Téma 2 Prehled mikrobiologickych
vysetfrovacich metod

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

2.1.1 Cile mikrobiologické diagnostiky

2.1.1.1 Odhaleni puvodce nemoci

Mikrobiologickd diagnostika (tedy prdce laboratore klinické mikrobiologie) sméfuje k odhaleni
pUvodce nemoci. Skuteéného pUvodce je piitom Casto potfeba odlisit od bézné fléry — tedy
mikrobU (hlavné baktérii), které se v nékterych télnich dutindch vyskytuji normdainé, od
ndhodného ndlezu, ktery se napf. do Ust zatoulal s potravou, a také od kontaminace, tedy od
mikrobU, které se do vzorku piipletly omylem cestou. Toto odliseni probind Edstecné v laboratofi
a caste&né na klinickém pracovisti.

2.1.1.2 Urceni citlivosti na antimikrobidini latky

V nékterych pfipadech (u vétsiny baktérii a kvasinek, ne viak u ostatnich mikrob0) existuje vedle
uréeni pOvodce daldi Ukol — uréeni "in vitro” citlivosti na antimikrobidini Idtky. "In vitro" citlivost
(doslova ,,ve skle", tedy urcend v laboratofi) oviem o skutecné "in vivo" citlivosti v organismu
pacienta vypovidd jen Cdstecné. Je to ddno mimo jiné tim, Ze v laboratofi se mikroby chovaiji
ponékud jinak nez ve tkdnich.

2.1.1.3 Uréeni faktory virulence

Do tretice - jsou pripady, kdy je nutné uréeni faktor( virulence, nebot samotny ndlez mikroba je
nevyznamny, ale dUleZity je napr. ndlez jeho toxinu, nebo dikaz, Ze jde o opouzdieny kmen.
Prikladem je napriklad Clostridium difficile, bakterie, kterd je pfitomna ve stfevé i zdravych lidi.
Mnohem dUlezitéjsi nez ndlez samotné bakterie jej tedy ndlez vyznamného mnozstvi jejiho
toxinu. V fadé piipadu je také dUllezité urcit velmi vyznamnou schopnost mikroba, a to
schopnost tvorit biofilm.

2.1.2 Pojmy vzorek a kmen
2.1.2.1 Vzorek

Vzorek je (v klinické mikrobiologii) to, co je odebrdno pacientovi a prichdzi k vysetieni do
laboratore. Nejcastéji se do laboratore posild
e kusovy ci 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.
Odbérim vzorkd (nékdy se také pouzivd pojem ,vzorkovdni') se vénuje kapitola 11.

2.1.2.2 Kmen

Kmen je Cistd kultura (,,vypéstek") jednoho druhu mikroba (obvykle baktérie nebo mikroskopické
houby). Je to soubor jedincy, ktefi maji stejné viastnosti a zrejmé pochdzeji z jediné buriky.
Mikrobiolog prakticky nemd moznost pracovat s jedincem jak jako zoolog Ci botanik: jedinec
(iednotlivd bakterie &i kvasinkal) je prilis maly. Préce s kmenem mikrobiologim prdci s jedincem
nahrazuje. Zjistovat napfiklad biochemické viastnosti &i tvorbu pigmentu u jedné bunky by bylo
extrémné ndrocné. Pouzije-li se misto toho kmen, je to 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 mUZzeme 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 pfipadé pracujeme s celym vzorkem. Je potieba vzit
v Uvahu, Ze vzorek zpravidla obsahuje burky makroorganismu a Ze pfedem nevime, kolik
rdznych druhd mikrobt je ve vzorku obsazeno — nemusi tam byt Z&ddné, ale mize jich byt
v extrémnich pfipadech i nékolik desitek. Takovd situace samoziejmé znemozriuje pouziti
nékterych diagnostickych metod. MOZeme to pfirovnat k tomu, ze dvere od posluchdrny také
tézko mUze vyuZit kriminalista k hleddni otisku prstl 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 vlastnosti, hovorfime o identifikaci kmene
mikroba. Nékteré metody identifikace jsou tytéz, které se pouzivajii k pimému prikazu ve
vzorku (napf. mikroskopovat se dd jak cely vzorek, tak i kmen). Jiné metody se naopak pouzivaji
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 oproti piimému prikazu je v tom, Ze protildtka neni soucdsti
ani produktem mikroba - je produktem organismu pacienta. Protildtka oviem vznikd pouze a
jediné tehdy, kdyz je imunitni systém ,,drdzdén" pfitomnosti mikroba, pfesnégji — pfitomnosti jeho
urcité struktury, které fikdme antigen. M&-li nékdo v téle protildtky proti klistové encefalitide,
musel se setkat bud's celym virem, nebo alespon s jeho antigenem (druhd moznost pripadd
rediné v Uvahu jen pii ockovdni). Nevyhodou nepfimych metod ale je, Zze nejsou dUkazem toho,
Ze je mikrob v téle praveé pritomen — svédci jen o tom, Ze se s nim (nebo s jeho antigenem) télo
nékdy setkalo (mohlo to byt pfed dvéma tydny, ale tfeba i pfed deseti lety).

Kromé prikazu protildtek patii do nepiimého prikazu také prikaz bunééné specifické imunity (napf. u tuberkuldzy).

2.2 Metody pfimého priokazu mikrobt (prehled a

charakteristika)

PREHLED METOD PRIMEHO PRUKAZU

Ndazev metody K prukazu ve vzorku | K identifikaci kmene
Mikroskopie ano ano

Kultivace (péstovdni na plddch) ano ano

Biochemické a dalsi identifikacni metody ne ano

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

PrUkaz nukleové kyseliny ano Ize poufZit, béZné se nedéld

2.2.1 Mikroskopie

V mikrobiologii se pouzivd témé&r vyhradné svételnd mikroskopie. Pouze u vird se nékdy vyuzije
elektronovda mikroskopie (viry jsou prilis malé, v optickém mikroskopu nejsou viditelné). Rediné
se ale ani u vird elektronovd mikroskopie bézné nevyuzivd, spise jen ve vyzkumu. Dali text se
tedy tykd jednotlivych typl svételné mikroskopie

2.2.1.1 Nativni preparat

Nejjednodussi druh mikroskopie: mikroby se pozoruji neobarvené, jen rozmichané v kapce
fyziologického roztoku a prikryté krycim sklickem. ZUstavaiji Zivé a pokud jsou pohyblivé, mizeme
pozorovat jejich pohyb. Pro bakterie, které jsou pomérné malé, je nativni prepardt vhodny




praveé jen v pripadé, Ze jsou pohyblivé (lidské oko sndze pozoruje pohybuijici se objekty). Nativni
prepardt se také hodi pro houby a parazity, protoze jejich buriky jsou dostatecné velké.

2.2.1.2 Mikroskopie v zdastinu
Je to zvl&stni druh nativniho prepardtu, svétlo na prepardt dopadd zesikma a do oka dopadnou
pouze ty paprsky, které se na prepardtu zZlomi. Hovofi se také o ,,mikroskopii v temném poli*.

2.2.1.3 Barvené preparaty

Prepardty, které maiji byt néjak obarvené, musi byt nejprve vysuseny a poté zfixovany. Poté se
barvi. Mikrobiologové provadéiji nejcastéji Gramovo barveni. Rozlisi baktérie podle typu
bunééné stény na tzv. grampozitivni a gramnegativni; Spatné nebo vibec se obarvi bakterie,
které bunécnou sténu nemaji nebo maiji sténu zvidstniho typu. Pro ty se pak pouzivaiji jind
barveni (na pUvodce tuberkuldzy napriklad Ziehl-Neelsenovo). Zvidstni barveni se také pouZivaii
U parazitd (Giemsovo barveni, barveni Gomoriho trichromem).

Schéma nejbéinéjsino, tedy Gramova barveni uvddi ndsledujici tabulka:

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

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

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

Vysledkem tedy je, Ze grampozitivni bakterie jsou modrofialové, gramnegativni ervené a
Gramem se nebarvici bakterie se vibec neobarvi. Modrofialové se obarvi také kvasinky.

Pokud Gramovo barveni pouZijieme k obarveni vzorku, vidime i leukocyty, epitelie a dalsi Utvary.
Cytoplasma téchto bunék se zpravidla barvi rdzové, jaddra cervenofialové nebo fialové.

RUznd& specidlni barveni se pouZivaji napt. na tuberkuldzu, na plisné, nékteré parazity apod.

Ke specidinim Ucelim se pouzivd fluorescencni barveni.

2.2.1.4 Interpretace mikroskopie

Jak jiz bylo fFe¢eno, pouzijeme-li mikroskopii k barveni vzorku, nevidime jenom mikroby samotné,
ale také rdzné jiné véci, napriklad epitelie a leukocyty makroorganismu. Jejich pritomnost neni
pro mikrobiologa na obtiz, naopak je vyuzivda pfi hodnoceni (napfiklad obsahuje-li vzorek velké
mnoZstvi tzv. polymorfonukledrnich leukocytd, je velmi pravdépodobné, Ze jde o bakteridini
zAnét). Samoziejmé, je-li mikroskopie pourzita k identifikaci, vidime uz jenom burky mikroba.

2.2.2 Kultivace

Je to vlastné péstovani mikrobu. U virl se pouzivd pro tuto metodu pojem izolace.

2.2.2.1 Zakladni pojmy

Kultivace se v praxi zpravidla provadi na umélych piddch. Vétsinou se pii kultivaci mikroby
rozmnozi. Mikroskopie je sice nejklasictejsi mikrobiologickou metodou, aviak kultivace je zdaleka
nejdUleZitési (alespon v pripadé bakterii a kvasinkovitych hub). Jeji vyznam spodiva predevsim
v tom, Ze umoznuje ze vzorku (obsahujiciho casto smés mikrobl a témér vzidy 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 mikrobl 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 vytvdéreji pfi kultivaci na
pevnych pUddch. 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, sloZzeni 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 je:



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

Bujon (masopeptonovy bujén) je peptonovd voda s vyvarem. Je to zakladni pomnozovaci
pUda, bézné pouzivand v laboratofi hlavné tam, kde predpokidddme malé mnozstvi mikrobl,
iez chceme namnofit (pred vyockovdanim na pevné pidy).

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

Selenitovy bujén je prikladem pUdy selektivné pomnozovaci. Takovd pomnoZi jen nékteré
mikroby — v pripadé selenitového bujonu salmonely (a nékolik dalsich rodd).

2.2.2.3 Pevné (vétsinou agarové) pudy

Jsou to pldy, jejichz zdkladem je zpravidla Zivny agar - to je bujon, do kterého je piiddn vytazek
agarové fasy. Tim se stane, Ze z tekutiny se stane hmota pfipominajici puding nebo Zelatinu.
Fyzik&Iiné vzato je to oviem pordd tekutina: jakdkoli chemickd Idtka, kterou umistime na povrch
agarové pudy, zaéne touto pUdou pomeérné rychle pronikat (difundovat).

Na agarovych pUddch je bdjecnd jedna véc: baktérie (a také kvasinky) na nich tvoii kopecky,
kterym fikime 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. (PouZiva se tu anglicky termin CFU = colony forming unit = jednotka tvorici
kolonii). Z toho také logicky vyplyvd, Zze pokud na agarovou pUdu haockujeme smés dvou
baktérii, a pokud tato smés neni prilis hustd, vytvori kazdy z téchto druh® své viastni
charakteristické kolonie. Ty pak mUZzeme preockovat (= odebrat a nechat znovu kultivovat) a
rdznymi metodami identifikovat.

Samotny Zivny agar se v praxi vétsinou nepouzivd. Kdyz uz se totiz v laboratofi vaii agarovd
pUda, vzdycky se do ni pfiddvd néco, co usnadriuje rozpozndani jednotlivych druhl.

U kolonii se daiji popisovat rizné znaky — velikost, barva, tvar, zdpach a podobné.

2.2.2.4 Rozdéleni pevnych pud podle Uéelu

Diagnostické pudy jsou takové, na kterych "roste kdeco, ale kazdé jinak". Jinak feceno — urcitd
vlastnost baktérie se projevi na vzhledu kolonie. Do této skupiny patiii pida, kterd je mezi
klinickomikrobiologickymi pddami Uplné nejdilezit&jsi:

Priklad: Krevni agar je Zivny agar s pfidavkem ovcich cervenych krvinek. Vyuzivd se toho, ze
patogenni druhy bakterii vétsinou rozklddaji Eervené krvinky (Upind nebo nelplnd beta-
hemolyza) nebo asport méni cerveny hemoglobin na zelené barvivo (viridace, nékdy také alfa-
hemolyza). Méné patogenni druhy krvinky neméni (zaddnd hemolyza, také "gama-hemolyza').

Zvlastni podtyp: Chromogenni agary jsou moderni pUdy, které obsahuji tzv. chromofory.
Chromofor je I&tka, kterd by byla barevnd, kdyby na ni nebyl navdzdn specificky substrét.
Pokud bakterie Ci kvasinka substrat odstépi, chromofor prestava byt bezbarvy a kolonie se
intenzivné zbarvi. Chromofory mohou mit po odstépeni rizné barvy a v pidé jich mize byt
nékolik, s rtbznymi navazanymi substrdty. Tak Ize chromogenni pddou rozliSit i pres deset riznych
bakterii Ci kvasinek, pouziieme-li substrdty dostatecné specifické pro dané druhy.

Selektivni pudy jsou takové, na kterych "roste jenom néco". (Podobné jako u tekutych, selektivné
pomnoZzovacich pUd). Patii sem nap.:

Priklad: Krevni agar s 10 % NaCl - je selektivni pro stafylokoky. Ostatni klinicky vyznamné baktérie

tak vysokou koncentraci NaCl nesndseji. Je to logické — stafylokoky Ziji na (zpocené) kUzi.
Pozndmka: | kdyz tato pUda obsahuje krev, neni diagnostickd, nelze na ni sledovat hemolyzu. Je tomu tak proto, ze je
hyperosmoldrni a tudiz krvinky jsou na ni Cdstecné rozlozené i bez prispéni bakterie.

Selektivné diagnostické pudy v sobé spojuiji viastnosti obou predchozich. Jinak fe¢eno, jedny
baktérie na nich nerostou, druhé baktérie rostou v urcitych koloniich a dalsi zase v koloniich
jiného vzhledu.

Pfiklad: Endova puda md svoji selektivni viastnost. Ta spocivd v tom, Ze na ni rostou pouze
gramnegativni (G-) rGstové nendrocné baktérie. MG ale také diagnostickou viastnost. Baktérie,




které stépi laktdzu, na ni maji tmavocervené kolonie a tmavocervend je i pdda v okoli kolonii.
Laktézu nestépici baktérie tvori kolonie bledé. PUda samoziejmé obsahuje laktézu, a také — coz
je pficinou popsaného jevu — obsahuje indikator (Schiffovo Cinidlo).

Obohacené pudy jsou bohaté na Ziviny. Jsou urceny k péstovani ndrocnych baktérii, které hned
tak na nécem nevyrostou — napiiklad hemofily nebo pivodce kapavky.

Piiklad: Cokolddovy agar je viastné& krevni agar zahfaty asi na 80 °C. PrestoZe se do né&j oproti
krevnimu agaru nic nephiddvd, je obohaceny tim, ze rdzné Iatky z krvinek v ném volné plavou a
jsou tedy pro baktérie mnohem Iépe dostupné.

Specidlni pudy maji své zvI&stni uréeni.

Pfiklad: Milleruv-Hintonové agar je uréen k testovdni citlivosti baktérii in vitro na antibiotika.

2.2.2.5 Jak se kultivuje na pevnych puddch

Na povrch pidy naneseme &dst vzorku nebo nékolik kolonii z pfedchozi 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 vyhovuije). Vétsinou kultivujeme 16-28 hodin (tedy do druhého dne), nékdy ale déle
(dva, tfii vice dni). Vyjimecné i nékolik tydnd (u pOvodce tuberkuldzy). Po vyjmuti vidime na
misce kolonie, které mizeme popisovat nebo s nimi provadét dalsi identifikacni pokusy.

2.2.3 Biochemickd identifikace

je zaloZena na skutecnosti, Ze kazdy druh baktérie produkuje jinou sestavu enzymU. Predevsim tu
jde o enzymy urcené ke §tépeni rdznych substratl (nejcastéji cukrd). A tak tfreba mame baktérii,
kterd tfeba umi rozstépit (pomoci pfislusnych enzymud) maltdzu a sachardzu, ale ne frehaldzu, a
jinou, kterd umi stépit sacharézu a trehaldzu, ale ne maltézu. Kombinace vhodného poctu
znak( mUze urcit baktérii nejen na Uroven rodu, ale ¢asto i druhu.

2.2.3.1 Princip biochemickych identifikaénich testd

je tedy takovy, Ze bakteriim je predlozen substrat (substraty). Pokud bakterie produkuji enzym
(enzymy), dojde k pfeméné substratu (substratd) na produkt (produkty). V prfipadé, Ze se
produkt(y) lisi od substratu(-0) barvou, skupenstvim apod., miZzeme zménu pfimo pozorovat.
Pokud zména neni viditelnd, musi byt v reakci pfitomen indikator. Nelze-li indikator mit v reakci
od zacdtku (tffeba proto, Ze by v jeho pritomnosti probéhla $patné nebo neprobéhla vibec),
pfidavd se az po probéhlé reakci ve formé ¢Einidla.

2.2.3.2 Kataldzova reakce

je velmi jednoduchd biochemickd reakce, zalozend na prikazu enzymu kataldzy (Stépi peroxid
vodiku). PouZiva se k rozlisovéani rodd baktérii, napr. stafylokoky jsou kataldza pozitivni,
streptokoky kataldza negativni. Provedeni: kolonie bakterie je smichdna s kapkou peroxidu
vodiku. V pfipadé porzitivity kapka Sumi - vznikaiji bublinky kysliku. Vyhodou je, ze vysledek je
viditelny b&hem nékolika vtefin. Indikdtor neni tfeba (bublinky jsou viditelné).

2.2.3.3 Reakce na diagnostickych prouzcich (stripech).

Tyto reakce se také daji odecist velmi rychle — béhem vtefin &i nejpozdéji minut. Pouzivd se
plastovych diagnostickych prouzky, jejichz reakeni ploska se zvih&i a pritiskne na kolonie
testované bakterie. Po urcité dobé (a nékdy jesté po prikdpnuti Cinidla) se pak sleduje, jestli na
reakeni plosce dojde k vyvoji typického zbarveni (napf. modrého, modrozeleného,
Cerveného).

2.2.3.4 Testy ve zkumavkach

Jednoduché testy obsahuji substrat (napf. cukr) a indikdtor. Do substratu se vmichd suspenze
bakterie a inkubuje se pres noc. Kdyz je reakce pozitivni, dojde k barevné zméné; kdyz je
negativni, ke zméné nedojde. Slozené testy vyuzivaiji vicesubstrdtovych smési. Barevnd zména
pak mUze byt napf. jind u hladiny (prstenec urcité barvy) ajind v hloubce.



2.2.3.5 Testy v plastové mikrotitraéni desticce (,panelu®)

V podstaté jde o sérii miniaturizovanych jednoduchych zkumavkovych testu. 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 susené substrdty (pfipadné
substraty s indik&torem), do dUlkU se prikdpne suspenze baktérie a desticka se nechd
inkubovat (obvykle pies noc). Poté se hodnoti, u kterych testd doslo ke zméné barvy. Hodnoti se
to pouhym okem nebo automaticky — Etecim zafizenim na principu spektrofotometru. Hodnoti
se zpravidla najednou 7-30 riznych biochemickych reakci.

2.2.4 Pokus na zvireti

Pokus na zviteti byval doleZitou sou&dsti diagnostiky v za&atcich mikrobiologie. Slo tehdy i o to,
prokdzat, zda prislusny mikrob vibec je pivodcem nemoci — naockoval se tedy pokusnému
zviteti a ekalo se, zda také u zvifete propuknou priznaky podobné tém u pacienta.
V nékterych pfipadech se podobné postupuje dodnes. Nejcastéiji se pouzivaji mysi, morcata,
potkani, krdlici. Vyznam pokusu na zviteti klesd s rozvojem modernéjsich metod i s tim, jak si lidé
stdle vice uvédomuji, jak je jeho vyuzivdni eticky problematické.

Zvitata (hlavné hospoddrskd) se ovsem v mikrobiologické diagnostice uplatiuijiijinak, napr. jejich
séra jsou zdrojem protildtek, z jejich krvinek se pripravuji krevni agary (nejcastéiji s ove&imi, ale i
napfr. s hovézimi ¢i konskymi erytrocyty) apod.

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 hovoti o
tzv. sérologickych reakcich. Ty budou proto probrdny v daldi ¢asti diagnostiky.

2.2.6 PrOkaz nukleové kyseliny

PrOkaz nukleové kyseliny (vétsinou prikaz DNA, obcas i RNA) je moderni metoda, kterd umozniuje
identifikovat i mald mnozstvi mikrobd, mikroby usmrcené, nebo dokonce mikroby, u kterych se
nezachovala kompletni bunka &i virovd cdstice. Nékdy je oviem tento zvyseny zdchyt spise na
Skodu. Navic je to metoda pordd jesté hodné drahd a ndrocnd. Pouziva se proto jen u mikrob,
U kterych klasické metody nelze pouzit, nebo jsou prili§ pomalé.

PrOkaz NA se déli na metody bez amplifikace (klasické genové sondy) a metody s amplifikaci
(namnoZenim) uréité sekvence nukleové kyseliny. NejpouZivanéjsi je dnes polymerdazova
fetézova reakce (PCR). Podrobnéjsi popis zde neuvddime, nebot metoda se Siroce vyuzivd i
mimo mikrobiologii a naleznete ji tedy v jinych predmétech.

Je viak alespon potfeba fici, Ze metoda neni ani ,,vielékem" ani ,,moderni zbyte&nosti" — oba
ndzory se obcas vyskytuji. M& své misto mezi ostatnimi metodami. Vyuziva se predeviim u
mikrobU, které nelze snadno diagnostikovat jinymi metodami. PFilis se nehodi u mikrob(, které se
bé&7Zné vyskytuiji v prostredi, takze by amplifikovand DNA kontaminanty mohla vést k faleiné
pozitivnim vysledkim.

2.3 Metody nepiimého prukazu mikrobu (pfehled a
charakteristika)

2.3.1 Zakladni 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 protildtka.

Jednotlivé sérologické metody se od sebe Iisi pouze zpUsobem, jak je detekovdn komplex
antigenu s protildtkou. Vsechny se viak daji pouzit ke viem U&elim, 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 laboratofr,
uréité nechybi, chybi tedy to, co ,mél dodat pacientlv vzorek")

2.3.2 Prehled sérologickych metod

2.3.2.1 Klasické serologické metody
e Precipitace
e Aglutinace a aglutinace na nosicich
e Komplementfixa&ni reakce (KFR)
e Neutralizace

2.3.2.2 Moderni serologické metody - reakce se znacenymi slozkami:
Imunofluorescence (IMF)
Radioimunoanalyza (RIA)
Enzymovd imunoanalyza (EIA, ELISA)
Chemiluminiscencni analyza (CLIA, CMIA)
Imunobloty
e Imunochromatografické testy (mimo mikrobiologii napr. t&€hotensky test)
Pokud se pouiiji k prOkazu protildtek, neni mezi nimi velky rozdil.
PTi prUkazu protildtek je ale velky rozdil v tom, Ze klasické metody neuméii rozlisovat mezi
jednotlivymi tfidami protilatek, zatimco moderni serologické metody to uméji.

2.3.3 Nespecifické antigeny a heterofilni protilatky.

U vétsiny serologickych reakci se pracuje se specifickymi antigeny — napiiklad s antigenem
spalni¢ek u protildtek proti spalnickdm, se stafylokokovym antigenem u protildtek proti
stafylokokOm apod. Nékdy je ale vyhodné pri nepiimém prikazu pouZzit misto skutecného
mikrobidiniho antigenu néjakou levnéjsi a bezpecnéjsi Iatku, o které je zndmo, ze je také
schopna vazat prislusnou protildtku: pouzivaji se napt. Cervené krvinky vielijakych zvitat pfi
prUkazu infekéni mononukledzy (Paul-Bunnellova reakce). Hovoli se pak o nespecifickém
antigenu. Tyto reakce ale vétsinou byvaji méné specifické a je potieba je jesté potvrdit.

Néekdy se také prokazuji protilatky, které nejsou namireny pfimo proti mikrobu, ale proti néjaké
molekule, kterd se uvolfiuje z tkdni zménénych infekci. Takovou Idtkou mize byt napriklad
kardiolipin — extrakt z hovézich srdci pii prikazu syfilis. Protildtky, které se s takovym
nemikrobidlinim antigenem spojuji, se oznacuji jako heterofilni profilatky.

V obou jmenovanych pfipadech se tedy dvojice antigen — protildtka neshoduje s ,,normaini*
dvojici (mikrobidlni antigen - protildtka proti mikrobidlnimu antigenu), i kdyz z rznych divodu.

2.3.4 Jak zjistit u nepiimého prikazu, jestli se jednda o probihajici

infekci, nebo o infekci, které probéhla drive?

Zatimco piimy prikaz (véetné prikazu antigenu a antigenni analyzy!) vzdy dokazuje pritomnost
mikroba, u nepfimého prikazu tomu tak neni. Piitomnost protilatek pouze svédéi 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 protilatky nalezené v séru pacienta jen
ndsledkem infekce prekonané dive. Je potfeba vyuzit nékterého z ndsleduijicich tii zpUsobU:

Zjistuieme, jaké je mnoistvi proftilatek v séru a jestli se méni. Tento zpUsob se pouzivd u klasickych
serologickych metod. Vyuzivd se toho, ze v akutni fazi infekce mnozstvi protildtek prudce
stoupd, pak zase klesd, a nakonec se udrzuje na stalé, nizké hladiné. Je oviem tézké zjistit
mnozstvi protildtek v séru absolutné (v gramech, v molech). Logicky ale - pokud je v séru
hodné protildtek, mUzeme takové sérum mnohondsobné ziedit a pordd jesté bude reagovat s
antigenem. Pokud je proftildtek mdlo, bude reagovat jenom nefedéné &i mdlo fedéné sérum.
Proto se pripravuji rtiznd fedéni séra (vétsinou geometrickou fadou: 1:10,1:20, 1:40,1:80
atd.) a viechna se michdaji s antigenem. Tim ziskdme Cislo zvané titr, které uddavd, kolikrdt se dd
sérum ziedit, aby jesté reagovalo s antigenem. DUleZity ale nebyvd samotny titr, ale jeho zména
béhem dvou é&i fii tydnu. Pokud béhem se béhem této doby titr zvysi aspon Ctyfikrat (= o dvé
fedéni, napfiklad z 20 na 80), jde velmi pravdépodobné o akutni infekci. Pouhé dvojndsobné
zvyseni (= o jedno fedéni) mize byt ndhodné.

Zjistujeme, k jaké fiidé patii nalezené protildtky — to oviem umozniuji pouze moderni reakce se
znacenymi slozkami (u kterych se zase vétsinou nepouzivd predchozi zpUsob). Ndlez protilatek
IgM (samotnych, nebo dohromady s IgG) svédci pro probihaijici infekci (akutni, pfipadné aktivni
chronickou). Nalezneme-li pouze IgG, jde vétsinou o dfive prodélanou nemoc (,pamétové*
proftilatky). Vysetfovany jedinec tedy momentdiné neni nemocen, jen nemoc prodélal.

Ziistujeme tzv. aviditu, to je sila vazby protildtky na antigen. Cerstvé protilatky (U akutni infekce)
byvaji nizkoavidni, ,jesté se neumeji vazat na antigen pfilis silné*. Zjisfovdni avidity se pouzivd jen
v nékterych pfipadech.

Pozndmka: U chronickych infekci mUzZe byt pribéh protildtkové odpovédi i komplikovanéjsi, nad
moznosti vykladu v tomto textu.

2.3.5 Precipitace a aglutinace

2.3.5.1 Princip precipitace a aglutinace

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 spocivd v tom, ze u precipitace je antigen povahy koloidni
(iako antigen vystupuji jednotlivé makromolekuly, tedy skutec¢né jednotlivé antigenni
determinanty), kdezto u aglutinace je antigen povahy ¢dsticové — korpuskuldrni (joko antigen
vystupuji vétsi Castecky, napriklad celé baktérie — jde tedy o antigenni determinanty vdzané na
povrch vetsi Cdstice).

2.3.5.2 Aglutinace na nosic¢ich

je zvl&stni pripad, viastné precipitace prevedend na aglutinaci. Pouzivd se tam, kde mdme
koloidni antigen, ale potfebovali bychom korpuskuldmi. Resi se to tak, Ze antigen navdzeme na
vhodnou Cd&stici. Jako Cdastice se pouzivaiji latexové Cdstice - pak se jednd o latexaglutinaci
nebo Cervené krvinky — pak se jednd o hemaglutinaci (napf. TPHA na syfilis).

2.3.6 Komplemenffixa¢ni reakce (KFR)

je mnohem sloZit&jsi neZ precipitace a aglutinace. PouZiva se pii ni komplement, coz je prirozend slozka humoralni
nespecifické, ale vlastné 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 vlastni pacientiv
komplement pfed reakci inaktivuje (teplem pii 56 °C/ 30 min), a do reakce se pfidavd komplement moréeci. Kompletni
princip reakce zde neuvdadime, je pfilis slozity. Kromé& morceciho komplementu zahrnuje i priddni beranich erytrocytd a
krdlicich proftildtek proti nim. Ty tvofi tzv. indik&torovy systém. V podstaté jde o to, Zze pokud se komplement nevyvdze na
testovaném komplexu (protoze hledand slozka chybi), vyvdze se na indik&torovém systému a berani erytrocyty jsou
rozruseny (fikdme, Ze dojde k hemolyze). V pfipadé porzitivity reakce se komplement vyvdaze na testované reakci a
nezbude zadny pro reakci indikdtorovou. K hemolyze tedy nedojde.

KFR je bé&Zné pouZivand zejména ve virologii, pfipadé té7 v diagnostice hub a parazitd, méné
Casto i baktérii. Ve virologii je to jedna z nejbéznéjsich metod u vétsiny béznych vird.



2.3.7 Neutralizaéni reakce.

2.3.7.1 Princip nevtralizaéni reakce

V piipadé viru, které jsou malé, protildtka kromé rdznych dalsich mechanism U&inku pUsobi i
prfimo: virus md zdlusk na néjakou bunku &i krvinku, které by radd proved! néjakou ,,neplechu* (u
krvinky napf. hemolyzu nebo hemaglutinaci), ale protildtka mu v tom zabrdni. Bakterie jsou piilis
velké na to, aby je mohla protildtka piimo inaktivovat. Co viak protildtka nezmUze s bakteriemi,
zmUze s jejich toxiny.

Neutralizacni reakce se tedy pouzivaji nejcastéji ve virologii. Daji se poufZit také v bakteriologii,
ale vétsinou jenom v pripadé, ze bakterie produkuje néjaky toxin; neutralizovdno je pusobeni
toxinu, nikoli pUsobeni samotné bakterie. Vyjimkou mUze byt napf. neutralizace pohyblivosti
bakterie (u jedné ze starsich diagnostickych reakci u syfilis).

Antigenem v neuftraliza¢ni reakci je tedy zpravidla virus nebo bakteridlni toxin.

2.3.7.2 Nékteré priklady nevtralizaci

ASLO - antistreptolyzin O. Prokazujeme protildtku profi streptokokovému toxinu. V tomto
vyjimecném pripadé ndm nejde ani tak o toxin, ale o protildtku jako takovou — ona totiz Casto
nespecificky reaguje s endokardem ci ledvinnymi glomeruly, vedouc tak k revmatické horecce
Ci glomerulonefritidé. Antistreptolyzin O neutralizuje lyzu Cervenych krvinek, kterou by normdiné
proved! streptolyzin O: to znamend, ze v pripadé pozitivity (protilatka JE pfitomna) nedojde
k hemolyze, v pfipadé& negativity (protildtka NENI piitomna) k hemolyze dojde.

Hemaglutinaéné inhibiéni test a virusneutralizaéni test se pouZivaji ve virologii, i kdyz jejich
vyznam klesd s rozvojem jinych metod.

2.3.8 Reakce se znac¢enymi slozkami

2.3.8.1 Princip reakci se znacenymi slozkami

Principem téchto reakci je nepreruseny fetézec, jehoz Cldnky jsou antigeny a protildtky; ne vzdy
je to jen jeden antigen a jedna protilatka. Retézec zadind né&jakym pevnym povrchem (skli¢ko,
dno dulku) na ktery se navdze nékterd slozka reakce, a konci-v pozitivnim pfipadé — néjakym
"znacidlem", které pak mize byt detekovdno. Posledni slozka, na kterou je "znacidlo" navdzdno
(nakonjugovdno — byvd to obvykle protildtka), se zpravidia oznacuje joko konjugdt. V pripadé
negativnim jeden &lanek fetizku chybi, a proto viechny dalii, nejsouce pevné svdzdny
s povrchem, mohou byt — a také jsou — vyplaveny pfi takzvaném "promyvdani'. Promyvdni se
déld po kazdém novém kroku. Timto zpUsobem nakonec skondi ve vylevce i to "znadidlo”. Jako
»Znacidla" se pouzivaiji:

Fluorescencéni barvivo. V takovém pfipadé je povrchem zpravidla podlozni sklicko a vysledny
efekt je detekovdn prostfednictvim fluorescen&nino mikroskopu. Vyhodou je, Zze vidime napfr.
tvar baktérie. Hovofime o imunofluorescenci.

Radioizotop. V tom pripadé se efekt pozoruje pomoci vhodného pristroje k detekci radioaktivity.
Metoda je ndrocnd, vyzaduje laborator vybavenou pro prdci s radioaktivnim materidglem.
Pouzivd se dnes pomérné mdlo. Metoda se nazyvd radioimunoassay ¢i radioimunoesej,
zkrdcené RIA

Chemiluminofor. PouZivd se latka emitujici svétlo. Jde o reakce CLIA a CMIA.

Enzym. V tom pripadé musi ndsledovat jesté dalsi faze, ve které se pridd substrat reakce. Pokud
je "znacidlo" v podobé enzymu pritomno, dojde k rozstépeni substrdtu na produkt, ktery se
budto Iisi barvou, nebo jej lze identifikovat s vyuzitim indikatoru. 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 joko absorbance
ve spektrofotometru. Nejbézinéjsi 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.



2.3.8.2 Imunobloty

jsou vlastné specidlnim pfipadem enzymové imunoeseje. Od klasické ELISy se vyrazné lisi
metodou piipravy antigenu.

U klasické ELISy se prosté poutZije cely mikrob, a s nim pak maji moznost reagovat viechny
protildtky, které jsou kompatibilni s kterymkoli z antigenU, ktery se na povrchu mikroba nalézé.
Takovych antigen’ tam mUze byt mnoho.

Nékdy je ale vyhodné pracovat se skuteénymi jednotlivymi antigeny. Je to predevsim tehdy, kdy
mdame nékolik pribuznych mikrobd, které maiji 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 zacnou fungovat jako "bézny"
antigen v reakci ELISA, ddle Uz je to tedy viechno stejné.

Metoda se pouzivé napriklad u borrelii — existuje jich nékolik druhi, které jsou antigenné pribuzné,
ale ne totozné.

2.3.8.3 Imunochromatografické reakce

se od ostatnich reakci se znacenymi slozkami lisi tim, Ze neobsahuji promyti. Misto toho jednotlivé
slozky a jejich komplexy putuji porézni vrstvou, a v cilovém misté se navdzou (nebo nenavdzou)
na specifickou protildtku. PouZivaiji se i mimo mikrobiologii, napf. v téhotenskych testech.

Klasicky vysledek jsou dva prouzky v pozitivnim a jeden prouZek v negativnim vysledku.

2.3.9 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 — hlidaiji
potfebné casy reakci, pfidavaji Cinidla, promyvaiji apod.



