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Diagnostika
mikrobU



Cile mikrobiologicke
diagnostiky

Odhaleni plvodce nemoci (patogena)

Nekdy: zjisteni citlivosti patogena na
antimikrobialni latky (hlavne u bakterii a
kvasinek, nedela se u parazitd a viaknitych
hub, u vird je to ve fazi vyzkumu)

Nékdy také: urceni faktort virulence



Co je to vzorek

Vzorek je to, co je odebrano pacientovi a
prichazi na vysetreni do laboratore:

kusovy ci tekuty material ve zkumavce
Ci jiné nadobce (krev, serum, moc...)

ster Ci vytér na vatovém tamponu,
obvykle zanoreném do transportniho média.

Pri diagnostice nekdy pracujeme s celym
vzorkem. Jindy je nutno ziskat ze vzorku
kmen nebo kmeny patogennich mikrobd.



Co je to kmen

Kmen je Cista kultura (,,vypéestek™) jednoho
druhu mikroba

Kmen ziskame jedineé kultivaci
(peéstovanim) mikroba na pevné
pudeé.

Kochllv objev, ze bakterie Ize takto

pestovat, mél zasadni vyznam v de&jinach
mikrobiologie.



Prehled metod

Metody primée: Hledame mikroba, jeho cast Ci
jeho produkt

— Primy prikaz ve vzorku — pracujeme s celym
vzorkem

— Identifikace kmene — urceni vypéstovaneho izolatu
Metody neprimé: Hledame protilatky.
Protilatka neni soucasti ani produktem
mikroba — je produktem makroorganismu



Prehled metod primého prikazu

Metoda Prikaz ve | Identifikace
vzorku

Mikroskopie ano ano
Kultivace ano ano
Biochemicka identifikace |ne ano

Prikaz antigenu ano ano

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

*netyka se molekularni epidemiologie — sledovani pribuznosti kmend



Modul A
Mikroskopie




Co vidime v mikroskopu

V pripadée mikroskopovani kmene vidime
jeden typ mikrobialnich bunék

V pripadée mikroskopovani vzorku
muzeme vidét

— mikroby — nemusi tam byt zadné, a mize tam
oyt i klidné deset druhd

— bunky makroorganismu — nejcasteji epitelie a
eukocyty, nekdy erytrocyty

— jiné struktury, napfr. fibrinova vlakna, bunécnou
drt’ (detritus) a podobné




Gramovo barveni

Chemikalie Grampozitivni | Gramnegativni

Krystal. violet’ |Obarvi se fialove | Obarvi se fialove

Lugollv roztok |Vazba se upevni |Upevni se méné

Alkohol Neodbarvi se Odbarvi se

Safranin ZUstanou fialové | Obarvi se Cervené

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

Spirochety by se barvily gramnegativng, ale jsou velmi
tenke, takze i je Ize take vlastné povazovat za ,,Gramem se
nebarvici* a Gram se v jejich diagnostice nepouziva.




Al:
Mikroskopie
MERE

Prohlédnéte si preparaty Ety riznych kmen(
bakterii (A, B, C, D) a kmene kvasinky (E).
Bakterie budou koky i tyCinky, G+ i G-; Sikovni a
pozorni studenti uvidi v G+ tyCinkach i spory



Foto: archiv MU

A2:
Mikroskopie
vzorku

- & e .
Prohlédnéte si dva vzorky. Prvni je natér sputa,
druhy natér hnisu z mocoveé trubice muze
s kabpavkou




Modul B:
Kultivace + PCR



Kultivace (péstovani) bakterii
(pripadne take kvasinek)

Bakterie casto péstujeme na umélych plidach

Bakterie na pidu naockujeme a poté ptidu
umistime do termostatu, vétsinou nastaveného
na 37 °C (pro bakterie vyznamné pro Clovéka je to
vetsinou optimalni teplota — coz ma logiku)

Za 24 (nékdy az 48) hodin ptidu vytahneme a
pozorujeme, jak nam bakterie vyrostly
Viaknité houby se péstuji mnohem déle

Viry a paraziti se vétSinou viibec nepéstuji
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é kultiva
pudy se uchova
v chladnicce

Pripraven



Smysl kultivace bakterii

ProcC vlastnée v laboratori bakterie péstujeme?

— Abychom je udrzeli pri zivoté a pomnozili. K tomu
slouzi kultivace na tekutych ptidach i na
~pevnych" ptdach (to jsou pldy, které netecou,
jejich zakladem je vétSinou agarova rasa)

— Abychom ziskali kmen — pouze pevné pldy

— Abychom je vzajemné odlisili a oddélili — pouzivaji
se diagnostické a selektivni pddy, slouzici
kK identifikaci



Foto: archiv MU
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Kolonie je Utvar na povrchu pevné pudy.
Pochazi z jedné bunky nebo malé skupinky
bunek (dvojice, retizku, shluku)

Kolonie je tedy vzdy tvorena jednim kmenem.

V nékterych pripadech mizeme z poctu kolonii
odhadnout pocet mikrobl ve vzorku — nebo
presn€ji pocet ,kolonii tvoricich jednotek™ (CFU)

Popis kolonii ma vyznamné misto v diagnostice

Pojem kolonie



B1: Prohlédnéte si pudy

1. bujon

2. VL-bujon

3. selenitovy bujon

4. Sabouraud

5. Lowenstein-Jenssen
6. KA

/. Endo

8. MH

9. NaCl

10. VLA

11. XLD

12. CA

13. Levinthal

14. Slanetz-Bartley




Prehled ptd — pr

rvhni cast

*pouze jsou-li pridana antibiotika

Nazev Druh
bujon tekute nazloutla |pomno- |aeroby
= o A\ 4 V o

VL-bujon |Pudy tmavsi  |Zovacl | anaeroby
selenitovy nartzovéla | selektivné |salmonely
bujon pomnoz.
Sabourau- |pevné bila selektivni* | houby
dCIV agar pﬁdy ve
Lowentein- | zkumavce obohacena | TBC
Jensen
krevni agar pevné obohacena | vétsinu

od diagnosticka | bakterii
Endova plida P y rdZova selektivné predevsim

V Misce diagnosticka | enterobakterie




Prehled ptd — druha cast

Nazev

Druh

MH

\Ele

VL-agar

XLD (a blizky
MAL)

cokoladovy
agar

LevinthalQv
agar

Slanetz-
Bartley

Devné
oUdy na
Petriho
miskach

Barva Typ Pro
skoro bila speciélnl’ atb citlivost
selektivni |stafylokoky
jako KA |anaeroby
oranzova | selektivne salmonely
diagnosticka
obohacena | hemofily,
neisserie
nazloutla |obohacena | hemofily
ridzova selektivne enterokoky

diagnosticka




KGze, nos, boltec, zevni
zvukovod, kozni adnexa

Stafylokoky (i zlaté),
Korynebakteria, kvasinky

Hltan a ustni dutina

Ustni streptokoky a neisserie

Hemofily, mala mnozstvi
pneumokokdll, meningokokd,
anaeroby, nepat. treponem.

Tlusté (i tenke) strevo

Anaeroby, enterobakterie,
enterokoky, Entamoeba coli

Vagina

Laktobacily, mala mnozstvi
nejriznéjsich mikrobd

Prechody (rty apod.)

Smeés zastupct obou mist




B2: Otisky povrchu téla

V Ukolu B2 mate rizné otisky povrchu lidského
teéla. PovSimnéte si, ze témér vsechny obsahuji
bilé tecky, to jsou kozni stafylokoky.

Otisk prstii obsahuje tedy predevsim
stafylokoky

Na jazyku se nachazeji take ustni streptokoky

Na rtu najdeme smeés streptokokd a
stafylokokdl

Na penisu stafylokoky s primesi jinych
bakterii, napr. aerokokl



B3: Kultivace vytérd

V ukolu B3 mate vytery. Na rozdil od B2 jsou
bakterie rozockované, a lze provést vytery i
z mist, odkud by se otisky provest nedaly.
Vyteér z nosu pripomina otisky z kilze,
obsahuje také hlavné stafylokoky

Vyter z ucha je podobny

Vyter z krku pripomina otisk z jazyka (Ustni
streptokoky)

Vyter z riti obsahuje strevni enterobakterie.

Mate jej i na Endove pude, ktera se zde
vetsinou pouziva



Zakladni schéma reakce PCR

\V prvni fazi je nutno ziskat izolovanou
DNA. Proces je pomeérne slozity.

V druhé fazi probiha vlastni amplifikace
(pokud vzorek obsahuje usek DNA
odpovidajici prislusnému primeru

Ve treti fazi probiha detekce produktu
amplifikace
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Vyvoj PCR byl umoznén vyzkumem vedoucim
k objeveni Taq polymerazy z termofilni bakterie
Thermus aguaticus, ktera umi prezit vysoké teploty.
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ProcC je dulezita interni kontrola

tzv. inhibici

Velmi béznym jevem je, ze dochazi k 1

reakce. Inhibice reakce je dana pritomnosti
riznych interferujicich latek (napr. talek z rukavic)

Proto by méla byt pro detekci vzdy pouzita smés,

obsahujici kromé vzorku a jemu prislu

snych

primerl jesté kontrolni DNA + primery. Pozitivita
IC je dokladem, ze nedoslo k inhibici reakce

Ovsem pozor: IC mize byt negativni u vysoce
pozitivnich vzorkl (prohraje v kompletici o
nukleotidy). To ale nevadi, pozitivni reakce totiz

nemdze byt inhibovana



Mozné vysledky PCR

Pozitivni vysledek vzorku svedci o
pozitivité vzorku. Pritom vysledek IC je
zpravidla také pozitivni, ale u silné
pozitivhich pripadtd nemusi byt.
Negativni vysledek vzorku pri pozitivnim
vysledku IC = negativni vysledek reakce

Vzorek i IC negativni = inhibice reakce



Prehled interpretace




Priklad gelu — (www.medmicro.info)
C

\ a

— S — < Vlastni reakce

p— M— T < IC
b

1 2 3 4 S 6 7

Pacienti 1 a 4 — pozitivni, pacient 2 — negativni,
pacient 3 — inhibice reakce. 5 — pozitivni
kontrola, 6 — negativni kontrola, 7 — ladder




B4: Vyhodnoceni PCR

Pokuste se na obrazku rozlisit
— pozitivni vysledky (je videt prouzek vlastni
reakce)

— negativni vysledky (prouzek vlastni
reakce vidét neni, ale je vidét prouzek
kontroly)

— inhibici reakce (neni vidét zadny prouzek)



Modul C:
identifikace
kmenQ



Biochemicke identifikacni metody

I mezi savdi jsou rozdfly. Clovék neum/
tvorit vitamin C, nekteri savci ano

Bakterii predlozime urcity substrat a
zkoumame, zda ho bakterie pomoci sveho
enzymu zmeni v produkt. Produkt se
musi liSit od substratu skupenstvim Ci
barvou. Nelisi-li se, uzijeme indikator

Existuje pritom velké mnozstvi
zpltisobtl technického provedeni
tohoto typu testtl.



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 zkumavkové testy
— Sady jednoduchych zkumavkovych testd
— Testy v plastové desticce (miniaturizace)
— Jiné testy (napf. Svejcarova plotna)



Katalazovy test

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

medic.med.uth.tmc.edu/path/oxidase.htm

Catalase + (_atalase -



Priklady dalSich testu:
oxidazovy test (diagnosticky




Provedeni testu v praxi

Foto: archiv MU



...a dalsi testy

Indole +

Urease pos. Urease neg.

medic.med.uth.tmc.edu
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Foto: O. Z.

NEFERMtest 24

Pliva Lachema: do
jednoho ramecku Ize
vlozit Ctyri trojradky

(Ctyri testy, urceni !
Ctyr rlznych kmend) §




mikroby.blox.pl ‘:..,c;r .'5',"‘ .

Priklad kombinace
metod v diagnostice

Neznama bakterie

/G+ kok
V
Streptokok Stafylokok Enterokok

StreitOkOk § viridaci Streptokok s hemolyzou

Pneumokok S. pyogenes
. agalactiae (SAG)

Ustni streptokok  gireptokok non-A-non-B



C1 — Identifikace kombinaci
riznych metod.

Pokuste se identifikovat tri bakterie,
jejichz vlastnosti mate popsané
v tabulce, pomoci prilozeneho klice



Vyhodnoceni destickovych

testl
Z takového testu dostaneme radu
vysledkl — vétSinou ve tvaru ,,+" (test
pozitivni, substrat stépen, doslo ke
zmene) nebo ,,-" (test negativni, substrat
nebyl stépen, zbarveni zlstalo pdvodni).
Priklad: + - + + + - ------- ++ + +

Je nékolik zpusobd, jak takovou radu
prevést na ,Citelny vysledek"



Mozné zplsoby hodnoceni

Porovnani s tabulkou je mozné jen u
jednoduchych testl a jasnych vysledkd.

Prepocet na oktaloveé kody plus vyhledani
vysledku v seznamu kodd. Nejbéznéji
pouzivano

Vysledek se zada do pocitace, ktery ,vyplivne"
vyhodnoceni. Ne vzdy praktické

Pocitacove hodnoceni se pouziva hlavne tehdy,
pokud uz ,,cteni* vysledku probiha automaticky,
napr. na spektrofotometru.



Oktalove kody — co to je a proc

Matematicky vzato je to vlastné prevedeni
dvojkove soustavy (zapis + + — — + + — — —,
respektive 110011000) do osmickove
soustavy (zapis 630)

Z praktickych dtvodt se zpravidla uvnitr
trojice sCita opacné — normalne by pri
prevodu z dvojkoveé do osmickove ci
desitkové soustavy 1 1 0 mela byt Sestka a 0
1 1 trojka, v praxi to vsak pocitame vetsinou
naopak



Prepocitavani trojic

124

== 24 |1

-+- 124 |2

+ + — 4 |1+ 2
-——+ 12 4

+ — + 2 1+4
-+ + 1 2+ 4

+ + + 1+2+4




Konkrétné u ENTEROtestul6 (17

testi)
1 (2 |3 |4 |5 1|6 |7 |8 |9 |10(11(12|13|14|15|16|17
EHGFEDCBAHGFEDCBA
S| Prvni radek panelu |Druhy radek panelu
¢ O ® 00000

¢ O ® 06 6o
¢ O 00600 0 0o
+ |+ |+ [+ + |+ |+ |+
11241 (2\4|1 (2412412412
5 3 0 0 6 3




Pravdépodobnost vysledku

Je jasné, ze, Cim vice testl pouzijeme, tim
mame lepsi Sanci, ze se nepleteme

Presto tato sance nikdy neni celych 100 %

Da se vzdy rici napriklad, ze nas hypoteticky
MERE

— na 99,3 % Janickella elegans

— na 0,5 % Evickella pulcherima

— na 0,2 % néco uplné jiného

Je pak na zvazeni identifikujiciho, zda mu takova

mira pravdépodobnosti staci, nebo provede dalsi
rozlisujici testy




Nejen procento pravdepodobnosti, ale i
index typicnosti kmene

Ve skutecnosti je vysledek biochemickée
identifikace zpravidla charakterizovan
dvéma cisly, nikoli jen jednim:

— 9o pravdepodobnosti: napr. ze je 90%

pravdépodobnost, ze kmen opravdu je
Janickella elegans a ne néco jiného

— Index typicnosti: mira shody s ,idealnim
kmenem" Janickella elegans. Pokud je kmen
idealni, je T,, = 1,00; pokud kmen napr.
netvori lenkulazu, ackoli 90 % janickel ji tvori,
bude T, nizsi nez 1,00



C2: Vyhodnot'te Enterotest 16
u dvou kmendi

Pokuste se identifikovat dva kmeny
pomoci Enterotestu 16 (resp. obrazku
jeho vysledku). Podivejte se take na to,
jak dobre/spatné je kmen identifikovan.



Preji Vam hezky zbytek dne...

CATALASE TEST

http://www.telmeds.org
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