Repetitorium jarniho semestru
praktickych cviceni z Iék. mikrobiologie
- metody Iékarské mikrobiologie

Sepsal: Ondrej Zahradnic¢ek

Autorskd pozndmka: tento text neni kompletnim prehledem toho, co se v jarnim semestru
v praktiku probiralo, zejména v ném nenajdete popisy konkrétnich Ukold (ovsem ne Ze by po
vds nékdo chtél zndt zpaméti, kdy se kam pipetuje kolik mililitrd).

Text chce byt spise teoretickym zdkladem, ktery oviem student bezpodmine&né& musi doplnit
svymi pozndmkami z jednotlivych praktickych cviceni. Viele také doporucuji nahlédnout na
nase webové strdnky www.medmicro.info.

Vzhledem k tomu, Ze text vznikl Upravou jinych textd, slouZicich pdvodné k jinym Uceldm, moznd,
Ze v ném najdete i informace nadbyteéné, za coz se omlouvdm. Nékteré ,,nadbytec¢né*
informace jsem ale v textu nechal schvdiné — myslim, ze tfeba prehled nejduilezitéjSich bakterii &i
nejdilezitéjsich antibiotik se vam jesté bude hodit. Povazuji viak za poctivé zdUraznit, Ze tyto
zelené Casti nejsou predmétem zdpoctového testu z I€karské mikrobiologie v jarnim semestru.

Text je autorskym vlastnictvim Ondreje Zahradnicka a je urcen k vyukovym Ucelim, jeho pouziti
k jinym UCelim je ffeba konzultovat s autorem.

Uvod (spoleény zdklad vétsiny témat)

Bezpecnost prdce v laboratori

Pfi prdci v laboratofi je tfeba dbdt zdsad bezpecnosti, zejména se vyhybat viemu rizikovému
chovani. Hlavni nebezpecdijsou nebezpediinfekce a nebezpedi pozdru. O druhém z nich
vypovidd ndsledujici pisen:

Reknu vém to na rovinu: neni zadnd sranda
Kdyz se rdno pred labinu dostavi ta banda
U skfinék se porvou vsici narvou si tam véci
A Uz dupou po svétnici: Cesi, Svédi, Reci

Rikdm Ze jsou hlu&ni oni - Reci oviem zvId§té
Viude dupou jako sloni, Emdaraji na plasté
Dimostenes sirkou skrtd, Christos nic¢i klicku
Prvni, druhd, treti, Ctvrtd pryc je za chvilicku

Jednou taky vytdhli si sklicko z desinfekce
Zapomnéli to co kdysi znali z prvni lekce
Rukou sklicko z alkoholu nad plamenem susi
Je to zkratka stddo volU co klid v dusi rusi

A tak tedy sklicko v ruce studentovi vzpldlo
Trhnul sebou pfimo prudce zdésil se ne mdlo
Zkrat a spousta lidi kolem méla na tom podil
Do skatule s alkoholem on to sklicko hodil
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Krabice by béhem chvile dohorela asi
Le¢ ty hlavy posetilé zacly si rvat viasy
Do plamene hadry hézi a ru¢niky taky
Kolem ohné spousta sazi a studentd mraky

Chtél jsem proto do hadeni vnésti trochu klidu
Sel jsem &elem ku plameni - zady zase k lidu
Jedna hadra jez se vziala ze stolu viak sklouzla
Za Ukol si asi dala provadéti kouzla.

Hadra fadila jen s mirou - mohla fadit vice
Pfesto odnesla to dirou moje nohavice
Tyhle véci, ty se staly jiz pfed mnoha léty
Brzo mé pak jmenovali do pozdrni Cety!

Jednotlivé skupiny mikrobu

1. Priony (neobsahuji nukleovou kyselinu, napf. pdvodce ,,nemoci silenych krav")

2. Viry (DNA a RNA, obalené a neobalené)

3. Bakterie (tyCinky, koky, spirochety; grampozitivni, gramnegativni)

4. Mikroskopické houby (kvasinky a plisné)

5. Paraziti (ZivoCisné patogeny): vnéjsi (Clenovci) a vnitini (prvoci, oblovci, plosténci)

Ad 2: Viry délime na DNA-viry RNA-viry. Viry také mUzeme délit na obalené a
neobalené, pripadné podle poctu a typu vidken DNA, respektive RNA.

Ad 3: Bakterie délime napriklad
e podle tvaru a uspordddni
o koky - kulovité, mohou tvorit dvojice, fetizky, shluky...
o tyCinky — protdhlé, mohou byt rovné, zahnuté...
o kokotyCinky (kokobacily) — pfechod mezi koky a tyCinkami
o spirochety — ve tvaru spirdly
o beztvaru — mykoplasmata nemaji buné&nou sténu, a tedy ani tvar
e podle Gramova barveni (je to ddno typem bunécné stény)
o grampozitivni — barvi se modre (tlustd, jednoduchd bunécéna sténa)
o gramnegativni — barvi se Cervené (tenkd, zato slozitd buné&nd sténa)
o Gramem se nebarvici - jiny typ stény (mykobakteria) nebo st&énu nemaji
(mykoplasmata), jsou prilis tenké a proto se nebarvi (spirochety) apod.
e podle vztahu ke kysliku
o strikin€ aerobni (rostou pouze v pritomnosti kysliku)
o striktné anaerobni (vyzaduiji atmosféru bez kysliku)
o fakultativné anaerobni (dokdzi ,,prepinat metabolismus* a prizpUsobit se)
o aerotolerantni (metabolismus , neprepinagji, ale také se prizpUsobi, v praxi
neodliditelné od prechozich)
mikroaerofilni (potfebuiji kyslik, ale musi ho byt malo)
kapnofilni (potrebuiji kyslik, ale také zvyseny podil CO2 v atmosfére)
pro praxi se pouziva ¢asto jen déleni na aerobni (rostou za normdlni
atmosféry) a anaerobni (vyZaduji atmosféru bez kysliku)
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e podle patogenity:
o nepatogenni: nejsou schopni vyvolat nemoc (zadny jejich kmen neni virulentni)
o potencidini (oportunisticti) patogeni jsou takové mikroby, které vyvoldvaiji
chorobu jen nékdy, jindy jsou "hodné". (E. coli — béZznou florou ve strevé, ale
z&roven nejcastésim pivodcem mocovych infekci)
o obligdtni (primdrni) patogeni vyvoldvaji nemoc vzidy, kdyz se setkaiji
s makroogranismem (v dostatecném mnozstvi a vhodnym zpUsobem)
PREHLED NEJDULEZITEJSICH BAKTERIi (vétsina z nich se bude probirat v podzimnim
semestru praktickych cviceni):
NejdUlezitéjsi grampozitivni koky:
Staphylococcus: S. aureus, ostatni jsou tzv. koaguldza-negativni stafylokoky
Streptococcus: hemolytické (betahemolytické) streptokoky (S. pyogenes, S.
agalactiae, takzvané ,non-A-non-B* streptokoky), viridujici (alfahemolytické)
streptokoky (S. pneumoniae = pneumokok a takzvané ,,Ustni* streptokoky)
Enterococcus: E. faecalis, E. faecium

Nejdulezitétsi grampozitivni ty€inky:
Listeria, Corynebacterium (nejen C. diphtheriae), Bacillus (ten je sporulujici)

NejdUlezitéjsi gramnegativni koky:
Neisseria (N. gonorrhoeae — gonokok, N. meningitidis — meningokok, ,,Ustni* neiss.)
Branhamella catarrhalis — také Moraxella catarrhalis

Nejdulezitéjsi gramnegativni ty&inky:

Enterobakterie: Escherichia coli, Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter, Proteus,
Providencia, Morganella, Serratia, Salmonella, Shigella, Yersinia

Gramnegativni nefermentujici tycinky: Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter,
Burkholderia, Stenotrophomonas

Ostatni: Haemophilus, Pasteurella; Campylobacter, Helicobacter; Vibrio

Nejdulezitéjsi anaeroby:

Clostridium (C. tetani, C. botulinum, C. difficile, C. perfringens a jind tzv. ,klostridia
plynatych snéti)

Actinomyces - pUvodce aktinomykdzy (pozor, neplést s houbovou infekci — mykdzou)

Ostatni anaeroby vétsinou pUsobi ve smési. Jejich ndzvy nejsou zvldst dilezité

Nejdulezitésji spirochety:
Treponema (T. pallidum - pUvodce syfilis), Borrelia, Leptospira

Nejdulezitéjsi z ostatnich bakterii:
Mycobacterium (M. tuberculosis, M. leprae), Mycoplasma (M. pneumoniae, M. hominis),
Ureaplasma (U. urealyticum), rickettsie, chlamydie

Prehled mikrobiologickych vysetrovacich metod

Metody piimého a nepiimého prukazu mikrobu

Mikrobiologickd diagnostika sméfuje k odhaleni pdvodce nemoci a v nékterych pfipadech také
ke zjisténi (in vitro) citlivosti tohoto pUvodce k antimikrobidinim I&tkdm.
Skuteéného puvodce je piitom casto potieba odlisit od
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e béiné fléry - tedy mikrobU, které se v nékterych télnich dutindch vyskytuji normdiné, od
e ndhodného ndlezu, ktery se napr. do Ust zatoulal s potravou, a také od
e kontaminace, tedy od mikrobU, které se do vzorku pripletly omylem cestou.

Toto odliseni probind castecné v laboratori a cdstecné na klinickém pracovisti.

In vitro citlivost se urCuje u vétsiny baktérii a kvasinek, ne viak u ostatnich mikrobd. "In vitro"
citlivost (urcend v laboratofi) oviem o skutecné "in vivo" citlivosti u pacienta vypovidd jen
Cdstecné. Je to ddno mimo jiné tim, Ze v laboratofi se mikroby chovaji ponékud jinak nez ve
tkanich.

Metody, kterymi uréujeme mikroby, si mdzeme rozdélit na:

METODY PRIME, pomoci kterych hleddme mikroba jako takového, jeho souédst nebo jeho
produkt ve vzorku pacienta; vzorkem v takovém pripadé byvd napr. mog, stolice, hnis,
mozkomisni mok, vytéry z nejrdznéjsich télnich povrchd a otvor.

Metody pfimé si mUzeme ddle rozdélit:

A. Pokud hleddme mikroba bezprosttedné ve vzorku, pouzivd se zpravidla pojem piimy
prikaz. Je potfeba vzit v Uvahu, Ze vzorek zpravidla obsahuje buriky makroorganismu a
Ze predem nevime, kolik rznych druh( mikrobU je ve vzorku obsazeno (pokud né&jaké)

B. KvUli nevyhoddm piimého vysetiovdni vzorku Casto potiebujeme ziskat kmen. Kmen
ziskéme kultivaci mikroba na pevné pudé. Prace s kmenem mikrobiologdm nahrazuje
prdci s jedincem, tak jak ji znaji zoologové &i botanici. Pokud mdme k dispozici kmen a
urcujeme jeho vlastnosti, hovofime o identifikaci mikroba. Nékteré metody identifikace
jsou tytéz, které se pouzivaijii k primému prikazu (napfiklad Ize mikroskopovat vzorek —
primy prikaz — i kmen - identifikace)

METODY NEPRIME, kterymi hleddme profilatky. Rozdil je v tom, Ze protildtka neni sou&dsti ani
produktem mikroba - je produktem makroogranismu, i kdyz by bez podrdzdéni danym
mikrobem (resp. jeho antigenem) nevznikla. Nevyhodou nepfimych metod je, Ze nejsou
dikazem toho, Ze je mikrob v téle pravé piitomen — svéddZijen o tom, Ze se s nim té&lo nékdy
setkalo (anebo se setkalo s oCkovaci latkou, kterd obsahovala ¢asti t€la toho mikroba).

Hlavni rozdily mezi pfimymi a nepfimymi metodami

Metody piimé Metody nepiimé

Prokazujeme: mikroba, jeho souCdst nebo jeho | Prokazujeme: protilatky
produkt

Vzorek: viechno moiné, vidy to, kde by mohl | Vzorek: témér vzdy sérum
byt patogen

Pozitivni ndlez (zpravidla) znamend, ze mikrob | Pozitivni ndlez znamend, Ze télo se (nékdy
je pfitomen v téle v historii) setkalo s mikrobem

Prehled piimych metod

Nazev metody K pfimému prukazu ve vzorku | K identifikaci kmene mikroba
Mikroskopie) Ano ano

Kultivace (péstovani na Ano ano

pUddach)

Biochemické a podobné Ne ano

identifikacni metody

Pokus na zvireti Ano Ize pouzit, ale nedéld se to
PrOkaz antigenu/antigenni Ano ano

analyza

Prikaz nukleové kyseliny ANoO Ize pourzit, ale nedéld se to




JO1 + JO2 - Mikroskopie

Nativni preparat
Nejiednodussi druh mikroskopie: mikroby se pozoruji neobarvené, jen rozmichané v kapce
fyziologického roztoku a prikryté krycim sklickem. Nepouzivd se imerze. Nativni prepardt se hodi
a) na mikroby (baktérie, prvoky), ktefi se pohybuiji
b) na velké mikroby - predevsim tedy parazity a houby
Mikroskopie v zdstinu
Je to zvIdstni druh nativniho prepardtu. V dUsledku jiného smérovdni paprskl je vysledkem svétly
objekt na tmavém pozadi. PouZivd se predeviim u spirochet.
Barvené preparaty
Prepardty, které maiji byt néjak obarvené, musi byt nejprve vysuseny a poté zfixovdny - obvykle
protazenim plamenem. Poté probé&hne viastni barveni. Prepardt se vysusi (napf. filtracnim
papirem) a pozoruje se tzv. imerznim objektivem bez kryciho sklicka; mezi objektiv a prepardt se
kdpne kapka imerzniho oleje.
e Jednoduché barveni - pouzivd se napriklad metylénovd modr. D& se provadét i pfimo
v klinickém pracovisti jako nouzové orientacni vysetfeni.
e Mikrobioclogové provadéji vétsinou Gramovo barveni. Je to nejdlleZitéjsi barveni
v mikrobiologii. Rozlisi baktérie podle typu buécné stény na grampozitivni, gramnegativni a
gramem se nebarvici. M& Ctyii kroky, po kazdém z nich se prepardt oplachuje vodovodni
vodou. Po poslednim oplachu se vysusi.

Chemikdlie Cas | Co se stane s grampozitivnimi Co se stane s gramnegativnimi
Violef* 30 s | Nabarvi se na modrofialovo Nabarvi se na modrofialovo
Lugoliv roztok |30 s | Viditelné nic, ale vazba se posili | Skoro nic

Alkohol 155 | Nic Odbarvi se

Safranin 60 s | Skoro nic, trochu zméni odstin Nabarvi se na cerveno

*gencidnovd violet, krystalovd violet, Gram |

e RUznd specidini barveni se pouZivaji napf. na tuberkuldzu, na plisné, nékteré parazity apod.

e Ke specidlnim Uceldm se pouzivd fluorescenéni barveni.

Interpretace mikroskopie. PouZijieme-li mikroskopii jako primy prikaz, nevidime jenom mikroby
samotné, ale také rizné jiné véci, napfiklad epitelie a leukocyty makroogranismu. Jejich
pritomnost a vzdjemny pomér ma velky vyznam pfi hodnoceni ndlezu. Napriklad velké mnozstvi
neutrofild svédci o bakteridini hnisavy zanét.

MnoZstvi jednotlivych elementd (baktérii, epitelii, leukocytd apod.) se hodnoti zpravidla
semikvantitativné na jeden az tfi (nebo Ctyfi) kizky.

Samoziejmé, je-li mikroskopie pouzita k identifikaci, vidime uz jednom pfislusného mikroba.

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

JO3 - Kultivace

Kultivaci v viry se fikd izolace.

Kultivace je péstovdani mikrob, zpravidla na umélych pdddch. Mikroskopie je sice nejklasicté;si
mikrobiologickou metodou, aviak kultivace je zdaleka nejdUlezitéjsi (alespon v pripadé bakterii
a kvasinkovitych hub). Jeji vyznam spocivd predevsiim v tom, Ze umoznuje ze vzorku
(obsahujiciho Casto smés mikrobU a témér vidy buriky pacienta) izolovany Cisty kmen ve formé
tzv. kolonii. To ovsem plati jen pro tzv. pevné pudy. DUleZité jsou ale i pudy tekuté, slouZzici
zejména k pomnozeni mikrobl tam, kde jich bylo zisk&no mdlo.

KMEN je populace mikrobu, vzesld z jedné buriky, bez ohledu na formu. Vsichni jedinci v rdmci
kmene maji stejné vlastnosti.

KOLONIE je oznaceni konkrétniho Utvaru, ktery bakterie a kvasinky vytvareji pfi kultivaci na
pevnych pUddch. U véfsiny mikrob0 vyroste za den. Pokud odtud mikroba premistime, prestava
byt kolonii, zUstdvd viak kmenem.



KULTIVACNI PODMINKY zahmuiji teplotu, vihkost, slozeni atmosféry a podobné. Zpravidia se
laborator snazi vytvorit mikrobUm podminky blizké tém, které jsou v organismu. To znamend pro
kazdy z pouzitych fyzik&inich a chemickych faktord dosdhnout hodnoty leZici v okoli optima,
resp. mezi dolni a horni inhibicni mezi:

.0, 8 e, . 8 0O
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dolni mez pfediti  dolni mez ristu T horni mez rlstu horni mez pFeziti
{letaini, mikrobicidni) (inhibigni) CPUMUM ez mnoZeni) (usmrcujici hodnota)

ROZDELEN{ KULTIVACNICH PUD PODLE TYPU

Tekuté pudy (pomnozovaci). NejdUlezitéfsi je:

e Peptonovd voda - obsahuje bilkovinny hydrolyzat (to jest: produkt rozkladu bilkoviny na
aminokyseliny a polypeptidy). Samotnd se pouziva zfidka, je viak mezistupném k dalsi:

e Bujdn (masopeptonovy bujdn) je peptonovd voda s vyvarem. Je to zdkladni
pomnozovaci puda, bé&iné pouzivand v laboratofi hlavné tam, kde predpokidddme
malé mnozstvi mikrobU, jez chceme namnozit.

e VI-bujdn je bujon s pfidavkem kvasnic (francouzsky viande-levure = maso-kvasnice).
Hodi se pro anaeroby. Aby se mikroby pfi kultivaci nedostaly do styku se vzdusnym
kyslikem, prelévd se VL-bujon pii kultivaci vrstvou parafinového oleje.

e Selenitovy bujdn je piikladem pldy selektivné pomnoZovaci. Takovd pomnoZi jen
nékteré mikroby — v pfipadé selenitového bujénu salmonely (a nékolik dalSich rodd).

Pevné (véfinou agarové) pudy. Jsou to pUdy, jejichz z&kladem je zpravidla Zivny agar - to je
bujén, do kterého je pfiddn vytazek agarové fasy. Tim se stane, ze z tekutiny se stane hmota
pfipomingijici puding nebo Zelatinu. Fyzikdlné vzato je to oviem pordd tekutina: jakdkoli
chemickd latka, kterou umistime na povrch agarové pddy, zacne touto pldou pomérné
rychle pronikat (difundovat).

Na agarovych ptddch je bdjecnd jedna véc: baktérie (a také kvasinky) na nich tvori kopecky,
kterym fikme kolonie. Kazdy druh bakterie tvoii na konkrétni pddé 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 tvofici
kolonii). Z toho také logicky vyplyvad, Ze pokud na agarovou pUdu naockujeme smés dvou
baktérii, a pokud tato smés neni piilis hustd, vytvori kazdy z téchto druhd své viastni
charakteristické kolonie. Ty pak mUZeme preockovat (= odebrat a nechat znovu kultivovat) a
rdznymi metodami identigikovat.

Zivny agar se v praxi nepouzivd. Kdyz uz se totiz v laboratofi vaii agarovd pdda, vidycky se do ni
néco pridavd, co usnadnuje rozpozndni jednotlivych druhd.

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

Pevné pUdy rozlisuieme podle Ucelu.

Diagnostické pudy jsou takové, na kterych "roste kdeco, ale kazdé jinak". Jinak feceno - uréitd

vlastnost baktérie se projevi na vzhledu kolonie. Do této skupiny pafii i pdda, kterd je mezi

klinickomikrobiologickymi pddami Uplné nejdilezitejsi:

» Krevni agar je zivny agar s pfidavkem ovcich Cervenych krvinek. VyuZivd se toho, Ze
patogenni druhy bakterii vétsinou rozklddaji Cervené krvinky (Uplnd nebo nelplnd beta-
hemolyza) nebo aspon méni Eerveny hemoglobin na zelené barvivo (viridace, nékdy také
alfa-hemolyza). Méné patogenni druhy krvinky neméni (z&dnd hemolyza, také "gama-
hemolyza"). Krevni agar lze povazovat i za pUdu obohacenou (viz ddle) — logika tohoto
zarazeni spocivd v tom, Ze nékteré bakterie, napr. streptokoky, by nerostly na Zivném
agaru, ale na krevnim agaru vyrostou.

» Vl-agar (VL-krevni agar) je pozménény krevni agar pro anaerobni bakterie.




Selektivni pudy jsou takové, na kterych "roste jenom néco'. (Podobné jako u tekutych, selektivné
pomnozovacich pUd). Patfi sem napf.:
> Krevni agars 10 % NaCl - je selektivni pro stafylokoky. Ostatni klinicky vyznamné baktérie tak
vysokou koncentraci NaCl nesndseji. Je to logické — stafylokoky Ziji na (zpocené) kUzi.
Selektivné diagnostické pudy v sobé& spojuji viastnosti obou predchozich. Jinak feceno, jedny
baktérie na nich nerostou, druhé baktérie rostou v urcitych koloniich daldi zase v koloniich jiného
vzhledu.
> Endova pUda mad svoji selektivni viastnost. Ta spolivd v tom, Ze na ni rostou pouze
gramnegativni (G-) baktérie. M& ale také diagnostickou vlastnost. Baktérie, které $tépi
laktézu, na ni maji tmavocervené kolonie a tmavocervend je i pdda v okoli koloniii. Laktdzu
nestépici baktérie tvofi kolonie bledé. Pricinou je indikétor — Schiffovo Cinidlo
> POdy XLD a MAL se pouzzivaji k diagnostice salmonel.
Obohacené pudy jsou bohaté na Ziviny. Jsou urceny k péstovani ndrocnych baktérii, které hned
tak na nécem nevyrostou - napriklad hemofily nebo pdvodce kapavky.
> Cokolddovy agar je vlastné krevni agar zahiaty asi na 80 °C. Prestoze se do néj oproti
krevnimu agaru nic nepiiddvd, je obohaceny tim, Ze rdzné Iatky z krvinek v ném volné
plavou a jsou tedy pro baktérie mnohem Iépe dostupné.
> Levinthaldv agar je prefiltrovany cokolddovy agar. Je téméF bezbarvy, presto je funkéné
hodné podobny predchozimu.
Specidlni pudy maji své zvIdstni uréeni.
> Mullerdv-Hintonové agar je ur¢en k testovani citlivosti baktérii in vitro na antibiotika.
Jak se kultivuje na pevnych piudach
1. Na povrch pUdy naneseme Edst vzorku nebo nékolik kolonii z predchozi kultivace.
2. Bakteriologickou klickou toto misto "roztahdme" (roziedime) po celé misce.
3. Nyni misku umistime do termostatu, vétsinou pfi 37 °C. Vétsinou kultivujeme 16 - 28 hodin
(tedy do druhého dne), nékdy ale déle (dva, ffi i vice dni). Po vyjmuti vidime na misce
kolonie, které mUZzeme popisovat nebo s nimi provadét dalsi identifikacni pokusy.

J04 - biochemické identifikaéni metody

Tyto metody jsou zaloZzeny na skuteCnosti, ze kazdy druh baktérie produkuje jinou sestavu
enzymU. A tak treba mdame baktérii, kterd treba umi rozstépit (pomoci prislusnych enzyma)
maltézu a sachardzu, ale ne trehaldzu, ajinou, kterd umi stépit sachardzu a trehaldzu, ale ne
maltdzu. Kombinace vhodného poctu znakd mize urdit baktérii nejen na Uroveri rodu, ale
Casto i druhu.

PRINCIP té&chto reakci je takovy, Ze bakteriim je predlozen substrdt (substraty). Pokud bakterie
produkuiji enzym(y), dojde k pfeméné substratu (substrdtl) na produkt (produkty). V pripadé, ze
se produkt(y) lisi od substratu(-0) barvou, skupenstvim apod., mdzeme zménu piimo pozorovat.
Pokud zména neni viditelnd, musi byt v reakci pfitomen indikdtor. Nelze-li indikator mit v reakci
od zacdtku, pridava se az po probéhlé reakci ve formé Cinidla.

Kataldzova reakce je velmi jednoduchd biochemickd reakce, zalozend na prikazu enzymu
kataldzy ($tépi peroxid vodiku). Pouzivd se k rozlisovéani rodd baktérii, napt. stafylokoky jsou
kataldza pozitivni, streptokoky kataldza negativni. Provedeni: kolonie bakterie je smichdna
s kapkou peroxidu vodiku. V pfipadé porzitivity kapka Sumi - vznikaji bublinky kysliku. Vyhodou je,
Ze vysledek je viditelny béhem nékolika vtefin. Indik&tor neni tfeba (bublinky jsou viditelné).

Reakce na diagnostickych prouZcich (stripech). Tyto reakce se také daji odedist velmirychle -
bé&hem vtefin &i nejpozdéji minut. Pouzivd se plastovych diagnostickych prouzkd, jejichz reakeni
ploska se zvin&i a pritiskne na kolonie testované bakterie. Po urcité dobé (a nékdy jesté po
prikdpnuti Cinidla) se pak sleduje, jestli na reakéni plosce dojde k vyvoiji typického zbarveni
(napf. modrého, modrozeleného, Cerveného).

Testy ve zkumavkdach. Jednoduché testy obsahuiji substrat (napf. cukr) aindikétor. Do substrdtu
se vmichd suspenze bakterie ainkubuje se pres noc. Kdyz je reakce pozitivni, dojde k barevné




zméng; kdyz je negativni, ke zméné nedojde. Slozité testy vyuZivaiji vicesubstrdtovych smési.
Barevnd zména pak muize byt napf. jind u hladiny (prstenec urcité barvy) a jind v hloubce.

Testy v plastové mikrotitraéni desti¢ce (,panelu”)

V podstaté jde o sérii miniaturizovanych jednoduchych zkumavkovych testd. Bez ohledu na
konkrétni podobu jednotlivych destickovych testd (Iisi se podle vyrobce, nové vyrobky od
starSich apod.) je princip prakticky vzdy stejny: na dné dulkd jsou lyofilizované substrdty
(pfipadné substrdty s indikdtorem), do dilkd se prikdpne suspenze baktérie a desticka se
nechd inkubovat (obvykle pres noc). Poté se hodnoti, u kterych testd doslo ke zméné barvy.
Hodnoti se to pouhym okem nebo automaticky - ¢tecim zafizenim na principu
spektrofotometru. Hodnoti se zpravidla najednou 8 — 30 riznych biochemickych reakci.

POKUS NA ZViRETI

Pokus na zvifeti byval ddlezitou soucdsti diagnostiky v zacdtcich mikrobiologie. Slo tehdy i o to,
prokdzat, zda prislusny mikrob vibec je pivodcem nemoci — naockoval se tedy pokusnému
zviteti a Cekalo se, zda také u zvifete propuknou pfiznaky podobné tém u pacienta.
V nékterych pfipadech se podobné postupuje dodnes. Nejcastéji se pouzivaji mysi, moréata,
potkani, krdlici. Vyznam pokusu na zvireti klesd s rozvojem modernéjsich metod i s tim, jak si lidé
stdle vice uvédomuiji, jok je jeho vyuzivdni eticky problematické.

Zvitrata (hl. hospoddrskd) se oviem v mikrobiologické diagnostice uplatiuiiijinak, napf. jejich séra
jsou zdrojem protilatek, z jejich krvinek se pfipravuiji krevni agary (nejcasté&ji s ov&imi, ale i napf. s
hovézimi ¢i konskymi erytrocyty) apod.

PRUKAZ ANTIGENU

Jednd se o metodu piimého prikazu, aviak zpUsob provedeni je shodny s nepfimym prikazem
(prikazem protildtek) - v obou piipadech se hovoti o tzv. sérologickych reakcich. Ty budou
proto probrdany v daldi ¢asti diagnostiky.

Desinfekce a sterilisace - téma JO5
Baktérie a vnéjsi prostredi

0,8 ,0,0 0

dolni mez pfeZiti  dolni mezristu ' horni mez rlistu horni mez preZiti
{letalni, mikrobicidni) (inhibigni) ©PHMUM (i e> mnoZeni)  (usmreujici hodnota)

Baktérie (a podobné i ostatni mikroby) jsou velmi citlivé na zmény vnéjsino prostredi. Na ose
(kterd jiz byla uvedena u kultivace) zndzorfujici kvantitu néjakého faktoru (tfeba pH Ci teplotu),
muUzeme urcitou hodnotu definovat jako optimdini. To je hodnota, pfi niz se baktériim dari
nejlépe. Kdyz se hodnota zvysuje nebo snizuje, narazime nejprve na inhibi¢ni mez, kdy je
inhibovan (zastaven) rist bakérii, a nakonec na baktericidni mez, kdy jsou mikroby nevratné
niceny (usmrceny). Faktorem, o némz je e, mdze byt kromé teploty také tfeba tlak, vihkost,
koncentrace néjaké chemické latky apod. Pokud hovofime o néjaké chemické latce, kterd
baktériim skodi (desinfek&ni Cinidlo, antibiotikum — viz ddle), pouzivaji se pro vyse uvedené meze
pojmy minimdini inhibiéni koncentrace a minimdini baktericidni koncentrace.

Faktory se navzdjem kombinuji; pfinejmensim se vzdycky kombinuji s Casem. Proto vy3si teploty
nici baktérie za kratdi dobu, nez teploty nizsi. - Lékarsky vyznamné baktérie jsou obvykle
nastaveny na podminky, jaké mohou naleznout v lidském (nebo zvifecim) organismu: 37 °C,
0.9 % NaCl apod. Baktérie s optimem kolem 37 °C se nazyvaji mezofilni, ty, které maiji optimum




Prakticky vyznam téchto mezi:

1. Baktericidni meze jsou vyznamné pro boj s mikroby (sterilisace, desinfekce) - hodnoty
pUsobicich faktord musi byt nastaveny tak, aby byly baktérie usmrceny.

2. Inhibiéni meze a optimdlni hodnoty jsou dUleZité pro péstovdni (kultivaci) baktérii. Je dilezité
védét, ze rizné baktérie se li§i (Casto velmi podstatné) ve svych ndrocich na teplotu, vinkost,
koncentrace soli apod. Jednak je pii kultivaci konkrétni baktérie dilezité vytvoiit ji vhodné
podminky, jednak Ize rozdill mezi druhy a rody baktérii pouZzit také pii jejich uréovani (roste na
pUdé s vysokou koncentraci soli? je to stafylokok; neroste tam?2 neni to stafylokok). Inhibicni mez
u antimikrobidinich Iatek (minimdlni inhibicni koncentrace) je dUlezitd pro antimikrobidini €éCbu.

Dekontaminaéni metody

jsou fyzikdlini a chemické postupy uréené predevsim k likvidaci zdravi ohroZujicich organism0 -
mikrobU (sterilizace, vyssi stupen desinfekce, desinfekce), hmyzu (desinsekce) a hlodavel
(deratizace). Nékterymi metodami se oviem zlikviduiji viechny (mikro)organismy. Pfi pouZiti
viech té&chto metod je dilezZité dodrzeni nékolika zdsad. Je nutno predevsim:

e Vybrat vhodnou sterilizaéni/desinfekéni metodu nebo prostfedek. Pojem "vhodny"
znamend:
>  musi bezpe&né nicit ty organismy, které pfipadaji v daném prostiedi v Uvahu
> nesmi nicit desinfikovany ¢&i sterilizovany materidl (povrch, pokozku...)
> musi byt prakticky pouzitelny (z ekonomickych hledisek, provoznich apod.)

e Pouzit dostateénou intenzitu faktoru - dostatecnou teplotu, intenzitu zdreni, dostatecnou
koncentraci pripravku apod.

e Prislusny faktor musi pusobit dostateéné dlouho (Casto se nedodrzuje - sestra potie k0zi
desinfekci a hned uz pichd injekcil).

ProtoZe koncentrace, teploty a pUsobeni jsou u kazdé metody a u kazdého prostiedku jiné, je
vhodné mit po ruce dostatecné Cerstvy prehled téchto Cisel. Vhodnd je napr. knizka Desinfekce
a sterilizace, vydand pred casem nakladatelstvim Grada. Dobré je také mit k dispozici platnou
vyhl&sku. Je potfeba zjistit, zda se metoda hodi pro U&el, pro ktery ji chceme poufzit, jaké se
uZivaiji hodnoty pusobicino faktoru (teploty, koncentrace) a jaky cas je predepsdn pro jeho
pUsobeni (U desinfekce je nékdy misto pfesného Casového Udaje uddno ,,do zaschnuti® - to
ovsem znamend, ze prostredek je skutecné nutno nechat zaschnoutl). U desinfekce je velice
duleZity Udaj o spektru Ucinku — napf. A = bakterie a kvasinky, B = bakteridini spory, C = viry
apod. U sterilizace neni Udaj nutny, protoze z principu sterilizace musi byt vzdy niceno viechno.

STERILIZACE. Je to postup (obvykle fyzikdini), kterym jsou zniCeny viechny mikroby (v&etné virQ,
hub a bakteridinich spor). NejCastéji se pouziva:

1. Sterilizace horkou parou pod tlakem (autokldvovdni). Pdra musi byt pravé nasycend (to
znamend, ze kdyby obsahovala jen nepatrné vice vody, zacala by se voda srdzet).
Hodi se na predméty ze skla, kovu, keramiky, kameniny, porceldnu, textilu, gumy a
nékterych plastd. Teploty kolem 115 - 134 °C.

2. Sterilizace horkou vodou pod tlakem - pouze u chirurgickych ndstroj0 k okamzitému
pouZziti. Mdlo se pouzivd také sterilizace horkym olejem.

3. Sterilizace horkym vzduchem (u pfistroj0 s nucenou cirkulaci vzduchu 180 °C 20 minut
nebo 170 °C 30 minut nebo 160 °C hodinu). Hodi se na kovy, sklo, porceldn a kameninu.

4. Sterilizace ohném se pouZiva prakticky jen u mikrobiologickych klicek, protoze vétsinu
materidld siné poskozuje. Spalovéani se hodi u opdady.

5. Sterilizace gama zdfenim: pouZivd se pouze pii primyslové vyrobé&, napt. rukavic na
jedno poufziti.

6. Chemicka sterilizace parami formaldehydu nebo ethylenoxidem (musi byt presné

dodrzen postup). Pouzivd se tam, kde nelze pouzit fyzikdini metody.

Paskalizace je sterilizace tlakem v potravindrstvi

8. Odstatni metody: frakcionovana sterilizace, filtrace roztoku qj. jsou specidini, pouzivaiji se

vyjimecné

~



VYS$3i STUPEN DESINFEKCE je novy pojem, ktery znamend "n&co mezi sterilizaci a desinfekci". Tento
postup na rozdil od sterilizace nemusi znicit napriklad cysty prvokd nebo vajicka cerva.

Pouzivd se glutaraldehydu, Sekuseptu nebo Persterilu (vyhidskou je ddno, jaké koncentrace je
potfeba pouzit - vidy jsou vyssi nez pro béznou desinfekci). Vyssi stupen desinfekce slouzi
napriklad k osetfovdni flexibiinich endoskopU s vidknovou optikou, popf. i jinych pristrojd, u
kterych nelze pouzit Zzddné metody sterilizace.

DESINFEKCE. Je to chemicky nebo i fyzikaini postup, kterym se ni¢i plvodci nemoci. Obvykle viak
nejsou niceny viechny mikroby. Dobrd desinfekce je takovd, kterd nici viechny PATOGENNI
mikroby, které se v daném prostredi vyskytuji. Dobrd desinfekce tedy nemusi postihovat
pUvodce tuberkuldzy, pokud se v daném misté nevyskytuje. Stejné provedend desinfekce v
tuberkulézniléCebné by oviem byla desinfekci Spatnou.

A. FYZIKALNI METODY

1. Var: d) za normdiniho tlaku - ve zdravotnictvi alespon 30 minut. V kuchyni i méné, ale

jidlo se musi provaiit (i uvnitfl), b) v_tlakovych hrncich - zkrdceni casu - ani v tom piipadé
vsak nejde o sterilizacil!!

2. Jiné fyzikdini metody - filfrace, Zihani, slunéni, UV z&reni apod.

B. DESINFEKCNI PROSTREDKY

> Oxidaéni éinidla

3. Vyborné jsou peroxidy, zvi&sté kyselina peroctovd (CH3COOOH, u nds Persteril). PUsobi i
na spory, houby, a tuberkuldzu; 0,5 % roztok spadd pod pojem vyssi stupen desinfekce.
Nevyhodou je agresivita na sliznice i materidly, napt. kovy, odbarvovdni textili a
nestabilita roztokd.

4. Peroxid vodiku (HoO») - podobny, méné agresivni, také ale méné ucinny.

5. Dobré jsou i halogenové prepardaty. Z chlorovych je to chlornan sodny (NaOCI), u nds
Savo s vsestrannym pouzitim. Také chlornany jsou bélidlem. Chlornan vdpenaty
(Ca(OCl)9; chlorové vapno) se hodi k hrubé desinfekci velkych ploch. Drive se sypal do
suchych zadchodu, avsak hygienicky piinos byl sporny a ekologicky negativni.

Chloramin je prések (Chloramin B; Chloraminy BM a BS jsou s pfisadami).

7. Jodovou tinkturou se o3etfovaly drobnych rdny. Pak se zjistilo, ze alergizuje a je
agresivni, dnes se ale ukazuje, ze to zase neni tak hrozné. Presto lepsi jsou prostredky
jako je Jodonal B a Jodisol, kde je jod vazdn v komplexu. Jodonal B by mél dostat u
nealergickych pacientl pred Ajatinem pii osetfovdni chirurgickych ran.

8. Manganistan draselny se jiz neuzivd.
> Alkoholy, fenoly a aldehydy

9. Formaldehyd se samotny pouzivd spise jako konverzaéni cCinidlo a k uchovdni
o¢kovacich latek. Casto se viak aldehydy (vedle formaldehydu predeviim
glutaraldehyd) pouZivaji ve smésich, napfr. s tenzidy.

10. Kresol (lysol) je UCinny, pro zdpach a agresivitu se jiz téméer neuziva.

11. Ethylalkohol neni pfilis UCinny; kdyz uz, tak nejucinné&jsi je asi 70 % vodny roztok,
koncentrovany je neulcinny. Ani zapdlenim etanolu neni dostatecné U&inné a navic
hrozi pozdrem.
> Kvarterni amonné soli a tenzi

12. Orthosan BF 12 k desinfekci napf. povrchU - pozor, nékteré jiné Orthosany nejsou
desinfekcni prostredky, napf. Orthosan BF 40 je na vsil

13. Ajatin - bézny pro desinfekci pokozky. Neni agresivni a nealergizuje. Jeho UcCinnost
nedosahuje parametrd oxidacnich cinidel.

14. Septonex se uZivd na kUZ, nejen jako desinficiens, ale také jako antiseptikum. P
dlouhodobém pouzivani je ale pravdépodobné karcinogenni.
> Anorganické kyseliny a louhy - hrubd df. v zemédélstvi a prdmyslu
> Tézké kovy - ziidka, napr. k ochrané budov pred plisnémi - Lastanox
> Kombinované pfipravky

o




Napf. Incidur, Spitaderm, Sterilium, jinak nemd smysl uvadét konkrétné, nebot se stdle méni.
Novych desinfek&nich rostfedkd se objevuje stdle mnoho. Upoutdvaji modernimi obaly a vini,
ne viechny jsou ale UCinné, nékdy jde viastné jen o tekuté mydlo a ne o desinficiens. Je
vzdycky potfeba zjistit konkrétni Udaje o tom, k Cemu se prostredek hodi, na které mikroby je
ucinny, v jaké koncentraci se pouzivd. V pripadé pochyb se Ize obrdtit o radu na nejblizsi
hygienickou stanici.

Desinsekce a deratizace se nékdy také fadi k dekontamina&nim metoddm.

Pfiprava pied dekontaminaci a uchovavani dekontaminovanych predméto

Pred dekontaminaci. Chirurgické ndstroje jsou Casto mechanicky znecistény a musi se pred
desinfekci umyt. Pozot!ll Myti = odplaveni necistot, kdezto desinfekce = usmrceni patogend!
Mechanickd ocista obvykle pfedchdzi pred desinfekci. Vyjimkou je desinfekce rukou kde je to
naopak (jinak by se infek&ni Cdastice rozprasovaly proudem vody).

Po dekontaminaci. Pfi pouziti par (formaldehydovych, persterilovych...) je nutno predméty radné
odvétrat. Je také nutho dbdt na omezenou trvanlivost rznych dekontaminacénich postupl.
Naprik. v papirovych sdccich vydrzi predmeéty sterilni 3 mésice, je-li sé&ek uzavien lepenim,
avsak jen 4 tydny, je-li uzavien pouze sesivackou. To vie stanovi vyhldaska.

Kontrola U¢&innosti dekontaminace

Orientacné - smyslové - napt. pomoci charakteristického zdpachu

Stanoveni skuteéné koncentrace desinfekénich prostfedkd (chemicky)

Chemickd kontrola sterilizace vyuzivd indikatord, které pri uréité teploté méni viastnosti (napr.
zbarveni). ZpUsob biologicky uzivé odolné kmeny Bacillus subtilis Ci B. stearothermophilus.

Mechanicka ocista (omyvani)

nemUZe nahradit desinfekci, ale také naopak desinfekce nemuize nahradit omyti. Mechanické
necistoty brdni prostupu desinfekéniho prostfedku &i treba par formaldehydu na sprdvné misto,
proto je sterilizace &i desinfekce bez omyti zbyte&nd. Viz téz "Priprava pred/po dekontaminaci”.

Asepse a antisepse jsou pojmy, které souviseji s pojmy jako desinfekce, sterilizace apod., ale
nesou v sobé jiny Uhled pohledu. Nejde tu o to, ktery Skodlivy organismus (viechny mikroby,
patogenni mikroby...) md& byt znicen, ale o to zda jde o pasivni i aktivni pristup.

ASEPSE vychdzi z toho, Ze dané prostredi je primdarné sterilni &i prinejmensim zbavené patogend.
Aseptické postupy jsou tedy takoveé, které pasivné brdni vniknuti infekce do takového prostredi.
Patii sem vse od stavebniho uspofdddni operacnich traktd (oddélené od ostatniho
nemocni¢nino provozu) pres pouzivani dUsledné jednordzovych nebo sterilizovanych ndstrojd a
materidld az po rezimovd opatfeni. Asepticky se ale musi pracovat nejen na oddéleni u
pacienta, ale i v laboratofi pfi zpracovdani vzorkd - cilem je nekontaminovat vzorek mikroby z
prosttedi, coz by znamenalo falesné (faleSné pozitivni) vysledky

ANTISEPSE zahrnuje postupy, které aktivné zasahuji proti infekci. Mohu sem patfit postupy
desinfekce a sterilizace, ale v podstaté i pouzivdni antiseptik, které jinak fadime spise mezi
pouzivdni antimikrobidinich I&dtek nez mezi dekontaminacni postupy.

Antimikrobialni latky - téma J0é

Pfehled antimikrobidlnich latek

Antibiotika - proti bakteriim, produkty baktérii nebo hub

Antibakteridlni chemoterapeutika - proti bakteriim, syntetickd
Antituberkulotika - proti bacilim tuberkuldzy (ty se hodné lisi od jinych bakterii)
Antivirotika - proti virdm

Antimykotika - protfi houbdm

Antiparazitarni latky - proti parazitdm

Antiseptika - k lokdini I€Cbé rdznych infekci
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e LATKY (primdrmé&) BAKTERICIDNI - pfi b&Zné& pouzivanych koncentracich mikroby zabijeji.
Pouzivaii se i u tézkych stavl

e LATKY (primdarné&) BAKTERIOSTATICKE - pfi b&Zné& pouZivanych koncentracich inhibuiji rost,
zbylé mikroby pak postupné hynou

Pfehled antimikrobidlnich latek

e PENICILINY puUsobi na bunécnou sténu bakterii, jsou baktericidni (bakterie zabijeji),
dobre se kombinuiji s aminoglykosidy, nesméiji se kombinovat s makrolidy, tetracykliny,
chloramfenikolem a linkosamidy (navzdjem snizuji svdj UCinek). Nejsou témér toxické,
ale mohou vyvoldvat alergie. Toto vie platii pro cefalosporiny a nové penemy.
> Klasické: penicilin - UCinny naprfiklad na anginy
> Protistafylokokové: oxacilin - pouze na stafylokoky
> Sirokospekteré - puUsobi i na gramnegativni ty&inky. Nejstarsi z nich je ampicilin.
Podobny je také amoxycilin(AMOCLEN, DUOMOX).

» Kombinace s inhibitorem betalaktamdz — viz ddle, napt. kyselina klavulanovd
v kombinaci s amoxycilinem (AUGMENTIN, AMOKSIKLAV).

> Protipseudomonddové napr. tikarcilin

e CEFALOSPORINY jsou UCinné proti G+ kokUm (hlavné prvni generace) a G- tyCinkdm
(hlavné treti generace)

I. generace: cefalotin (injekcni), cefalexin (CEFACLEN - tabletovy)

IIl. generace: nejzndméjsi cefuroxim axetil (ZINNAT, ZINACEF)

lll. generace: napiiklad ceftriaxon (ROCEPHIN, LENDACIN), cefoperazon (CEFOBID);

lll. generace s inhibitorem betalaktamdz: cefoperazon se sulbakiamem, (pUsobi

obdobné jako kyselina klavulanovd - SULPERAZON)

IV. generace: napr. cefepim (MAXIPIME)

cefamyciny - piibuzné cefalosporinim: cefoxitin (MEFOXIN)

e NOVE BETALAKTAMY maji velice siroké spekirum a pouZivaiji se jako rezervni, kdyz uz nic
nepomdhd (zejména karbapenemy)

» monobaktamy, napf. aztreonam
» karbapenemy, napf. imipenem (TIENAM)

¢  AMINOGLYKOSIDY jsou baktericidni. Nevyhodou je, ze jsou jedovaté pro sluch a ledviny.
Nékteré se pro jedovatost uzivaji jen lokdiné (neomycin - tvori spolu s bacitracinem
FRAMYKOIN). Patfi sem napf. gentamicin, a amikacin. Hodi se hlavné na G- mikroby.

e TETRACYKLINY jsou pouze bakteriostatické. (Totéz plati i o dalsich trech skupindch.) Jsou
jedovaté pro jatra a vyvoldvaji nevolnost. Nesméji se kombinovat s alkoholem a s
mlékem (vapnik), ale ani s prepardty Mg, Fe a Zn. Nepoddvdaiji se u déti do osmilet (kvUli
vyvoji kosti a zubUd), t&hotnych a kojicich. Dnes se pouZivaji méné, ale na nékteré
mikroby jsou pordd nejlpepsi. Pouzivd se tetracyklin, ¢i doxycyklin

e CHLORAMFENIKOL je jedovaty pro krvetvorbu, ale mé dobry prinik do mozkomisnino
moku.

¢  MAKROLIDY jsou UCinné prakticky jen na G+ bakterie (azithromycin i na hemofily).
Nevolnost pfi uzZivani I. generace se u Il. generace sniZila. PouZivaji se mj. pfi alergii na

YV VY

YV VvV

peniciliny.
» |. generace: erytromycin
> . generace: clarithromycin (KLACID), roxithromycin (RULID), azithromycin

(SUMAMED) /staci zndt jeden z nich/

e LINKOSAMIDY jsou rezervni antibiotika. PouZivaji se jen v nemocnici pfi infekcich kosti a
mékkych tkdni. Patfi sem napf. linkomycin

e CHINOLONY jsou viastné chemoterapeutika, nikoli antibiotika. I. a Il. generace se hodi
jen pro mocové infekce (v moci se koncentruji, ve tkdnich mdlo). Od Il. generace se
nesméji poddvat détem do 15 let (maiji asi viiv na chrupavku).
> |. generace - kyselina oxolinova (DESUROL)
> ll. generace - norfloxacin (NOLICIN, GYRABLOCK)



>

lll. generace - ciprofloxacin (CIPROBAY, CIPRINOL), ofloxacin (TARIVID, OFLOXIN)

e OSTATNI ANTIBIOTIKA A CHEMOTERAPEUTIKA

>

>

>

Sulfonamidy maiji omezené pourziti. PouzZivda se hlavné sulfametoxazol kombinovany s
jinym chemoterapeutikem trimetoprimem jako kotrimoxazol (SEPTRIN, BISEPTOL). Pri
leCbé ve stravé zdkaz konzumace kyselin (citron) - nebezpedi krystalizace v
ledvindch.

Nitrofurantoin se pouzivd pouze k |éCbé mocovych infekci. Barvi mo¢ na Zluto
(upozornit paciental)

Rifampicin se pouzivd pouze v kombinaci. Dnes zUstdvd jako rezervni a k 1€Cbé
tuberkuldzy

Vankomycin a teikoplanin jsou rezervni antibiotika na G+ mikroby. Jsou znacné
toxické (ucho, ledviny, krev)

Polymyxiny (polymyxin B a colistin) jsou zna¢né jedovaté - ten prvni tak moc, ze se
pouzivd pouze lokdIiné (v ORL). Druhy se pouzivd zejména na rezistentni G- tycinky.

ANTITUBERKULOTIKA jsou napr. izoniazid nebo etambutol. Vzdy se pouzivd kombinace fii

nebo Ctyr latek, dlouhodobd 1ECba

>

ANTIMYKOTIKA

Imidazolovd a triazolovd: flukonazol (DIFLUCAN), ketokonazol (NIZORAL) k
celkovému, popf. i lokdlinimu poddni; kotrimazol (CANESTEN) pouze k lokdlnimu
poddni. Navzdjem se znacné Iisi v U&innosti na rzné houby

> Polyenovd: amfotericin B - vysoce toxicky, pro t&zké mykdzy - k celkovému poddni;
nystatin (FUNGICIDIN) - k lokd&lnimu poddani

> Analoga pyrimiding (Iatky pribuzné nékterym cytostatikim flucytosin (ANCOTIL) -
nutno vzdy v kombinacill, i u déti.

e ANTIVIROTIKA

> proti herpesvirdm: napt. acyklovir (ZOVIRAX, HERPESIN)

» proti chripce: napr. amantadin

> proti HIV: napt. zidovudin, dalsi jsou nyni ve vyvoji - na vyvoji nadéjnych prepardtd se

>

>
>

podili mj. Cesky védec dr. Holy

ANTIPARAZITARNI LATKY

proti prvokdm: nitroimidazoly - napr. metronidazol (AVRAZOR); chinin a chlorochin
(na maldrii) a spousta dalsich

proti plochym ¢ervim: napr. niklosamid

proti oblym ¢ervim: napf. pyrvinium

ANTISEPTIKA A LOKALNI ANTIBIOTIKA. Vedle jiz zminéného bacitracinu s neomycinem

(FRAMYKOIN) se pouzivd mupirocin (BACTROBAN), rizné formy SEPTONEXu, ale také
spousta dalsich Iatek, pouzivanych jako desinficiencia: JODONAL B, JODISOL. PERSTERIL,

peroxid vodiku, nebo chlorhexidin.
(Poznédmka: Ndzvy ldtek jsou uvdédény jako generické, tedy ndzev U&inné Idtky, a pripadné FIREMNI - ndzev konkrétniho prepardétu; z
firemnich ndzvy jsou vybrdny jen ty nejbéznéjsi - napiiklad kotrimoxazol je dnes u nds registrovdn pod ctrndcti ndzvy!)

Mechanismus U¢inku, vylu¢ovani, toxicita - prehled

PUsobi na: Peniciliny baktericidni vylu¢ovani Toxicita:
Cefalosporiny prevazné moci nepatrnd, zato
(u jednotlivych mohou
Nové b-laktamy se mUze [isit) vyvolavat
alergie
bunécnou sténu | Vankomycin znacnd - usni,
Aminoglykosidy mocovd, popr.
nervovad
Tetracykliny bakteriostatické | vyluCovdani jatra,
prevdaziné Zluci frdveni; 1zuby!




Makrolidy mald
syntézu proteind (iatra, tréveni)
Linkosamidy mald
(travici obtize)
Chloramfenikol vylu€ovani llkrvetvorba,
prevdiné trdv., nerv.
nukleové Chinolony baktericidni ledvinami mald,
kyseliny trdv., CNS. Iveék!
cytop. Polymyxiny velkd:
membrdnu nervy, moc. syst.
metabolismus Sulfonamidy bakteriostatické ledviny, GIT a
jiné

Pojem MIC

U antimikrobidinich Iatek plati totéz, co u jinych chemickych latek (a podobné i v pfipadé
fyzikdlnich charakteristik): pokud zvysujeme koncentraci, doséhneme hodnoty MIC - minimdini
inhibi¢ni koncentrace. Jednd se o koncentraci, pfi které se bakterie prestanou mnozit. Jinak
feceno, je to bakteriostatickd koncentrace (resp. fungistatickd, virustatickd).

Pokud koncentraci zvysujeme ddle, dostaneme se na hodnotu MBC - minimdini baktericidni
koncentrace. Pii této koncentraci jsou baktérie (Ci analogicky jiné mikroby) usmrceny.

U primdrné baktericidnich antibiotik je MIC a MBC prakticky totoznd, tj. témér se nestava, ze by
baktérie nerostly, ale pfitom nebyly usmrceny. Nopak u primdrné bakteriostatickych antibiotik je
MBC velmi vysokd, mnohem vyssi nez MIC. Pro praxi tedy u téchto antibiotik pouzivdme
koncentraci, které jsou jen bakteriostatické. Nevadi to, protoze se zbylymi mikroby si poradi
organismus pacienta. Nesmi ale jit o tézky stav, poruchu imunity apod. — tam je nutno vzdy
pouzivat antibiotika primdrné baktericidni.

Pfi praktickém pouzivdni antibiotik je zndmo, Ze pfi urcitém bézném ddavkovdni se u pacienta
vytvori uritd koncentrace antibiotika. Jde o to, jestli tato koncentrace je alespon inhibiféni.
Musime tedy zndt koncentraci antibiotika, které je pfi bézném ddvkovani dosazeno v krvi a ve
tkanich (s uréitou rezervou a zahrnutim individudlinich rozdil) — breakpoint. S nim porovndvdme
zjisténou hodnotu MIC. Pokud je breakpoint vyssi nez MIC, plyne z toho, ze breakpointovd
koncentrace je inhibi¢ni a antibiotikum Ize pouzit. Pokud je koncentrace dosahovand v krvi nizsi
nez MIC, fik&me, ze antibiotikum je na danou latku rezistentni - dosahovand koncentrace neni
inhiibicni. Je-li rozdil jen maly, dd se problém vyfesit zvysenym ddvkovdanim; je-li vétsi, je nutno
pouZit jiné antibiotikum.

Koncentrace dosahovand v krvi je oviem urCujici jen pro nékteré infekce. U opouzdrenych
procesU (abscest) nebo tfrelba meningitid je nutno pocitat s tim, Ze do mista infekce pronikne
méné antibiotika, nez do krve. U mocovych infekci nemd vibec smysl brat v Uvahu koncentraci
antibiotika v krvi - misto toho se MIC porovndva s koncentraci antibiotika v modi.

Problémem také je, Ze mnohé bakterie ziji na sliznicich ve formé biofilmu. K rozbiti biofilmu
zpravidla nestaci MIC. Pouzivd se pojem MBIC — minimdalni biofilm inhibujici koncentrace a
pojem MBEC — minimdini biofilm eradikujici koncentrace. V praxi se vSiak MBEC a MBIC (alespon
zatim) nestanovuje, vzhledem k extrémni pracnosti a ndro&nosti metod, kterymi by se to dalo
provadét.

Typy rezistenci na antibiotika a jejich mechanismy
Primarni a sekunddarni rezistence

Primdrni (konstituéni) rezistence je spolecnd vidy viem kmenim daného druhu. Je zpravidla
ddna tim, Ze staviba mikroorganismu vylucuje, aby na néj dané antibiotikum pUsobilo. Napiiklad
betalaktamovd antibiotika, pUsobici na bunécnou sténu, nelze pouizit k IECbE infekci
pUsobenych mykoplasmaty, protoze ta zddnou bunécnou sténu nemaiji. Nékterd antibiotika
Ucinkuji jen na grampozitivni nebo naopak jen na gramnegativni bakterie apod.




Sekunddrni (ziskand) rezistence se vyskytuje jen u nékterych kmenU. Z toho také plyne, Ze neni
predvidatelnd a musime ji zjistovat u kazdého kmene zvI&st. Sekunddrni rezistence je umoznéna
mutacemi na bakteridinim chromosomu nebo plasmidu. Za normdlnich okolnosti by se mutace
neuplatnila. Pokud ale pouzivéme urcité antibiotikum, stane se ,,uméni byt necitlivd" pro
bakterii vyhodnou a takovd bakterie logicky vyhrdvd v soutézi s ostatnimi. Nadmérnym a
zejména nesprdvnym pouzivénim antibiotik tedy zvyhodnujeme (selektujeme) rezistentni kmeny
bakterii. Proto je tak dUleZité pouzivat antibiotika s rozvahou.

Piiklady mechanismu rezistence

Znehodnoceni antibiotika jesté nez vnikne do bunky (rozstépeni dilezité casti molekuly, navdazani
bocniho fetézce, ktery méni antibiotikum v nelcinny metabolit, apod.)

Nevpusténi antibiotika do buriky, napfiklad zménou cytoplasmatické membrdny

Zménou cilového mista pro pUsobeni antibiotika

Betalaktamazy a jejich inhibitory

Asi nejzndmnéjsim i nejvyznamnéjsim prikladem faktoru rezistence jsou rizné typy betalaktamdz -
jsou to enzymy, které produkuji nejrizné&jsi typy baktérii. Betalaktamdzy st€pi betalaktamovy
kruh penicilinovych, cefalosporinovych a ostatnich betalakfamovych antibiotik — vétSinou ale
jen nékterych z nich.

Pro prekondni nékterych typl betalaktamdz se pouzivaiji takzvané inhibitory betalaktamdzy.
Inhibitor betalaktamdzy je ,,falesné antibiotikum® — mdlo U&iNnd betalaktamovd Idtka, kterd je
viak silné atraktivni pro betalaktamdzy. Betalaktamdza se vysyti tim, ze rozstépi betalaktamovy
kruh inhibitoru, zatimco skute¢né U&inné antibiotikum zUstdvd neposkozené a mize pUsobit.

Nejb&éznéjsimi kombinacemi antibiotika + inhibitoru betalaktamdzy jsou amoxicilin + kyselina
klavulanovd, ampicilin + sulbaktam, tikarcilin + kyselina klavulanovd, cefoperazon + sulbaktam.

Nékteré vyznamné typy polyrezistentnich kmenu, zpusobujici Easto nemocniéni infekce

MRSA — methicilin rezistentni stafylokoky. KvUli zméné cytoplasmatické membrdany nevpoustéii
tyto bakterie do svych bunék oxacilin (Ci methicilin, pouzivany v nékterych zemich tak jako
oxacilin u nas). Oxacilin je pritom klasické protistafylokokové antibiotikum. Mnohé MRSA jsou
rezistetni také na dalsi antibiotika (makrolidy, linkosamidy) a pak uz k IEéCbé zistavaiji prakticky
jen velmi drahé a toxické glykopeptidy (vankomycin, teikoplanin). Ve svété se bohuzel objevily i
stafylokoky Cdstecné nebo Uplné rezistentni na glykopeptidy (VISA, VRSA).

VRE — vankomycin rezistentni enterokoky. Kmeny enterokokd, které jsou necitlivé na glykopeptidy
a zpravidla nejsou citlivé ani na vétsinu ostatnich antibiotik. LECba je obtiznd ¢i nemoznd.

Producenti ESBL — gramnegativni bakterie (enterobakterie a gramnegativni nefermentujici
bakterie), které produkuji takzvané sirokospektré betalaktamdzy. Ani UCinek inhibitord na né
neni dostatecny. | v tomto piipadé zistadvd jen velmi omezend skdla U&innych 1&€Civ. Navic tyto
kmeny casto v rdmci nemocnicnich infekci postihuiji oslabené jedince, ktefi mnohd antibiotika
nemohou dostavat vzhledem ke své zdkladni chorobé.

Ma&-li divka absces klze
Ci dokonce prsa
Oxacilin nepomUze

je-li vinen MRSA

Ten kdo si ho pusti k télu
aneboijiné

/: kuprikladu klebsielu
toho Iécba mine

Tvori si ty klebsiely
betalaktamdzy

Na arzendl farmak cely
drze bobky hazi



My se jich viak nebojime

Z Nnemocnic je zenem

/: co na né - to prece vime
Cistota a penem! :/

Pfesto jsou i t&zké chvilky
kdy si styskd klinik

PiSte recept na lentilky
navrhuje cynik

| kdyz to d& mnoho prdce
nadéiji viak mdme

/:1éky nové generace
zas je preclrdme :/

Zjistovani citlivosti na antimikrobidini latky in vitro

Metody zjistovani citlivosti

Zjistovat citlivost in vitro je vhodné u vétsiny ndlezd patogennich bakterii, pokud se daji kultivovat.
Je sice tfeba brdat v Uvahu, ze laboratorni vysledky nemusi z rznych dOvodud stoprocentné

souhlasit s vysledky u pacienta, ale presto je testovani in vitro zpravidla mnohem lepsi, nez
nedélat nic.

Nejbéznéji se pouzivd difusni diskovy test, ktery se snadno provddi, ale je pouze kvalitativni a
nehodi se pro kmeny od z&vaznych pacientd. U téch se pouZivaji kvantitativni testy — E-test
anebo mikrodilucni test.

DifUzni diskovy test

Na Muller-HintonOv agar (nebo jiny agar) se stétickou plosné naockuje suspenze baktérie. Pak se
nandseji tzv. antibiotické disky — papirky napusténé antibiotikem. Pokud mikrob roste az k disku,
je rezistentni (necitlivy). Pokud je kolem disku zéna citlivosti, v niz mikrob neroste, a je vétsi nez
pfedepsand, je citlivy.

V principu jde o to, ze antibiotikum difunduje (prostupuje) z disku agarem ddl, pficemz jeho
koncentrace klesd. Kazdé vzddlenosti od disku by bylo mozno prfifadit urcitou koncentraci.
"Pfedepsand zéna'” je vliastné takovd, kde koncentrace odpovidd danému breakpointu, 1j.
koncentraci antibiotika v krvi (viz vyse).

(Pro jednoduchost zde mluvime jen o baktériich; u kvasinek se tento test déld zfidka, u ostatnich
mikrobU vUbec.)

E-testy
Jsou to podobné testy, ale misto disku se pouizije prouzek se stoupdajici koncentraci antibiotika od

jednoho konce prouzku ke druhému. Antibiotikum opét difunduje, ale zona tu neni kruhovd, ale
vejcitd. Na rozdil od prfedchoziho testu se E-testem dd urcit MIC (minimdini inhibicni

v

jednoduché - na papirku je stupnice, a MIC se odecitd v misté, kde okraj zény kfizi papirek.
Mikrodiluéni test
kterd inhibuje r0st, je MIC. Jedna desticka se zpravidla pouZije pro jeden kmen - testovéni napr.
12 antibiotik, kazdé v 8 rlznych koncentracich. Pokud napiiklad v koncentracich 0,25-0,5-1-2
je pritomen zdkal a v koncentracich 4 -8 - 16 - 32 (vie v mg/l) z&kal neni, fikdme, ze
koncentrace 4 mg/l a vyssi jsou inhibicni - tedy koncentrace 4 mg/I je minimdini inhibicni
koncentrace (MIC).
Pokud dulky bez zdkalu (1j. s inhibici) vyuckujeme do pddy bez antibiotika, mizeme pozorovat,
jestli baktérie byly pouze inhibovdny, nebo usmrceny. Tim zjistime hodnotu MBC. Tento postup se
ale v praxi pouzivd vyjimecné.



Mikrodiluéni test se pouzivd misto difusnino diskového testu zejména u pacientl tézce
nemocnych, v ohrozeni zivota.

Zjistovani faktoru rezistence

Ne vzdycky staci vyse uvedené zjistovani citlivosti i rezistence na antibiotika. Nékdy je Iépe
specidinimi metodami zjisfovat pritomnost konkrétnich faktor( rezistence, napfr. betalaktamaz.
MUZe se jednat o diagnostické prouzky (chemicky prikaz daného enzymu) nebo testy na jiném
principu (u sirokospektrych betalaktamdz porovndni velikosti zony inhibice u téhoz antibiotika
s inhibitorem a bez inhibitoru betalaktamdzy)

Metody nepiimého prukazu (prukazu protilatek) a
prukazu antigenu (serologické metody): JO7 - J10

Tyto metody pracuiji 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 protildtka.

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

e Prukaz antigenu pomoci protildtky - pouZije se laboratorni protildtka (ze séra pokusného
zvifete) a smichd se

> budto se vzorkem pacienta, ve kterém hleddme antigen - jde o pfimy prukaz antigenu

> nebo s kmenem, vypéstovanym z pacientova vzorku - jde o identifikaci, antigenni analyzu

e PrUkaz profildtky pomoci antigenu - pouZije se laboratorni antigen a smichd se
s pacientovym sérem

VE VSECH PRIPADECH PLATI, ZE:
e pokud vznikl komplex antigen-protildtka, je reakce pozitivni
e pokud komplex nevznikl, je reakce negativni, néco v ni chybi

Prehled sérologickych metod

Precipitace

Aglutinace

Komplementfixacni reakce

Neutralizace

Reakce se znacenymi slozkami:

»  Imunofluorescence (IMF)

>  Radioimunoanalyza (RIA)

>  Enzymovdimunoanalyza (EIA, ELISA)
> Imunobloty

Nespecifické antigeny a heterofilni protilatky. U vétsiny serologickych reakci se pracuje se
specifickymi antigeny - napfiklad s antigenem spalnicek u protildtek proti spalnickém, se
stafylokokovym antigenem u protildtek proti stafylokokOm apod. Nékdy je ale vyhodné pri
nepfimém prukazu pouzit misto skutecného mikrobidiniho antigenu néjakou levnéjsi a
bezpelnégfsi Iatku, o které je zndmo, Ze je také schopna vdazat prislusnou protildtku: pouZivaji se
napfr. Cervené krvinky vselijakych zvifat pii prikazu infak&éni mononukledzy (Paul-Bunnellova
reakce). Hovofi se pak o_nespecifickém antigenu.

Nékdy se také prokazuji protilatky, které nejsou namifeny pfimo proti mikrobu, ale proti né&jaké
molekule, kterd se uvolniuje z tkdni zménénych infekci. Takovou Idtkou mize byt napriklad
kardiolipin - extrakt z hovézich srdci pii prOkazu syfilis. Protilatky, které se s takovym
nemikrobidlnim antigenem spojuji, se oznacuiji jako heterofilni protilatky.

Jak zjistit u nepiimého prukazu, jestli se jedna o akutni infekci?

Zatimco primy prikaz (véetné prikazu antigenu a antigenni analyzy!ll) vzdy dokazuje pritomnost
mikroba, u nepifimého prikazu fomu tak neni. Piitomnost proftildtek pouze svédc&i o tom, Ze se




organismus nékdy s mikrobem setkal. Pfesto je mozné aspon s uréitou pravdépodobnosti fici,
jestli se o akutni infekci jednd, nebo jestli jsou protilatky nalezené v séru pacienta jen ndsledkem
infekce prekonané drive. Je potfeba vyuzit nékterého z ndsledujicich tii zpUsobU:

o Zjistfuijeme, jaké je mnoZstvi protildtek v séru a jestli se méni. VyuzZivd se toho, Ze v akutni
fazi infekce mnozstvi protildtek prudce stoupd, pak zase klesd, a nakonec se udrzuje na
stdlé, nizké hladiné. Je oviem tézké zjistit mnozstvi protildtek v séru absolutné
(v gramech, v molech). Logicky ale - pokud je v séru hodné protildtek, miZeme takové
sérum mnohondsobné zfedit a pordd jesté bude reagovat s antigenem. Pokud je
protildtek mdlo, bude reagovat jenom nefedéné Ci mdlo fedéné sérum. Proto se
pripravuji riznd fedéni séra (vétsinou geometrickou fadou: 1 : 10, 1 :20, 1 : 40, 1 : 80
atd.) a viechna se michaji s antigenem. Tim zisk&me cislo zvané TITR, které uddvd,
kolikrdt se d& sérum ziedit, aby jesté reagovalo s antigenem. DuleZity ale nebyva
samotny titr, ale jeho zména béhem dvou &i fii tydnl. Pokud béhem se béhem této
doby ftitr zvysi aspon ctyfikrdt (= o dvé fedéni, napriklad z 20 na 80), jde velmi
pravdépodobné o akutni infekci. Pouhé dvojndsobné zvyseni (= o jedno fedéni) mize
byt ndhodné. Zjistovani titrd se pouzivd u precipitaci, aglutinaci, komplementfixaci a
neutralizaci (1j. u ,,klasickych" serologickych reakci — blize o nich v dalsim textu).

o Zjistujeme, k jaké fiidé patii nalezené protilatky - to oviem umoZnuji pouze reakce se
znacenymi slozkami (ELISA, imunofluorescence, RIA — viz ddle). Pfevaha IgM nad IgG
svédci pro akutni infekci

o Zjistujeme tzv. avidity, to je sila vazby protilatky na antigen. Cerstvé protilatky (u akutni
infekce) byvaiji nizkoavidni. Tato metoda je pomérné novd a zatim se prilis nepouziva.

Precipitace a aglutinace - J07

Precipitace a aglutinace jsou nejjednodussi metody, protoze kromé antigenu a protilatky uz
v systému nemusi byt nic jiného. Byvaiji ale méné presné a daiji se pouzit jen v nékterych
pfipadech. Komplex se projevi sdm jako srazenina (precipitdt nebo aglutindt).

Rozdil mezi precipitaci a aglutinaci:

¢ U precipitace je antigen povahy koloidni (jako antigen vystupuji jednotlivé makromolekuly)

¢ U aglutinace je povahy Cdsticové - korpuskuldrni (jako antigen vystupuiji vétsi Cdstecky,

napriklad celé baktérie).

Aglutinace na nosicich je zvI&stni pripad, viastné precipitace prevedend na aglutinaci. Pouzivd
se tam, kde mdme koloidni antigen, ale potfebovali bychom korpuskuldrni. Resi se to tak, ze
antigen navdzeme na vhodnou &dstici. Jako cdstice se pouzivaiji latexové cdstice - pak se
jednd o latexaglutinaci nebo cervené krvinky - pak se jednd o hemaglutinaci (napf. TPHA na
syfilis). Tento pfipad je potfeba odlisit od aglutinace s krvinkou coby nespecifickym antigenem
(napfiklad Paul-Bunnellova reakce na infek&ni mononukledzu). U TPHA je krvinka pasivnim
nosicem antigenu, u Paul-Bunnellovy reakce je sama antigenem (i kdyZ nespecifickym).

Komplemenffixa¢ni reakce - J08

Komplemenffixaéni reakce je mnohem sloZit&jsi nez predchozi dvé. Pouzivd se pii ni
komplement, co? je prirozend slozka humordini nespecifické, ale viastné i specifické imunitni
reakci. Kazdé sérum obsahuje komplement. Pro komplementfixacni reakci se oviem nedd
pouzit viastni komplement pacienta, protoze jeho mnozstvi je nejisté. Proto se viastni pacienttv
komplement pred reakci inaktivuje, a do reakce se priddvd komplement morceci.

V prvni fazi ke dvéma slozkdm (laboratorni antigen plus sérum od pacienta - nebo laboratorni
protildtka plus vzorek, ve kterém predpokldddme antigen) pfiddme komplement. Pokud je
reakce pozitivni, komplement se navdze na komplex antigenu s proftildtkou. Pokud je reakce
negativni, komplement je volny. Na komplementu je zajimavé to, ze se nevdze ani na




samotnou protildtku, ani na samotny antigen - pouze na komplex, ktery z antigenu a protildtky
vznikl. Pravé proto se pouzivd v rdmci diagnostiky - pokud se komplement navdze, je jisté, ze
doslo ke vzniku komplexu. Problém je ale v tom, Ze navdzdani komplementu na komplex antigen-
profilatka neni samo o sobé vidét. Proto musi mit komplementfixacni reakce jesté druhou fazi.

Nyni pfiddme do reakce tzv. indikatorovy systém. Je to soustava zndméno antigenu (berani
erytrocyty) a zndmé protildtky (takzvany amboceptor - krdlici protildtky proti beranim
erytrocytim). Tato soustava md jednu zajimavost: kdyz se na ni navdze komplement, dojde
k hemolyze erytrocytd. No a v tom je pravé onen vtip: pokud se v prvni fézi viechen
komplement vyvdazal na soustavu antigen - protildtka, nezbyl zadny volny komplement a
indikatorovy systém z0stane nedotcen. Pokud ale byla reakce negativni, zUstal komplement
volny, vdze se na indikdtorovy systém a hemolyzuje ho. Znamend to, Ze hemolyza svédc&i o
negativité reakce, nepfitomnost hemolyzy o pozitivité.

V pripadé KFR mohou nastat dva problémy:

1) Mdme piilis mnoho komplementu a ten se nestaci vysytit (falesné negativni reakce). Aby
nedoslo k této chybé, je tfeba komplement pred testem vytitrovat.

2) Vséru je slozka, kterd sama o sobé inaktivuje komplement (slozka zobdpovédnd za
antikomplementaritu séra). Reakce v tomto piipadé mdze byt falesné pozitivni. KvUli této
chybé se ke kazdému fedéni sér provadi (obvykle v prvnim sloupci desticky) test
antikomplementarity. V pfipadé prikazu protildtky test antikomplementarity predpoklddd
kompletné probéhlou reakci az na to, Ze se v Uvodu ,,zapomene" pfidat antigen. Pokud i
bez antigenu vyjde test ,pozitivni*, je sérum antikomplementdrni a test je tfeba
zopakovat s novym vzorkem séra.

KFR je béiné pouZivand zejména ve virologii, pfipadé téz v diagnostice hub a parazitd, méné
Casto i baktérii. Ve virologii je to jedna z nejbéinéjsich metod u vétsiny béznych vir(. U vird se
také pouzivd i k prOkazu antigenu, i kdyZ méné casto nez k prikazu protilatek.

Nevutralizaéni reakce - JO9

V pfipadé vird, které jsou malé, proftildtka kromé riznych dalsich mechanismd U¢inku pUsobi i
pfimo — neutralizuje UCinek viru na buniku nebo krvinku.

Virus md zdlusk na néjakou bunku &i krvinku, které by rad proved! néjakou neplechu (u krvinky
napf. jeji shluknuti — aglutinaci, u tkanoveé kultury cytopaticky efekt), ale profildtka mu v tom
zabrdni.

Bakterie jsou prilis velké na to, aby je mohla proftildtka pfimo inaktivovat. Co viak proftildtka
nezmUZe s bakteriemi, zmUzZe s jejich toxiny. Proto se neutralizacni v bakteriologii zpravidla
pouZivaji tak, Ze protildtka neutralizuje UCinek bakteridinino toxinu. Vyjimkou mize byt napt.
neutralizace pohyblivosti bakterie (u jedné ze starSich diagnostickych reakci u syfilis).

Antigenem v neutraliza¢ni reakci je tedy zpravidla virus nebo bakteridini toxin.

Nékteré priklady:

e ASLO - antistreptolyzin O. Prokazujeme protildtku proti streptokokovému toxinu. V tomto
vyjimecném pripadé ndm nejde ani tak o toxin, ale o protilatku jako takovou - ona totiz
Casto nespecificky reaguje s endokardem ¢&i ledvinnymi glomeruly, vedouc tak
k revmatické horeCce ci glomerulonefritidé. Antistreptolyzin O neutralizuje lyzu
Cervenych krvinek, kterou by normdiné provedl streptolyzin O: to znamend, ze
v pfipadé pozitivity (protildtka JE pfitomna) nedojde k hemolyze (krvinky sedimentuji na
dno dUlku), v pfipadé negativity (protildtka NENI piitomna) k hemolyze dojde.

e Hemaglutinaéné inhibicni test (HIT) se pouZivd ve virologii. Jde o to, ze Ffada vird je
schopna in vitro shlukovat ¢ervené krvinky. Je-li viak vreakci pritomna specifickd
protildtka, je mu v tom schopna zabrdnit. Pozitivni reakce je tedy takovd, kde NEDOJDE
ke shlukovdni krvinek (krvinky klesaji na dno dUlku, sedimentujice).

e Virusneutralizaéni test (VNT) je velice podobny. Virus péstujeme na tkdnové kulture na
dné dulku mikrotitra¢ni desticky. Virus zpUsobuje cytopaticky efekt (CPE), ktery se




projevuje i zménou metabolismu < za pouziti vhodného indikdtoru zménou barvy. |
tady mdze protildtka viru v efektu zabrdnit.
Pro jednoduchost jsme v prfedchozim textu hovoiili o prikazu protildtek. Bystii studenti jisté
vymysli, jak by bylo tfeba reakce usporddat, aby nezndmé virové agens &i pacientiv
vzorek byl michdn srdznymi zndmymi specifickymi protildtkami tak, aby reakce slouZila
k prdkazu antigenu.

Reakce se znac¢enymi slozkami - J10

Principem té&chto reakci je nepreruseny fetézec, jehoz Cldnky jsou antigeny a proftildtky; ne

vzdy je to jen jeden antigen a jedna profildtka. Retézec zadind né&jokym pevnym

povrchem (sklicko, dno dulku) na ktery se navdie nékterd slozka reakce, a kondi -

v pozitivnim pfipadé - né&jakym "znacidlem”, které pak mize byt detekovdno. Posledni

slozka, na kterou je "znacidlo" navdzdno (nakonjugovdno - byvd to obvykle proftildtka), se

zpravidla oznacuje jaoko konjugdt. vV pripadé negativnim jeden cldnek fetizku chybi, a

proto viechny dalsi, nejsouce pevné svdzdny s povrchem, mohou byt - a také jsou -

vyplaveny pfi takzvaném "promyvdani'. Promyvdni se déld po kazdém novém kroku. Timto

zpUsobem nakonec skonci ve vylevce i to "znacidlo”. Jako ,,znacidla* se pouZivaiji:

e Fluorescenéni barvivo. V takovém pripadé je povrchem zpravidla podlozni sklicko a
vysledny efekt je detekovdn prostfednictvim fluorescencniho mikroskopu. Vyhodou je,
Ze vidime napf. tvar baktérie. Hovofime o imunofluorescenci.

e Radioizotop. V tom piipadé se efekt pozoruje pomoci vhodného piistroje k detekci
radioaktivity. Metoda je ndrocnd, vyzaduje laboratof vybavenou pro prdci
s radioaktivnim materidlem. Pouzivd se dnes pomérné mdlo. Metoda se nazyvd
radioimunoassay Ci radioimunoesej, zkrdcené RIA

e Enzym. V tom pfipadé musi ndsledovat jesté daldi fdze, ve které se piidd substrét
reakce. Pokud je "znacidlo" v podobé eznymu piitomno, dojde k rozstépeni substratu na
produkt, ktery se budto li§i barvou, nebo jej Ize identifikovat s vyuzitim indikdtoru.
Povrchem tu byvd dno dilku v panelu a celd reakce se dd snadno automatizovat: &im
siinéji reakce probéhla, tim intenzivnéjsi je barevnd zména, a tato intenzita barevné
zmény je méfitelnd jako absorbance ve spektrofotometru. Nejoéznéjsi variantou této
reakce je reakce ELISA - je to zkratka a znamend enzym linked immuno sorbent assay.
ELISy se postupné staly standardnimi vysetfovacimi metodami u velkého mnozstvi
mikrobU, nahradily starsi a méné presné metody.

Imunobloty jsou viastné specidinim pfipadem reakce ELISA. Od klasické ELISy se vyrazné lisi
metodou pfipravy antigenu.

U klasické ELISy se prosté poutzije cely mikrob, a s nim pak maji moznost reagovat viechny
protilatky, které jsou kompatibilni s kterymkoli z antigenU, ktery se na povrchu mikroba nalézé.
Takovych antigend tam muize byt mnoho.

Nékdy je ale vyhodné pracovat se skuteCnymi jednotlivymi antigeny. Je to predevsim tehdy, kdy
mdame nékolik pribuznych mikrobd, které maji nékteré antigeny shodné a jiné odlisné.
Imunoblotovd technika ndm umozni antigeny navzdjem oddélit a dopidit se zjisténi, ktery z nich
vlastné reagoval.

Antigeny jsou uvolnény z povrchu mikroba, rozdéleny elektroforézou podle své hmotnosti a pak,
opét elektroforeticky, preneseny na specidini foli. V tu chvili pak za¢nou fungovat jako "bézny"
antigen v reakci ELISA, ddle uz je to tedy viechno stejné.

Metoda se pouzivd napriklad u borrelii - existuje jich nékolik druhd, které jsou antigenné pribuzné,
ale ne totozné.

Automatizace v serologickych metod. Velkou vyhodou zejména modernich metod, jako jsou
ELISy a Western blotty, je moznost automatizace. Dnes jiz existuji automaty, které jsou schopny
celou reakci provést samy - hlidaji potfebné Casy reakci, pfidavaji Cinidla, promyvaiji apod.
Takto funguje napr. pristroj "Elisamat”, kterému se na mikrobiologii u sv. Anny zacalo fikat




"Krystofek", protoze jedna jeho cdst je od firmy Columbus. Ze zacdtku s nim byly jisté problémy,
napr. do reakce omylem pridal etanol namisto kyseliny sirové. Toto dokumentuje ndsledujici
pisen s ndzvem "Krystofek".

1. Ten den viechno chystalo se na velikou sldvu
jako kdyby méli pfivézt posvdtnou ndm krdvu
Chybeély jen prapory a duo Ldbus - Kaiser

kdyz mél pfijit na serolku slavny minilyzer

Skatulata hejbala se v nebyvalé mife

nebof misto délalo se pro posvdatné zvire

Od téch dob co dorazilo to pamdatné réno

Vsichni se s nim spratelili, Krystofek je zvdano.

R. Krystofek ndm denné méni vsedni chvile v svatky
neobjevi Ameriku, zato protilatky.

/:Bez Krystofa byli bychom ubozdci mdalem
Krystofek je nasim velkym elisovym krdalem!:/

2. Bohuzel se nase zvife z kovu skla a plastu
odddavati zacalo nédm z niceho nic chlastu.

Zkratka misto vitriolu lih mu Iépe chutnd

Serolka i virolka je z toho celd smutnad.

Krystofek je ndrocny a osidit se nedd

a ta jeho obsluha je ucinénd véda

Ti co mdme rodiny to celkem dobfe chdpem

S Krystofkem je stejnd prdace jak md Zzena s chlapem Refrén

Molekuldné biologické metody v mikrobiologii -
téma J11

Jde o metody, které v klinické mikrobiologii nejsou samospasitelné, ale ani neuziteéné; hodi se
k vyuiziti v kontextu ostatnich metod. Chybou je tedy jak je zavrhovat, tak i ,zbozsfovat*.
PrUkaz nukleové kyseliny (NA) je moderni metoda primého prikazu, kterd umozniuje identifikovat
i mald mnoZstvi mikrob U, mikroby usmrcené, nebo dokonce mikroby, u kterych se nezachovala
kompletni bunka &i virovd cdstice. Nékdy je oviem tento zvyseny z&chyt spise na skodu. Navic
je to metoda pordd jesté hodné drahd a ndrocnd. Pouzivd se proto jen u mikrobU, u kterych
klasické metody nelze poutzit, nebo jsou piilis pomalé.
PrOkaz NA (vétsinou prikaz DNA, u virl obcas i RNA) se déli na
metody bez amplifikace (klasické genové sondy) a
metody s amplifikaci (hnamnoZenim) uréité sekvence nukleové kyseliny.
Nejpouzivanéjsi je dnes POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE (PCR), kterd patfi do druhé skupiny.
Vedle ni se obcas pouziva jesté ligdzovad fetézova reakce (LCR)
PCR se sklada ze fii fazi:
e Rozbiti vzorku a izolace DNA ze vzorku
¢ Vilastni amplifikace
e Detekce produktu elektroforézou nebo reakci ELISA (nejde o serologickou ELISA reakci)
Podrobnéjsi popis zde neuvddime, nebot metoda se Siroce vyuzivd i mimo mikrobiologii a je
ndplini uiva jinych pfedmétd, zejména biologie.

Problémem je, Ze vzorek mUze nékdy obsahovat Idtku inhibujici reakci.

Prevenci je nepouZivat pro PCR transportni pddy (je to jeden s vyjimecnych pripadd, kdy neni
doporucena souprava s transportni ptdou), vyhyvat se talkovanym rukavicim apod. (vycet
vseho inhibujiciho je mimo mozZnosti autora i mimo potfeby tohoto textu). Pro ovéreni, zda




nedoslo k inhibici, se pouzivd interni kontrola = IC. Ta je detekovdna reakci ELISA Ci
imunofluorescenci zejména v pripadé, ze vlastni reakce je negativni. IC je geneticky materidl,
ktery md& delsi fetézec nukleové kyseliny nez produkt, o ktery nédm jde — v kompetici by mél mit
rediny produkt prednost pred IC. ZpUsob interpretace v piipadé elektroforézy ukazuje obrdzek,
podobné je tomu i v pfipadé reakce ELISA.

M - méfitko (ladder)

1 - silné pozitivni vysledek

{produkt amplifikovan, na IC nezbyl material)
2 - pozitivni vysledek

— — produkt {produkt i IC amplifikovan)

3 - negativni vysledek (produkt neni
amplifikovan, zato IC ano)

4 - inhibice reakce {neni amplifikovan ani
produkt, ani IC)

Virologicka diagnostika (témata J12 + J13)

Diagnostika vir0

Zapamatujte si:
1) Viry se vibec nediagnostikuji tak bézné jako baktérie. Ma to nékolik pficin:
a) mnohé virové nemoci jsou viditelné na pacientovi pouhym okem (spalnicky, nestovice)
b) daldise IECi symptomaticky (napf. respiracni nebo stfevni virosy) a jejich I€Cba tedy
nevyzaduje znalost agens
c) ipfipadnd znalost agens zpravidla neméni nic na tom, ze kauzdini antivirotickd I€Cba se
pouzivd vyjimecné i prozatim nikdy podle in vitro vysetieni citlivosti (metodiky tohoto typu
jsou teprve ve vyvoiji)
2) Pokud uzZ diagnostikujeme viry, pouzivime zpravidla nepiimy prikaz
3) Pokud uzZ pouzivdme primy prikaz, je to Castéji prikaz antigenu nez mikroskopie a kultivace

Prehled diagnostiky vir0

l. Pimd&.

A. Mikroskopie
a) Elektronovd (hrubé zafazeni viru podle jeho tvaru)

b) optickd celych virl - pouze poxviry (velké - 300 nm)
c) optickd bunécnych inkluzi (vzteklina...)
d) optickd - sledovdni CPE - viz kultivace
B. Kultivace (u vir0 se spiSe hovoti o izolaci)
a) Zivé organismy (mysi, mysata, bavinikovd krysa)
b) Vejce:
ba) Amniovy vak (obklopuje zdrodek)
bb) Zloutkovy vak (vyzivuje zarodek; nejvétsi je u mladych zarodkd)
bc) Allantois (odpadni vak; nejvétsi u nejstarsich zdrodkd)
bd) Chorioalantoidni membrdna (jediny pfipad, kdy mdZzeme vidét vysledek — POKY)
c) Tkanové kultury (TK) - obvykle jsou to buné&éné kultury z nddord nebo z embryondinich bunék,
protoze ty maiji "zakdzané" stdrnuti a mohou se tedy mnozit skoro neomezené
ca) zvifeciho pUvodu
cb) lidského pUvodu (napfiklad Hela buriky)




U kultivace mnohdy neni vidéte pouhym okem vysledek. Vedle pokU je druhou vyjimkou
cytopaticky efekt u TK, ten se viak zdaleka netykd viech pripadd izolace viru na TK. Obvykle je
tedy nutné pokracovdni dalsi metodou — napfiklad prokdzat schopnost viru shlukovat krvinky
(HirstOv test) nebo prikazem virového antigenu.

C. Pr0kaz antigenu (zpravidla ELISA, pfimd KFR apod.) je Jednd se o tytéz metody jako u nepiimé
diagnostiky (napriklad u Zloutenky B se dd provést ELISA k dOkazu HBsAg i k dUkazu anti-HBs).

D. Prikaz nukleové kyseliny (zpravidlia PCR)

Il. Nepfimd:

Aglutinace a precipitace se u virl pouZzivaji mdlo.

KFR - ve virologii velmi dilezitd

Neutralizace — hojné pouzivdna, zejména ve formé HIT a VNT - viz sérologické
reakce/neutralizace.

ELISA vCetné Western blottd (napf. hepatitidy). V posledni dobé& md u mnohych vird velky
vyznam.

KONEC



