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5. Strucny prehled
metod diagnostiky
mikrob(



Prehled metod v mikrobiologii

Metody primeé: ve vzorku hledame
mikroba. Budto hledame mikroba celého
treba v mlkroskopug nebo jeho cast
napriklad jeho DNA) €i jeho produkt
napriklad nejaky bakterialni jed - toxin).
Prime metody si muzeme dale rozdélit na:

- primy prukaz ve vzorku - pracu& me s celym
vzorkem (moci, krvi, vytérem z krku a podobnég)

- identifikaci kmene - kultivaci jsme ziskali kmen, a
ted’ uz misto s celym vzorkem pracujeme jen s timto
kmenem, vétsinou se ho snazime urcit

Metody neprimé: hledame (vétsinou)
protilatky. Jak jiz bylo receno, protilatka neni
soucasti ani produktem mikroba — je
produktem makroorganismu, odezvou na
cinnost mikroba



Pfehled metod pfimého prukazu

Metoda Hodi se Hodi se
(@] v 7

k prukazu |k urceni

Vv celém Cistého

vzorku? kmene?
Mikroskopie ano ano
Kultivace ano ano
Biochemicka identifikace |ne ano
Prukaz antigenu ano ano
Pokus na zvireti ano V praxi ne
Molekularni metody ano vV praxi ne*

*netyka se molekularni’ epidemiologie — sledovani pfibuznosti kmend




Prehled metod primého prikazu — II

Tabulka na predchozim obrazku zahrnovala
predevsim metody, kterymi dokazeme najit a
urcit mikroby (tedy splnénl' hlavniho cile -
naJ|t m|krob|aln|ho puvodce nemoci).
Prlpomenme si ale, Zze prace laboratofe muze
mit (nekdy) i dalsi C|Ie

— urcit vybavenost mikroba tzv. faktorem
virulence

— urcit citlivost prislusného mikroba na
antimikrobialni latky (antibiotika, u kvasinek
antimykotika a podobné)

I pro tyto cile samozrejmeé existuji metody.

V nasem ,uvodu" se ale lehce zminime jen o

tom urcovani citlivosti na antimikrobialni latky



Mikroskopie

Nejcasteji se vyuziva opticka mikroskopie.
Elektronova mikroskopie se vyuziva u vird,
ale i tam spise ve vyzkumu nez v bezneé praxi.

Pomoci mikroskopie vidime tvary a
usporadani mikrobu (jak o tom byla rec

v prvni casti), pripadneé i jejich strukturu

Nekdy se pouzivaji nativni (nebarvene)
preparaty, casteji je potreba mikroby
zvyraznit urcitym barvenim

DuleZité je védét, Ze mikrobiolog neprohlizi
vzdy jen mikroby. Pokud mu napriklad prijde
treba vzorek sputa (= chrchle) nebo hnisu, vidi
krome mikrobu také pacientovy bilé krvinky, a i
jejich nalez (mnozstvi apod.) je duleZity.



Prehled metod opticke
mikroskopie v mikrobiologii

e Nativni preparat - hodi se hlavné na velké
mikroby (parazity, houby) a pohyblivé bakterie.

e Zvlastnim pripadem je natlvnl preparat
v zastinu (speC|aIn| zpusob osvétleni
preparatu, vyuziva se hlavné u spirochét),
pripadné takzvam'/ fazovy kontrast

e Fixované a barvené preparaty - nejcCastéji
Se pouziva
— barveni podle Grama (na vetsSinu bakterii)
- barveni podle Giemsy (na nékterée prvoky)

- barveni podle Ziehl Neelsena (nha puvodce
tuberkulozy, ale i na exotické prvoky)

— a spousta dalsich



Mikroskopie o s S S o
vzorku > e "N Sa
a kmene! %




Kultivace (péstovani)
bakterii a hub

e Zatimco mikroskopie je ,nejklasictéjsi"
mikrobiologicka metoda, kultivace
(péstovani) je dnes metodou
nejcastejsi, co se tyce diagnostiky
bakterii, kvasinek a plisni

e Péstovat se daji i néktere viry a paraziti,
ale u téch je to dost komplikované a
nedéla se to moc casto.

e \/ dalsim textu se tedy soustredime na
pestovani bakterii, pripadné kvasinek



Kultivace (péstovani) bakterii
(pripadné takeé kvasinek)

Nekteré mikroby (zejména viaknité houby, tedy plisne)
ndm snadno vyrostou i na ,pfirozenych pudach® (jako
je chleba nebo syr) aniz bychom chtéli. Z riznych
duivodl ale radé&ji pouzivdme sloZzenim definované
umeélé pady tekuté nebo ztuzené pridavkem agaru

e Bakterie na pudu naoékujeme a poté ptidu
umistime do termostatu, vétsinou nastaveného na
37 °C (pro bakterie vyznamneé pro cloveka je to
vetSinou optimalni teplota — coz ma logiku)

e Za 24 (nékdy az 48 i vice) hodin pidu vytahneme a
pozorujeme, jak nam bakterie vyrostly

e Nékteré houby se péstuji mnohem déle

e Viry a paraziti se vétsinou vibec nepéstuji



Kultivace bakterii — podminky

Jak jiz bylo receno v prvni casti, bakteriim musime
pripravit prijatelné vnejsi podminky - teplotu,
vlhkost apod. U béznych bakterii z lidského téla jsou
to zpravidla podminky, jakeé jsou i v tomto téle.

Nektere z téchto podminek zajistime nastavenim
termostatu, jiné pouzitim kultivacni plidy o
urcitém slozeni (obsahu soli, pH a podobné)
Pouzivame tedy rtizna kultivacni média, slouzici
k uréitym Géelim

Aerobni a fakultativhe anaerobni bakterie
muzeme péstovat za normalni atmosféry

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

e ProcC vlastne v laboratori bakterie
péstujeme?

- Abychom je udrzeli pri zivote a
pomnozili. K tomu slouzi kultivace na
tekutych pudach i na ,,pevnych® pudach (to
jsou pudy, které netelou, jejich zdkladem
je vetsinou agarova rasa)

- Abychom ziskali kmen - pouze pevné pudy

— Abychom je vzajemne odlisili a oddélili -
pouZivaji se diagnostické a selektivni pudy,
slouzici k identifikaci



Pojem kolonie

e Kolonie je Utvar na povrchu pevné pidy,
vetsinou viditelny pouhym okem. Zatimco
rozméry mikrobu pocitdme v mikrometrech,
rozmeéry kolonii v milimetrech. Jedna kolonie
pochazi z jedneé bunky nebo malé skupinky
bunék (dvojice, retizku, shluku)

e \V nékterych pripadech muzeme z poctu kolonii
odhadnout pocet mikrobi ve vzorku - nebo
presnéji pocet , kolonii tvoricich jednotek™
(CFU)

e Popis kolonii ma vyznamné misto v diagnostice




Kultivace v praxi

e \Vzorek se vlozi do tekuté ptidy nebo nanese
na pevnou ptdu

e U pevné pudy se ho snazime tzv.
mikrobiologickou klickou (uvidl'te ji
v ,Mikrobiologii a imunologii*) rozredit,
abychom ziskali jednotlivé kolonie a mohli
dale pracovat s kmeny mikrobu

e Tekuté pudy
- jsou pudy pomnoZovaci
— zakladem je zpravidla hovezi vyvar a bilkovinny
hydrolyzat (to je néco jako tekuté polévkove koreni)
— mezi nejdulezitéjsi tekuté pudy v klinické
mikrobiologii patri peptonova voda, bujon, VL-bujon,
selenitovy bujon (selektivhé pomnozovaci)



Tekuté pudy

Foto archiv MU



Pevné (agarové) pudy

e Zakladem je Opét Na zacatku (na obrazku je to

, - s vpravo dole) kolonie splyvaji a
masopeptonovy bujon, ale spatné by se hodnotily. Diky

navic obsahuji vytazek postupnému ,fedéni" ale na

Z agarové i‘asy_ Pouzivala se  konci rozteru (vpravo nahore)
vidime jednotlivé kolonie.

i zelatina, ale neosvedcila se
tolik jako agar. I agar ma ale
konzistenci zelé.

e Abychom vyuzili vSech vyhod,
které pevné pudy nabizeji,
musime vzorek (kultivace
vzorek - kmen), ale i kmen
(kultivace kmen - kmen)
dobre rozockovat. Klasickym
zpusobem rozockovani je tzv.
krizovy roztér.




Co se da popisovat u kolonii

o Velikost

e Barva

e Tvar (okrouhly...)

e Profil (vypoukly...)

e Okraje (vybézky..)

e Povrch (hladky, drsny)
e Konzistence (sucha...)
e Pruhlednost

e VUné&/zapach

e Okoli kolonie



V pripade smesi vytvori

kazda bakterie svoje kolonie
(pri dobrém rozockovani)

e 1 - ockovani smési bakterii (naznaceny teckami), 2 - vysledek
kultivace: v prvnich Usecich smés, az na konci izolovane kolonie



Foto archiv MU
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Existuji ruzne typy pevnych pud
e Selektivni pudy - jsou vymyslené tak, aby na
nich vetsina mikrobu nerostla (cilem je ze
smesi ruznych mikrobu ,, vytahnout"™ jen neco)

e Diagnostické pudy - na téch sice roste skoro
vsechno, ale vzajemne se to da poznat (jedna
bakterie ma treba tmave kolonie, druha svetle)

o Selektivné diagnostické pudy - kombinuji
obe predchozi vliastnosti

e Obohacené pudy - obsahujj oproti jinym
pudam navic ruzne ziviny a rustove faktory,
slouzi k pestovani narocnych bakterii
(takovych, ktere by na jine pude nevyrostly)

e Specialni pudy - maji své zvlastni urceni

14 /4

(tfeba testovani citlivosti kmene k antibiotikum
nebo urcovani faktoru virulence)



Pevné selektivni pudy

e Ulelem je selektovat (vydélit) ze smési
bakteérii pouze urcitou skupinu nebo skupiny
(a potlacit vsechny ostatni)

e Prikladem je agar pro stafylokoky s 10 %
chloridu sodného. Obsahuje desetkrat vic soli
neZ vétdina ostatnich pud. Stafylokoky to
zvladnou - vzdyt normalné Ziji na kuzi (i
zpocene) a jsou adaptované na to, aby zvladaly
i velka mnozstvi soli.

e Nékdy také dosahujeme selektivnosti dosazeno
priddnim antibiotika, které pUsobi na mnoho
mikrobu, ale ne na vSechny (= selektuje ty,
kterée antibiotiku odolavaji)



Pudy diagnostické |8

e Nepotladuji rust zddného
mikroba
e Zato diky svému slozeni

rozlisuji mikroby podle
urcité vlastnosti

e Prikladem je krevni agar
ke sledovani takzvanych
hemolytickych vlastnosti.
Nekteré bakterie rozkladaji
cervene krvinky uplnég, jiné
castecné, dalsi vubec,
pripadné meni cervene
krevni barvivo na zelené.




Prlklad selektivné dlagnostlcke
pudy - Endova puda

Endova puda selektuje jen
nekteré gramnegativni
tyCinky (ostatni bakterie na
ni nerostou - jde tedy o
selektivni vlastnost)

Endova puda umi také rozlisit
bakterie podle toho, jestli
dovedou stépit mlécny cukr
laktozu, nebo ne (to je
diagnosticka vlastnost).




Pudy se pouzivaiji i k testovani
citlivosti na antibiotika

Foto archiv MU

e V tomto pripadé se bakterie
naockuji po celé plose a na
pudu se nakladou kulaté papirky
napusténé jednotlivymi
antibiotiky (antibiotické
disky). Antibiotika prostupuji
agarem. Je-li kmen na
antibiotikum citlivy, vytvori se
zona citlivosti. Mala nebo zadna
zOna znamena, ze je necitlivy

e NejCasteéji se pouziva bezbarva
MH ptda, na které je zaroven
dobre vidéet i pigmenty bakterii



Pouzivani kultivaénich pud v praxi

\V praxi se nékdy misto celé pudy pouzije jen
olovina nebo ctvrting misky
z ekonomickych duvodu). Jindy se na misku
Kladou antibiotické disky podobne jako na
predchozim obrazku, ovsem cilem tentokrat
neni zjistit citlivost na dané antibiotikum, ale
potlacit nektere mikroby (ty, na ktere
antibiotikum ucmku&e) a zachytlt jing, které by
ve smesi mohly uniknout pozornost|

Nékdy se také na pudu oc¢kuji cary jinych
mikrobt a sleduje se, co udéla ,testovany"
mikrob v blizkosti ,,testovacmo Na
nasledujicim obrazku vidite dlouhou bé&lavou
caru - to je testovaci kmen zlatého

stafylokoka.




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 naoCkovane
ploSe patrame po
streptokocich
(bezbarvé) a po
stafylokocich (spiSe bilé
Ci zlataveé)

ro priklad)



Vytér z krku — realny
vysledek




Péstovani anaerobnich bakterii

e Anaerobni bakterie nesnaseji kyslik.
Musime je tedy pestovat ve specialni
atmosfere bez kysliku




Biochemické a podobné
identifikacni metody

e Pokud jsme kultivaci ziskali kmen

hakterie Ci kvasinky, musime jej urcit.

Nékdy nestadi vyzkousdet nékolik pud a
divat se na to, jak na nich vypadaji
kolonie. Pouzivaji se proto tzv.
identifikacni metody

e Nejbeznéejsi metoda je biochemicka.
Bakteriim davdme ruzné substraty a
divame se, jestli substrat byl nebo nebyl
bakterii vyuzit a rozstépen na produkty.




Na cem jsou zalozeny

biochemicke metody?
e Mikrobiologové davno vybadali, ze
jednotlivé rody a druhy bakterii se lisi
svoji biochemickou aktivitou

e Jedna treba umi tvorit aldehydy
z laktozy, druha to neumi. Jedna dokaze
vytvaret sirovodik, jina ne. Toho
vyuzivame pri jejich urcovani

e [ mezi savci jsou podobné rozdily
v detailech metabolismu. Clovek treba
neumi tvorit vitamin C, nékteri jini savci
ano



Biochemickeé identifikacni metody

e Bakterii tedy predlozime urcity substrat
(substraty) a zkoumame, zda ho/je
bakterie pomoci sveho enzymu zmeéni na
produkt (produkty). Produkt (aspon
jeden) se musi lisit od substratu
skupenstvim nebo barvou. Pokud se
nelisi (a nebylo by tedy poznat, ze se
reakce odehrala), pouzijeme indikator

e Existuje pritom velké mnozstvi

zpUsobu technického provedeni
tohoto typu testil.



Moznosti praktickeho
provedeni

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



Katalazovy test

e 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

. Catalase + Catalase -



Priklady dalSich testu:
oxidazovy test (diagnosticky
prouzek)

Chadase

= Uhdidase
neg. . i

medic.med.uth.tmc.e
du/path/oxidase.htm



Provedeni testu v praxi




...a dalsi testy

medic.med.uth.tmc.edu




Nekdy se zkoumaiji | vzaJemne
interakce dvou ruznych
bakterlalnlch kmenu




Moderni biochemickeé testy

zahrnuji i desitky reakci

esty se deélaji v dllcich plastovych
m|krot|tracn|ch desticek. Dodavaji je
ruzné flrmy, ceske i zahranicni.

Pocet testl v sadach kolisd od zhruba
sedmi az po vice nez padesat

LiSi se v technlckych detailech. Vzdy je
vSak substrat vysuseny (vetsmou na
dné dulku), bakterie se nejprve
rozmlcha ve fyziologickem roztoku nebo
Jlne tekutlne a pak se vznikla smés kape
Ci lije do dulku




Foto: archiv MU
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Pokus na zvireti

Pokus na zvifeti byval dulezitou soudasti
diagnostiky v zacCatcich mikrobiologie.
Jsou ale vyjimecné pripady, kdy se
uplatni i dnes.

www.rockinjawrabbits.com



Prukaz nukleové kyseliny

e Metody, kterymi prokazujeme nukleovou
kyselinu, jsou vlastné genetické metody
v Sirsim slova smyslu. Z hlediska metody
samotne je vlastne uplné jedno, jestli
prokazuje DNA bakterie nebo cloveka
(takze jsou to vlastne stejné metody,
které se pouzivaji pri urcovani otcovstvi
nebo nekterych dedicnych chorob)

e Nevyhoda - nekdy jsou az prilis
citlive, takze se prokaze kazda molekula
DNA, ktera mohla treba ,prilétnout
odneékud zvenci®. Citlivost se dnes ale da
omezit.



Reakce zalozené na reakci
,antigen protilatka"

Pro pripomenuti z minulé casti: Co je to
antigen? Antigen je struktura na povrchu
(napriklad) mikroba, ktera télo provokuje
k tvorbé protilatek

e A co ted pro nds bude dulezité: Antigen
reaguje s protilatkou, ktera se proti nemu
vytvorila; reakce (vznik takzvaného
+komplexu®) je bud’ prlmo videt, nebo ji
muzeme né&jakym zpusobem detekovat

e Plati tedy, ze antigen se da prokazat pomoci
protilatky, ktera se proti nému vytvorila
napriklad u zvirete



Podobnée to ovsem plati i
pro protilatku:

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

Nesmime ale zapominat na to, ze protilatka neni
zadna cast mikroba. Je to bilkovina,

imunoglobulin, produkt imunitniho
systému clovéka (nebo zvirete).

Reakce ,,antigen - protilatka" se tedy daji
vyuzit ke dvéma rdznym vécem: k prukazu
antigenu (ktery patri do prFimého prikazu) a
k prukazu protildtky (ten patfi do prikazu
neprimého)



Serologické metody (zalozené
na interakci antigen -
protilatka)

e pracuji s reakci antigen -
protilatka (za vzniku komplexu);
vzajemné se |i§i zpusobem detekce
komplexu antigen — protilatka

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



Vyuziti k prukazu antigenu

V tomto pripade postupujeme nasledovné

- pouzijeme vzorek, ktery jsme ziskali od
pacienta a ve kterem hledame bakterii,

— pripadné misto vzorku pouzijeme uz Cisty
kmen bakterie z toho vzorku, ktery jestée
nemame presne urceny

- s timto vzorkem nebo kmenem smichame
laboratorni protilatku proti danému
antigenu (drive se tyto protilatky ziskavaly
od zvitat, dnes mame jiné zpusoby, jak je
ziskat)

- sledujeme, jestli vznikne tzv. komplex



Vyuziti k prukazu protilatky

I kdyz princip je stejny, postupujeme
jinak:

- pouzijeme laboratorni kmen urciteé
bakterie (chceme-li prokazat protilatky proti
yersiniim, vezmeme yersinii, pripadné jeji
vycCistené antigeny)

- s timto kmenem nyni smichame sérum
vySetrovaneho pacienta, ve kterem
predpokladame protilatky

— v pozitivhim pripadé (= pacient opravdu
protilatky ma) opét vznikne komplex



Prokazovani komplexu
antigen-protilatka

Reakce antigenu s protilatkou je nekdy
primo viditelna (v dosud bezbarvée smesi se
treba najednou ,udelaji chuchvalce")

Pokud reakce primo viditelna neni, musime
podniknout néco proto, abychom ji
,zviditelnili*. Nekdy je to velmi slozité. Podle
toho, jak reakci zviditelnime, existuji rdzné
typy téchto metod (napriklad neutralizace, KFR,
ELISA, Western blotting, imunofluorescence a
podobné)



Jeste jednou prehledneé:

e Prikaz antigenu: laboratorni protilatky
(treba zvireci) + vzorek pacienta nebo kmen

Prima metoda

e Prikaz protilatky: laboratorni antigen
(mikrobialni) + sérum pacienta

- /{
Neprima metoda m . n




Priklad serologické
reakce v praxi

V tomto konkrétnim pripadé
by vysrazeni primo videt
nebylo, ale do reakce jsme
pridali cervené krvinky.
Nahore (pozitivni reakce) se
za pritomnosti antigenu i
protilatky vysrazely, dole
(antigen je pritomen, ale
protilatka chybi)
nevysrazene krvinky klesly
na dno a udélaly , tecku®.




Serologicka laborator
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Foto: archiv MU



Nema protilatky jen proto, ze
nemoc prodeélal kdysi davno?

e Po nakaze protilatky pretrvavaji dlouhodobe,
nekdy celozivotneé. Samotny nalez protilatek
tedy neznamena, ze dotycny je nemocny ted.

e Pokud to tedy jde, pouzivame radeji primy
prikaz nezli neprimy. Presto mame urcité
moznosti, jak i z nepfimého prukazu zjistit,
jestli je ten clovék nemocny ted’, nebo jestli
byl nemocny kdysi davno.

e Pouziva se napriklad zjistovani mnozstvi
protilatek, zajima nas, jestli jich pribyva
nebo ubyva, a take urcujeme jejich takzvanou
tridu (nejvyznamnéjsi jsou tzv. IgM a IgG)



Prubéh protildtkové odpovédi

e Cerstva infekce: velké mnozstvi
protilatek, prevazné tridy IgM

e Pacient po prodelané infekci:
mala mnozstvi protilatek, hlavnée
IgG (imunologickd pamét)

Sipka =
okamzik, kdy
doslo k nakaze

cas



Ukazka jine serologicke reakce
(ELISA)

Foto: archiv MU
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Procvicovaci otazky

. Které je nejbeznéjsi bakteriologicke barveni?
. Mezi jaké pudy patfi masopeptonovy bujon a

VL-bujon?

. Jaky zpusob o&kovani mikrobu na kultivaéni

pudu volime, abychom izolovali kolonie?

. Co je Ucelem selektivni pudy?

Co se chceme dozvedet, kdyz bakterii
predlozime urcCity substrat?

. Ve vzorku mozkomisniho moku chceme

prokazat antigen meningokoka. S ¢im vzorek
smichame?

. V séru chceme prokazat protilatky proti

boréliim. S ¢im vzorek séra smichame?

. ProC prokazane protilatky nedokazuji, ze

hacient je nemocny?
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Odpovedi na procvicovaci otazky

. Gramovo barveni

. Tekuté pomnozovaci pudy

. Takzvany krizovy roztéer

. Potlacdit rust vétSiny mikrobu a

selektovat ze smeési jen urcité mikroby

. Chceme zjistit, zda bakterie substrat

premeni na urcity produkt

. S protilatkami proti meningokokovi
. S bakterii (borrelii) nebo jejimi antigeny
. ProtoZe muze jit o nemoc prodélanou

davno



Konec tématu a celého cyklu
e \/ pFipadé problému piste:
e e-mail:

e nebo e-mail na IS | \ﬂ,\‘n'


mailto:zahradnicek@fnusa.cz

