevni agar ke
sledovani hemolytickych
vlastnosti a VL krevni agar
(podobny, ale na anaeroby)

o Zvlastnim pripadem ptdy
chromogenni a fluorogenni

oto: archiv MU



Pevné selektivni ptdy

Ucelem je selektovat (vydélit) ze
smesi bakteérii pouze urcitou skupinu
nebo skupiny

Pfikladem je agar pro stafylokoky.
s 10 % NaCl

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



Selektivita hypersolného agaru
Vetsina Enterokoky Stafylokoky
10 %
6,5 %

T




Priklad selektivne diagnosticke
pudy — Endova puda

Endova plida je selektivni jen pro nékteré
gramnegativni tycinky (selektivni vlastnost)

.-‘L._.

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




-omogenni pldy

» Chromogenni ptidy obsahuji barvivo, na které je
navazany specificky substrat = barevnost se ztraci,
neni to uz barvivo, ale chromoger

» Bakterie schopna stépit specificky substrat zmeni
chromogen zpét na plvodni barvivo

www.medmicro.info



PUdy se pouzivaji i k testovani
citlivosti na antlblotlka

V tomto pripadé se bakterie
naockuji po celé plose a na
pudu se nakladou kulaté papirky
napustéeneé jednotlivymi
antibiotiky (antibiotickeé
disky). Antibiotika difunduji
agarem. Je-li kmen citlivy, vytvori
se zona citlivosti.
Nejcastéji se pouziva bezbarva i e
MH ptida, na které je zaroven [\ » “
dobre vidét i pigmenty bakterii

Foto: archiv MU




Postup ockovani vytéru z krku

1 oCkovano tamponem

2 ockovano klickou

3 stafylokokova cara

4 disk BH (bacitracin
pro hemofily)

5 disk VK(vankomycin
a kolistin pro
meningokoky)

Na celé naoCckovane
ploSe patrame po
streptokocich
(bezbarvé) a po
stafylokocich (spise
bilé Ci zlatavé)




Vyter z krku — realny vysledek



Pestovani anaerobnich bakterii

Anaerobni bakterie nesnaseji kyslik. Musime je
tedy péstovat ve specialni atmosfére bez
w kysliku.




3. Biochemicka
(a jina)
identifikace
il



Biochemicke identifikacni metody

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

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

Existuje pritom velké mnozstvi
zptisobli technického provedeni
tohoto typu testtl.



Moznosti praktického

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




Katalazovy test

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

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

Catalase + (_atalase -



Priklady dalSich testu:
oxidazovy test (diagnosticky




Provedeni testu v praxi

Foto: archiv MU



...a dalsi testy

Indole +

Urease pos. Urease neg.

medic.med.uth.tmc.edu




zkoumaji i vzajemné
interakce dvou ruznych bakterialnich
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Moderni biochemickeé testy
zahrnuiji 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: O. Z.

NEFERMtest 24

Pliva Lachema: do
jednoho ramecku Ize
vlozit Ctyri trojradky

(Ctyri testy, urceni !
Ctyr rlznych kmend) §
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4. Pokus
zZvireti



Pokus na zvireti

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

www.rockinjawrabbits.com/newzealand.htm



nukleove
Kyseliny



Prikaz nukleové kyseliny

metody bez amplifikace nukleové
kyseliny (klasické genové sondy)

metody s amplifikaci (namnozenim)

— PCR (polymerazova retézova reakce)

— LCR (ligazova retézova reakce)

Principialneé 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

zvenci". Citlivost se dnes ale da omezit.



Praktické poznamky

Vzorky, které budou zkoumany metodou PCR,

se odebiraji ponekud jinak, nez vzorky ke

kultivaci. Mikrob nemusi nutne prezit, zato

je dllezite

— aby DNA nebyla kontaminovana nejakou DNA
Zvendi

— aby vzorek neobsahoval néjakou latku, ktera privodi
tzv. inhibici reakce

Proto se zpravidla pouziva suchy tampon,
nikoli tampon s transportni ptidou

Je nutno pracovat sterilng, a je nutno
pouzivat netalkované rukavice (talek mize
inhibovat reakci)




anngenu
prukaz
protilatky



Metody zalozené na interakci
antigen — protilatka
O antigenech a protilatkach bude

Vv VvV Vv

jeste rec, az se budou probirat zaklady
imunologie.

Prozatim si pouze predstavime

v hrubych rysech mikrobialni antigen
a protilatku proti nemu, abychom si
pak ukazali, jak se jejich vzajemna
interakce vyuziva v diagnostice



Co je to antigen (AQg)

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 uzyirete

Co je to protilatka (Ig = imunoglobulin)

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

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



Serologické metody (zalozené na
interakci antigen — protilatka)

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

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



Jak si to predstavit

Neznamy klic mohu zkouset strkat do
riznych zamkd, abych zjistil, ke kterému
z nich se hodi: testuji klic pomoci
rtiznych zamku

Neznamy zamek mohu zkoumat tak, ze
do n€j zkousim strkat rtizné klice, abych
zjistil, ktery klic se k nému hodi: testuji
zamek pomoci rtiznych klicti

Pritom neni pochyb, ze zamek je
neéco uplné jiného nez klic!



Serologicka
reakce v praxi

www.medmicro.info



Protilatku antigenem, nebo
antigen protilatkou?

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

Prima metoda

Prukaz protilatky: laboratorni antigen
(mikrobialni) + sérum (vyjimecne sliny,

likvor) pacienta /
B+ B -

Neprima metoda




Rizné vzorky

Prikaz antigenu ve vzorku je primou
metodou, stejné jako treba kultivace Ci
mikroskopie. Jako vzorek tedy pouzijeme to,

v cem predpokladame nalez mikroba:.u
meningitidy mozkomisni mok, u strevnichsnakaz
stolici apod. Nebo pouzijeme kmen, ktery jsme
z takoveho vzorku izolovali (pak jde o
antigenni analyzu kmene)

Prukaz protilatek je metodou neprimou. ‘Az
na naprosté vyjimky hledame protilatky
v jednom jediném typu vzorku: v séru



Prukaz antigenu a
antigenni analyza

V ramci prukazu antigenu (tedy primého

prukazu) Ize tedy dale rozliSit dva podtypy:
Primy prikaz antigenu ve vzorku, napriklad ve
vzorku mozkomisniho moku

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

meningokoka)
U neprimého prikazu naopak vzdy
3racu1eme se vzorkem, a to se vzorkem séra,
jak jiz bylo uvedeno




Serologicka laborator

Foto: archiv MU



Cerstva, nebo davno prodélana

nakaza?
Po nakaze pretrvavaji protilatky dlouhodobg,
nekdy celozivotné. Samotny nalez protilatek
tedy tolik neznamena. Pro rozliSeni cerstve x
davno prodélané nakazy se pouziva:

— zjisténi mnozstvi protilatek (jako tzv. titru) a
zmeéna tohoto mnozstvi v case (dynamika titru;
Za vyznamnou se povazuje ctyrnasobna zmena,
anebo tzv. serokonverze = v prvnim vzorku jeste
protilatky nejsou, ve druhém ano)

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

— stanoveni tzv. avidity (sily vazby protilatek)




Pribéh protilatkové odpovédi

Akutni infekce: velké mnozstvi
protilatek, prevazne tridy IgM

Pacient po prodélané infekci:mala
mnozstvi protilatek, hlavné IgG
(imunologicka pamét’)

Chronicka infekce: rizné moznosti

.

I1gG



Ukazka serologicke reakce ELISA
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00 © negativni dilek
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Nespecifické antigeny a
heterofilni protilatky

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



Prehled séerologickych 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,
zlstane a je detekovano



Rozdil mezi starsimi a
novejsimi metodami

Starsi metody (aglutinace, komplementfixace,
neutralizace) neumeéji rozlisit protilatky tridy
IgG a IgM. Proto je tu nutno odebirat dva
vzorky séra a sledovat dynamiku titru. Dulezité
je na zadanku uvést datum prvnich priznakt a
udaj, zda jde o I. Ci II. vzorek séra!

Novejsi metody toto nepotrebuji. Titry se
nezjistuji, u metody ELISA se zato zjist'uji
hodnoty absorbance, odpovidajici intenzité
reakce (mnozstvi molekul, které reagovaly)



Priklady interpretace
serologickych reakci — 1

Tehotna pacientka ma IgG protilatky proti
toxoplasmoze, IgM je negativni

Znamena to, ze toxoplasmozu prodelala (mozna |
bezpriznakove) a ted’ uz neni nemocnaale je

chraneéna. Je na tom tedy lépe, nez kdyby
protilatky neméla

Pacient ma protilatky proti klistoveé encefalitide
v prvnim vzorku 1 : 10, ve druhém 1 : 160

Pravdépodobné jeho potize opravdu zpUsobil
dany virus. Vzestup titru je 16x, to je
vyznamne (> 4X)



Priklady interpretace
serologickych reakci — 2

Ivana ma protilatky proti chripce, v prvnim
vzorku 1 : 10, ve druhém 1 : 20

Nejspis je to jen nahoda, Ivana asi chripku kdysi
prod€lala, ale nepljde o akutni stav. Mozne je
odebrat jeste treti vzorek

Pacient nema vibec zadné protilatky proti
borelioze, ackoli potize odpovidaji této nemoci

Pacient asi ma boreliozu, ale jesté se nestihly
vytvorit protilatky. Pokiud jsou priznaky typiCke,
je treba ho lécit, a vzorek séra odebrat znovi:



Zaver: Prace
laboratore
V prax



Prace laboratore v praxi

Do laboratore prijde vzorek

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

K primému priikazu jsou prijimany. vzorky
z tech mist na téle, kde predpokladame
infekci: nejcastéjsi jsou vytery z krku a
nosu, vzorky moce a stolice, ale nékdy prijde
i treba kousek srdecni chlopné odebrany pri
operaci



Proces mikrobiologického
vysetrovani — na vsem zalezi!!!

LEKAR (KLINIK LABORATOR

Indikace vysetreni — zda, jake
Vlastni provedeni odberu
Transport materialu
Rozhodnuti, jak zpracovat

Vlastni zpracovani materialu

Zaslani vysledku

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