Téma 2 Prehled mikrobiologickych
vysetfrovacich metod

2.1 Cile a zdkladni rozdéleni mikrobiologickych metod.
Pojmy kmen a vzorek

2.1.1 Cile mikrobiologické diagnostiky
Mikrobiologickd diagnostika (tedy prdce laboratore klinické mikrobiologie) sméruje k:

e odhaleni puvodce nemoci. Skutecného plvodce je pritom Casto potieba odlisit od
bézné fléry — tedy mikrobU (hlavné baktérii), které se v nékterych télnich dutindch
vyskytuji normdiné, od ndhodného ndlezu, ktery se napr. do Ust zatoulal s potravou, a
také od kontaminace, tedy od mikrobU, které se do vzorku pripletly omylem cestou

e nékdy také: uréeni "in vitro" citlivosti na antimikrobidlni Iatky

e né&kdy také uréeni faktoru virulence, nebot samotny ndlez mikroba je nevyznamny, ale
duleZity je napft. ndlez jeho toxinu, nebo dikaz, Ze jde o opouzdieny kmen

2.1.2 Pojmy vzorek a kmen
2.1.2.1 Vzorek

Vzorek je (v klinické mikrobiologii) to, co je odebrdno pacientovi a pfichdzi k vysetfeni do
laboratore. Nejcastéji se do laboratore posild
o kusovy ¢&i tekuty materidl ve zkumavce ¢ijiné nddobce (krev, sérum, mo¢&, mozkomisni
mok, sputum, Supiny, odstépek kosti, stolice, kousek nehtu...)
o stér &i vytér (z nejrlznéjsich télnich povrchd a otvord) na vatovém tamponu, obvykle
zanofeném do transportnino média.
Odbérdm vzorky se vénuje kapitola 13.

2.1.2.2 Kmen

Kmen je Cistd kultura (,,vypéstek") jednoho druhu mikroba (obvykle baktérie nebbo mikroskopické
houby). Je to soubor jedincy, ktefi maji stejné viastnosti a ziejmé pochdzeji z jediné buriky.
Mikrobiolog nemd& moznost pracovat s jedincem jak jako zoolog Ci botanik: jedinec (jednotliva
bakterie &i kvasinka) je prilis maly. Pradce s kmenem mikrobiologdm prdéci s jedincem nahrazuje.
Zjistovat napriklad biochemické vlastnosti &i tvorbu pigmentu u jedné bunky by bylo extrémné
ndrocné. PouZije-li se misto foho kmen, je o mnohem jednodussi

Kmen zisk&me ze vzorku kultivaci na pevné pUdé (s podminkou spravného rozockovdani) — proto
md tato metoda vysadni postaveni zejména v diagnostice bakterii.

2.1.3 Prehled metod

Metody, kterymi urCujeme mikroby, si miZzeme rozdélit na:

2.1.3.1 Metody piimé

Pomoci téchto metod hleddme mikroba jako takového, jeho souédst nebo jeho produkt ve
vzorku pacienta. MUZzeme si je ddle rozdélit:

2.1.3.1.1 Pfimy prukaz ve vzorku. V tomto piipadé pracujeme s celym vzorkem. Je potieba vzit
v Uvahu, Ze vzorek zpravidla obsahuje bunky makroorganismu a ze pfedem nevime, kolik
rdznych druhd mikrobU je ve vzorku obsazeno — nemusi tam byt Z&dné, ale mize jich byt
v extrémnich pfipadech i nékolik desitek. Takovd situace samoziejmé znemozfiuje pouziti
nékterych diagnostickych metod. MUzeme to pfirovnat k tomu, Ze dvere od posluchdarmny také
t&zko mUzZe vyuZit kriminalista k hleddni otisku prstd jednoho studenta.

2.1.3.1.2 Prace s kmenem. V fadé piipadi nelze pracovat s celym vzorkem — potiebujeme ziskat
kmen. Pokud mdme k dispozici kmen a urcujeme jeho viastnosti, hovorfime o identifikaci kmene



mikroba. Nékteré metody identifikace jsou tytéz, které se pouzivaji ik pfimému prikazu ve
vzorku (napf. mikroskopovat se dd jak cely vzorek, tak i kmen). Jiné metody se naopak pouzivaii
pouze k identifikaci, aviak nikoli k pfimé prdci se vzorkem (prikladem je biochemickd
identifikace, kterd se d& uplatnit pouze mdme-li k dispozici Cistou kulturu mikroba, tedy kmen).

2.1.3.2 Metody nepiimé

Témito metodami hleddme odezvu imunitniho systému pacienta na mikroba. V naprosté vétsing
pripadd hleddme protilatky. Rozdil je v tom, ze protildtka neni soucdsti ani produktem mikroba —
je produktem makroorganismu, i kdyz by bez podrdzdéni danym mikrobem (resp. jeho
antigenem) nevznikla. Nevyhodou nepiimych metod je, Ze nejsou dikazem toho, Ze je mikrob
v téle pravé pfitomen - svédcijen o tom, Ze se s nim télo nékdy setkalo (anebo se setkalo

s ockovaci latkou, kterd obsahovala Edsti téla toho mikroba).
Kromé prikazu protilatek patii do nepiimého prikazu také prikaz buné&&né imunity (napf. u tuberkuldzy).

2.2 Metody pfimého prukazu mikrobU (prehled a

charakteristika)
Ndazev metody K prukazu ve vzorku | K identifikaci kmene
Mikroskopie ano ano
Kultivace (péstovani na piddch) ano ano
Biochemické a jim podobné identifika&ni ne ano
metody
Pokus na zvireti ano Ize pouzit, ale nedéld se to
PrUkaz antigenu/antigenni analyza ano ano
PrOkaz nukleové kyseliny ano Ize pouzit, bézné se nedéld

2.2.1 Mikroskopie

2.2.1.1 Nativni preparat

Nejijednodussi druh mikroskopie: mikroby se pozoruji neobarvené, jen rozmichané v kapce
fyziologického roztoku a prikryté krycim sklickem. Nativni prepardt se hodi na mikroby (baktérie,
prvoky), ktefi se pohybuiji, nebo jsou velké.

2.2.1.2 Mikroskopie v zdastinu
Je to zvl&stni druh nativniho prepardtu, svétio na prepardt dopadd zesikma.

2.2.1.3 Barvené preparaty

Prepardty, které maiji byt néjak obarvené, musi byt nejprve vysuseny a poté zfixovany. Poté se
barvi. Mikrobiologové provdadéiji nejcastéji Gramovo barveni. Rozlisi baktérie podle typu
bunééné stény na tzv. grampozitivni a gramnegativni; Spatné nebo vibec se obarvi bakterie,
které bunécnou sténu nemaiji nebo maiji sténu zvldstnino. Schéma Gramova barveni uvadi
ndsledujici tabulka:

Chemikadlie | Cas (s) | Jak reaguje grampozitivni bakterie | Jak reaguje gramnegativni bakterie
Violet 20-30 | Obarvise na fialovo Obarvi se na fialovo

LugolOvr. |20-30 |Upevnise vazba barviva na sténu | Vazba barviva na sténu se neupevni
Alkohol 15-20 | Neodbarvise Odbarvi se

Safranin 60-120 | Nanejvys trochu zméni odstin Obarvi se na ¢erveno

Vysledkem tedy je, Ze grampozitivni bakterie jsou modrofialové, gramnegativni Cervené a
Gramem se nebarvici bakterie se vibec neobarvi.

Pokud Gramovo barveni pouziieme k obarveni vzorku, vidime i leukocyty, epitelie a dalsi Utvary.
Cytoplasma téchto bunék se zpravidla barvi Cervené, jddra cervenofialové nebo fialove.

RUznd specidlni barveni se pouZzivaji napf. na tuberkuldzu, na plisné, nékteré parazity apod.

Ke specidinim Ucelim se pouzivd fluorescencni barven.



2.2.1.4 Interpretace mikroskopie

PouZzijleme-li mikroskopii jako pfimy prukaz, nevidime jenom mikroby samotné, ale také rizné jiné
véci, napriklad epitelie a leukocyty makroorganismu. Jejich pfitomnost a vzdjemny pomér maé
velky vyznam pfi hodnoceni ndlezu. Samoziejmé, je-li mikroskopie pouzZita k identifikaci, vidime
Uz jenom bunky pfislusného mikroba.

2.2.1.5 Elekironova mikroskopie
se pouzivd u virQ, ale nehodi se k rutinni diagnostice, spise k vyzkumu.

2.2.2 Kultivace

Je to viastné péstovani mikrobu. U vird se pouzivd pro tuto metodu pojem izolace.

2.2.2.1 Zakladni pojmy

Kultivace se v praxi zpravidla provdadi na umélych pdddach. Vétsinou se pii kultivaci mikroby
rozmnozi. Mikroskopie je sice nejklasictéjsi mikrobiologickou metodou, aviak kultivace je zdaleka
nejdulezitéjsi (alespon v pripadé bakterii a kvasinkovitych hub). Jeji vyznam spocivd predevsim
v fom, Ze umoZniuje ze vzorku (obsahujicino Casto smés mikrobl a téméF vidy buriky pacienta)
izolovat Cisty kmen ve formé tzv. kolonii. To oviem plati jen pro tzv. pevné pudy. DUleZité jsou
ale i pudy tekuté, slouZici zejména k pomnozeni mikrobd tam, kde jich bylo ziskdno mdlo.

Kmen, jak jiz bylo fe¢eno, je populace mikrobU, vzesld z jedné buriky, bez ohledu na momentdini
konkrétni formu. Vsichni jedinci v rdmci kmene maiji stejné viastnosti.

Kolonie je oznaceni konkrétnino Utvaru, ktery bakterie a kvasinky vytvdreii pri kultivaci na
pevnych pUddach. Teoreticky (a nékdy i prakticky) je to potomstvo jedné jediné buriky,
uchycené na povrchu pevné pUdy. U vétsiny mikrobU vyroste za den. Pokud odtud mikroba
premistime, prestdvd byt kolonii, zOstadvd viak kmenem.

Kultivaéni podminky zahrnuji teplotu, vinkost, sloZeni atmosféry a podobné. Zpravidla se
laborator snazi vytvorit mikrobUm podminky blizké tém, které jsou v organismu.

2.2.2.2 Tekuté pudy

jsou pUdy slouZici predevsim k pomnozeni bakterii z mdlo pocetnych vzorkd. NejdUlezitéjsi z nich
je masopeptonovy bujon.

2.2.2.3 Pevné (vétsinou agarové) pudy

Jsou to pudy, jejichz zdkladem je zpravidla Zivny agar — to je bujén, do kterého je priddn vytazek
agarové fasy. Tim se stane, ze z tekutiny se stane hmota pfipominagjici puding nebo Zelatinu. Na
agarovych puddach baktérie (a také kvasinky) tvoii kopecky, kterym fikéme kolonie. Kazdy druh
bakterie tvoli na konkrétni pUdé specifické kolonie charakteristické velikosti, barvy, tvaru apod.,
coz velmi usnadnuje diagnostiku.

Jedna kolonie zpravidla vyristd z jedné baktérie, nanejvys z jedné dvojice, jednoho fetizku,
jednoho shluku. (Pouzivd se tu anglicky termin CFU = colony forming unit = jednotka tvorici
kolonii). Z toho také logicky vyplyvd, Zze pokud na agarovou pUdu naockujeme smés dvou
baktérii, a pokud tato smés neni piilis hustd, vytvori kazdy z téchto druh( své viastni
charakteristické kolonie. Ty pak mUzeme preockovat (= odebrat a nechat znovu kultivovat) a
rdznymi metodami identifikovat.

U kolonii se daji popisovat rdzné znaky — velikost, barva, tvar, zdpach a podobné.

NejdUlezitéjsi pdda je krevni agar (Zivny agar s pfidavkem ovcich cervenych krvinek), pouzivd se
ale i nékolik desitek dalsich pdd.

2.2.2.4 Jak se kultivuje na pevnych puddch

Na povrch pUdy naneseme €dst vzorku nebo nékolik kolonii z predchozi kultivace.

Bakteriologickou klickou toto misto "roztahdme" (roziedime) po celé misce.

Nyni misku umistime do termostatu, vétsinou pii 37 °C (Iékafsky vyznamnym bakteriim tato teplota
zpravidla vyhovuje). Vétsinou kultivujeme 16-28 hodin (tedy do druhého dne), nékdy ale déle
(dva, fii i vice dni). Po vyjmuti vidime na misce kolonie, které miZzeme popisovat nebo s nimi
provadét dalsi identifikacni pokusy.



2.2.3 Biochemickd identifikace
je zaloZzena na skutecnosti, Ze kazdy druh baktérie produkuje jinou sestavu enzymu

2.2.3.1 Princip biochemickych identifikaénich testu

je tedy takovy, Ze bakteriim je predlozen substrat (substraty). Pokud bakterie produkuji enzym
(enzymy), dojde k pfeméné substrdatu (substratd) na produkt (produkty). V piipadé, Ze se
produkt(y) lisi od substratu(-0) barvou, skupenstvim apod., miZzeme zménu piimo pozorovat.
Pokud zména neni viditelnd, musi byt v reakci pfitomen indikator. Nelze-li indik&tor mit v reakci
od zacdatku (tfeba proto, ze by v jeho piitomnosti probéhla Spatné nebo neprobéhla vibec),
pfiddvd se az po probéhlé reakci ve formé Einidla.

PouZzivaiji se rzné testy. Nékteré trvaji iddové vtefiny az minuty, jiné hodiny az dny. Nejjednodussi
je tzv. kataldzova reakce zaloZzend na prikazu enzymu kataldzy (Stépi peroxid vodiku). Jinak se
Casto pouzivaji reakce, které testuiji st&peni riznych cukru.

2.2.4 Pokus na zvireti

Pokus na zviteti byval dilezitou soucdsti diagnostiky v zacdatcich mikrobiologie. Slo tehdy i o to,
prokdzat, zda pfislusny mikrob vibec je pivodcem nemoci — naockoval se tedy pokusnému
zvireti a Cekalo se, zda také u zvifete propuknou pfiznaky podobné tém u pacienta. Dnes je
vyjimecny. NejCastéiji se pouzivaiji mysi, moréata, potkani, krdlici. Vyznam pokusu na zvireti klesd
s rozvojem modernéjsich metod i s tim, jak si lidé stdle vice uvédomuiji, jak je jeho vyuzivani
eticky problematické.

2.2.5 PrUkaz antigenu

Jednd se o metodu piimého prikazu, aviak zpUsob provedeni je az na technické detaily
v podstaté shodny s nepfimym prikazem (prikazem protildtek) — v obou pripadech se hovoii o
tzv. sérologickych reakcich. Ty budou proto probrdny v daldi ¢dsti diagnostiky.

2.2.6 PrOkaz nukleové kyseliny

Dé&li se na metody bez amplifikace (klasické genové sondy) a metody s amplifikaci
(namnozenim) uréité sekvence nukleové kyseliny. NejpouZivanéjsi je dnes polymerdzova
fetézova reakce (PCR). Podrobnéjsi popis zde neuvdadime, nebot metoda se Siroce vyuzivd i
mimo mikrobiologii a naleznete ji tedy v jinych pfedmétech.

2.3 Metody nepiimého prukazu mikrobu (pfehled a
charakteristika)

2.3.1 Zdkladni pojmy

Pozndmka: Kromé metod nepiimého prikazu v tomto textu naleznete z praktickych ddvoduy i
jednu z pifimych metod - prikaz antigenu, respektive antigenni analyzu.

Tyto takzvané sérologické metody jsou metody pracujici s reakci antigen - protilatka (za vzniku
komplexu). V uzsim slova smyslu se nékdy za sérologické povazuji pouze ty reakce, kde se jako
vzorek pouzivd sérum, popfipadé reakce, kde se hledd protilatka.

Jednotlivé sérologické metody se od sebe Iisi pouze zpUsobem, jak je detekovdn komplex
antigenu s protildtkou. Vsechny se viak daji pouZit ke viem U&ellm, ddle uvedenym:

2.3.1.1 Prukaz antigenu pomoci protilatky
Pouizije se laboratorni protildtka (ze séra pokusného zvifete) a smichd se
e budto se vzorkem pacienta, ve kterém hleddme antigen - jde o pfimy prukaz antigenu
e nebo s kmenem, vypéstovanym z pacientova vzorku - jde o identifikaci kmene
(antigenni analyzu kmene) - véfsinou k uréeni antigennino typu (serotypu) bakterie

2.3.1.2 Prukaz protilatky pomoci antigenu
PouZije se laboratorni antigen a smichd se s pacientovym sérem (protildtky hleddme v séru)



2.3.1.3 Ve vsech piipadech plati, ze:
e pokud vznikl komplex antigen-protilatka, je reakce pozitivni
e pokud komplex nevznikl, je reakce negativni (néco v ni chybi; to, co dodala laborator,
uréité nechybi, chybi tedy to, co ,mél dodat pacientlv vzorek")

2.3.2 Prehled sérologickych metod
Precipitace
Aglutinace
Komplementfixacni reakce (KFR)
Neuftralizace
Reakce se znacenymi slozkami:
o Imunofluorescence (IMF)
o Radioimunoanalyza (RIA)
o Enzymovdimunoanalyza (EIA, ELISA)
o Imunobloty
Jednotlivé metody se od sebe lisi pfedevsim zpusobem, jak prokazujeme, zda vznikl komplex
antigenu s protilatkou. U nejiednodussich metod je komplex pfimo viditelny, u jinych se musi
priddvat mnoho rbznych slozek.

2.3.3 Jak zjistit u nepfimého prikazu, jestli se jedna o probihajici

infekci, nebo o infekci, které probéhla diive?

Zatimco primy prikaz (véetné prikazu antigenu a antigenni analyzy!) vzdy dokazuje pfitomnost
mikroba, u nepfimého prikazu tomu tak neni. Pfitomnost protilatek pouze svédcéi o tom, Ze se
organismus nékdy s mikrobem setkal. Pfesto je mozné aspon s urcitou pravdépodobnosti fici,
jestli se o Cerstvou infekci jednd, nebo jestli jsou protildtky nalezené v séru pacienta jen
ndsledkem infekce prekonané dive. Je potfeba vyuZit nékterého z ndsleduijicich tii zpUsobU:

Zjistujeme, jaké je mnoiZstvi protilatek v séru a jestli se méni. Vyuzivd se toho, Ze v akutni fazi
infekce mnoZzstvi protildtek prudce stoupd, pak zase klesd, a nakonec se udrzuje na stdlé, nizké
hladiné. Sleduje se hlavné zména mnozstvi protilatek béhem dvou ¢i tii tydnl. Pokud béhem se
bé&hem této doby titr zvysi aspon Ctyrikrdt (= o dvé fedéni, napiiklad z 20 na 80), jde velmi
pravdépodobné o akutni infekci. Pouhé dvojndsobné zvyseni (= o jedno fedéni) mize byt
ndhodné.

Zjistuieme, k jaké tiidé patii nalezené protilatky — to ovsem umozriuji pouze reakce se znacenymi
slozkami. Pfevaha tfidy IgM nad tfidou IgG svédci pro akutni infekci

Zjistuijeme tzv. avidity, to je sila vazby protilatky na antigen




