Téma 3 Prehled mikrobiologickych
vysetfrovacich metod

3.1 Metody pfimého priokazu mikrobU (prehled a
charakteristika) — prvni ¢dast

Nazev metody K prukazu ve vzorku |K identifikaci kmene
Mikroskopie ano ano
Kultivace (péstovdni na puddch) ano ano
Biochemické a jim podobné identifikacni ne ano

metody
Pokus na zvireti ano Ize pouzit, ale nedéld se to
PrUkaz antigenu/antigenni analyza ano ano
Prikaz nukleové kyseliny ano Ize pouzit, bézné se nedéld
3.1.3 Mikroskopie

3.1.3.1 Nativni preparat

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

3.1.2.3 Mikroskopie v zdstinu
Je to zvI&stni druh nativniho prepardtu, svétio na prepardt dopadd zesikma.

3.1.3.1 Barvené preparaty

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

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

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

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

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

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

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

Ke specidlnim Ucellm se pouzivd fluorescencni barveni.

3.1.3.4 Interpretace mikroskopie

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

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



3.1.2 Kultivace
Je to vlastné péstovani mikrobu. U vird se pouzivd pro tuto metodu pojem izolace.

3.1.2.3 Zakladni pojmy

Kultivace se v praxi zpravidla provadi na umélych piddach. Vétsinou se pii kultivaci mikroby
rozmnozi. Mikroskopie je sice nejklasictéjsi mikrobiologickou metodou, aviak kultivace je zdaleka
nejddlezit€si (alespon v pripadé bakterii a kvasinkovitych hub). Jeji vyznam spodivd predevsim
v tom, Ze umoznuje ze vzorku (obsahujiciho casto smés mikrobl a témér vidy buriky pacienta)
izolovat Cisty kmen ve formé tzv. kolonii. To oviem plati jen pro tzv. pevné pudy. DlleZité jsou
ale i pudy tekuté, slouzici zejména k pomnozeni mikrobd tam, kde jich bylo ziskdno mdlo.

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

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

Kultivaéni podminky zahrnuji teplotu, vihkost, sloZeni atmosféry a podobné. Zpravidla se
laborator snazi vytvorit mikrobUm podminky blizké t&m, které jsou v organismu.

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

3.1.2.3 Pevné (véfsinou agarové) pudy

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

Jedna kolonie zpravidla vyrUstd 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, ze pokud na agarovou pUdu naockujeme smés dvou
baktérii, a pokud tato smés neni prilis hustd, vytvori kazdy z téchto druhl své viastni
charakteristické kolonie. Ty pak miZzeme preockovat (= odebrat a nechat znovu kultivovat) a
rdznymi metodami identifikovat.

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

Nejdulezitéjsi pUda je krevni agar (Zivny agar s pridavkem ov&ich cervenych krvinek), pouzivd se
ale i nékolik desitek dalsich pdd.

3.1.3.1 Jak se kultivuje na pevnych puddch

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

Bakteriologickou kli¢kou toto misto "roztahdme" (roziedime) po celé misce.

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

3.1.3 Biochemicka identifikace
je zaloZzena na skute&nosti, Ze kazdy druh baktérie produkuje jinou sestavu enzymu

3.1.3.1 Princip biochemickych identifikaénich testd

je tedy takovy, Ze bakteriim je predlozen substrat (substraty). Pokud bakterie produkuji enzym
(enzymy), dojde k pfemé&né substrdatu (substratd) na produkt (produkty). V piipadé, Ze se
produkt(y) li5i od substratu(-0) barvou, skupenstvim apod., miZeme zménu pfimo pozorovat.
Pokud zména neni viditeInd, musi byt v reakci pfitomen indikétor. Nelze-li indik&tor mit v reakci



od zacatku (tfeba proto, ze by v jeho piitomnosti probéhla Spatné nebo neprobéhla vibec),
pridavd se az po probéhlé reakci ve formé ¢Einidla.

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

3.1.4 Pokus na zvireti

Pokus na zviteti byval ddlezitou soucdsti diagnostiky v zacatcich mikrobiologie. Slo tehdy i o to,
prokdzat, zda prislusny mikrob vibec je pdvodcem nemoci — naockoval se tedy pokusnému
zvireti a Cekalo se, zda také u zvirete propuknou priznaky podobné tém u pacienta. Dnes je
vyjimecny. NejCastéiji se pouZzivaji mysi, moréata, potkani, krdlici. Vyznam pokusu na zvireti klesé
s rozvojem modernéjSich metod i s tim, jak si lidé stdle vice uvédomuiji, jak je jeho vyuzivani
eticky problematické.

3.1.5 Prukaz antigenu

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

3.1.6 PrUkaz nukleové kyseliny

Déli se na metody bez amplifikace (klasické genové sondy) a metody s amplifikaci
(namnoZenim) urcité sekvence nukleové kyseliny. NejpouzZivanéjsi je dnes polymerazova
fetézova reakce (PCR). Podrobnéjsi popis zde neuvdadime, nebot metoda se Siroce vyuzivd i
mimo mikrobiologii a naleznete ji tedy v jinych predmétech.

3.2 Metody nepiimého prukazu mikrobu (prehled a
charakteristika)

3.2.1 Zakladni pojmy

Pozndmka: Kromé metod nepiimého prikazu v tomto textu naleznete z praktickych divodd i
jednu z pifimych metod - prikaz antigenu, respektive antigenni analyzu. Je to proto, Ze prikaz
antigenu i prikaz protildtek vychdzi ze stejného principu, lisi se jen odpovéd na otdzky ,,co
hleddme" a ,,pomoci ¢eho to hleddme".

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, popripadé reakce, kde se hledd protildtka.

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

3.2.1.1 PrOkaz antigenu pomoci protilatky
PouZije se laboratorni protildtka (ze séra pokusného zvifete) a smichd se
e Dbudto 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) - vétsinou k uréeni antigennino typu (serotypu) bakterie

3.2.1.2 Prukaz protilatky pomoci antigenu
PouZije se laboratorni antigen a smichd se s pacientovym sérem (proftildtky hleddme v séru)
3.2.1.3 Ve vsech piipadech plati, Ze:

e pokud vznikl komplex antigen-protilatka, je reakce pozitivni

e pokud komplex nevznikl, je reakce negativni (néco v ni chybi; to, co dodala laborator,
urcité nechybi, chybi tedy to, co ,mél dodat pacientdv vzorek")



3.2.2 Prehled sérologickych metod
Precipitace
Aglutinace (a aglutinace na nosicich)
Komplementfixaéni reakce (KFR)
Neutralizace
Reakce se znacenymi slozkami:
o Imunofluorescence (IMF)
Radioimunoanalyza (RIA)
Chemiluminiscencni analyza (CLIA, CMIA)
Enzymovd imunoanalyza (EIA, ELISA)
Imunobloty (viastné jde o zvldstni prfipad enzymové imunoanalyzy)
o Imunochromatografické testy
Jednotlivé metody se od sebe [isi pfedevsim zpusobem, jak prokazujeme, zda vznikl komplex
antigenu s protiladtkou. U nejiednodussich metod je komplex piimo viditelny, u jinych se musi
priddvat mnoho rdznych slozek, zato ale tyto metody byvaiji presné&jsi a spolehlivejsi.
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3.2.3 Jak zjistit u nepifimého prukazu, jestli se jednd o probihaijici

infekci, nebo o infekci, které probéhla drive?

Zatimco primy 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 drive. Je potfeba vyuZit nékterého z ndsledujicich tfi zpUsobU:

Zjiistujeme, jaké je mnoistvi protilatek v séru a jestli se méni. Vyuzivd se toho, Ze v akutni fdzi
infekce mnozstvi protildtek prudce stoupd, pak zase klesd, a nakonec se udrzuje na stdlé, nizké
hladiné. Pro kvantifikaci se zpravidla urcuje takzvany titr — tento pojem v serologii znamenda cislo,
kolikrdt mdzeme ziedit sérum pacienta, aby se ndm piislusnd reakce jesté stdle jevila jako
pozitivni. Laborator vétsinou pouzivd fedéni séra tzv. geometrickou fadou — sérum se prediedi
tfeba desetkrdt, a pak uz — do dalSich dilkd ve stejném Ffddku plastové mikrotitracni desticky —
dvakrdt, a jesté dvakrdt, a jesté dvakrdt.... takze vyslednd fedénijsou 1:10,1:20,1:40,1:80
atd. Sleduje se hlavné zména titru protilatek béhem dvou ¢Ei fii tydnu. Pokud béhem se béhem
této doby titr zvysi aspon Ctyrikrdt (= o dvé fedéni, napriklad z 20 na 80), jde velmi
pravdépodobné o akutni infekci. Pouhé dvojndsobné zvyseni (= o jedno fedéni) mize byt
ndhodné. Pokud pacient infekci kdysi prodélal a nyni ji uz ddvno nemd, md zpravidla nizky titr,
ktery se v Case neméni nebo se méni jen nepatrné.

Zjiistujeme, k jaké fiidé patii nalezené protildtky — to oviem principidliné umozriuji pouze reakce
se znacenymi slozkami. Pfevaha tfidy IgM nad tfidou IgG svédci pro akutni infekci, pritomnost
protilatek IgG bez tfidy IgM vétiinou znamend infekci, kterd byla prodéldna v minulosti a nyni uz
neprobind. U reakci se znacenymi slozkami se zpravidla pouzZivd pouze toto, 1j. uz se nepouzivd
fedéni geometrickou fadou a nesleduje se zménai titru v Case.

......

nez prrotilatky u infekci, které uz probihaji delsi dobu



