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Co nas dnes ceka

m Z antibiotik uz jsme si probrali
= prehled antibiotik

m povidani o mikrobialnich rezistencich a
polyrezistetnich kmenech

m povidani o tzv. antibiotické politice

m Na dnesek nam zbylo testovani citlivosti
bakterii

m V dalsi casti prednasky si pak néco povime o
pokusu na zvireti v mikrobiologii

m A v jesté dalsi casti pak néco o vyuziti
genetickych metod (hlavne PCR)




A. Zjistovani sekundarnich
rezistenci in vitro (v laboratori):
Postaveni v systemu metod

m CIL 1: ODHALIT PATOGENA
s Pfimé metody (mikrob - ¢ast - produkt):
e Mikroskopie - prukaz ve vzorku i id.
e Kultivace - prukaz ve vzorku i identifikace
e Biochemicka identifikace - jen identifikace!
e Prukaz antigenu - prukaz ve vzorku i id.

e Prukaz nukleové kyseliny — zpravidla jen prikaz ve
vzorku

e Pokus na zvifeti - zpravidla prukaz ve vzorku
= Neprimé metody (protilatky)

m CIL 2: ZJISTIT CITLIVOST/REZISTENCI
PATOGENA NA ANTIMIKROBIALNI LATKY



U kterych mikrobu se
provadi?

m U virt se zatim neprovadi, i kdyZ u nékterych
se |éci antivirotiky. Testovani citlivosti na
antivirotika je zatim v experimentalni fazi.

m U bakterii se provadi nejbézné€ji, i kdyz jen u
tech, ktere Ize kultivovat (potrebujeme
KMEN)

m Z hub se provadi jen u kvasinek, u
vlaknitych hub testovat citlivost na
antimykotika nelze

m U parazitu se citlivost na antiparazitarni latky
netestuje



Metody zjiStovani citlivosti in vitro

m Zjistovani citlivosti in vitro = v laboratofi
m Nezaruci stoprocentni ucinnost IéCby
m Pfesto vhodné u vétsiny ndlezu

kultivovate
V béznych

nych patogennich bakterii

bripadech kvalitativni

testy (citlivy — rezistentni)

U z&vaZnych pacientu kvantitativni
(zjistujeme MIC)



Difuzni diskovy test

m Na MH (nebo jiny) agar se stetickou plosné
naockuje suspenze bakteérie

m Pak se nanaseji tzv. antibiotickeé disky — papirky
napusténé antibiotikem

m Atb difunduje (prostupuje) z disku agarem dal
m Koncentrace atb klesa se vzdalenosti od disku

m Pokud mikrob roste az k disku, nebo ma jen
malou zonu, je rezistentni (necitlivy)

m Je-li kolem disku dost velka zona citlivosti
(vetsi nez stanovena hranice), je citlivy.




Difuzni diskovy test ucené - 1
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= Antibiotikum difunduje z disku, ktery je jim napusten,
agarem. Cim dale od disku, tim je mensi koncentrace
antibiotika. V urcitem bodée je koncentrace rovna MIC
- to znamena, ze antibiotikum prestava byt schopno
inhibovat rudst dané bakterie.



Difuzni diskovy test ucene - 2
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m Moznost A: LeCebna koncentrace neinhibuje
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rust mikrobu. Rust mikrobu by inhibovala az
vyssi koncentrace. Lécebna koncentrace <

MIC. Mikrob je rezistentni, ledaze zvysSime
koncentraci (to ale muze poskodit pacienta)

koncentrace uroven MIC

antibiotika

Iécebna koncentrace




_Difuzni diskovy test ucene - 3
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m Moznost B: LéCebna koncentrace
spolehlivé inhibuje rust mikrobu.
LeCebna koncentrace > MIC. Mikrob je
citlivy na dané antibiotikum.



Pamatujte si:

m\V/ praxi sice porovhavame zony
(mérime zonu v milimetrech a
porovnavame s hodnotou
referencni zony), ale neprimo
vlastné porovnavame
koncentrace: MIC versus lecebna
koncentrace (zvana take

breakpoint)



Difusni diskovy test po lopate

1 Bakterie se boji antibiotika. Velka zona — nekdy
dokonce tak velka, ze se ani neda zmerit.

2 Bakterie se neboji antibiotika, jsou na ne rezistentni.
Mala, anebo vubec Zzadna zona kolem atb disku.



Difuzni diskovy test v praxi: zony

se zmeri a porovnaji s referencnimi

www.medmicro.info



Nekdy jsou prilis velké zony

Jsou-li zony tak velke,
ze se nedaji zmeérit, tak
je nemérime a prosté
rovnou napiseme, ze
kmen je na dané
antibiotikum citlivy.

www.medmicro.info



E-testy

m Podobne difuznimu diskovéemu testu
m Misto disku se vSak pouzije prouzek

m V prouzku stoupajici koncentrace atb od
jednoho konce ke druhému (specialni
technologie, proto taky je to drahe ak Drase).

m Zona neni kruhova, ale vejcita.
m Test je kvantitativni
m Na papirku je stupnice =

- jednoduché odecitani

www.uniklinik-ulm.de



E-testy — vyhodnoceni

www.uniklinik-ulm.de

Hodnota MIC
se odedita AR
primo na
prouzku - Iy Gl
v miste, kde
okraj zony
protina dany
prouzek




Nekde pouzivaji specialni
Vel ké m IS ky www.unifesp.b




Mikrodilucni test

= Antibiotikum je v fadé dulku v plastové
desticce, koncentrace postupné klesa

m Nejnizsi koncentrace, kterd inhibuje rust,
predstavuje hodnotu MIC

m V prilozené Sabloné je zpravidla oznacen
breakpoint. Je-li MIC nizSi nez breakpoint, je
kmen citlivy. Je-li MIC vyssi, je rezistentni

m Jedna desticka se zpravidla pouzije pro jeden
kmen, napf. 12 antibiotik, kazdé v 8 ruznych
koncentracich (presné€ji: dvanacté jen v sedmi,
rohovy dilek vpravo nahore je kontrola ristu)



test - ukazka

cni

Mikrodilu




Priklad odecitani
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m G: MIC = 8,
breakpoint =
32 zaver:
citlivy

m H: MIC<0,1,
breakpoint = 8,
zaver: citlivy



Interpretace stanoveni MIC

m Idealni je nastolit stav aktivni spoluprace
klinickeho oddéleni a mikrobiologie

m Pokud se stanoveni MIC pouziva jen
kvalitativnhe (jako ,lepsi diskovy test"), je to
skoda

m Klinik by mél chtit vedét, jaky je pomer mezi
MIC a breakpointem pro jednotliva antibiotika,
a pri vybeéru ATB volit i podle tohoto poméru.

m Na druhe strane, konecny vybér antibiotika je
na klinikovi — mikrobiolog nezna dalsi
souvislosti (alergie, stav jater a ledvin pacienta
apod.)



Kdy nestaci ,citlivost"

= U mocovych infekci je duleZity breakpoint
odvozeny od koncentraci dosazitelnych v modi,
nikoli v seru. (U vetsiny mocovych infekci se
ovSem MIC nezjistuje)

m U abscesu, infekci kosti a zejmena u
menlng|t|d breakpointy jsou vyJadrenlm
koncentrace atb predevsim v séru, jenze
Y, ruznych mistech téla mohou byt mnohem
nizsi

m Je také nutno pocitat s tim, ze mikroby mohou
existovat ve forme biofilmu - nutno urcovat
hodnoty napr. minimalni biofilm eradikujici
koncentraci



Urcovani MBIC a MBEC

e Hodnoty MBIC (minimalni biofilm
inhibujici koncentrace), popr. MBEC
(minimalni biofilm eradikujici
koncentrace) se méri specialnimi, zatim
jen vyzkumné provadenymi postupy.
MUZe jit o kombinaci mikrodilu¢niho
testu s tzv. Christensenovou metodou,
kde se biofilm vizualizuje krystalovou
violeti, nebo o jiné zpusoby, jak
zviditelnit, Ze na misté zUstal biofilm.
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Jak se odecita MBEC 1

Desticky A a B se prilozi k sobé a
odecitaji spolecné. Dve desticky jsou
nutne proto, ze hodnoty v zakladni
desticce, na rozdil od testovani MIC,
zpravidla nestaci, takze je desticku
nutno ,nastavit"

Lze si celou dvojici desticek predstavit
jako jednu desticku, kde je kazdé
antibiotikum v Sestnacti rtiznych
koncentracich



Jak se odecita MBEC II

Zelene krouzky oznacuji
dulky s hodnotami
MBEC pro atb ve
druhém az patém
sloupci. Pro
antibiotikum v prvnim
sloupci nelze hodnotu
MBEC urc“:itvg',e pFl’Iié

vysoka (vySsi nez
sledovaneé)




Zjistovani faktoru
rezistence

m Nekdy je lépe specialnimi metodami
zjistovat pritomnost konkrétnich faktoru
rezistence, napr. betalaktamaz.

m MuZe se jednat o diagnostické prouzky
(chemicky prukaz daného enzymu) nebo
testy na jiném principu.

m Pouziva se zejména tam, kde testy citlivosti
nedavaji spolehlivé vysledky (z ruznych
duvodu, napf. nepusobi testovand latka
primo, ale jeho metabolit, a podobné)



Testovani kmenu na produkci
béznych betalaktamaz

e Pouziva se tam, kde vysledek difusniho
diskoveho testu, popr. ani mikrodilucniho testu
neni spolehlivy

e Zejmeéna se to tyka
> neisserii (penicilin)
»Moraxella catarrhalis (ampicilin)
»Haemophilus influenzae (ampicilin)

e Provedeni testu je bud’ stejné jako u stripovych
biochemickych identifikaénich testU (oxidazovy
test), nebo jako napr. u enterotestu



Betalaktamazovy test ve formeé
diagnostickeého prouzku (stripu)

Foto: O. Zahradnicek




Tentyz test ve formé dulku
v mikrotitracni desticce

B-LACT Aset
Diagnosticky test pro rychlou identifikaci B-laktamazové
aktivity Haemophilus influenzae, Neisseria gonorrhoeae,
Staphylococeus spp.

Diagnostic test for rapid identification of B-lactamase activity
of Haemophilus influenzae, Neisseria gonorrhoeae,
Staphylococcus spp.

192 testii / tests
Diagnosticum in vitro
TEST - Line Ltd. KfiZikova 70, 612 00 Brno, CZ

Foto: O. Zahradnicek




Testovani na produkci ESBL
(Sirokospektrych betalaktamaz)

e U Sirokospektrych betalaktamaz ma inhibitor
betalaktamazy (napr kyselina kIavuIanova) svUj
ucinek, i kdyz neni dle dostupnych Gdaju dostatecny

pro lécbu in vitro. Lze ho vsak
vyuzit - Cini-li rozdil mezi
zénami kolem diskd
cefotaximu (ceftazidimu) bez
inhibitoru a s nim vice nez pét |
milimetry, je kmen povaZovan
za producenta

(Sirokospektre) p-laktamazy.

Foto O. Z.



Vyrazny ESBL producent

Foto O. Z.



Testovani kmenu na produkci
betalaktamaz typu KampC

m Betalaktamazy KampC jsou druhem
Sirokospektrych betalaktamaz. Na rozdil
od Sirokospektrych ESBL v usim slova
smyslu jsou ale kmeny citlivé na
cefalosporiny ctvrté generace

m Pismeno K znamena , konstitucni®, to
Zznamena, ze rezistence je trvala
vlastnost

m Testuje se na bézném MH agaru a na
MH s oxacilinem. Porovnava se rozdil ve
velikosti zon citlivosti ctyr antibiotik.



Stejny kmen na MH a na MH
s oxacilinem: porovnejte

Foto -6 .‘Z.

MH + OXA MH



Detaily predchozich obrazku

T

MH + OXA Foto O. Z. MH



Betalaktamazy IampC

m VV tomto pripadée jde o takzvanou
indukovanou betalaktamazu. Rezistence
se projevi jen v pripade soucasneho
pUsobeni kyseliny klavulanové.
Betalaktamova antibiotika Ize pouzit, ale
opatrné (pokud je lze nahradit jinymi,
radeji je nahradime)

= Projevi se tak, Zze v testu na prukaz ESBL
kyselina klavulanova zonu nezvétsuje,
ale naopak zmensuje



Betalaktamazy IampC

Figure 1b: Organism showing blunting of ceftazidime/celotaxime zone
of inhibition adjacent to cefoxitin disc (presumptive AmpC producer)



Detekce indukované MLS
ravictanca 11 ctafyolokoku

. > http://web.med.unsw.edu.au
m Linkomycin je sam jesté citlivy, rezistence vsak
vznika v pritomnosti erytromycinu. Doporucuje
se v techto pripadech nepouzivat radé&ji ani
jedno z obou antibiotik



B. Pokus na zvireti a C. genetickée
metody: Pro zopakovani

m Cilem mikrobiologickych metod je
zpravidla detekce patogena, popr.
urceni jeho citlivosti na
antimikrobialni latky.

m Patogena urcujeme
m Primymi metodami

e detekce celého mikroba (jako morfologickeé Ci
fyziologicke jednotky)
e detekce jeho casti (antigenu, DNA)
e detekce jeho produktu (napriklad toxinu)
s Neprimymi metodami: detekce protilatek




Prehled metod - opakovani

m Prime metody (price se vzorkem & kmenem)
m Mikroskopie (nativni preparat, barveni...)
= Kultivace (na tekutych i pevnych pudéach)
m Biochemické a podobné identifikacni metody
» Prukaz antigenu (pomoci protilatky)

= Pokus na zvireti (izolace, prikaz
toxicity)

s Priikaz nukleové kyseliny
m Neprimé metody
= Prukaz protilatek (pomoci antigenu)



B. Pokus na
zvireti

m Pokus na zvireti je
jednou z nejstarsich
metod v mikrobiologii.
Byl neocenltelnou
homuckdach v dobéch,
kdy jesteé nebylo

K dISpOZICI tolik
umelych kultivacnich
medii, o dalsich
metodach ani nemluve
Dodnes se pouzwa tam,

kde jesté nenasel
nahradu




MysS botulinova

My$ botulinova

Autorem tohoto a dalSich obrazku je Petr Ondrov¢ik.
Obrazek je graficky upraven.



Historicky vyznam
pokusu na zviret;

m V dobach Kocha a Pasteura se
zjistovalo, ktery mikrob viastné
souvisi s kterou nemoci. V teto
dobé sehrala pokusna zvirata velice
duleZitou a nenahraditelnou roli

m Proto takeé pokus na zvireti
(,pokusném hostiteli*) ma sveée
vyznamné misto v ramci tak zvanych
Kochovych postulati.



Mys tetanicka




Kochovy postulaty

4.

UrC|ty mikrob je etiologickym agens (=
puvodcem nemoci), pokud

. je prokazan ve vSech pripadech choroby

a jeho rozlozeni v téle odpovida
DOzorovanym poskozenim;

je z hostitele vypéstovan a v Cisté
Kulture udrzovan po nekolik generaci;

. takto vypéstovanym mikrobem lze

napodobit onemocnéni na jiném
hostiteli;

je opet izolovan z pokusné
infikovaného hostitele.



Zvire jako meritko virulence*

*Virulence = ,,jak moc je mikrob zly". Podrobnégji
rozebereme pristeé.

m Porovnavame-li virulenci* ruznych druhd
mikroba nebo ruznych kmenu steJneho
druhu, potrebujeme tuto virulenci neéjak
vycislit.

m K tomuto ucelu Ize pouzit napriklad LDg.
Je to ukazatel virulence kmene: schopnosti
usmrtit

m LD, = 50% letalni davka. Je to mnozstvi
mikroba, které usmrti presne 2 pokusnych

zVirat Pozndmka:
Napsano ,50 %" se cte ,padesat procent"
Napsano ,50%" se cte ,padesatiprocentni"



MysS vztekla

Mys vztekla



Pouziti zvirete

rv O v 4
m Zvire tedy muzeme pouzit

= jako kultivacni meédium, zejména tam,
kde nelze pouzit kultivacni médium
neobsahujici zivé bunky (viry,
rickettsie, chlamydie)

= jako prukaz patogenniho pusobeni
urcitého kmene mikroba

= jako prukaz toxicity mikrobidlniho
toxinu



Eticky pohled na
pokus na zviret;

= Nazory na pokusy na zviratech se
rizni. Mnoho lidi by je chtélo uplné
zakazat, vétSinou vSak nedovedou rici,
jak je nahradit

= Na druhou stranu je Fada pripadi, kdy
pokusy JSOU provadény zbytecne, to
vsak neni ani tak pripad zdravotnlctw
jako predevsim kosmetickeho prumyslu

m Legislativa pokusy na zviratech
povoluje, vyzaduje vsak splnéni
prisnych pravidel
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Etické podminky
pokusu na zviret;

m Kazdy chov pokusnych zvirat podléha
schvaleni etické komise. Pro kazdy typ
pokusu (at uz v ramci diagnostiky, nebo
vyzkumu) musi byt schvalen projekt
pokusu.

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

m Velmi prisné jsou pozadavky na
provedeni pokusu a samozrejme i
zpUsob usmrceni



Vedecke podminky
pokusu na zvireti

m Ma-li byt pokus na zvireti eticky alespon do
jisté miry ospravedlnitelny, nesmi byt
zbytecny, musi mit tedy néjakou
vypovidaci hodnotu o daném pripadu.

m Snazime se tedy vzdy nalézt u zvirete
typicke priznaky dané choroby. Pokud
to Ize, prokazujeme take, ze zvire
neonemocni, pokud ho ochramme

specmckym zpusobem napriklad podanim
urcité protilatky.

m Kazdy pokus na zvireti musi byt peclive
dolozen a zdokumentovan.
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Velice daleZité pokusné
zvire, pouzivané

v riznych odvétvich
mikrobiologie. Ve virologii
se Casto pouzivaji sajici
mysSata, na kterych se
péstuji viry. Viry totiz
nejsme schopni péstovat
na nebunécnych médiich.
MysSi se pouzivaji i

v bakteriologii, napriklad
pfi prukazu tetanového
toxinu Ci botulotoxinu je
pokus na mysi stale
metodou volby a neni
realné nahraditelny.



Kralik

Kralik se také pouziva
v Fadé testd, zejména
pri diagnostice syfilis.
Zde se pouziva
takzvany RIT - rabbit
infectivity test, test
infekCnosti pro kralika.
Drive se pouzival jeste
tzv. Nelsonuv test, kde
se pouzival laboratorni
kmen puvodce syfilis
péstovany na kralicich
varlatech




Morce

Také morce se

v mikrobiologii uplatnuje
pomerné casto.
NejCasteji se to tyka
diagnostiky tuberkulozy




Krysa

N4 7

V praxi pouzivana
pomerne malo,
spisSe pro
experimentalni
ucely nez pro
praktickou
diagnostiku




m V urcitych pripadech je nutno pouzit
zvlastni zvirata, protoze jina nelze pouzit.
Tak napriklad pro diagnostiku lepry se
v urcitych pripadech pouziva pasovec (na
obrazku)

m Mnoha zvirata se také pouzivaji jako zdroj
séra pro sérologické reakce. Zde Ize pouzit
napr. konske Ci kravské sérum.
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C. Prukaz nukleové kyseliny

m Stejné jako pokus na zvireti je to metoda
komplikovana a nakladna. Obé metody tedy
pouzivame vétsinou tam, kde bézné pouzivane
metody (mikroskopie, kultivace...) selhavaiji.

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. Podafilo se
napf. i prokdzat NA puvodce tuberkulézy na
kosternich pozustatcich z XI. stoleti.



Dulezité
upozornéeni

m Nehodlame studenty ucit principialni
otazky tykajici se molekularnich
metod. K tomu jsou urceny jiné
predmety

m Nasim cilem je seznamit studenty
s prehledem vyuzitelnosti téchto
metod v lékarskeé mikrobiologii.

m Existuje volitelny predméet VSMBO081,

Ov.v

ktery vede as. Ruzicka, kde Ize ziskat
hlubSi poznatky o této problematice.



Rozdéleni metod prukazu NA

m Metody bez amplifikace (geneticke sondy).
Jsou meéne citlive, to je nékdy i vyhoda

m Polymerazova retézova reakce (PCR) velmi
citliva, staci i jedna molekula DNA. Lze
ovsem umeéele citlivost snizit.

m Ligazova retezova reakce (LCR) je velmi
podobna (ale zavedla ji jina firma)

m Prukaz virové RNA je mozny pomoci
upravené PCR




PouZiti metod prukazu DNA
(RNA) v klinické mikrobiologii

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

m Nehodi se prilis pro bézné patogeny

britomné vsude. Pro svou velkou citlivost

by ruce vycenichaly kdejakou molekulu
orilétlou z vnéjsiho prostredi (tyka se
predevsim metod s amplifikaci)

m Metody nejsou ani neuzitecne, jak si nékdo
mysli, ani samospasitelne, jak si mysli pro
zmenu jini




Genove sondy bez
amplifikace

m Jsou nejstarsi z tohoto typu reakci

m Pouzivaji se v diagnostice napriklad
chlamydiovych infekci

= Jsou méné citlivé, coz muzZe byt i
vyhoda (nezachyti se tak snadno
neéjake kontaminace)



Genova sonda

www.pemed.com

GEN-PROBE SELECT:
START PROG LIST CAL




Pouziti genoveé sondy s

Probe Competition Assay for
Chlamydia trachomaltis and Neisseria gonorriioese
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1. Sample Preparation 2. Probe Competit;:m Assay 3. Hybridization
(PCA)
Vortex each specimen, Run contrals and specimens Pipette probe reaqent into all
axpress and discard swab. in duplicate using GEN- tubes znd incubate at 60°C for
PROEBE and PCA reaction one hour.
tubes (A and B).
4. Separation 5. Wash 6. Detection
Incubate with separztion Fill tubes with wash Using appropriate protocol, read
suspensicn in a 60°2C for 10 solution; incubate at room the cheni'uminescent rezponse
minutes. Separate magnatic temperature for 20 minutes. with vour GEN-PROBE

particles and decant. luminaomeater.



Metody s amplifikaci

m U nas se nejcastéji pouziva PCR, tedy
polymerazova retézova reakce

m Jeji vznik umoznilo ziskani
termostabilni polymerazy z bakterie
Thermus aquaticus z horkych pramenu
(proto se této polymeraze rika Tag
polymeraza).

m Existuji ruzné moZnosti detekce jejich
produktl (gelova elektroforéza, ELISA)
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Zakladni schéma reakce PCR

m \V prvni fazi je nutno ziskat izolovanou
DNA. Proces je pomérne slozity.

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

m Ve treti fazi probiha detekce produktu
amplifikace
s Gelovou elektroforézou nebo
= Metodou ELISA (# serologicka ELISAI!!!)
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Postup izolace DNA pro PCR

Ke 500 i materialu (pokud je objem materidlu mensi, je nutno doplnit do 500 wl
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 pfi 65°C/10 min, vzorek zchladit na RT.*

Pridat 50 ul SILICA ,obracenim promichat (10 min.).**Centrifugovat p¥i 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% 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.

Pridat 50 pl roztoku TE (predehfatého na 56 °C), dobfe protfepat.

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

Centrifugace 10 000- 14 000 g/2 min./RT.

Cirv roztok, DNA odebrat ihned po centrifugaci do sterilni mikrazkumavky
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Denature DNA
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Vyvoj PCR byl umoznén vyzkumem vedoucim
k objeveni Tag polymerazy z termofilni bakterie
Thermus aguaticus, ktera umi prezit vysokeé teploty.



Pro¢ je dulezitd interni kontrola

m Velmi béznym jevem je, ze dochazi k tzv.
inhibici reakce. Inhibice reakce je dana
pfitomnosti ruznych interferujicich Iatek
(napr. talek z rukavic)

= Proto by meéla byt pro detekci vzdy pouzita
SMes, obsahu3|C| krome vzorku a jemu
prlslusnych primeru Jeste kontrolni DNA +
primery. Pozitivita IC je dokladem, ze
nedoslo k inhibici reakce

m Ovsem pozor: IC muze byt negativni u
vysoce pozitivnich vzorkl (prohraje
v kompletici o nukleotidy).
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Moznée vysledky PCR

Nasledujici moznosti plati bez ohledu na
zplisob detekce (gelovou elektroforézou
nebo ELISou)

m Pozitivni vysledek vzorku svedci o pozitivite
vzorku. Pritom vysledek IC je zpravidla
take pozitivni, ale u silné pozitivnich
pripadu nemusi byt.

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

m Vzorek i IC negativni = inhibice reakce



Prehled interpretace

Vlastni Interni Interpretace
reakce kontrola
negativni negativni

negativni negativni

negativni




Detekce vysledku PCR

pomoci gelove elektroforezy

m Gelova elektroforéza je jednou
z moznosti detekce produktu PCR

m Produkty putuji gelem od katody
smerem k anodé a jsou
zviditelnény pomoci UV-
transluminatoru

m Kazdy vzorek obsahuje také
interni kontrolu (IC)

= Kromé vzorku je pouzit také
zebricek (ladder) jako meéritko



Ukazka gelu (ladder
negativni

kontrola)




& Vlastni reakce

Pacienti 1 a 4 — pozitivni, pacient 2 — negativni, pacient 3 —
inhibice reakce. 5 — pozitivni kontrola, 6 — negativni
kontrola, 7 — ladder




Druha moznost — ELISA

m VV tomto pripadé se produkt reakce
detekuje pomoci reakce ELISA.
Vysveétleni principu této reakce je
mimo ramec této prednasky.

= Dulezité je, Ze i v tomto pripadé
hraje zasadni roli interni kontrola.
Pokud je negativni reakce vzorku i
kontroly, jde o inhibici reakce!



Odbeér a zasilani vzorku na PCR

m Pokud komunikujeme se zarizenim,
které hodla provést odbér vzorku na
PCR, je nutno mit na pameéti:

m [ze pouzit témeér jakykoli vzorek, o
kterem predpokladame, ze obsahuje
mikroorganismy, po nichz patrame

= neni nutno zajistit zwotaschopnost
mikrob@ (napf. transportni pudou)

= naopak je treba omezit riziko inhibice
reakce = nejlepsi je suchy tampon nebo
holy kusovy vzorek bez néjakych uprav



Interpretace vysetreni PCR

m Vysetreni PCR je vzdycky nutno

interpretovat zaroven s ostatnimi
vysetrenimi

mJe potreba vzit v uvahu, ze Jeto
prlmy prukaz (neeX|stu3e zadny

,,prukaz protilatek metodou PCR",
jak je nékdy pozadovano)

m I pokud je PCR centralizovano
(napr. na genetice, na biochemii),
mikrobiologické PCR by méel vzdy
interpretovat mikrobiolog.
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Pristé budeme pokracovat povidanim o
patogenite a virulenci



