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m Cilem mikrobiologickych metod je
zpravidla detekce patogena, popt. urCeni
jeho citlivosti na antimikrobialni latky.

m Patogena urCujeme
Primymi metodami
m detekce celého mikroba (jako morfologickée ¢i
fyziologické jednotky)
m detekce jeho Casti (antigenu, DNA)
m detekce jeho produktu (naptiklad toxinu)

Neprimymi metodami: detekce protilatek




Prehled metod opakovam

m Piime metody (prdce se vzorkem ¢i kmenem)
Mikroskopie (nativni preparat, barveni...)
Kultivace (na tekutych 1 pevnych pudach)
Biochemicke a podobné 1dentifikacni metody
Prukaz antigenu (pomoci protilatky)
Pokus na zvireti (izolace, prukaz toxicity)
Prukaz nukleové kyseliny

m Neprime metody

Prukaz protilatek (pomoci antigenu)
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m Pokus na zvifeti je jednou
z nejstarSich metod
v mikrobiologii. Byl
neocenitelnou pomuckach
v dobach, kdy jesté
nebylo k dispozici tolik
umelych kultivacnich
meédii, o dalSich metodach
an1 nemluvé. Dodnes se
pouziva tam, kde jesté
nenasel ndhradu
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H1stor1cky Vyznam pokusu na zv1ret1

m V dobach Kocha a Pasteura se zjistovalo, Ktery
mikrob vlastné souvisi s kterou nemoci. V t¢to
dob¢ sehrala pokusna zvirata velice dulezitou a
nenahraditenou roli

m Proto také pokus na zvireti (,,pokusném
hostiteli*) ma sve vyznamn¢ misto v ramci tak
zvanych Kochovych postulatu.
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Kochovy

m  Urcity mikrob je etiologickym agens, pokud

1. je prokazan ve vSech pripadech choroby a jeho
rozlozeni v téle odpovida pozorovanym poskozenim;

2. Je z hostitele vypéstovan a v Cisté kultufe udrzovan
po né¢kolik generaci;

3. takto vypéstovanym mikrobem lze napodobit
onemocnéni na jiném hostiteli;

4. je opétizolovan z pokusné infikovaného hostitele.




Zvire jako méftitko virulence
m Porovnavame-li virulenci ruznych druhu

mikroba nebo ruznych kmenu stejné¢ho druhu,
potiebujeme tuto virulenci néjak vycislit.

m K tomuto ucelu lze pouzit naptiklad LDy,. Je to
ukazatel virulence kmene: schopnosti usmrtit

B [D.,=50% letalni davka. Je to mnozstvi
mikroba, které usmrti presné 2 pokusnych

zvirat Poznamka:

Napsano ,,50 %" se cte ,,padesat procent
Napsano ,,50% " se cte ,, padesatiprocentni *




Pouziti zvirete

m Zvife tedy muzeme pouzit

jako kultivani médium, zeyména tam, kde
nelze pouzit kultivacni médium neobsahujici

Z1VE |

bunky (viry, rickettsie, chlamydie)

jako

orikaz patogenniho ptisobeni urc¢itého

kmene mikroba

jako prukaz toxicity mikrobialniho toxinu
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Etlcky pohled na pokus na zvireti

m Nazory na pokusy na zviratech se ruzni.
Mnoho lidi by je chtélo upln¢ zakazat,
vetSinou vSak nedovedou fici, jak je nahradit

m Na druhou stranu je rada pripadu, kdy
pokusy jsou provadény zbyte¢né, to vsak
neni ani tak pripad zdravotnictvi, jako
predevsim kosmetického prumyslu

m [ cgislativa pokusy na zviratech povoluje,
vyzaduje vSak splnéni prisnych pravidel
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Etlcke podmmky pokusu na zv1reti

m Kazdy chov pokusnych zvirat podi¢ha
schvaleni eticke komise. Pro kazdy typ pokusu

(at’

uz v ramci diagnostiky, nebo vyzkumu)

musi byt schvalen projekt pokusu.

m V kazdém pripad€ zvirata musi byt chovana za
vhodnych podminek (teplota, vlhkost, kvalita
vody, potravy, prostorove podminky apod.)

B Vel

mi prisne jsou pozadavky na provedeni

pokusu a samoziejm¢ 1 zpusob usmrceni
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Vedecke podmmky pokusu na zvireti

m Ma-1l1 byt pokus na zvifeti eticky alespon do
j1st¢ miry ospravedlnitelny, nesmi byt
zbyteCny, musi mit tedy n¢jakou vypovidaci
hodnotu o daném pripadu.

B Snazime se tedy vZdy nalézt u zvirete typické
priznaky dané choroby. Pokud to lze,
prokazujeme take, ze zvife neonemocni, pokud
ho ochranime specifickym zpusobem, naptiklad
podanim urcité protilatky.

m Kazdy pokus na zvireti musi byt peclivé
dolozen a zdokumentovan.
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Velice dulezité pokusné
zvitre, pouzivane v ruznych
odvétvich mikrobiologie.
Ve virologii se Casto
pouzivaji sajici mysSata, na
kterych se pé€stuji viry.
Viry totiZz nejsme schopni
péstovat na nebunéénych
mediich. Mysi se pouzivaji
1 v bakteriologii, napriklad
pi1 prukazu tetanového
toxinu €1 botulotoxinu je
pokus na mysi stale
metodou volby a neni
realn¢ nahraditelny.
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Kralik

Kralik se také pouziva v
rad¢ testll, zeymena pri
diagnostice syfilis. Zde
se pouziva takzvany RIT
— rabbit infectivity test,
test infek¢nosti pro
kralika. Dtive se
pouzival jesté tzv.
Nelsonuv test, kde se
pouzival laboratorni
kmen puvodce syfilis
péstovany na kraliCich
varlatech

{




Take morCe se v mikrobiologii
uplatiuje pomérné Casto.
NejcCastéji se to tyka
diagnostiky tuberkuldzy




V praxi pouzivana
pomeérne malo, spise pro
experimentalni ucely
nez pro praktickou
diagnostiku
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m Vur
Zvirata, protoze jina nelze pouzit. Tak
napriklad pro diagnostiku lepry se v urcitych
pripadech pouziva pasovec (na obrazku)

m Mnoha zvirata se take pouzivaji jako zdroj séra
pro serologicke reakce. Zde lze pouzit napft.
konske €1 kravske seérum.

FORCwE s Chewillpoisy |

dulezityrm laboralornim 888
zvitetem v dingnozlice Sl
lepry, ze|menc g
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B. Prukaz nukleove kysehny

m Stejné jako pokus na zvireti je to metoda
komplikovana a nakladna. Ob¢ metody tedy
pouzivame vétSinou tam, kde bézné pouzivané
metody (mikroskopie, kultivace...) selhavaji.

m Na rozdil od pokusu na zvireti vSak jde o metodu
progresivni a velice se rozvijejici

m Prukaz NA je mozny i z mrtvych bunék. To je
vyhodné¢ u choulostivych mikrobu. Podarilo se
naprt. 1 prokazat NA puvodce tuberkuldzy na
kosternich pozustatcich z XI. stoleti.




Rozdelem metod prukazu NA
m Metody bez amplifikace (genetickeé sondy).
Jsou mené cithive, to je nékdy 1 vyhoda
m Polymerazova fetézova reakce (PCR) velmi

citliva, stac¢i 1 jedna molekula DNA. Lze
ovSem umele citlivost snizit.

m Ligazova ret¢zova reakce (LCR) je velmi
podobna (ale zavedla j1 jina firma)

m Prukaz virove RNA je mozny pomoci
upravene PCR




Dulez1te upozornem

m Nechodlame studenty ucit principialni otazky
tykajici se molekuldrnich metod. K tomu
jsou urceny jin€ predmeéty

m Nasim cilem je seznamit studenty
s predhledem vyuZitelnosti téchto metod
v lekarskeé mikrobiologii.

m Existuje volitelny predmet VSMBOgZI, ktery
vede as. Ruzicka, kde 1ze ziskat hlubsi
poznatky o této problematice. (Zatim je jen
pro mediky, to vSak lze jist€¢ zméenit)
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(RNA) krobiologii

m Tyto metody pouzivame zpravidla tam, kde
mikroskopicky a kultivacéni prukaz je
obtiZzny nebo neni vubec mozny

i

m Nchodi se priliS pro bézne patogeny
pritomne vsude. Pro svou velkou citlivost
by ruce vyCenichaly kdejakou molekulu
pril¢tlou z vnéjSiho prostiedi

m Mectody nejsou ani neuzitecne, jak s1 nékdo
mysli, an1 samospasitelne, jak s1 mysli pro
zmenu jini
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Zakladm schema reakce PCR

m V prvni fazi je nutno ziskat 1zolovanou
DNA. Proces je pomérné slozity.

m V druhe fazi probiha vlastni amplifikace
(pokud vzorek obsahuje usek DNA
odpovidajici prisluSnému primeru

m Ve treti faz1 probiha detekce produktu
amplifikace

Gelovou elektroforézou nebo
Metodou ELISA (# serologicka ELISA!!!)
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Postup 1zolace DNA pro PCR

Ke 500 uf materialu (pokud Je objem materialu mensf, je nutno doplnit do 500 ul
fyziologickym roztokem) pfidat 25 ul SARKOSYLu, inkubovat pfi 56 ’C/15 min., v prébéhu

inkubace obcas vortexovat.
Pridat 1,0 ml roztoku G1, vortexovat, inkubovat pri 65°C/10 min, vzorek zchladit na RT.*

Pridat 50 ul SILICA ,obracenim promichat (10 min.}.**Centrifugovat pfi 6 000 g/30 sec.,
supernatant slit.

Pridat 1 ml roztoku G2, vortexovat, centrifugovat pfi 6 000 g/30 sec., supernatant slit.
Pridat 1 ml 80%o Etanolu, vortexovat, centrifugovat pfi 6 000 g/30 sec., supernatant slit.
Pridat 1 ml 80% Etanolu, vortexovat, centrifugovat p¥i 6 000 g/30 sec., supernatant slit ,
Pridat 1 ml Acetonu, vortexovat, centrifugovat 6 000 g/60 sec., supernatant ihned opatrnd
slit,

Pelet vysusit (max. 2 min.) v oteviené zkumavce.

Pfidat 50 pl roztoku TE (predehfatého na 56 °C), dobFe protFepat.

Eiuovat DNA pfi 56 °C/10 min., kratce vortexovat nebo protfepat.

Centrifugace 10 000- 14 000 g/2 min./RT.
Cirv roztok, DNA odebrat ihned po centrifugaci do sterilni mikrozkumavky
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m Velmi béZnym jevem je, ze dochazi k tzv.
inhibici reakce. Inhibice reakce je dana
pritomnosti ruznych interferujicich latek
(napr. talek z rukavic)

.....
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m Proto by méla byt pro detekci vzdy pouzita
smes, obsahujici kromé vzorku a jemu
prislusnych primeru jest¢ kontrolni DNA +
primery. Pozitivita IC je dokladem, ze
nedosSlo k inhibici reakce

m OvSem pozor: IC muze byt negativni u
vysoce pozitivnich vzorku (prohraje
v kompletici o nukleotidy).
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Mozne¢ vysledky PCR

Nasledujici moznosti plati bez ohledu na

zpusob detekce (gelovou elektroforézou
nebo ELISou)

m Pozitivni vysledek vzorku svédcCi o
pozitivité¢ vzorku. Piitom vysledek IC je
zpravidla take pozitivni, ale u silné
pozitivnich pfipadu nemusi byt.

m Negativni vysledek vzorku pri pozitivnim
vysledku IC = negativni vysledek reakce

m Vzorek 1 IC negativni = inhibice reakce




gelove elektroforezy

m Gelova elektroforéza je jednou z moznosti
detekce produktu PCR

m Produkty putuji gelem od katody smérem k
anod¢ a jsou zviditelnény pomoci UV-
transluminatoru

m Kazdy vzorek obsahuje take interni
kontrolu (I1C)

m Krom¢ vzorku je pouzit take zebriCek
(ladder) jako méritko
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Ukazka gelu dladderﬂpozitivnﬂ -
| kontrolalltfi vzorky Jnegativni kontrola)

Ke 4 ‘!-‘S- &~
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Druha moznost — ELISA

m V tomto pripade se produkt reakce detekuje
pomoci reakce ELISA. Vysvétleni principu
této reakce je mimo ramec této prednasky.

m Dulezite je, Ze 1 v tomto pripad¢ hraje
zasadni rol1 interni kontrola. Pokud je

negativni reakce vzorku 1 kontroly, jde o
inhibici reakce!




i 3 '-Ew::-:—r;%.a'
i 4 AR Lt 1 ST T T A AR R L [l o
5 = SRk LY _.:-': bR T ':-'-:-5'.-:!:' S _.E_:q._x:;h‘-.""-' ._-:-:“.“_ R él"_:'h H o ? %%é,
S LR R 2 fﬁ? E
A b "!.'-'.;-":'.':C:"-i-.“.-:- ; = .._..--" b
f T, . e . - 1
S '32 P ﬁ

Odber a zas11an1 Vzorku ha PCR

m Pokud komunikujeme se zarizenim, kter¢
hodla provést odbér vzorku na PCR, je nutno
mit na pameti:

1ze pouzit témér jakykoli vzorek, o kterém
predpokladame, ze obsahuje mikroorganismy,
po nichz patrame

neni nutno zajistit zivotaschopnost mikrobu
(napf. transportni pudou)

naopak je tfeba omezit riziko inhibice reakce
- nejlepsi je suchy tampon nebo holy kusovy
vzorek bez néjakych uprav
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D¢kugi za
POZornost

Pristé budeme pokraCovat povidanim o zakladech
mikrobiologické imunologie




