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Prehled metod primého prukazu

Metoda Prukaz ve [ldentifikace
vzorku

Mikroskopie ano ano
Kultivace ano ano
Biochemicka identifikace |ne ano

Prikaz antigenu ano ano

Pokus na zvireti ano V praxi ne
Molekularni metody ano VvV praxi ne*

*netyka se molekularni epidemiologie — sledovani pribuznosti kmenu




1.
Mikroskopie



Co vidime v mikroskopu

*V pripadé mikroskopovani kmene vidime jeden
typ mikrobialnich bunék

*V pripadé mikroskopovani vzorku muzeme vidét
* mikroby — nemusi tam byt zadné, a muze tam byt |
klidné deset druhu
*bunky makroorganismu — nejcastéji epitelie a
leukocyty, nekdy erytrocyty
*jiné struktury, napf. fibrinova vlakna, bunécénou drt
(detritus) a podobné



Typy mikroskopie

*Elektronova mikroskopie — u viru; spiSe vyzkum
nez pri bézném prukazu viru
*Opticka mikroskopie
* Nativni preparat — na velké a/nebo pohyblivé mikroby
* Nativni preparat v zastinu (hlavné spirochety), fazovy
kontrast a dalsi fyzikalni varianty

*Fixované a barvené preparaty, napriklad:

* Barveni dle Grama — nejdulezitéjsi bakteriologické
* Barveni dle Ziehl-Neelsena — napf. u bacill TBC

* Barveni dle Giemsy — na nékteré prvoky

* Fluorescencni barveni

U barvenych prepardtu se obvykle pouZivd tzv. imersni systém (meazi
objektiv a sklicko se kdpne imersni olej)



Gramovo barveni — princip

Gramnegativni

Krystal. violet' |Obarvi se fialove |Obarvi se fialove
Lugollv roztok |Vazba se upevni |Upevni se menée
Alkohol Neodbarvi se Odbarvi se
Safranin ZUstanou fialoveé |Obarvi se Cervené

Gramem se nebarvici bakterie se neobarvi v prvnim kroku kvali
absenci bunécné stény (Mycoplasma) nebo proto, Ze jejich sténa
je vysoce hydrofobni (Mycobacterium).

Spirochety by se barvily gramnegativné, ale jsou velmi tenké,
takze i je lze také vlastné povazovat za ,,Gramem se nebarvici“ a
Gram se v jejich diagnostice nepouziva.



Mikroskopie vzorku

Foto: archiv
MU

Mikroskopie
kmene




2. Kultivace



Kultivace (péstovani) bakterii
(pripadné take kvasinek)

*Bakterie ¢asto péstujeme na umélych pudach

*Bakterie na plidu naockujeme a poté pudu
umistime do termostatu, vetSinou nastaveného
na 37 °C (pro bakterie vyznamné pro clovéka je to
vetsinou optimalni teplota — coz ma logiku)

*Za 24 (nékdy az 48) hodin pudu vytahneme a
pozorujeme, jak nam bakterie vyrostly

*Vlaknité houby se péstuji mnohem déle

*Viry a paraziti se vétSinou vubec nepéstuji



Kultivace bakterii — podminky
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Bakteriim musime pripravit prijatelné vnéjsi
podminky — teplotu, vlhkost apod.

Nekteré (teplota) jsou dany nastavenim
termostatu, jiné (procento soli) slozenim
kultivacni pudy

Pouzivame ruzna kultivacni média, slouzici
k urcitym ucelim

Aerobni a fakultativné anaerobni bakterie
muzeme péstovat za normalni atmosféry

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



Foto:
MU

Pripravené kultivacni
pudy se uchovavaji
v chladnicce




Smysl kultivace bakterii

*ProcC vlastne v laboratori bakterie péstujeme?

* Abychom je udrzeli pri zivoté a pomnozili. K tomu slouzi
kultivace na tekutych plidach i na ,,pevnych” pudach (to
jsou pudy, které netecou, jejich zakladem je vétSinou
agarova rasa)

* Abychom ziskali kmen — pouze pevné pudy

* Abychom je vzajemné odlisili a oddélili — pouzivaji se
diagnostické a selektivni pudy, slouzici k identifikaci



Kultivace v praxi

*\/zorek se vlozi do tekuté pudy nebo nanese na
pevnou pudu

*U pevné pudy se ho snazime tzv.
mikrobiologickou klickou rozredit, abychom
ziskali jednotlivé kolonie a mohli dale pracovat
s kmeny mikrobu

*Tekuté pudy
*jsou pudy pomnozovaci
» zakladem je zpravidla hovezi vyvar a bilkovinny
hydrolyzat
* nejdulezitéjsi je peptonova voda, bujon, VL-bujon,
selenitovy bujon (selektivné pomnozovaci)



Tekuté pudy

Foto: archiv MU




Pevné (agaroveé) pudy

e/Zakladem je opét masopeptonovy bujon, ale navic
obsahuji vytazek z agarové rasy. Pouzivala se i zelatina,
ale neosvedcila se tolik jako agar.

* Abychom vyuzili vSech vyhod,
které pevné pudy nabizeji,
musime vzorek (kultivace
vzorek 2 kmen), ale i kmen
(kultivace kmen = kmen)
dobre rozockovat. Klasickym
zpusobem rozockovani je tzv.
krizovy rozter.

Foto:




V pripadé smeési vytvori kazda bakterie
svoje kolonie (pri dobrém rozockovani)

1 — ockovani smési bakterii (naznaceny teckami), 2 — vysledek kultivace:
v prvnich usecich smeés, az na konci izolované kolonie



Foto: archiv
MU

Pojem kolonie

A

* Kolonie je utvar na povrchu pevné pudy. Pochazi z jedné
bunky nebo malé skupinky bunék (dvojice, retizku, shluku)

e Kolonie je tedy vzdy tvorena jednim kmenem.

*V nékterych pripadech muzeme z poctu kolonii odhadnout
pocet mikrobu ve vzorku — nebo presnéji pocet ,kolonii
tvoricich jednotek” (CFU)

* Popis kolonii ma vyznamné misto v diagnostice



Co se da popisovat u kolonii

*Velikost *Povrch (hladky, drsny)
*Barva * Konzistence (sucha...)
*Tvar (okrouhly...) *Pruhlednost

*Profil (vypoukly...) *\/Uné&/zdpach
*Okraje (vybézky..) * Okoli kolonie

To vse ale pouze v pripadé, ze se podarilo rozockovanim ziskat
jednotlivé kolonie. Tam, kde je husty narust, se vétsSina
téchto vlastnosti hodnotit neda.



Foto: archiv MiU




Existuji ruzné typy pevnych pud

* Diagnostické pltidy — roste "kdeco, ale rtzné" (krevni agar, VL
krevni agar)
* Chromogenni pudy — zvlastni druh diagnostickych pud

* Selektivni pludy — roste "jen malo co" (krevni agar s 10 %
NaCl pro kultivaci stafylokoku)

* Selektivné diagnostické pudy — napr. Endova (rostou tam jen
nékteré G— bakterie = selektivita + rozliseni bakterii podle
steépeni laktozy = diagnosticita)

* Obohacené pudy — k péstovani ndarocnych baktérii
(Cokoladovy agar, coz je zahraty krevni agar)

 Specialni ptidy — maiji své zvlastni urceni (MH puda pro testy
citlivosti kmene k antibiotikim)



Pudy diagnostické

* Nepotlacuji rust zadného
mikroba

e Zato diky svému slozeni rozlisuji
mikroby podle urcité vlastnosti

* Prikladem je krevni agar ke
sledovani hemolytickych
vlastnosti a VL krevni agar
(podobny, ale na anaeroby)

 Zvlastnim pripadem pudy
chromogenni a fluorogenni




Pevné selektivni pudy

 U¢elem je selektovat (vydélit) ze smési baktérii pouze
urcitou skupinu nebo skupiny

* Prikladem je (Oproti
0,9 % u bézného agaru. Je logické, Ze na této pudé rostou
prave stafylokoky. Jsou to totiz kozni bakterie, zvyklé na
Zivot v kuzi, obcas i zpocené a slané.)

* Nekdy je selektivhosti dosazeno pridanim antibiotika.
je selektivni pro streptokoky a
enterokoky



Priklad selektivné diagnostické pudy —
Endova puda

Endova puda je selektivni jen pro nékteré
gramnegativni tyCinky (selektivni vlastnost)

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




Pudy se pouzivaji i k testovani
citlivosti na antibiotika Foto: archiv

MiU

*\/ tomto pripade se bakterie naockuji
po celé plose a na plUdu se nakladou
kulaté papirky napustené
jednotlivymi antibiotiky (antibiotické
disky). Antibiotika difunduji agarem.
Je-li kmen citlivy, vytvori se zona
citlivosti.

* NejCastéji se pouziva bezbarva MH .
puda, na které je zaroven dobre vidét ;..‘ :
| pigmenty bakterii |

Foto: archiv
MiU



Postup ockovani vytéru z krku

1 oCkovano tamponem

2 oCkovano klickou

3 stafylokokova Cara

4 disk BH (bacitracin
pro hemofily)

5 disk VK (vankomycin
a kolistin pro
meningokoky)

Na celé naoCkovaneé
ploSe patrame po
streptokocich
(bezbarvé) a po
stafylokocich (spise
bilé Ci zlatave)




Vytér z krku — realny vysledek




Péstovani anaerobnich bakterii

Anaerobni bakterie nesnaseji kyslik. Musime je tedy péstovat ve
specialni atmosfére bez kysliku.

l Ftto: archiv




3. Biochemicka
(a jind)
identifikace
kmenu



Biochemické identifikachi metody

* Obecny princip je témér vzdy stejny: Bakterii predlozime
urcity substrat a zkoumame, zda ho bakterie pomoci svého
enzymu zmeéni v produkt(y). Produkt(y) se musi lisit od
substratu skupenstvim ci barvou. Nelisi-li se, uzijeme
indikator

* Existuje pritom velké mnozstvi zpusobu technického
provedeni tohoto typu testd.

* | mezi savci jsou rozdily: clovék neumi tvorit vitamin C,
nékteri savci ano. Nedivme se tedy, ze existuje tolik rozdili
mezi bakteriemi.



Moznosti praktického provedeni

*Rychlé testy (vteriny az minuty)
 Katalazovy test
* Testy s diagnostickymi prouzky (oxidaza)

*Testy s inkubaci (hodiny az dny)
* Jednoduché zkumavkové testy
*Slozité zkumavkoveé testy
* Sady jednoduchych zkumavkovych testu
* Testy v plastové desti¢ce (miniaturizace)
e Jiné testy (napf. Svejcarova plotna)



Katalazovy test

*Katalazovy test: velmi jednoduchy, do substratu
(roztok H,0,) rozmichame bakterie. Bublinky =
pozitivita. Princip: 2 H,0, 2 2H,0 + O,

*Foto: Veronika Hold, MiU




Moderni biochemickeé testy
zahrnuji i desitky reakci

* Testy se délaji v dulcich plastovych mikrotitracnich
desticek.

* Pocet testu v sadach kolisa od sedmi az po vice nez
padesat

e LiSi se v technickych detailech. Vzdy je vsak
substrat vysuseny (pripadné lyofilizovany),
bakterie se nejprve rozmicha ve fyziologickém

roztoku nebo suspenznim médiu a pak se kape Ci
lije do dulku



Foto: O. Z.

NEFERMtest 24 Erba
Lachema: do jednoho
ramecku lze vlozit
ctyri trojradky (Ctyri
testy, urceni Ctyr
ruznych kmenu)




Dalsi identifikacni metody

* Ne vSechny identifikacni metody jsou zalozeny na
principu substrat = produkt.

* K identifikaci kmene lze vyuzit napriklad typickou
citlivost na antibiotika, ovlivnéni rustu jedné bakterie
druhou, rust pri urcitych teplotach, testovani pohybu a
podobne.

*\/ posledni dobé se prosazuji nové metody, napriklad
hmotova spektrometrie typu MALDI-TOF, kde se
hodnoti ionty vzniklé z proteinu typickych pro
jednotlivé druhy bakterii Ci kvasinek.

* |dentifikace antigenni analyzou kmene bude probrana
dale. Vétsinou se pouziva k vnitrodruhove identifikaci
(napr. odliseni tzv. EPEC od béznych E. coli)



4. Pokus
na zvireti




Pokus na zvireti

Pokus na zvireti byval dulezitou soucasti diagnostiky
v zacatcich mikrobiologie. Jsou uz jen vyjimecné
pripady, kdy se uplatni i dnes.



5. Prukaz
nukleove
kyseliny




Prukaz nukleové kyseliny

*metody bez amplifikace nukleové kyseliny
(klasické genové sondy)

*metody s amplifikaci (nhamnozenim)
* PCR (polymerazova retézova reakce)
* LCR (ligazova retézova reakce)

*Principialné se pouziti v mikrobiologii nelisi od
pouziti jinde (napf. v genetice)

*Nevyhoda — nekdy jsou az prilis citlivé, takze se
prokaze kazda molekula DNA, ktera mohla treba
LPrilétnout odnékud zvenci®. Citlivost se dnes
ale da omeuzit.



6. Prukaz
antigenu +
prukaz
protilatky




Metody zalozené na interakci
antigen — protilatka

*O antigenech a protilatkach bude jeste rec,
az se budou probirat zaklady imunologie.

*Prozatim si pouze predstavime v hrubych
rysech mikrobialni antigen a protilatku proti
nému, abychom si pak ukazali, jak se jejich
vzajemna interakce vyuziva v diagnostice



Co je to antigen (Ag)

Antigen je struktura na povrchu mikroba (ale i treba
pylového zrnka Ci zvireciho chlupu), které télo
provokuje k tvorbé protilatek

Antigen se da prokazat pomoci protilatky, ktera se
proti nému vytvorila napriklad u zvirete

Co je to protilatka (Ig = imunoglobulin)
Protilatka je bilkovina, imunoglobulin, produkt

imunitniho systému clovéka (nebo zvirete).

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



Serologické metody (zalozené na
interakci antigen — protilatka)

epracuji s reakci antigen — protilatka (za vzniku
komplexu); vzajemné se lisi zpusobem detekce
komplexu antigen — protilatka

*pri stejném principu metod se daji vyuzit pro
prukaz antigenu (pomoci zvireci protilatky) i pro
prukaz protilatky v téle pacienta (pomoci
antigenu mikroba, nebo i celého
mikroorganismu)



Jak si to predstavit

*Neznamy kli¢ mohu zkouset strkat do riznych
zamku, abych zjistil, ke kterému z nich se hodi:
testuji klic pomoci ruznych zamku

*Neznamy zamek mohu zkoumat tak, ze do néj
zkousim strkat ruzné klice, abych zjistil, ktery
klic se k nému hodi: testuji zamek pomoci

v O

ruznych klicu

*Pritom neni pochyb, ze zamek je néco uplné
jiného nez klic!



Serologicka reakce
V praxi




Protilatku antigenem, nebo
antigen protilatkou?

Prukaz antigenu: laboratorni protilatky
(zvireciho puvodu) + vzorek pacienta nebo

men mikroba .J/({ J//

Prima metoda

Prukaz protilatky: laboratorni antigen
(mikrobialni) + sérum (vyjimecné sliny, likvor)

pacienta //
Neprima metoda mﬂ u _




Primy a neprimy prukaz:
RUzné vzorky

*Priukaz antigenu ve vzorku je prfimou metodou,
stejné jako treba kultivace ¢i mikroskopie. Jako
vzorel tedy pouzijeme to, v cem predpokladame
nalez mikroba: u meningitidy mozkomisni mok, u
strevnich nakaz stolici apod. Nebo pouzijeme kmen,
ktery jsme z takového vzorku izolovali (pak jde o
antigenni analyzu kmene)

*Prukaz protilatek je metodou neprimou. AZ na
naprosté vyjimky hledame protilatky v jednom
jediném typu vzorku: v séru



Prukaz antigenu a antigenni analyza

* V ramci prukazu antigenu (tedy primého
prukazu) lze tedy dale rozlisit dva podtypy:

* Primy prukaz antigenu ve vzorku, napriklad ve
vzorku mozkomisniho moku

 Antigenni analyza (identifikace) kmene,
izolovaného ze vzorku (napriklad kmene
meningokoka)

* U neprimého prukazu naopak vidy pracujeme
se vzorkem, a to se vzorkem séra, jak jiz bylo
uvedeno



Serologicka laborator

Foto: archiv MU



Cerstva, nebo davno prodélana ndkaza?

*Po nakaze pretrvavaji protilatky dlouhodobé, nekdy
celozivotné. Samotny nalez protilatek tedy tolik
neznamena. Pro rozliseni Cerstvé x davno prodélané
nakazy se pouziva:

e zjiSténi mnozstvi protilatek (jako tzv. titru) a zména
tohoto mnozstvi v case (dynamika titru; za vyznamnou se

povazuje ctyrnasobna zmeéna, anebo tzv. serokonverze =
v prvnim vzorku jesté protilatky nejsou, ve druhém ano)

*rozliseni protilatek tridy IgM a IgG (jen u nekterych
noveéjsich reakci je to ovsem mozné)
* stanoveni tzv. avidity (sily vazby protilatek)



Prubéeh protilatkové odpovéeds

* Akutni infekce: velké mnozstvi protilétqk,
prevazne tridy IgM

*Pacient po prodélané infekci: mala mnozstvi
protilatek, hlavné I1gG (imunologickd pamét)

*Chronicka infekce: rizné moznosti 2







Prehled sérologickych metod

*Precipitace (nejstarsi a nejjednodussi)
* Aglutinace (a aglutinace na nosicich)
* Komplementfixacni reakce (KFR)

* Neutralizace (ASLO, HIT, VNT)

*Reakce se znacenymi slozkami:
* Imunofluorescence (IMF)
e Radioimunoanalyza (RIA)
* Chemiluminiscencni analyza (CLIA, CMIA)
* Enzymova imunoanalyza (EIA, ELISA)
* Imunobloty (= zvlastni prfipad EIA)
* Imunochromatografické testy



Principy jednotlivych metod

* Aglutinace a precipitace: komplex Ag — Ig je viditelny. U
precipitace se pouzije samotny Ag, u aglutinace je Ag
navazan na castici

* Komplementfixace: slozita reakce s vyuzitim jedné slozky
imunitniho systému — komplementu (uziva se morceci
komplement)

* Neutralizace: vyuziti prirozené schopnosti protilatek
neutralizovat ucinek viru Ci toxinu

* Reakce se znacenymi slozkami: postupné navazovani na
povrch, co se neodplavi, zustane a je detekovano



Rozdil mezi starsimi a
novejsimi metodami

*Starsi metody (aglutinace, komplementfixace,
neutralizace) neuméji rozlisit protilatky tridy 1gG a
lgM. Proto je tu nutno odebirat dva vzorky séra a
sledovat dynamiku titru. Dulezité je na zadanku
uvést datum prvnich priznaku a Udaj, zda jde o I. Ci
Il. vzorek séra!

*Novejsi metody toto nepotrebuiji. Titry se
nezjistuji, u metody ELISA se zato zjistuji hodnoty
absorbance, odpovidajici intenzite reakce
(mnozstvi molekul, které reagovaly). Vétsinou se u
téchto metod neredi séra a neprobira se dynamika
titru



Priklady interpretace serologickych

reakci—1

Téhotna pacientka ma IgG protilatky proti
toxoplasmoze, IgM je negativni

Znamena to, ze toxoplasmozu prodélala (mozna i
bezpriznakove) a ted uz neni nemocna, ale je

chranéna. Je na tom tedy lépe, nez kdyby protilatky
nemela

Pacient ma protilatky proti klistové encefalitidé
v prvnim vzorku 1 : 10, ve druhém 1 : 160

Pravdépodobné jeho potize opravdu zpusobil dany

virus. Vzestup titru je 16x, to je vyznamné (> 4X)



Pfiklady interpretace serologickych i
reakci — 2

lvana ma protilatky proti chripce, v prvnim vzorku 1 :
10, ve druhém 1 : 20

Nejspis je to jen nahoda, Ivana asi chripku kdysi
prodélala, ale nepujde o akutni stav. Mozné je
odebrat jesté treti vzorek

Pacient nema vubec zadné protilatky proti borelioze,
ackoli potize odpovidaji této nemoci

Pacient asi ma boreliozu, ale jesté se nestihly vytvorit
protilatky. Pokud jsou priznaky typické, je treba ho
|éCit, a vzorek séra odebrat znovu.



Zaver: Prace
laboratore
V praxi



Prace laboratore v praxi

*Do laboratore prijde vzorek

*K neprimému prukazu jsou prijimany vzorky séra
(kde hledame protilatky)

*K primému prukazu jsou prijimany vzorky z téch
mist na téle, kde predpokladame infekci:
nejcastejsi jsou vytéry z krku a nosu, vzorky moce a
stolice, ale nékdy prijde i treba kousek srdecni
chlopné odebrany pri operaci



Proces mikrobiologického

vysetrovani — na vsem zalezi!l!
KLINICKE ]
PRACOVISTE LABORATOR




Na shledanou za tyden!

Vysledek vysetreni
Pacient: Kristynka
Nalez:

Klebsiella pneumoniae
Citlivost:

Citliva na Fn, Ks, Vz
Rezistentni na Bz, Ps, Xn




