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1 Zaklady prace v mikrobiologické laboratofi:
priprava a ockovani pid, desinfekce a sterilizace

Mili studenti, tato skripta si kladou za cil provést Vas ve zkratce zakladnimi mikrobiolo-
gickymi a molekularné biologickymi metodami, které jsou uzivané v klinické mikrobio-
logii a které ndm umoznuji identifikovat mikroorganismus ve vzorku, pfipadné stanovit
pocet mikroorganismi v nezndmém vzorku. Seminafe podéavaji zjednodusenou formou
informace, tykajici se jednotlivych cviceni. Existuje celd fada velmi kvalitné zpracova-

nych skript, kde zvidavéjsi studenti mohou nalézt podrobnéjsi informace (doporucena
skripta jsou uvedena na konci).

Predstavme si, Ze jsme pracovnici v klinické mikrobiologické laboratofi, kam pfichazeji
vzorky z ordinace klinického lékafe. Vzorkem muize naptiklad byt krev, mo¢, mozko-
misni mok, sputum, ktiZze, odstépek kosti, stolice, kousek nehtu nebo stér ¢i vytér (z riz-
nych télnich povrchti a otvorti) na vatovém tamponu, obvykle zanofeném do transport-
niho média. Vzorek obsahuje vétsinou smés rtiznych mikrobi i riizné buriky pacienta.
Vzorek musi byt dorucen do mikrobiologické laboratofe co nejrychleji, nebot hrozi jeho
znehodnoceni. Optimdlné by vzorek mél byt zpracovdn do dvou hodin od odbéru, u
nékterych vzorkt (pfedevsim u modi) je to dokonce podminka toho, aby bylo mozno
vzorek povazovat za validni.

Nyni si kratce popiseme pravidla prace v mikrobiologické laboratofi. V laboratofi uZzi-
vame laboratorni plast a preztivky k tomu urcené. Zakladem je tzv. asepticka prace,
to znamend, Ze je potieba pracovat se sterilnimi pomtckami, ve sterilnim prostfedi
(v lamindrnim boxu) a pokud provaddime néco mimo box, tak je potfeba postupovat
rychle, aby se zkrétila moZnost kontaminace vzorku. V pfipadé, Ze existuje moZnost
vzniku mikrobidlntho aerosolu, je nutno pouzit lamindrni box vzdy. Kontaminaci je
mysleno znecisténi urcitého prostfedi nezddoucimi mikroby. Z tohoto dtivodu je po-
tfeba, abychom méli vlasy fadné staZené, aby pii prici vlasy nepadaly do vySetfovaného
vzorku a nekontaminovaly ho. Je také potfeba nemluvit, nekaslat, vyhybat se prudkym
pohybiim apod. Je nutné pred praci i po ni (v pfipadé politi stolu infekénim materia-
lem i béhem prace) oSetfit pracovni stiil cerstvé nafedénym dezinfekénim roztokem. Pfi
kazdé mikrobiologické praci existuje riziko infekce. Proto si umyvame ruce teplou vo-
dou a dezinfekénim mydlem pfed zapocetim i po ukonéeni prace v laboratofi, na zaveér
vzdy pouzijeme dezinfekéni piipravek na ruce, ktery nechdvdme na rukou zaschnout.
K osuseni rukou pouZivdme jednordzové papirové ru¢niky. Mame-li na rukou odérky,
pouZzijeme jednordzové rukavice pti veskerych tikonech. Pokud ma nékdo projevy in-
fekce, pouzije ochrannou rousku a rukavice. Nikdy nepipetujeme usty, nedotykdme se
obliceje a nic si nevkladdme do tst (tuzky apod.). VeSkery odpadni material odkladdme
do zvlastnich nadob, oznacenych jako nebezpecny odpad.

Prvni pomoc pfi:

- Vniknuti infekcniho materidlu do tist: vyplivnout do dezinfekéniho roztoku, dsta vy-
plachnout 0,2% HCI nebo Lugolovym roztokem, vykloktat 0,2% HCl, za 20 min.
pozit 4 tbl. Zivocisného uhli.



- Vniknuti infekéniho materidlu do oka: vyplachnout vodou pomoci o¢ni sprchy, nakapat
Ophtalmo-Septonex o¢ni kapky a vetfit Ophtalmo-Septonex o¢ni mast, u bakterial-
nich infekci Ophtalmo-Framykoin kapky a mast.

- Vniknuti infekcniho materidlu do nosu: opakované se vysmrkat, vetfit Septonex mast,
u bakteridlnich infekcf Framykoin mast.

- Drobni cistd poranéni: potfit antiseptikem, kryt rychloobvazem.

* Drobnd infikovand poranéni: nechat krvéacet, antiseptikum, v pfipadé bakteridlni kon-
taminace Framykoin.

Vratme se nyni k odebranému vzorku, ktery dorazil do klinické mikrobiologické la-
boratofe. JelikoZ se jedna (¢i spiSe: miiZze jednat —to nikdy dopfedu nevime) o smés
riznych mikroorganismit, musime nejprve provést vyockovani neboli inokulaci s cilem
ziskat ¢isty kmen nebo kmeny v podobé kolonii. Abychom to mohli provést, potfebujeme
kultiva¢ni média.

Vétsina mikrobiologickych laboratofi nakupuje jiz hotovd agarovad média v Petriho mis-
kach, nicméné p¥iprava médii (kultivaénich pid) je vcelku jednoduchd. Komeréné vy-
rabéné médium v suchém stavu navazime a doplnime destilovanou vodou dle navodu
a rozvafime. Nesmime zapomenout také na tipravu pH. Bakterie vyZaduji pH kolem 7,
zato kvasinky a houby od 4,5 do 6. Poté médium v zasobni sklenéné nadobé vysterili-
zujeme v autokldvu a jesté za horka rozlijeme do jednordzovych sterilnich plastovych
Petriho misek za aseptickych podminek v lamindarnim boxu. Pokud bychom chtéli p¥i-
dat do média néjakou termolabilni substanci, nap¥. néktera antibiotika, provedli bychom
nejprve fyzikalni dezinfekci roztoku antibiotika filtraci pfes sterilni membranovy filtr
s velikosti porti 0,22 um, a poté bychom takto oSetfeny roztok pfidali do sterilizovaného
média o teploté kolem 45°C. Zvlastnim piipadem jsou ptidy s krvi nebo c¢isténymi kr-
vinkami, které jsou termolabilni a zdrovén je takto sterilizovat nelze — v tom p¥ipadé
je tfeba spoléhat na vyrobce, ktery garantuje sterilitu pouzité krve. Kultivaéni pady
pro kultivaci bakterii a hub mohou byt v podobé tekuté nebo pevné. Zakladni sloZzeni
kultiva¢ni ptdy pro kultivaci bakterii je masopeptonovy bujon, ktery se sklada z pepto-
nové vody (bilkovinny hydrolyzat), masového vyvaru a chloridu sodného, zédkladnimi
slozkami kultiva¢nich pid pro kultivaci hub je napf. sladovy extrakt a mykologicky
pepton. Pro zpevnéni tekuté plidy se pouZziva agar. Tekuté ptdy vyuzivame jednak pro
namnoZen{ mikrobti pfed vyockovdnim na pevné ptidy, jednak pfi riznych testech, jako
je napf. stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) mikrodilu¢ni metodou. Pokud
mikroby kultivujeme na pevnych ptidach, miZeme je potom pozorovat jako malé ko-
pecky, kterym se fika kolonie. Existuji diagnostické, selektivni a selektivné diagnostické
pudy, které maji kromeé zakladnich sloZek jesté dalsi komponenty, které umozni riist jen
urcitych skupin mikroorganismil. Nejjednodussim pfikladem je napt. kultivacni ptida
s pfidavkem 10% NaCl. Ze smésného vzorku by na této ptidé vyrostl pravdépodobné
jen rod Staphylococcus, nebot je adaptovan na slané prostiedi kiize.

Izolaéni ockovani (vyockovani, kiiZovy roztér, obr. 1.1) provadime tak, Ze tampénem
anebo bakteriologickou kli¢kou roztirdme malé mnoZzstvi mikrobidlni hmoty po povrchu
pevné kultivaéni ptdy. Udélame nékolik ¢ar pod sebou a pootoc¢ime klicku na cistou



Obrézek 1.1 Izola¢ni ockovani

stranu a udéldme dalsi skupinu car, a tak postupujeme tak dlouho, aZ se dostaneme
k pocéatku. Pokud jsme jiz pouzili obé strany klicky, pouZijeme nové vyzihanou klicku.
Konec a pocatek nesmi byt spojené. Cilem této techniky je nafedit mikrobidlni smés.
Pokud neni smés piili§ hustd, vytvori kazdy druh mikroorganismu svoji vlastni cha-
rakteristickou kolonii, coZ je populace pochézejici z jedné ptivodni mikrobidlni buriky.
Pokud je kolonie skute¢né izolovand, je vzdy tvofena jednim cistym kmenem, ktery
miiZzeme déle pfeockovavat na nové kultivaéni ptdy a podrobovat ho rtiznym napft.
biochemickym testiim, které nam umozni identifikaci mikroba, a dal$im testiim, nap¥i-
klad testiim citlivosti na antibiotika. Pokud jiz ¢isty kmen k dispozici mdme a chceme
pouzit kupiikladu diskovou diftizni metodu pro stanoveni citlivosti anebo rezistence
mikroba, pouZijeme ockovani roztérem (obr. 1.2). Pfipravime si inokulum, to znamena
mikrobidlni suspenzi urcitého druhu mikroba v tekutém médiu, a ur¢ité mnozstvi to-
hoto inokula (az 1 ml dle metodiky) rozetfeme (hokejkou anebo $pickou automatické
pipety) po povrchu agaru tak, aby byl dokonale pokryt. Inokulum musi byt fddné zho-
mogenizovano, coZz se provadi pomoci vortexu. Abychom orientacné védeéli, kolik je
mikrobidlnich bunék v inokulu, pouZijeme tzv. denzitometr, coz je vlastné jednoduchy
fotometr a zméfime denzitu (hustotu) suspenze v jednotkdch McFarland. McFarlandova
zédkalové stupnice byla historicky pfipravena smichdnim roztokt chloridu barnatého a
kyseliny sirové a vznikld sraZenina siranu barnatého tvofila zdklad pro pfipravu za-
kalové stupnice. Pro vétSinu testti se pfipravuje inokulum o denzité 0,5—-1 McFarland,
coz odpovida 1-2x10® CFU/ml Escherichia coli. (CFU Colony Forming Unit neboli KTJ
kolonie tvoticich jednotek). Jednotky CFU/ml nebo CFU/g pouzivame v pfipadé, ze
potfebujeme stanovit po¢et mikroorganismii ve vzorku (napt. pfi provadéni testti pro
stanoveni mikrobiologické jakosti farmaceutickych produkti).

Referencni kmeny mikroorganismt, se kterymi budeme pracovat ve cvicenich, maji
oznaceni CCM (Czech Colection of Microorganisms — Ceska sbirka mikroorganismd)
a &selné oznadeni. Pod timto oznadenim je nalezneme a muizeme zakoupit v Ceské
sbirce mikroorganismd, coZ je pracovisté Ustavu experimentdlni biologie Piirodové-
decké fakulty Masarykovy univerzity. Dlouhodobé uchovavani je umozZnéno lyofilizaci
mikrobii, uloZenim v kapalném dusiku pfi -196°C anebo uchovavanim v glycerinovém
médiu v hlubokomrazicim boxu p¥i-80°C. Po zakoupeni mikroorganism a jejich oZiveni
se mohou omezenou dobu pfeockovéavat a uchovavat v lednici na pevnych kultiva¢nich



Obréazek 1.2 Ockovani roztérem

médiich. Pfiblizné po 5-7 pfeockovanich je potfeba vzit novou zamraZenou kulturu,
nebot miiZze dochdzet ke zménam vlastnosti mikroba.

Po provedeni izola¢niho ockovani dame misky s kulturami do termostatu inkubovat.

Inkubace se provadi v termostatu, ktery ndm automaticky zajistuje zvolenou teplotu.
Naockované misky jsou inkubovany obracené dnem vzhtru, aby vznikajici kondenzaty
nekapaly na kulturu. Obecné plati, Ze patogenni bakterie, pattici ve vétsiné pfipadti mezi
tzv. mezofilni bakterie, potfebuji ke zdarnému ristu 30 -37°C (pro humanni klinicky
vyznamné bakterie se zpravidla voli teplota lidského téla, tj. 37°C), psychrofilni bakte-
rie pod 20°C, termofilni 50 —55°C, kvasinky 26 —30°C a plisné kolem 25°C. Diilezit4 je
také atmosféra. Nékteré mikroorganismy jsou aerobni, rostou jen v pfitomnosti kysliku.
MtizZe jit o striktni aeroby, nap¥. rod Pseudomonas, které kyslik vyZzaduji, anebo bakterie,
jen obtizné rozlisit, zda jde o bakterie fakultativné anaerobni (pfepinaji metabolismus
mezi aerobni respiraci a fermentaci) anebo aerotolerantni (jejich metabolismus je fer-
mentativni, kyslik nevyuZivaji, ale nevadi jim). Dalsi jsou anaerobni (nebo také striktné
anaerobni) a kyslik je zabfji (nap¥. rod Clostridium). Mikroaerofilni a kapnofilni bakterie
kyslik potfebuji, ale v malém mnozstvi, kapnofilni kromé kysliku vyzaduji také vyssi
mnozstvi CO,. Doba kultivace je velmi orientacné u bakterii 24 hodin, u kvasinek 48
hodin, ale u anaerobnich bakterii i nékolik dni a u mykobakterii nékolik tydni.

Nyni musime ¢ekat do dalstho dne, az mikroby narostou, bude-li v8e probihat dobfe,
tak budeme mit vyselektované odlisné kolonie a obyvatele téchto kolonii budeme moci
obarvit a podrobit biochemickym testim. Nyni nds jesté ¢eka fadny tklid, jehoZ sou-
¢asti je mechanickd ocista, dezinfekce a sterilizace. Kdybychom totiZ tyto tikony fadné
neprovadéli, tak by se mohly zacit celou nemocnici sifit rezistentni mikroorganismy a
mohly by zptisobit tzv. nozokomialni infekce neboli infekce ziskané p¥i pobytu v nemoc-
nici. Kazdé zdravotnické zafizeni musi mit zpracovany dezinfekéni ¥ad, takZe do ného
nahlédneme a vybereme vhodny dezinfekéni prostfedek na povrchy, nafedime ho do
spravné koncentrace a omyjeme vSechny povrchy v laboratofi. Teprve po deklarované
dobé expozice miiZeme predpokladat, Ze doslo k fddné dekontaminaci. V lamindrnim
boxu, ktery samozfejmé také ocistime dezinfekci, jesté na zavér zapneme tzv. germi-
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cidni zafivku, aby pfipadni prezivsi mikrobi byli zlikvidovani. Musime také sterilizovat
v autokldvu rozli¢né néstroje, aby byly pfipravené pro zitfejsi praci.

Pouzivané postupy a prostfedky, tykajici se mechanické ocisty, dezinfekce a sterilizace,
jsou upraveny piislusnou hygienickou legislativou (vyhlaska ¢. 306/2012 Sb.).

Mechanickd ocista patfi mezi dekontamina¢ni postupy a zajisti odstranéni necistot a
sniZeni poc¢tu mikrobt a pfedchdazi jak procesu dezinfekce, tak sterilizace.

Dezinfekce je zaméfena na likvidaci patogennich organismt, které jsme si predsevzali
znic¢it. BéZné desinfekéni prostfedky ni¢i vegetativni formy mikroorganismti, nejsou
vSak zpravidla schopny znicit spory, nékteré viry, priony apod.; kazdad desinfekce ma
svlj garantovany ucinek (pouze na bakterie / na bakterie a viry / i na spory apod.)
a od toho se odvijeji moZznosti jejtho pouziti. Samoziejmé ti¢inek na deklarované typy
organismti plati pouze v pfipadé spravného provedeni. Zahrnuje fyzikalni a chemické
zplisoby. Mezi fyzikalni dezinfekci patfi var za atmosférického tlaku (30 minut), var
v pfetlakovych nddobéch (20 minut), ultrafialové zéfeni (germicidni lampy, vlnova délka
260 nm), filtrace pfes membranové filtry s péry 0,22 um, Zthani, spalovani, pasterizace
(zahtati na 62,5°C, 30 minut). Chemicka dezinfekce vyuziva chemické dezinfekéni pii-
pravky, které musi byt deklarované jako zdravotnické prostfedky (dezinficiencia) nebo
jako pfipravky registrované jako léciva (antiseptika). Dezinficiencia jsou urcena na ne-
zivé pfedméty a mélo by na nich byt uvedeno spektrum ti¢inku. MiiZe mit rznou formu,
napiiklad slovni, stédle se ale jesté setkdme i s pismennym oznacenim: A — baktericidni,
B — plna virucidni, C —sporocidni, T — tuberkulocidni, M — mykobaktericidni, V —
fungicidni. Antiseptika jsou 1é¢iva zneskodnujici patogenni mikroorganismy v Zivych
tkéanich, randch, sliznicich apod., pfi¢emz je nesmi poskozovat. Casto se jedna o totozné
latky jako prostfedky pro chemickou desinfekci, pouze v odlisnych koncentracich, pii-
padné i v rznych lékovych forméch. U¢inek je zavisly na mnozstvi mikrobt v daném
prostfedi, na koncentraci dezinficiencia anebo antiseptika a na dobé ptisobeni.

+ Aldehydy zptisobuji koagulaci bilkovin a poskozeni enzymt mikrobti. Formalde-
hyd, pachnouci, toxicky plyn je pouzivan ve formeé 40 % vodného roztoku (formalin)
ke konzervaci biologickych materialii. Glutaraldehyd (Chiroseptol) je méné toxicky
a velmi G¢inny, pouZivé se pro tzv. vyssi stupen dezinfekce (provadi se tam, kde neni
moznd sterilizace, napf. u endoskopti). Je nutny nasledny oplach sterilni vodou.

- Alkoholy (ethanol, propanol) v maximélnich koncentracich mikroorganismy kon-
zervuji, i¢inek je zaloZen na koagulaci bilkovin. Ethylalkohol je nejtcinnéjsi v 70 %
roztoku, ani ten se vSak samostatné v soucasnosti k desinfekci nepouziva. Moderni
»alkoholovéa desinficiencia” jsou vétsinou smési nékolika alkohold, p¥ipadé i alko-
hold a dalsich latek. Jsou pouzivané pfedevsim pro dezinfekci rukou, at uz béznou
anebo chirurgickou, nebot nezanechdvaji na kiizi rezidua (Septoderm).

- Barviva (trifenylmethanovd, akridinovd) jsou pouZivédna jako rannd a slizni¢ni anti-
septika (SolutioNovikov, Rivanol).

- Cyklickou slou¢eninou je chlorhexidin, ktery je uZivan jednak pro dezinfekci rukou,
jednak k lokdlnimu lé¢ent infekci dutiny dstni (Septofort).
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- Fenol (kys. karbolové) a kresol (Lysol) patii mezi klasické, dnes uz jen vyjimecné
pouzivané dezinfekéni prostfedky pro hrubou dezinfekci povrchil a exkrementt,
nékteré jeho derivaty (amylmetakresol) jsou soucasti antiseptik pro lokalni 1écbu
infekci dutiny tstni (Neo-Angin).

Halogeny ucinkuji rychle a spolehlivé, ale pfitomnost organickych latek ti¢innost
snizuje. Ucinek je zaloZen na oxida¢nich procesech. Pouzivaji se preparaty s chl6-
rem a preparaty jodové. Mezi univerzalni chlorové pfipravky, které jsou uzivany pro
dezinfekci povrchii, patfi chlornany (Savo — chlornan sodny) a chloraminy (Chlo-
ramin B —benzenchloramin). Jod je soucasti fady antiseptik, ti¢inek je zaloZen na
oxidaci proteint a inaktivaci enzym. Organické slouceniny jodu, tzv. jodofory ne-
vyvolavaji tak casto alergické reakce, jako tomu je u jodové tinktury (alkoholovy
roztok jodu a jodidu draselného). Jednim z nejucinnéjsich koznich antiseptik, pou-
zivanych i pro dezinfekci neporusené ktiZe pred chirurgickym zakrokem, odbérem
krve apod. je pfipravek Betadine anebo Jodisol. Pfipravek Jox je uzivan pfi zdnétech
v dutiné astni. O¢ni p¥ipravek Jodid draselny a sodny 2% je uzivan pii infekénich
zéanétech oci, zptsobenych plisnémi a k podpofe metabolickych procesii v oku.

Kontraindikaci u v8ech jodovych preparatii jsou vSechna onemocnéni stitné zlazy,
téhotenstvi a kojeni.

Kyseliny a zasady (H,SO,, NaOH, KOH apod.) patii mezi dezinficiencia, jejichZ
uZziti je omezeno na hrubou dezinfekci povrchti, nevyhodou je velka Ziravost a ko-
rozivni tcinek. Organické kyseliny jako napf. kyselina benzoovd jsou pouZivany
v potravinafstvi jako konzervancia, jeji derivaty tzv. parabeny byvaji soucésti kos-
metickych a farmaceutickych p¥ipravki jako konzervaéni ¢inidla. Velmi silné bak-
tericidni a fungicidni t¢inky maji tzv. perkyseliny (peroxokyseliny) napf. kyselina
peroctovd (Persteril), kterd je Casto vyuzivand ve zdravotnictvi. Slabé kyseliny a
zasady slouzi jako antiseptika. Kyselina boritd je jako 3% roztok soucasti ocnich
kapek Ophtalmo-Septonex a o¢ni vody Ophtal a slouZzi k 1é¢bé neinfekénich zanétt
spojivek a k vyplachtim. Kyselina salicylovd ma uZiti v dermatologii.

Oxida¢ni ¢inidla oxiduji organické latky a inaktivuji enzymy. Maji Siroké spektrum
ucinku, nékteré ptisobiina spory aneobalené viry. Podobné jako tomuje u halogent,
které mohou byt také Fazeny mezi oxidaé¢ni ¢inidla, i¢inek je sniZovén pfitomnosti
bilkovin. Proto je nezbytné jejich pouziti v dostate¢ném objemu, piipadné vice-
krat. Manganistan draselny je uzivan jako antiseptikum u drobnych poranéni ktize,
ale i na sekundarné infikované léze (napf. bércové viedy, dekubity). Nevyhodou
je nestabilita roztoku a pfi vyssich koncentracich drazdivost. T¥iprocentni peroxid
vodiku je antiseptikum pro vyplach koznich ran a viedt, vyuZziva se také pfi in-
fekcich v dutiné tstni. Nepronika sice do hloubky tkéni, na druhou stranu dokaze
rozrusovat biofilm. Benzoylperoxid je pouZivan k lokalni 1é¢bé akné. Jiz zmifiovana
kyselina peroctova (Persteril) ptisobi na spory, viry i mykobakterie, nevyhodou jsou
korozivni ti¢inky, nestabilita roztokti a vybusnost ve vysokych koncentracich. Dez-
infekéné ptlisobi i vypary, pouzivd se proto pro sterilizaci termolabilnich néstroji a
pomticek (Chirosan). Po oSetfeni je potfeba provést oplach sterilni vodou.
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» Tenzidy neboli povrchové aktivni latky sniZuji povrchové napéti rozpoustédla, a
tim usnadiiuji rozpousténi necistot. Mezi tenzidy patii i mydla a sapondty. Vyrazny
dezinfekéni a antisepticky tic¢inek maji tzv. kvartérni amoniové soli (KAS), které
zplisobuji poruseni bunécné stény bunék, coz vede k poklesu koncentrace slozek
buriky a zdniku butiky. J[sou malo toxické, dobfe pronikaji do Stérbin, nezapachaji a
maji soucasné i detergentni (myci) ticinek. Pisobi dobfe proti grampozitivnim bak-
terifm a plisnim. Byvaji proto nejen souc¢asti kombinovanych piipravki, uréenych
pro dezinfekci povrchi, ale i souddsti antiseptik. Bromid carbethopendecinia (Sep-
tonex) je uzivan jako kozni antiseptikum, bromid benzododecinia (Ajatin) je uzivan
mimo to jako pfipravek k dezinfekci opera¢niho pole a je jednou ze sloZek o¢ni vody
Ophtal. Chlorid benzalkonia je koZni antiseptikum (Dettol) a také potlacuje bolesti
v krku rtzného ptivodu (Septolete).

- Tézké kovy, jejichZ slouceniny koaguluji bilkoviny mikroorganismfi, jsou toxické a
majf korozivni ti¢inek. Minulostf je uZiti rtuti, v souc¢asné dobé je uZivan pouze du-
si¢nan stfibrny v oftalmologii a sfran médnaty (modra skalice) pro své baktericidni
a fungicidni Géinky.

Kazdé zdravotnické zafizeni musi mit zpracovany dezinfekéni ¥ad, ve kterém je spe-
cifikovano, jaké dezinfekéni piipravky (G¢inné latky) a s jakym spektrem tcinku jsou
pouzivany na pokozku, na povrchy, na nastroje a pomticky, v jaké koncentraci a ja-
kym zptisobem a musi byt uvedena délka expozice, kterd zaruci deklarované spektrum
tcinku daného prostfedku. Vzniku rezistence vii¢i dezinfekénim latkdm lze zabranit
pravidelnym stfiddnim rtznych skupin dezinficiencii.

Kontrolu dezinfekénich metod provadime pomoci chemickych metod, kterymi stano-
vime aktivni latky a jejich obsah v dezinfekénich roztocich a mikrobiologickymi meto-
dami, kdy provadime stéry, otisky, abychom zjistili G¢innost dezinfekénich prostredkd.

v,

Vyssi stupeni dezinfekce a vicestuptiova dezinfekce se provadéji u zdravotnickych pro-
stiedkd, které se pouzivaji k vysetfovani mikrobialné fyziologicky neosidlenych télnich
dutin (nap¥. endoskopy) a nemohou byt klasickymi metodami sterilizovany (napf. v au-
toklavu). Pouzivaji se dezinfekéni prostfedky k tomuto zptisobu dezinfekce urcené, to
znamend, Ze musi mit Siroké spektrum ucinku a musi mit sporocidni, virucidni a tu-
berkulocidni ti¢innost (napt. glutaraldehyd, kyselina peroctovd). Vzdy je nutny oplach
predmétti sterilni vodou k odstranéni rezidui chemickych latek.

Sterilizace usmrti vSechny formy mikroorganismi v daném prostfedi (véetné spor a
virli; otdzkou jsou priony), tcinek je také odvisly od fddného provedeni. Sterilizaci
predchdzi piedsteriliza¢ni p¥iprava, coZ je vlastné mechanicka ocista, dezinfekce, su-
Seni a zabaleni do vhodnych obalt. Tak jako u dezinfekce, tak i u sterilizace mame
postupy fyzikdlni a postupy chemické. Fyzikalni sterilizace zahrnuje sterilizaci vlhkym
teplem neboli sytou vodni parou, ktera je provadéna v autokldvu. Autoklav je herme-
ticky uzaviratelnd kovovd nadoba, v niz dochazi zahfivanim ke vzniku syté vodni pary,
kterd navysSuje tlak, a tim dochdzi k zahtati vnitinitho prostoru na teplotu vyssi nez
100°C. Zpravidla se uzivaji tfi rezimy. Prvni reZim probihd 20 minut pfi teploté 121°C,
druhy rezim zajisti obdobny tcinek a probihd 4 minuty pii 134°C. Tfeti reZim je uzi-
van v piipadeé rizika kontaminace néstroji priony a trvd 60 minut pfi 134°C. Nicméné
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dle vyhlasky ¢. 306/2012 Sb., ndstroje, které pfisly do kontaktu s tkdnémi pacientt, u
nichz bylo prokdzano prionové onemocnéni (napf. CJD), musi byt zni¢eny, nebot stéle
neexistuje tpIné spolehlivd metoda likvidace prionti. Sterilizace v autoklavu je vhodna
pro zdravotnické prosttedky z kovu, skla, keramiky, textilu apod. Dalsi fyzikalni meto-
dou sterilizace je sterilizace proudicim horkym vzduchem (horkovzdusna sterilizace),
kterd je vhodnd pro pfedméty sklenéné, kovové, porceldanové apod. PouZivané jsou
opét tfi rezimy, 60 minut pti 160°C, 30 minut pfi 170°C a 20 minut pii 180°C. Kromé
vysoce U¢innd sterilizace plazmatem a sterilizace radiacni (gama zafeni), ktera je ur-
¢ena pro sterilizaci jednordzovych zdravotnickych pomtcek pfimo béhem vyrobniho
procesu. Chemicka sterilizace zahrnuje sterilizaci formaldehydem a ethylenoxidem,
steriliza¢nim médiem jsou tedy plyny a proces probihd za podtlaku pf#imo v kone¢nych
obalech. Tyto metody jsou opét uréené pro termolabilni zdravotnické materidly, jako jsou
jednorazové zdravotnické pomticky, vina, ktize apod.

Kontrola sterilizace je provadéna biologickymi systémy (pouziti bioindikatort, napft.
spory Bacillus stearothermophilus, jehoz p¥ipadna Zivotaschopnost je testovana kultivaci
po probéhlém sterilizaénim procesu) a nebiologickymi postupy, které zahrnuji Bowie-
Dick test (test spravného odvzdusnéni a pronikavosti pary), chemické testy procesové
reagujici barevnou zménou a fyzikdlni systémy napt. vakuovy test, ktery je kontrolou
tésnosti pfistroje. VSechny vysterilizované pfedméty musi byt uloZeny v ochrannych
obalech, které zabranuji sekundarni kontaminaci az do jejich pouziti. Obal musi byt
oznacen datem sterilizace a expirace.

Cviceni ¢. 1: Pfiprava Zzivnych médii, izola¢ni ockovani, kul-
tivace mikroorganismu, testovani antiseptik
Cile:

» Pfipravit Zivnd média pro ndslednou kultivaci mikroorganism

- Testovani antiseptické ticinnosti vybranych dezinfekénich latek

- Izolaéni o¢kovéni
(prdce ve dvojicich)

Material

» Sklo a pristroje: Exlenmayerova batika k p¥ipravé médii (100 ml), sklenény odmeérny
vélec, hlinikova félie, plastové Petriho misky, vatové tampoény, automatickd pipeta,
$picky, bakteriologicka zkumavka, kalibrovanad zkumavka plastovd, vahy, micha-
dlo se zahfivanim, vortex, laminadrni box, tlakovy hrnec pro fyzikalni dezinfekci,
denzitometr, vafic¢

- Piidy (ve formé prdsku i jako hotovd piida v Petriho misce): masopeptonovy bujén (Nu-
trientbroth), Malt bujén, agar



13

« Mikroorganismy sk. 1: Micrococcus luteus CCM 7320, Escherichia coli CCM 7929, Sac-
charomyces cerevisize CCM 8191

» Dezinfekcni prostiedky (antiseptika): Betadine, 70 % ethanol, 0,1 % KMnOy, 2 % chlorhe-
xidin, Septonex. Kontrolou bude sterilni médium Nutrient.

Pracovni postup
1) P¥iprava kultivaénich médii

- do Erlenmayerovy bariky pfipravte 30 ml Nutrientbroth bujénu (podle navodu
na zasobni ldhvi)

- michejte tak dlouho, az se prasek rozpusti, a pfidejte agar tak, aby jeho vysledna
koncentrace byla 3% (w/v)

- uzavfete nadobu hlinikovou f6lif, popiste ji a pfipravte k fyzikalni dezinfekci

- predejte nadobu vyucujicimu, ktery fyzikdlni dezinfekci médii zajisti

2) Nalévani misek

- umistéte sterilni Petriho misky do lamindrniho boxu a rozlejte do nich jesté
horky tekuty Nutrientbroth agar

- jednotlivé misky nechejte oteviené, dokud agar neztuhne (sniZeni kondenzace
vody na vicku) a pak zakryjte vickem, otocte a popiste misku na spodni strané

3) Inokulace sterilnich misek s agarem mikroorganismy sk. 1— testovani antisep-
tické dcinnosti vybranych piipravki, kdy kazd4d dvojice bude mit: 1 Petriho misku
s Cistym agarem pro inokulaci a ndsledné oSetfeni antiseptiky a 1 Petriho misku
s Nutrientbroth agarem pro kultivaci M. luteus, E. coli nebo misku s Malt agarem
pro kultivaci S. cerevisiae. Nejdfive provedte inokulaci misky s ¢istym agarem a oSet-
feni antiseptiky:

- pfipravené inokulum o hustoté 0,5 McFarlanda (M. luteus, E. coli nebo S. cerevi-
siae) 10x (100x) zfed'te v kalibrované plastové zkumavce (v lamindrnim boxu)

- 1 ml pfipraveného inokula (M. luteus, E. coli nebo S. cerevisiae) odeberte pipetou

- rovnomeérné rozetfete po agaru v misce (v lamindrnim boxu), pfebytek odsajte
a nechte zaschnout

- poté rozdélte misku ze spodni strany na 6 kvadranti — Betadine,
70% ethanol, 0,1% KMnOy, 2% chlorhexidin, Septonex a sterilni
médium Nutrient

- pomoci tampont osetfete vyznacené plochy jednotlivymi antisep-
tiky a sterilnim mediem a nechte ptisobit cca 2 minuty (do zaschnuti)

4) Déle provedte kontrolni stér a kultivaci:

- zapiSte si ptibliZnou dobu, po kterou antiseptika ptisobila a provedte kontrolni
stér (pro kazdy kvadrant pouZijte novy tampoén)
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- tamponem, kterym jste provedli stér, pak peclivé prejedte odpovidajici kvad-
rant v misce s Nutrientbroth agarem anebo Malt agarem (tak jako v pfedchozim
piipadé jsou rozdéleny na 6 kvadrantt)

- misku uzavfete a oznacte: jméno, datum, cas

- kultivace bude probihat p¥i 37°C 24 hodin (M. luteus a E. coli) nebo pfi 30°C 48
hodin (S. cerevisiae) v termostatu, pak budou Petriho misky uloZeny v lednici
do dalsiho cviceni

5) Izolaéni ockovani M. luteus, E. coli a S. cerevisiae a smés vSech tii mikrobt (kazda
dvojice pouze jeden mikroorganismus nebo smés na jednu misku): provedte
zpusobem uvedenym na obrazku 1.1

- kultivace bude probihat pii 37°C 24 hodin M. luteus a E. coli) nebo p¥i 30°C 48
hodin (S. cerevisiae) v termostatu, pak budou Petriho misky uloZeny v lednici
do dalsiho cviceni

Protokol ¢. 1 bude obsahovat:

- sloZeni média Nutrientbroth a Malt, jaké je optimaIni pH média pro rtst bakterif a
hub

+ latinské ndzvy vSech tii mikroorganismt, pouZzitych ve cviceni a dale, kde se s nimi
muZeme setkat

- antiseptika pouzitd ve cviceni, jejich mechanismus tcinku na mikroorganismy a
jakym zptisobem a kde se nejcastéji pouZzivaji

» schéma Petriho misky s kvadranty

- vysledky v procentech ti¢innosti jednotlivych antiseptik pro vSechny t#i mikroorga-
nismy ve formeé grafti na zdkladé poctu kolonif, které na oSetfeném povrchu vyrostly
(vztazeno ke kontrole — sterilni medium)

- stru¢ny popis principu izola¢niho ockovani, co je cilem, pfidat ndkres anebo fotku

2 Urcovani bakterii: hodnoceni kolonii, barveni a
mikroskopie, biochemické testy

Nasledujici den se podivdme na Petriho misky, tedy na kultury, které jsme pfedchdazejici
den naockovali vzorkem a inkubovali 24 hodin. Petriho misky hy¥i barvami, vidime
kolonie rtiznych barev a tvarti. Rada z téchto mikroorganismii mtize patfit mezi tzv.
normdélni mikrobiotu (mikrofléru, mikrobiom) lidského téla.

Za normélni mikrobiotu lidského téla (tab. 2.1) povaZzujeme mikroby, které béZzné na-
chdzime u zdravého jedince. Jeji sloZeni se lisi podle mista na téle a zavisi zejména
na véku, vyZzivé a okolnim prostfedi jedince. Odhaduje se, Ze celkovy pocet vyrazné
presahuje pocet somatickych bunék. Tyto mikroby kolonizuji v§echna mista makroorga-
nismu, kterd jsou ve styku s vnéjsim prostfedim. Naprostou vétsinou se jedna o bakterie.
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Kaze
Respira¢ni trakt

(nosni dutina)

O¢ni spojivka

Ktizovatka respirac-
niho a zazivaciho
traktu — hltan, du-
tina dstni

Zazivaci trakt —
tlusté stievo

Posevni sliznice

Propionibacterium acnes, Staphylococcus epidermidis, Sta-
phylococcus aureus,
rod Corynebacterium

Staphylococcus epidermidis,
rod Corynebacterium a piibuzné rody (tzv. difteroidy),
Staphylococcus aureus — mald mnoZzstvi

Koagulasanegativni stafylokoky,
Difteroidy;,

Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae

Streptokoky ze skupiny tzv. tstnich streptokokti
Lactobacillus, Actinomyces, Peptostreptococcus, Veillonella,
Prevotella, Porphyromonas, Fusobacterium,

rod Haemophilus véetné Haemophilus influenzae,
Streptococcus pneumoniae,

rod Neisseria — tzv. ,Gstni” neisserie, ale mohou byt
pfitomna i mald mnozstvi neklondlnich kmenti Neisse-
ria meningitidis,

nepatogenni spirochety (napf¥. Treponema denticola)
99% tvori anaerobni bakterie, zejména rody Bacteroides,
Bifidobacterium, Eubacterium, Peptostreptococcus, Clostri-
dium (véetné druhti C. perfringens a C. difficile), dale

je pritomna Escherichia coli a dalsi zastupci fadu Ente-
robacteriales, enterokoky, Bacillus cereus, Candida a ne-
Skodni komenzalni prvoci

Lactobacillus acidophilus a dalsi laktobacily,

mald mnozZstvi gardnerel, anerobti, popfipadeé i stafylo-
koku ¢i enterobakterii,

Candida a dalsi

Tabulka 2.1 Normadlni mikrobiota

Vyznam normalni mikrofléry spociva v jeji schopnosti branit usidleni patogennich mi-
kroorganismt, jakoZz i ve schopnosti stimulovat imunitni systém, nékdy mohou mit i
dalsi prospésné tucinky (napriklad syntéza vitaminii). Za urcitych okolnosti vS8ak mohou
témeéf vSechny tyto mikroorganismy byt patogenni.

Vétsina tzv. normalni mikrobioty mtiZe byt s makroorganismem v symbiotickych vzta-
zich, které mohou pfechazet od mutualistického vztahu aZ po paraziticky v zavislosti
na stavu makroorganismu. Je tfeba také zdtiraznit, Ze v rdmci béZné mikrobioty, v ramci
jednotlivych druhti bakterii mohou byt kmeny avirulentni, s nimiz bude zit makro-
organismus v miru, a pak kmeny virulentn{ téhoz druhu, které vyvolaji onemocnéni,
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Obrizek 2.1 Morfologické znaky kolonif

pouze vSak bude-li se jednat o citlivého jedince, jehoZ imunitni systém selhdva. Mezi
normdlni mikrobiotou jsou pfedevsim mikroby tzv. oportunné (fakultativné) patogenni,
které mohou, ale nemusi vyvoldvat onemocnéni, na rozdil od mikrob#i obligatné (pri-
marné) patogennich, které onemocnéni vyvolaji urcité a nepatfi tedy mezi normalni
mikrobiotu (napi. Mycobacterium tuberculosis).

Rtizné vypadajici kolonie mikroorganismt tedy podrobime makroskopickému pozo-
rovani kolonii, coz ndm umozni orienta¢ni identifikaci mikroba. Kromé tvaru kolonie,
jejtho okraje a profilu (obr. 2.1), je vyznamnym znakem barva (napt. druh Micrococcus
luteus méa Zluté kolonie) anebo transparentnost a velikost kolonif v mm.

Dalsim orienta¢nim postupem je zhotoveni mikroskopického preparatu z urcité vybrané
kolonie a jeho obarveni dle Grama.

Mikroskopickym pozorovanim bunék jednotlivych mikroorganismt v ramci populace
(kolonie) mtizeme sledovat velikost mikroorganismi (napf. rod Staphylococcus kolem
1um, rod Candida kolem 10 ym) a tvar jednotlivych bunék mikroorganismt (obr. 2.2
a 2.3) napft. kulovity —koky, protdhly — tycinky, spirdly. Buriky se vyskytuji jednot-
livé nebo vytvaii dvojice, fetizky, shluky, palisady. U nékterych bakterif se setkdvdme
s tzv. pleomorfismem, to znamend p¥itomnosti odlisnych morfologickych forem (koky,

ty¢inky apod.) u téhoz kmene mikroorganismu (napt. Haemophilus influenzae).

Mikroskopie jejednou ze zdkladnich metod, kterd ndm umoznuje identifikaci mikroorga-
nismil. Vétsinou pouzivdme opticky mikroskop, nebot mikroorganismy velikosti kolem
1 um jsou pfi pouziti objektivu 100x a imerzniho oleje dobie pozorovatelné. Elektrono-
vym mikroskopem miiZeme sledovat objekty velikosti 1-10 nm, pouZivdme ho napf.
pro pozorovani virti. Nejjednodussim prepardtem je tzv. nativni prepardt (suspenze
mikrobt na sklicku), ktery mtiZeme pouzit pfedevsim v diagnostice parazitologické
a mykologické, u bakterif jej vyuzivame v podstaté jen v pfipadé pozorovani pohybu.
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Mtizeme pfitom vyuzit riizné zvlastni mikroskopické techniky, jako je mikroskopie v za-
stinu (neboli v temném poli), fizovy kontrast apod. Nejcasté&ji vSak vyuZivdme preparaty
barvené. Abychom mohli preparat obarvit, musime ho nejprve fixovat. Fixace mtiZe byt
chemickd, napf. metanolem, bakteriologové vsak Castéji pouzivaji fixaci fyzikalni, v pla-
meni. Znamend to, Ze hodné natedénou suspenzi mikrobiadlni kultury rozetfeme po
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podloznim sklicku a nechdme zaschnout pfi pokojové teploté. Poté sklicka protdhneme
tfikrat plamenem lihového kahanu. Tento postup zajisti devitalizaci mikrobti a buniky
ztstanou pevné pfichycené ke sklicku. Nasledné preparat riznymi zptisoby barvime.
Zakladnim barvenim je barveni dle Grama, které rozlisi bakterie na grampozitivni a
gramnegativni (mimo nich existuji bakterie Gramem se nebarvici, a také se uvadéji bak-
terie gramlabilni, u kterych je vysledek barveni nejednoznac¢ny). Toto barveni je zaloZeno
na odlisné stavbé bunééné stény bakterii. Grampozitivni bakterie po obarveni roztokem
krystalové violeti a mofeni Lugolovym roztokem zadrzuji tento komplex v bunécné
sténé a jevi se ndm jako fialové, na rozdil od gramnegativnich bakterif, u kterych je tento
komplex pouZitim ethanolu nebo aceton-ethanolové smeési vymyt. Po dobarveni safra-
ninem nebo karbolfuchsinem jsou gramnegativni bakterie obarveny rtZzové, stejné jako
pfipadné buriky hostitele pfitomné ve vzorku (leukocyty, epitelie). Naopak kvasinky
maji vzhledem ke své bunécné sténé pfiblizné stejnou barvu jako grampozitivni bak-
terie. Soucasné jsme informovdni i o tvaru a uspofddani bunék. Grampozitivita anebo
gramnegativita bakterii vypovida také o citlivosti téchto skupin k rtznym skupinam
antibiotik. Podle Grama barvime nejen ¢istou kulturu bakterii, ale téméf kazdy tekuty
vzorek zaslany na mikrobiologické vysetfeni (hnis, punktat, sputum apod.). Bunééna
sténa nékterych bakterii obsahuje velké mnoZstvi mastnych kyselin a voski (nap¥. rod
Mycobacterium) a neda se barvit dle Grama. Nejcastéji se proto pouziva acidorezistentni
barveni podle Ziehl-Neelsena. Mykobakterie barvime za horka karbolfuchsinem, od-
barvujeme kyselinou sirovou nebo kyselym alkoholem. Po oplachnuti se k dobarveni
pouZije methylenovd modf nebo malachitova zeleri, takZe acidorezistentni mikroorga-
nismy muZeme pozorovat jako rtizové na modrém nebo zeleném pozadi.

o

Kbliz§imu urceni (identifikaci) se uZiva nejcastéji zjistovani biochemickych a fyziologic-
kych vlastnosti izolovaného kmene. Nékdy je nutno podezielou kolonii izolovat do ¢isté
kultury, to znamend, Ze ji pfeockujeme na vybranou selektivni, diagnostickou nebo se-
lektivné diagnostickou ptidu, kterd ndm upfesni urcitou skupinu mikroorganism napi.
enterobakterie, stafylokoky apod. Dale pak pouzivdme tzv. biochemické identifika¢ni
testy, které jsou v soucasné dobé jiZ v hotovych diagnostickych soupravéch a slouzi pro
diagnostiku zvolené skupiny bakterii napf. u nas dostupné ENTEROtest 16 a ENTE-
ROtest 24 (vyrobce Erba Lachema Brno), kterym identifikujeme gramnegativni ty¢inky
z Celedi Enterobacteriaceae, STAPHYtest 16 (rovnéz Erba Lachema), kterym rozlisime
rtizné druhy stafylokokti a mikrokokt apod. V zahranici existuji obdobné soupravy s ji-
nyminazvy (a cenou). Diagnostickou soupravou je v pfipadé unds pouzivanych souprav
mikrotitracni desti¢ka s jamkami, v nichZ jsou vysusena média se substraty (rtizné typy
sachariddi, aminokyselin apod.) a indikétory, do kterych pipetujeme suspenzi mikro-
bidln{ kultury o urcité denzité. Po pfedepsané inkubaci odecitdime vysledky vizualné
anebo spektrofotometricky. Vysledkem je barevnd zména substratu, ke které dochazi,
v pfipadé pozitivni biochemické reakce, zménou pfislusného indikatoru.

Mezi testy, které nejsou soucasti diagnostickych souprav, patfi priitkaz enzymu oxidazy
a cytochromoxidézy, které se podili na oxidativnich procesech v mikrobidlni burice.
Provadi se pomoci tzv. diagnostickych prouzk, které mtZeme piimo pfitisknout na
testovanou kolonii. Tento test ndm umoZiiuje rozliSeni gramnegativnich bakterii. Dalsim
rychlym testem je test na prtikaz kataldzy. Tento enzym umoziuje bakteriim rozkladat
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toxicky peroxid vodiku, vznikajici pi fagocytéze, na vodu a kyslik. P¥i testu pouZijeme
kapku 3% peroxidu vodiku, v niZ rozetfeme vySetfovanou kulturu. Pfi pozitivni re-
akci dochazi k uvolniovani bublinek kysliku. PouZivé se pro rozliSeni grampozitivnich
kokti. Stafylokoky jsou kataldza pozitivni, streptokoky a enterokoky jsou kataldzanega-
tivni. Prikaz volné a vazané koaguldzy ndm umoznuje odlisit druh Staphylococcus aureus
(koaguldzapozitivni) od ostatnich stafylokokti, které jsou vesmés koaguldzanegativni.
Pritomnost tohoto enzymu navys$uje virulenci Staphylococcus aureus. Principem stano-
veni koagulazy je reakce tohoto proteinu s fibrinogenem krali¢i plazmy, ktera se projevi
tvorbou srazenin. Pritkaz hemolyzind, coZ jsou mikrobidlni toxiny, ovliviiujici také viru-
lenci kmene, provadime na plotnach s krevnim agarem. Pfi kultivaci nékterych bakterii
dochézi k tvorbé hemolyzy, coz znamend, Ze krevni agar se v okoli kolonif odbarvi,
protoZe ptisobenim hemolyzinti dochdzi k poskozeni ¢ervenych krvinek a tim k uvol-
nénf hemoglobinu a jeho rozkladu (nap¥. Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa).
Jako viridace se oznac¢uje zména krevniho barviva na zeleny verdoglobin (nékteré druhy
rodu Streptococcus).

Cviceni ¢. 2: Vyhodnoceni tcinnosti antiseptik, hodnoceni
kiizového roztéru, hodnoceni kolonii, Gramovo barveni,
katalazovy test, mikroskopie trvalych preparati

Cile:
- Kontrola dezinfekce a antiseptické té¢innosti vybranych dezinfekénich latek
- Vyhodnoceni kffZzového roztéru
» Hodnocenf kolonii
» Gramovo barveni
- Kataldzovy test

» Mikroskopie — trvalé preparaty
(prdce ve dvojicich)

Material
+ Plastova bakteriologicka klicka
- Pasteurova pipeta plastova
» Podlozni skla
» Lihovy kahan
» Sada pfipravenych roztokt pro Gramovo barveni, peroxid vodiku 3 %

- Mikroskop, sada trvalych preparatt
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Pracovni postup

1) Vyhodnoceni tcinnosti dezinfekénich latek a hodnoceni kolonii mikroorga-
nisma M. luteus, E. coli a S. cerevisiae: spocitejte kolonie v jednotlivych kvadran-
tech a do protokolu ¢. 1 vyhodnotte téinnost jednotlivych antiseptik v procentech;
zpracujte vysledky graficky a uvedte antiseptickou tcinnost u vSech tfech mikro-
organismu

2) Vyhodnoceni k¥izového roztéru: zhodnotte, zda byla kultura nafedéna tak, aby
byly vidét jednotlivé kolonie

3) Déle provedte hodnoceni kolonii vSech tfi studovanych mikroorganismu s ohle-
dem na nasledujici znaky:

- velikost — kolonie jsou teckovité (mensi neZ 1 mm) nebo se jejich velikost
vyjadfuje primérem v mm

- tvar — kolonie pravidelné okrouhld, nepravidelnA. ..
- okraje —rovné, zvlnéné, vybézkaté, kofenovité
- profil — plochy, mirné vypoukly, vypoukly, vyrazné vypoukly, vyvysené okraje. . .
- povrch — leskly, hladky, matny, drsny, zvrdsnény. ..
- transparence — prithlednd, prisvitnd, neprtsvitna
- barva—bezbarvé, Sedobilé, barva dana tvorbou pigmentu (M. luteus — zluta)
4) Gramovo barveni M. luteus, E. coli a S. cerevisiae:

- nepatrné mnoZstvi z vybrané kolonie pfevedte bakteriologickou klickou do
kapky fyziologického roztoku na podloznim sklicku a nechejte zaschnout

- pfipraveny suchy preparat fixujte plamenem kahanu — tfikrat protdhnout sklicko
odvracenou stranou plamenem (dojde k usmrceni mikroorganismu a k jeho pfi-
chycenf na sklicko)

- na takto pfipraveny preparat kapnéte kapku krystalové violeti a nechte ptisobit
20 sekund

- bez oplachnuti prikdpnéte kapku Lugolova roztoku

- oba roztoky slijte a znovu nalejte dostate¢cné mnozstvi Lugolova roztoku a
nechte ptisobit 20 - 30 sekund

- pomoci pipety pfikapédvejte opatrné aceton-ethanolovou smés na zeSikmené
sklicko nad nétérem a nechejte volné stékat pres preparat, dokud nedojde
k odbarveni (odtékajici smés je bezbarva)

- preparat poté dobfe oplachnéte destilovanou vodou (stfickou nebo pipetou,
stejné opatrné jako pfi odbarvovani)

- na preparat pfikapnéte roztoku safraninu a nechte dobarvit po dobu — minimalné
60 sekund
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- nakonec preparat znovu oplachnéte destilovanou vodou a nechte oschnout;
mikroskopujte v olejové imerzi (objektiv 100x)

5) Kataldzovy test: vySetfovanou bakteridlni kulturu rozetfete sterilni bakteriologic-
kou kli¢kou na podloznim skle v kapce 3 % peroxidu vodiku a pozorujte, zda dojde
k uvolnovani kysliku

6) Mikroskopie trvalych preparata

Protokol ¢. 2 bude obsahovat:
* hodnoceni kolonii vSech tff mikroorganismi dle znaki uvedenych v bodé 3

- vyhodnoceni kiiZového roztéru — podafilo se zfedit kulturu natolik, abychom vi-
déli jednotlivé kolonie?

- postup barveni Gramem, princip, nédkres anebo fotku mikroskopickych preparéatt
pfipravenych ve cviceni

- odpovéd na otazku, zda M. luteus a E. coli jsou kataldzapozitivni anebo kataldzane-
gativni

- nakres anebo fotku trvalych preparatti, popis, zda se jednd o koky, ty¢inky, G*, G,
které z nich jsou soucésti normdlni mikrobioty a kde se s nimi mtizeme setkat (ktize,
GIT apod.) a jakd onemocnéni mohou zptisobit

3 Stanoveni citlivosti bakterii k antibiotikiim

V predchazejicich dvou cvicenich se ndm podafilo ziskat pomoci kultivace, mikrosko-
pie a biochemickych metod kmen uréitého druhu mikroorganismu, ktery pochdazel ze
zaslaného vzorku. Pfedpoklddejme tedy, Ze tento kmen je odpovédny za infekci, kvili
které vzorek klinicky lékai zaslal do mikrobiologické laboratofe. Abychom mohli navrh-
nout klinickému lékati vhodné antibiotikum, na které bude dany kmen citlivy, musime
provést stanoveni citlivosti k antibiotikim. Ta se stanovuje pfedevsim fenotypovymi
metodami, které se déli na kvalitativni prikaz citlivosti a kvantitativni stanoveni cit-
livosti. Ke kvalitativnimu pritkazu se pouziva nejcastéji diskovad difuzni metoda, ke
kvantitativnimu stanoveni citlivosti slouzi dilu¢ni metody, pfedevsim stanoveni mini-
malni inhibi¢ni koncentrace (MIC) mikrodilu¢ni metodou. VSechny testy pro stanoveni
citlivosti k antimikrobidlnim latkdm vyuZivaji ptidu dle Muellera a Hintonové (MH) ve
formébujonu a agaru. Od zivného agaru se lisi nepfitomnosti peptonu, ktery by brénil di-
fuzi antibiotik agarem. Obsahuje také skrob, ktery chrani mikroby pted jejich toxickymi
metabolity. Piida dle MH je vyuZivéna pro vySetfeni citlivosti vétSiny grampozitivnich i
gramnegativnich bakterii. Referenéni kmeny jsou uchovavéany pfi -80°C v glycerolovém
médiu. Cistou kulturu 1ze vyockovavat a pouzivat denné do 7 dnti, pak je potteba pouzit
novou zamraZenou kulturu. Vysledky testovani mohou byt vyrazné ovlivnény stafim
bunék (riistovou fazi), koncentraci a zptisobem pfipravy inokula. Pro diskovou metodu
se obvykle ptipravuje vychozi inokulum o koncentraci p¥iblizné 1-2x10% CFU/ml u
Escherichia coli, coz odpovidé zakalovému standardu 0,5 stuptitt McFarlanda. V pfipadé
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Obrazek 3.1 Diskova difuzni
metoda

mikrodiluéni metody je vychozi inokulum upraveno na kone¢nou koncentraci 10* - 10°
bunék v ml, a to fedénim vychoziho inokula fyziologickym roztokem nebo bujonem.

Diskova diftizni metoda patfi mezi rutinni vySetfeni a uZiva se pro stanoventi citlivosti
anebo rezistence k antimikrobnim latkdm na zdkladé velikosti zony, kterd se vytvori
po pfedepsané dobé inkubace kolem disku, napusténého urcitou antimikrobni latkou.
Aby byl vysledek testu spolehlivy, musi se pfesné dodrzovat pfedepsany postup. Do
Petriho misky o priméru 9 cm se nalije 25 ml uvareného a sterilizovaného média, coz
vytvori vrstvu 4 mm vysokou. Pfed inokulaci je potieba pfipadny kondenzat na povrchu
agaru vysusit, protoZe jinak miiZe dojit k rozmyti zény. Provedeme ockovani roztérem,
to znamend, Ze 1 ml inokula o hustoté 0,5 McFarlanda peclivé rozetfeme po povrchu
agaru pomoci hokejky nebo $pic¢ky a pfipadny prebytek odsajeme anebo provedeme
roztér vatovym tampoénem. Po naockovéani (do 15 minut) klademe na zaschly povrch
antibiotické disky, na misku o priméru 9 cm maximalné 6 disk. Disky musime pevné
ptitisknout, nebot naockované misky se inkubuji dnem vzhtiru (18 hodin pfi 35 -37°C).
Po inkubaci se vysledky odectou, to znamend, Ze se zméfi praméry inhibi¢nich zén
a na zdkladé toho jsou zatfazeny do kategorie citlivy (C), intermedidrné rezistentni (I)
nebo rezistentni (R) k urcité antimikrobialni ltce (obr. 3.1). Referen¢ni hodnoty ziskdme
z tabulek EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) na
strankdch Statniho zdravotniho tstavu (EUCAST BreakpointTables — www.eucast.org;
Cesky: http:/ /www.szu.cz/eucastdokumenty).

Stanoveni minimalni inhibiéni koncentrace mikrodilu¢ni metodou se provadi pfi vy-
Setfovani citlivosti kment, které byly izolovany z krve anebo u mikrobti vypéstovanych
z klinicky zédvaZznych pfipadi. Tato metoda je uzivana k uréeni miniméIni koncentrace
antibiotika, potfebného k inhibici riistu vysetfované bakterie a soucasné ndm umozriuje
stanovit citlivost nebo rezistenci daného kmene. Stanoveni provadime v mikrotitrac-
nich destickach, které maji 96 jamek s rovnym dnem. Pomoci multikandlovych pipet do
desticek pipetujeme médium a antibiotika. Jedna desticka obvykle slouZi pro kultivaci
jednoho kmene s nékolika réiznymi antibiotiky v osmi rtznych koncentracich, které
ziskame fedénim p¥imo v jamkach. Vysledny objem v jamce je vétsinou 100 ul. Uspo-
fadani desticky je mozno modifikovat dle potfeby, vzdy by vsak méla byt zastoupena
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Obréazek 3.2 Stanoveni minimdlni inhibi¢ni koncentrace, mikrotitra¢ni desticka

Break point

I @O T m O 6O ™ >

kontrola rtistu, coz je bujon bez antibiotika s mikroorganismem a kontrola kontaminace
zivného média, coZ je bujon bez antibiotika a bez mikroorganismu. Do jamek oc¢ku-
jeme inokulum o hustoté 0,5 McFarlanda, vyslednd koncentrace v jamkdach by méla byt
10% — 10° CFU/ml. Po stanovené dobé inkubace oded¢teme hodnotu minimélni inhibi¢ni
mikroorganismil (zdkal, sediment). Odecitani hodnot MIC je vizudlni, p¥ipadné spek-
trofotometrické za pouZiti readeru. MIC se obvykle vyjadifuje v ug/ml nebo v mg/L
Vysledky jsou opét porovnany s tabulkami breakpointtit EUCAST. Klinické breakpointy
jsou pouzivany v klinickych laboratofich k optimalizaci 1é¢by pacienta a pfedchézeni
vzniku rezistence v dtisledku uzitf nespravného antibiotika v nevhodné koncentraci.
Kmeny, jejichz MIC je niz$i neZ stanoveny breakpoint (rozhrani mezi citlivym a re-
zistentnim kmenem), jsou k dané antimikrobialni latce citlivé. Kmeny, jejichz MIC je
vyssi nez breakpoint, jsou k dané antimikrobialni latce rezistentni. Na obrazku 3.2 jsou
ve sloupcich 1-5, 9—-11 kmeny, jejichZ MIC je mensi neZ breakpoint, jsou tedy citlivé.
Ve sloupcich 6 -8 jsou kmeny, jejichz MIC je vétsi nez breakpoint, jsou rezistentni. Ve
sloupci 12 je kontrola riistu. Koncentrace antibiotika stoupa ve sloupcich od H po A,
kazd4 jamka je dvojndsobkem koncentrace pfedchozi jamky.

U zavaZnych stavil a u pacienti s poruchou imunity musi byt nasazena antibiotika
s baktericidnim tcinkem. Teoreticky by u nich bylo moZno provést stanoveni mini-
schopna usmrtit vSechny bakteridlni buriky (99,9 %). P¥i stanoveni se vychazi z testovani
MIC. Tekutina z jamek, ve kterych doslo k inhibici rtistu, se pfeockuje na pevnou piidu
(pfipadné do tekuté ptidy) a nechd se opét 18 -24 hodin kultivovat. Poté sledujeme
pripadny nérist kolonii na pevné ptidé anebo zékal v tekuté ptidé. Pokud dochazi k na-
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ristu, koncentrace antibiotika mikroorganismus neusmrtila, pouze potlacila jeho rfist.
Patrame tedy po nejnizsi koncentraci antibiotika, kter4 je jesté schopna mikroorganismus
usmrtit (MBC).

V praxi se MBC ani u baktericidné ptisobicich antibiotik zpravidla nestanovuje. Hodnota
MIC a MBC je u primdarné baktericidnich antibiotik téméf shodnd, a proto stanoveni
MIC ur¢i dostatecné dobie, zda antibiotikum bude moZno vyuZit. Zaroven u primarné
bakteriostatickych antibiotik je prakticky vyuZitelné pouze uréeni MIC, protoze hodnoty
MBC jsou u nich tak vysoké, Ze se v praxi nedaji vyuZit. Stanoveni MIC se tedy v praxi
vyuZiva u vSech antibiotik, tj. primarné baktericidnich i primarné bakteriostatickych.

Cviceni ¢. 3: Stanovendi citlivosti mikrobu k antimikrobial-
nim latkam
Cile:

- Diskovy difuznf test

» Mikrodilu¢ni metoda — stanoveni MIC
(prdce ve dvojicich)

Material
» hotova miska s Nutrientbroth agarem (z prvniho cviceni)
» tekuty Nutrientbroth
- roztoky chloramfenikolu
- automatické pipety
+ sterilni Petriho misky pro multikandlovou automatickou pipetu
- sterilni $picky v krabickach
- steriln{ papirové disky
- sterilni pinzeta
+ mikrobiologické zkumavky
- mikrotitra¢ni desticky
- plastova bakteriologicka klicka
» denzitometr

» vortex

Pracovni postup
1) p¥iprava inokula (suspenze) E. coli:

- k ptipravé pouzijte jednotlivou kolonii ziskanou izola¢nim oc¢kovanim; poza-
dovanad denzita suspenze je 0,5 McFarlanda, zméfte pomoci denzitometru
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1. dvojice studentt 2. dvojice studenttt 3. dvojice studentt

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Vysledna koncentrace

chloramfenikolu:

32ug/ml

16ug/ml

8ug/ml

4ug/ml

2ug/ml

lug/ml

0.5ug/ml

KONTROLA

Obrazek 3.3 Rozdéleni mikrotitra¢ni desticky

2) diskovy diftizni test:

- na spodni strané Petriho misky oznacte mista diskii i s koncentraci chloramfe-
nikolu

- na Nutrientbroth agar pipetou naneste 1 ml bakteridlni suspenze; pfebytecnou
tekutinu odsajte pipetou

- déle na agar vloZzte 4 disky pomoci sterilni pinzety (pfedtim na disky nakapejte
pipetou 10 ul pfipravenych roztokii chloramfenikolu a média)
1. disk: 3000 ug/ml roztok chloramfenikolu (mnozstvi na disku 30 ug)
2. disk: 1500 pug/ml roztok chloramfenikolu (mnoZstvi na disku 15 ug)
3. disk: 750 ug/ml roztok chloramfenikolu (mnoZstvi na disku 7,5 ug)
4. disk: médium

3) Proved'te kvantitativni test mikrodiluéni metodou (stanoveni MIC):

- tfi dvojice studenti budou mit k dispozici mikrotitra¢ni desti¢cku rozdélenou
(podle obr. 3.3) a postupné kazda dvojice zpracuje své 4 sloupce

- nejprve pfidejte do jamek tekuté médium Nutrient broth:

tadek A ............ 180 ul
tadkyBazG....... 100 ul
tadekH............ 100 ul

dojamky viadku A pridejte 20 ul zdsobniho roztoku chloramfenikolu 320 ug/ml,
roztok pipetou promichejte a do jamky v fadku B pfepipetujte 100 ul — takto
postupujte az do fadku G (z jamky v fadku G nezapometite 100 ul odpipetovat
do odpadni nddoby), aby ztstal zachovany stejny objem média)
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- nyni pfelijte pfipravené inokulum E. coli (0,5 McFarlanda) do sterilni plastové
Petriho misky, odeberte multikandlovou pipetou 1 ul inokula a pfevedte do ja-
mek v desticce, postupujte od kontroly smérem nahoru; mikrotitra¢ni desticku
nechejte kultivovat pfi 37°C 24 hodin; desticky budou pak uloZeny v lednici do
dalsiho cviceni

Protokol ¢. 3 bude obsahovat:
- co je to McFarlandova stupnice optické denzity? A jak ji stanovujeme?

- popiste postup pii diskovém diftznim testu, v dalsim cviceni provedete méfeni
velikosti inhibi¢nich z6én a doplnite do tohoto protokolu

*naslednym porovnanim s referenénimi hodnotami dle EUCAST vyhodnotite, zda
je testovany kmen E. coli citlivy anebo rezistentni, ndkres nebo foto

- postup pfi stanoveni MIC, v dal$im cvic¢eni doplnite vysledek (koncentraci chlo-
ramfenikolu v ug/ml, kterd inhibovala rtst E. coli)

+ srovndnim s referenénimi hodnotami dle EUCAST vyhodnotite, zda je testovany
kmen E. coli citlivy anebo rezistentni, ndkres nebo foto

- popiste ATB chloramfenikol (baktericidni nebo bakteriostatické, princip tcinku,
uziti. ..)

4 Mikrobiologicka jakost farmaceutickych produktt,
stanoveni mnoZstvi mikroorganismii ve vzorku

V nékterych pfipadech je nezbytné provést stanoveni mnozstvi mikroorganismt ve
vzorku. Stanovujeme pocet kolonii, ktery odpovidd po¢tu CFU v 1 ml ptivodniho vzorku
(CFU = Colony Forming Unit, neboli KT] = kolonii tvofici jednotka). P¥ikladem mtiZe byt
vysetfeni moce, kdy teprve hodnoty 10* az 10° CFU /ml svéd&f o mocové infekci. Dal$im
piikladem, ktery je vyznamny pro studenty farmacie je stanoveni mikrobiologické
jakosti farmaceutickych produkti, které musi byt bud sterilni anebo musi vykazovat
urcitou mikrobiologickou jakost, ktera je uvedena v Ceském lékopisu 2017. Uvedeme si
proto kategorie farmaceutickych p¥ipravka dle jejich mikrobiologické jakosti a lékopisné
zkousky, které se tykaji mikrobiologické jakosti.

Sterilita produktu musi byt zajisténa pouzitim vhodnych validovanych postupti pro-
dukce. Je nutné dodrZovat spravnou vyrobni praxi, kterd zahrnuje kvalifikovany perso-
nél, odpovidajici vyrobni prostory, vhodné zafizeni pro sterilizaci, opatfeni k minima-
lizaci mikrobidlni kontaminace pfed sterilizaci a pouZziti vstupnich materidli s nizkou
mikrobidlni kontaminaci. Diiraz je kladen na validované postupy, pii kterych je pro-
kdzano, Ze danym postupem je moZzno odstranit nejen bakterie, kvasinky a plisné, ale
také viry. Musi byt pravidelné provddén mikrobiologicky monitoring a mezioperacni
vyrobni kontroly. Je-li to mozné, pouZiva se sterilizace v konecném obalu parou, su-
chym teplem nebo ionizujicim zafenim. Neni-li moZna sterilizace v kone¢ném obalu, je
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pouZita filtrace pfes membranové filtry, ve vSech ptipadech je poZadovano, aby obal i
uzavér zajistily sterilitu produktu po dobu jeho pouZitelnosti.

V urditych pfipadech je uzivan pojem ,hladina steriliza¢ni jistoty” (sterility assurance
level, SAL). UZiva se proto, Ze nemiizeme zarucit sterilitu u kazdé jednotky z urcitého
souboru podrobeného sterilizaci. Vzdy zlistava urcita statisticka pravdépodobnost, Ze
néjaky mikroorganismus steriliza¢ni proces piezije. Hladina steriliza¢ni jistoty daného
postupu je vyjadiena jako pravdépodobnost vyskytu nesterilnich poloZek v tomto sou-
boru. Napt. hladina steriliza¢ni jistoty 107° vyjadfuje pravdépodobnost vyskytu nejvyse
jednoho Zivotaschopného mikroorganismu v 1x10° polozek kone¢ného produktu.

Pritomnost urcitych mikroorganismt v nesterilnich pfipravcich miiZe potencidlné sniZit
nebo inaktivovat 1é¢ivy tcinek produktu a miZe potencidlné nepfiznivé ovlivnit zdravi
pacienta. Vyrobci proto musi zajistit nizkou mikrobiologickou zatéZ koneénych 1ékovych
forem. V lékopise je uvedeny nejmensi pocet jednotek v ramci Sarze, ktery musi byt
pouZzit pro zkousku na sterilitu.

» Kategorie farmaceutickych produktia dle mikrobiologické jakosti

- Léc¢ivé piipravky s pfedepsanou sterilitou, nebo jiné pfipravky, jeZ jsou oznaceny
jako sterilni.
Je pozadovéna zkouska na sterilitu.

- Steriln{ 1é¢iva, jednordzové pomiicky, ndstroje a implantaty

- Infusni roztoky (NaCl, glukéza apod.)

- Krev, krevni derivaty a krevni ndhrazky (dextran)

- Uplna parenterélni vyZiva (aminokyseliny, vitaminy, glukéza, tuky apod.)

- Injekéné (nitroZilné, nitrosvalové, podkozné) poddvané roztoky (1 —50 ml) in-
suliny, vakciny, hormony, antibiotika

- Sterilni voda na omyvéni nebo zvlhéovani tkané atd.
- Dialyzacni roztoky

- O¢ni kapky

- Roztoky na kontakini ¢ocky

- Chirurgické nité, obvazové materialy, vata

- Drobné nastroje a jednorazové pomticky (jehly, stiikacky, rukavice, katetry,
skalpely, chirurgické ntizky, klesté atd.)
- Kardiostimulédtory, umélé chlopné, kloubni nahrady;, atd.
» Nesterilni 1é¢ivé pripravky a latky pro farmaceutické pouZziti
V rdmci mikrobiologického zkouSeni nesterilnich produkti je poZzadovano jednak
stanoveni poc¢tu mikroorganismii a dale zkousky na specifikované mikroorganismy.

- Lékopis uvadi kritéria p¥ijatelnosti, zaloZend na celkovém poctu aerobnich mik-
roorganismii (TAMC) a celkovém poctu kvasinek a plisni (TYMC) v CFU/g nebo
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CFU/ml

10! CFU: nejvyssi piijatelny pocet = 20

10? CFU: nejvyssi ptijatelny pocet = 200

10® CFU: nejvyssi ptijatelny pocet = 2000, atd.

Dale specifikuje mikroorganismy, které nesmi byt pfitomny.

- Nevodné piipravky pro peroralni podani, je povoleno TAMC 10%, TYMC 107,
nepiitomnost Escherichia coli (v 1 g nebo 1 ml)

- Vodné piipravky pro perordlni podéani, je povoleno TAMC 10?, TYMC 10},
nepiitomnost Escherichia coli (v 1 g nebo 1 ml)

- Rektélni podéni, je povoleno TAMC 10%, TYMC 10?

- Orélni podéni, kozni, nosni, usni podéni, je povoleno TAMC 10?, TYMC 10!,
nepfitomnost Staphylococcus aureus a Pseudomonas aeruginosa (v 1 g nebo 1 ml)

- Vaginalni podani, je povoleno TAMC 10?, TYMC 10!, neptitomnost Staphylo-
coccus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans (v 1 g nebo 1 ml)

- Transdermalni néplasti, je povoleno TAMC 10?, TYMC 10!, nep¥itomnost Sta-
phylococcus aureus a Pseudomonas aeruginosa (v 1 g nebo 1 ml)

- Inhala¢ni podéni, je povoleno TAMC 102, TYMC 10, nepfitomnost Staphylo-
coccus aureus, Pseudomonas aeruginosa a zlu¢ tolerujicich gramnegativnich bak-
terii (v 1 g nebo 1 ml)

- Peroralni 1ékové formy, obsahujici latky pfirodniho ptivodu, které nelze pro-
timikrobné ogetiit a TAMC suroviny pfesahuje 10%, je povoleno TAMC 104,
TYMC 10?, neptitomnost Staphylococcus aureus, Salmonella (v 10 g nebo 10 ml) a
Escherichia coli (v 1 g nebo 1 ml)

- Premixy pro medikaci krmiva pro veterindrni pouziti s pomocnymi latkami
rostlinného ptivodu, které nelze protimikrobné oetfit, je povoleno TAMC 10°,
TYMC 10*, neptitomnost Escherichia coli (v 1 g nebo 1 ml), Salmonella (v 25 g
nebo 25 ml), maximalné 10* Zlug tolerujicich gramnegativnich bakterii (v 1 g
nebo 1 ml)

+ Rostlinné 1é¢ivé produkty pro perordlni pouziti a extrakty pro jejich p¥ipravu
V rdmci mikrobiologického zkouSeni nesterilnich produktii je pozadovano jednak
stanoveni po¢tu mikroorganismti a ddle zkousky na specifikované mikroorganismy

- Rostlinné 1é¢ivé produkty obsahujici rostlinné drogy urcené pro piipravu na-
leviia odvarti za pouZiti vrouci vody (napf. rostlinné ¢aje) — je povoleno TAMC
107, maxim&lné 50 000 000 CFU/ g, TYMC 10°, maximéalné 500 000 CFU/ g, Es-
cherichia coli CFU /g 10, nep¥itomnost Salmonella

- Rostlinné 1é¢ivé produkty obsahujici rostlinné drogy nebo extrakty, jejichZ zpii-
sob piipravy (napf. extrakce) nebo pfedchozi oSetfeni redukuje hladiny mikro-
organismid — je povoleno TAMC 10*, maximélné 50 000 CFU /g nebo CFU/ml,
TYMC 10?, maximélné 500 CFU/ g nebo CFU/ml, Zlu¢ tolerujici gramnegativni
bakterie 104, nepiitomnost Salmonella, Escherichia coli
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- Rostlinné 1écivé produkty obsahujici rostlinné drogy nebo extrakty, jejichz
zpusob pfipravy neredukuje hladiny mikroorganismti na tiroveii uvedenou
v &asti B—je povoleno TAMC 10°, maximélné 500 000 CFU/g nebo CFU/ml,
TYMC 10*, maximélné 50 000 CFU/g nebo CFU/ml, Zlu¢ tolerujici gramnega-
tivni bakterie 104, nepiitomnost Salmonella, Escherichia coli

« Lékopisné zkousky na stanoveni mikrobiologické jakosti farmaceutic-
kych produkti

Zkous$ka na sterilitu

Tato zkouska se provadi u latek a pfipravkh nebo vybaveni, kde je v souladu s 1ékopisem
poZadovéna sterilita. Vyhovujici vysledek pouze udava, Ze ve zkouseném vzorku nebyl
nalezen v podminkéch zkousky zZadny kontaminujici mikroorganismus.

Zkouska na sterilitu se provadi za aseptickych podminek. Veskeré pracovni prostory,
v nichZ je zkouska provadéna, se pravidelné monitoruji vhodnou kontrolou (napft. stéry,
spad).

Zivné ptdy pro zkougku se mohou ptipravit, nebo mohou byt pouZity rovnocenné
komeréni ptidy. PouZzivaji se dvé zdkladni ptdy. Thioglykolatovad ptida je uréena pre-
devsim pro kultivaci anaerobnich bakterii (umozniuje i kultivaci aerobnich bakterif) a
puda s hydrolyzéty s¢ji a kaseinu, ktera je urcena jak pro kultivaci hub, tak pro kultivaci
aerobnich bakterii. Pfed provadénim zkousky je tfeba ptidy inkubovat 14 dni pro pritkaz
sterility.

U kazdé Sarze Cerstvé pfipravené piidy je potieba provést ristovou zkousku aerobnich a
anaerobnich bakterii. Mikroorganismy pouZité k inokulaci mohou projit maximalné péti
pasdZemi z ptivodniho mate¢ného inokula. Je také tfeba provést zkousku zpiisobilosti
metody.

Zkouska miiZe byt provedena metodou membranové filtrace nebo pifmou inokulaci
zkouSeného produktu do Zivné ptidy. Jsou zahrnuty vhodné negativni kontroly. Metoda
membranové filtrace je pouzita u vodnych, ethanolovych a olejovych p¥ipravkii nebo p¥i-
pravk misitelnych nebo rozpustnych ve vodnych nebo olejovych rozpoustédlech. Tato
rozpoustédla nesmi vykazovat v podminkéach zkousky protimikrobni téinek. PouZzivaji
se membranové filtry o velikosti p6rtt max. 0,45 um, je nutno filtrovat za aseptickych
podminek, je nutné umoznit aseptické vyjmuti membranového filtru a jeho pfeneseni do
zivné ptidy. Cely membranovy filtr je pfenesen do zivné ptidy nebo se asepticky rozdéli
na dvé ¢asti a kazdda polovina je pfevedena do jedné ze dvou vhodnych ptid.

Pady jsou inkubovany nejméneé 14 dnti. Ptidy jsou makroskopicky vySetteny na piipadny
nartst mikrobti v priibéhu inkubace (kultivace) a na jeji zévér (14 dnti). Neni-li pozorovan
zadny nartst, zkouseny produkt vyhovuje zkouSce na sterilitu.
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Mikrobiologické zkouseni nesterilnich produkta: stanoveni po¢tu mikroorganisma

Zkousky umoziiuji kvantitativni vyjadfeni mezofilnich aerobnich bakterii a hub. Tyto
metody nemohou byt pouZity pro produkty, které obsahuji mikroorganismy jako ak-
tivni slozky. Pokud md zkouSeny produkt protimikrobni i¢inky musi byt pfiméfenym
zpusobem odstranény. Pfed zapocetim zkousky je také tfeba ovéfit ristové vlastnosti
pad a kment, pouZitych pro testovani. Tyka se to kazdé Sarze. Suspenze zkuSebnich
kmenti nesmi projit vice nez péti pasdZemi z ptivodniho matefského inokula. Vzorky
jsou zpracovavany v zavislosti na lipofilité.

* Produkty rozpustné ve vodé jsou zfedény 1:10 v tlumivém roztoku chloridu sodného
s peptonem o pH 7,0, ve fosfore¢nanovém tlumivém roztoku o pH 7,2 nebo v tekuté
pudé s hydrolyzaty séji a kaseinu.

» Nelipidické produkty nerozpustné ve vodé jsou ztedény 1:10 v tlumivém roztoku chlo-
ridu sodného s peptonem o pH 7,0, ve fosfore¢nanovém tlumivém roztoku o pH 7,2
nebo v tekuté ptidé s hydrolyzaty séji a kaseinu a miize byt pridédna povrchové ak-
tivni ldtka jako je nap¥. roztok polysorbatu 80 (1 g /1) pro usnadnéni tvorby suspenze
$patné smacivych latek.

- Lipidické produkty jsou rozpustény v isopropyl-myristatu, ktery je sterilizovan mem-
branovou filtraci nebo je smichan se sterilnim polysorbatem 80 (1 g/1), je zahfivan
na max. 45°C ve vodni l4zni a nafedén 1:10 tak, aby vznikla emulze.

- Transdermdlni ndplasti jsou zpracovavany tak, Ze lepivy povrch ndplasti je pfekryt
sterilnfm poréznim materidlem (gdzou) a vzorek je vloZen do rozpoustédla a ttepan
nejméné 30 minut.

Jednou z pouZivanych metod je zalévani do agaru. PouZzivaji se Petriho misky o praméru
9 cm, do kazdé je pridan 1 ml vzorku (1:10) a 15 az 20 ml vhodné agarové ptidy, zahfaté
max. na 45°C (opét nejméné 2 misky pro kazdy mikroorganismus). Po inkubaci se stanov{
aritmeticky primér pro kazdou ptidu a vypocita se pocet jednotek vytvarejicich kolonie
v pvodnim inokulu (CFU/ml).

vew s

Nejuzivanéjsi metodou je metoda inokulace na povrch agarové pidy. Do Petriho misky
o priméru 9 cm je pfevedeno 15-20 ml vhodné pudy, sterilizované a vychladlé na
45°C. Po ztuhnutif se nechd povrch plidy zaschnout (v lamindrnim boxu). Pro kazdy
mikroorganismus jsou pfipraveny dvé misky. Odméfeny objem (1 ml), nejméné vsak
0,1 ml vzorku je rozetfen na povrch ptidy. Po inkubaci se stanovi aritmeticky pramér
pro kazdou plidu a vypocitd se pocet jednotek vytvarejicich kolonie v ptivodnim inokulu
(CFU/ml).

Ocekavame-li velkou mikrobialni kontaminaci, musime provést sériové fedéni vzorku,

aby bylo mozno kolonie spoéitat. Redéni provddime ve zkumavkach, z nichz potom
odebereme 1 ml, ktery vyockujeme na agarovou plotnu.

Na Petriho misce, kde jiZz vidime jednotlivé kolonie, spocitime pocet kolonii a tento
pocet vyndsobime poctem fedéni. Ziskame tak pocet jednotek vytvéfejicich kolonie
v pivodnim inokulu (CFU/ml) (obr. 4.1).



31

1ml 1ml 1ml 1ml 1ml
P— —
Vzorek

— ~
9ml ° S
Fed!'cf!‘\o ° § =4 g
média 9 S o S =1
v kazdé = s, Bl = =
zkumavce _§ ’-“; ’-“; _§ é
Obrizek 4.1 Stanoveni poctu K & & & &

mikroorganismu

Mikrobiologické zkouSeni nesterilnich produktii: zkousky na specifikované mikro-
organismy

Zkousky jsou navrhované tak, aby bylo urceno, zda latka nebo piipravek odpovid4 stano-
vené specifikaci mikrobiologické jakosti. Sleduje se tedy pfipadnd pfitomnost Escherichia
coli, Salmonella, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, klostridii a Candida albicans.
V piipadé, Ze mé produkt protimikrobni t¢inky, je tfeba provést neutralizaci. Tak jako
v pfedchozich pfipadech je potieba ovéfit rlistové vlastnosti ptd a kmend. Vzorky jsou
fedény v poméru 1:10, v pfipadé rodu Salmonella nejméné 10 g nebo 10 ml produktu,
v pfipadé ostatnich mikroorganismii 1 g nebo 1 ml produktu. Vzorky jsou pfevedeny
do vhodnych tekutych piid, kde jsou inkubovany za pfesné stanovenych podminek. Po
této predinkubaci je proveden odbér a subkultivace na vhodnych selektivnich tekutych
a pevnych padéch. Pokud dojde na pevné ptidé k rastu kolonif, ukazuje to na moznou
pfitomnost daného mikroorganismu. Ta musi byt potvrzena vhodnymi biochemickymi
testy. Aby produkt vyhovél, nesmi byt pfitomny Zddné kolonie nebo musi byt bioche-
mické identifika¢ni zkousky negativni.

Cviceni ¢. 4: Vyhodnoceni diskového diftizniho testu a MIC,
stanoveni MBC, stanoveni mikrobiologické jakosti nezna-
mého vzorku (stanoveni poc¢tu mikroorganismii)
Cile:

- Vyhodnoceni diskového diftizniho testu

» Vyhodnoceni citlivosti Escherichia coli k chloramfenikolu (MIC)

- Stanoveni minimadln{ baktericidni koncentrace chloramfenikolu (MBC)

- Stanoveni mikrobiologické jakosti neznamého vzorku (stanoveni poc¢tu mikroorga-
nism)
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(price ve dvojicich)

Material
* masopeptonovy bujén (nutrientbroth) —hotova ptida v Petriho misce
» masopeptonovy bujén (nutrientbroth) — tekuty
- bakteriologicka klicka
- mikrobiologické zkumavky
- zkumavka s kalibraci
* vortex
- automatickd pipeta
» pravitko papirové

« transluminéator

Pracovni postup
1) Vyhodnoceni diskového diftizniho testu

- E. coli byla v rtistu inhibovana chloramfenikolem a kolem diskt se vytvofily
inhibi¢ni zény, zméfte pravitkem primér zén, dle EUCASTU vyhodnotte, zda
sejedna o citlivy anebo rezistentni kmen a vysledky zaznamenejte do protokolu
¢.3

2) Vyhodnoceni citlivosti Escherichia coli k chloramfenikolu (MIC)

-za MIC se povaZuje nejnizsi koncentrace antibiotika, kterd je jesté schopna
potlacit (inhibovat) riist testovanych mikrobii
- stanovte MIC chloramfenikolu dle zdkalu v jamkach

- dle EUCASTU vyhodnotte, zda se jednd o citlivy anebo rezistentni kmen a
vysledky zaznamenejte do protokolu ¢. 3

3) Stanoveni minimalni baktericidni koncentrace chloramfenikolu (MBC)

- Petriho misku s Nutrientbroth agarem rozdélte na takovy pocet kvadrantti jako
je jamek bez zakalu v mikrotitra¢ni desticce, kde byla stanovena MIC

- bakteriologickou klickou vyockujte vSechny 4 jamky naleZejici k urcité koncen-
traci chloramfenikolu do uréeného kvadrantu

- stejnym zplisobem postupujte v pfipadé dalsich koncentraci bez zédkalu (napft.
8 ug/ml, 16 ug/ml, 32 ug/ml) — vzdy s novou bakteriologickou klickou!

4) Stanoveni mikrobiologické jakosti neznamého vzorku (stanoveni po¢tu mikrob)
- provedte sériové fedéni nezndmého vzorku (modifikovand metoda); kazda

dvojice bude mit 1 Petriho misku s Nutrientbroth agarem, kterou rozdéli na 5
segmentd, to znamend 5 fedéni
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- ptipravte sadu (5) mikrozkumavek (1,5 ml) do kazdé odpipetujte 900 ul maso-
peptonového bujénu (Nutrientbroth) — tekutého a uzaviete uzavérem

-nezndmy vzorek pfed pouZitim fddné promichejte na vortexu, pak odeberte
100 ul vzorku a pfidejte do prvni mikrozkumavky, dobfe promichejte, odeberte
100 ul do dalsi zkumavky atd.

- v8ech 5 mikrozkumavek opét promichejte na vortexu, odeberte 100 ul z kazdé
a dobfe $pickou rozetiete po segmentu na agaru v misce (aniZ byste porusili
povrch agaru)

- Kultivace bude probihat pti 37°C 24 hodin, pak budou agary uloZeny v lednici
do dalstho cviceni

Protokol ¢. 4 bude obsahovat:

» definici MIC a MBC; v poslednim cviceni vyhodnotite MBC a vysledky doplnite
do tohoto protokolu — zhodnotite, zda je chloramfenikol bakteriostaticky anebo
baktericidni

+ v poslednim cvi¢eni vyhodnotite pocet bakterii v nezndmém vzorku, do protokolu
nakreslete fedici schéma

Molekularni a sérologické metody v priikazu mi-
kroorganismii a infekci

Molekuldrni metody a sérologické metody (v nejSirsim smyslu toho slova) byly v kli-
nické mikrobiologii uzivané jiz diive, pfedevsim v diagnostice mikroorganismi, jejichz
kultivace na umélych ptidach je nemozna anebo velmi obtiznd, dle u pomalu rostou-
cich mikroorganismu a vSude tam, kde se jednd o Zivot ohroZujici infekce a je diilezita
rychlost diagnostickych metod. V soucasné dobé dochézi k velkému rozvoji téchto me-
tod i u mikrobd, kde stdle dominuji klasické metody mikrobiologie, jako je kultivace,
mikroskopie a biochemické metody; u téchto mikrobti maji ale zpravidla jiny vyznam
(genotypizace konkrétniho kmene, analyza pfitomnosti konkrétniho vyznamného genu
apod.). Zatimco molekuldrni metody (priitkaz nukleové kyseliny mikroba) jsou vzdy
ptimé, tj. prokazuji pritomnost mikroorganismu v makroorganismu, serologické metody,
zaloZené na principu interakce antigenu s protilatkou, mohou byt budto pfimé (proka-
zujeme antigen pomoci laboratorni protilatky proti danému mikrobovi) nebo nep#imé
(prokazujeme protilatky testovaného jedince pomoci laboratorniho antigenu).

Na rozdil od pfimych metod pozitivita nepfimé metody prokazuje pouze to, Ze se
makroorganismus s danym mikroorganismem nékdy setkal. Nalez protilatek tedy ¢asto
nestaci k pritkazu probihajici infekce. Aby bylo mozno se alespori ¢astecné vyjadrit k fazi
onemocnéni, je zpravidla potfeba vice tidajt (napfiklad vyvoj mnoZstvi protilatek v case
nebo tidaje o tfidé nalezené protilatky). Na druhou stranu, nepfimé metody majiijednu
velkou vyhodu: nenf u nich nutno védét, kde v téle je mikrob lokalizovan (u nékterych
to ani nejde —napf¥. toxoplazméza nebo lymeska boreliéza). Analyzovanym vzorkem
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je totiZ aZ na vyjimky krevni sérum, a to bez ohledu na predpokladanou lokalizaci
patogena.

Kromé molekuldrnich a sérologickych metod je v této kapitole také zminka o priikazech
nékterych produktti metabolismu a o pokusu na zvifeti.

Molekuldrni metody — priikaz nukleovych kyselin

Priikaz nukleovych kyselin je moZzny pomoci rtiznych metod, které se daji rozdélit na
zédkladni dvé skupiny podle toho, zda je pouzita amplifikace (zmnoZeni). Bez ampli-
fikace ve vzorku se pouzivaji nejcastéji genové sondy. Metody s vyuzitim amplifikace
jsou potom jednotlivé typy PCR (polymerase chain reaction — polymerazova fetézcova
reakce), LCR (ligase chain reaction —ligdzova fetézcova reakce) a NASBA (nucleic acid
sequence-based amplification — amplifikace nukleovych kyselin na zdkladé sekveno-
vani).

Genové sondy

Hlavnimi metodami priitkazu nukleovych kyselin bez vyuziti amplifikace jsou genové
sondy. Pojem genové sonda vychazi ze vzhledu testovaciho zafizeni, malého ¢ipu/sondy,
kdy na pevném nosici (skle/silikonové destic¢ce) se nachdzi vybrané tseky jednovlakno-
vych oligonukleotidti, které jsou charakteristické pro urcité ¢asti vybranych nukleovych
kyselin. P¥imo na ¢ip se nandsi vzorek, ktery se v komplementarnich tsecich navdze —
hybridizuje —na pfitomné oligonukleotidy. Navdzani mtize byt iplné pfi plné shodé,
¢astecné pri nepresné shodé, nebo k nému viibec nedochazi. Detekce probihd pomoci
fluorescence a vysledek je porovnan s databazi (obr. 5.1).

V mikrobiologii je tento zptisob vyuZivan napfiklad k pritkazu DNA Neisseria gonorrhoeae
a Chlamydia trachomatis ve vzorcich z urogenitdlniho traktu.

PCR

Nejrozsifenéjsi metodou vyuzivajici amplifikaci hledané DNA je polymerdzova feté-
zova reakce. Ta je zaloZena na opakovanych cyklech, sklddajicich se ze t¥i zdkladnich
krokti, pti kterych dojde postupné k namnozeni urcitého tiseku DNA. Reakce probihaji
v termocykleru, kde jednou z dtlezitych ¢asti procesu jsou spravné nastavené teplotni
podminky, které se v prtibéhu reakce méni.

V prvnim kroku reakce dochdzi k denaturaci v disledku zvyseni teploty na hodnotu
kolem 95°C. Za této teploty dochazi k rozpadnuti vodikovych mtstk(i mezi vldkny
DNA a tim k rozdéleni dsDNA na ssDNA.

Nasledujicim krokem je annealing. V tomto kroku se teplota snizi na 50 - 60°C (pfi této
teploté dochdzi k opétovné renaturaci jednotetézcové DNA) a do reakce jsou pfidany
v nadbytku specifické oligonukleotidy — primery, které nam znaci hledany tsek DNA.
Diky své mensi velikosti budou primery snadnéji a rychleji hybridizovat s hledanym
tsekem DNA nez dlouhé sekvence, které vznikly v minulém kroku. Vhodna teplota
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Obrazek 5.1 Ukazka genové sondy

v tomto kroku musi byt spravné nastavena pro konkrétni reakci a je pro vysledek PCR
kritickd — p¥1li$ nizka vede k vazbé primerti i na netiplné komplementarni mista, naopak
vysoka teplota vede k nedostatecnému vazani primerd.

Tretim krokem je elongace. Pti teplotach 65 — 75°C dochazi k syntéze novych fetézcti. Tato
syntéza probiha od 3’-konce primert, které nasedly na jednofetézcovou DNA (templat)
v pfedchozim kroku pomoci DNA polymerazy a to z jednotlivych nukleotidi, které jsou
v reakci pfitomné v nadbytku.

Opakovani téchto 3 kroki, tvoricich jeden cyklus, vede k exponencidlnimu namnoZeni
noveé vytvofenych fetézcti (obr. 5.2). Vysledny produkt — amplikon — je ndsledné analy-
zovan, napiiklad elektroforeticky s ndslednym obarvenim.

VyuZiti PCR reakci je pfedevsim pro detekci mikroorganismi, které rostou pomalu
nebo je jejich kultivace ndro¢nd jako naptiklad Mycobacterium tuberculosis, Chlamydia
trachomatis, Neisseria gonorrhoeae a dalsi.

Mezi nékteré z pouzivanych obmén PCR reakci patii naptiklad:

» Kvantitativni real-time PCR (qPCR)
Tato metoda se vyuzivéd pro kvantifikaci urcité sekvence ve vzorku. Samotné mé-
feni PCR produktu probihd v redlném case v pribéhu amplifikace (PCR v redlném
Case —real-time PCR). Vyuziti md tato metoda naptiklad pro méfeni exprese kon-
krétniho genu.

- Reverzné transkripcni PCR (RT-PCR)
RT-PCR se pouziva pro amplifikaci mRNA. U této metody se postupuje od izolace
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Obréazek 5.2 Schéma PCR reakce

celkové RNA nebo mRNA ze vzorku, pfes ndsledné pfevedeni reverzni transkripta-
zou mRNA na cDNA a poslednim krokem je potom klasicka PCR.

LCR

Je to metoda, jejiz princip je stejny jako u PCR, jen je do smési pfidana i termostabilni
ligdza. Diky jeji pfitomnosti je metoda pfesnéjsi a je schopna odhalit rozdily ijen v jednom
paru bazi. Této vlastnosti je napfiklad vyuZivano k rozliseni mezi patogenni Listeria

monocytogenes a nepatogenni Listeria innocua.

NASBA

Metoda je podobnd klasické PCR, je zaloZena také na primerech a transkripci, ale na roz-
dil od PCR probihd za izotermnich podminek (kolem 41°C). Tato metoda ma uplatnéni
predevsim pfi amplifikaci RNA. V priibéhu metody jsou vyuzity tfi enzymy — reverzni
transkriptdza, ribonukledza a DNA dependentni RNA polymeraza. Vyhodou oproti re-
verzné transkripéni PCR jsou pravé izotermni podminky. Pomoci této metody se daji
napiiklad identifikovat koronaviry.

MALDI TOF

Jednou z dalSich moZnosti identifikace mikroorganismu je vyuZiti ionizace laserem za
pritomnosti matrice (MALDI, matrix assisted laser desorption/ionization) v kombinaci
s detektorem doby letu (TOF, time-of-flight). Jednd se o hmotnostn{ spektrometrickou
metodu, pii které je nanesena smés matrice a vzorku (v mikrobiologii se jednd o suspenzi
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¢isté kolonie, izolované z ptivodniho vzorku) na vhodny nosic a je ndsledné ionizovdna
paprskem laseru. Nasleduje pohyb takto nabitych ¢astic v elektrickém poli a detekce
jejich rychlosti. Ta je potom v zavislosti na jejich molekulové hmotnosti a velikosti zis-
kaného naboje vyhodnocena a vysledkem této analyzy je specificky proteinovy profil
s charakteristickym obsahem proteiniti a nukleovych kyselin, ktery je dale porovnan
s databdzi patogeni.

Touto metodou jsme schopni ¢asto urcit nejen rod bakterie, ale dokonce i druh. S rozsi-
fujici se databazi a vzhledem k rychlosti a pfesnosti analyzy je tato metoda stale castéji
pouzivana v mikrobiologickych laboratofich.

Sérologické metody

Serologické metody pouzité k pfimému priakazu

Prakaz strukturalniho antigenu

Antigeny jsou makromolekuly cizorodého ptivodu, které jsou rozpoznany imunitnim
systémem a vznikd na né imunitni reakce. Antigenem mohou tedy byt jak ¢asti bunék,
tak chemické produkty a slouceniny rtzné velikosti, struktury a chemického sloZeni.
V mikrobiologii byva nejcastéji sledovanym antigenem nékterd z povrchovych struk-
tur mikroorganismu (zpravidla proteiny nebo polysacharidy), pfipadné jeho chemické
produkty. Pokud jde o povrchovou strukturu, mluvime o tzv. strukturdlnim antigenu.
Antigeny prokazujeme pomoci sady zndmych protilatek. Pokud je pritkaz antigenu po-
zitivni, zna¢i ndm to aktudlni pfitomnost infekéntho agens, ze kterého antigen pochézi.

Kromé pritkazu antigenu ve vzorku je také moZznd antigenni analyza vypéstovaného
kmene, tj. kombinace kultiva¢niho priikazu (vétsinou k druhovému uréeni) a prikazu

antigenu (pouZiva se zpravidla k pfesnéjsimu urceni — hovofime o sérotypizaci, pri-
kazu sérotypu neboli sérovaru neboli antigenniho typu).

Prikaz toxinu

V nékterych ojedinélych pfipadech je mozné prokdzat mikrobidlni toxin jako antigen.
Pomoci imunofluorescen¢ni soupravy je napfiklad mozné prokazat nékteré enteroto-
xiny jako tteba toxiny Clostridium difficile. Dalsi metodou detekce bakteridlniho toxinu je
LAL (Limulus amebocyte lysate) test, pfi kterém dochdzi k vysrdZeni lyzatu, ziskaného
z ostrorepa Limulus polyphemus, pokud je ve vzorku i jen nepatrné mnozstvi endotoxinu
gramnegativnich bakterii. Tato metoda neni pouzivdna pro identifikaci p¥fitomného mi-
kroorganismu, ale pfedevsim pro dlikaz apyrogenity farmaceutickych pfipravka.

Sérologické metody pouZzité k nepfimému priakazu

Protildtka neboli imunoglobulin je litka bilkovinné povahy, kterd se specificky vaze
na antigen. Tvorba protildtek je soucasti imunitni reakce, kterd vznikd po rozpoznani
antigenu. Protilatky hraji dtileZitou roli p¥i obrané proti cizorodym mikroorganismtim a
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jejich toxindim. Jsou schopné aktivovat dalsi slozky imunitniho systému jako napiiklad
komplementovou kaskadu, NK buriky, degranulaci zZirnych bunék a také maji schopnost
opsonizace, ¢imz usnadnuji fagocytézu. Jednotlivé imunoglobuliny mtiZeme najit na
povrchu B-lymfocytd, které je produkuji a také volné v krevnim séru a télnich tekutinach.
V casnych fazich infekce se objevuji protilatky IgM (nékdy IgA), pozdéji pak tfida
IgG, kterda mtiZze velmi dlouho po prodélaném onemocnéni pfetrvavat. Samotna detekce
protildtky tedy neprokazuje, Ze je patogen jesté pfitomny v téle hostitele. MiiZe také
znamenat, Ze pacient byl v kontaktu s antigenem v minulosti.

Stejné jako nezndmy antigen se prokazuje pomoci sady znamych protilatek, protilatky
prokazujeme pomoci zndmého antigenu.

vvvvv

i nepfimému prikazu. To plati i pro vétsinu jednotlivych technik, které se v sérologii
pouzivaji. Je ale tfeba upozornit, Ze nékdy se pojem , sérologické metody” zuZuje jen na
vyuzitf k nepfimému pritkazu.

Lis{ se ovSem pouzité vzorky: zatimco u pritkazu antigenu se jako u kterékoli jiné pfimé
metody zpravidla snazime ziskat vzorek z mista infekce (u priikazu sttevnich rotavirt
je to vzorek stolice, u priikazu neurovirt je to vzorek mozkomisniho moku apod.), u
priikazu protilatek vychazime nejcastéji ze vzorku krevniho séra (naZloutld tekutina bez
bunéénych elementfi, kterd vznikla po vysrdZeni plné krve a naslednym odstranénim
krevni sraZeniny, bez obsahu sraZecich faktort).

Vsechny sérologické reakce (v SirSim slova smyslu) jsou zaloZené na reakci mezi an-
tigenem a protilatkou, kdy jednu sloZzku reakce vZdy zndme a druhou vySetfujeme.
Pti pouziti k priikazu antigenu jsou vétsinou rychlejsi nez kultivace a umoZznuji i zachyt
$patné kultivovatelnych mikroorganizmt. Pro pouZziti k pritkazu protilatek tuto vyhodu
ztraceji, naopak je potfeba pocitat s tim, Ze protilatky se v organismu hostitele objevi
aZ po urcitém case (zpravidla dva aZ tfi tydny). Prikaz protilatek v tomto ,diagnos-
tickém okné” nicméné muZe mit pirekvapivy vyznam —slouzi jako ditkaz cerstvosti
infekce (v prvnim vzorku, ziskaném bezprostfedné po infekci, jesté protilatky nebyly, ve
druhém uz jsou — dtikaz, Ze doslo k tzv. sérokonverzi).

Mezi zédkladni vySetfovaci metody patii: aglutinace, precipitace, komplement fixa¢ni
reakce, neutralizace a reakce se znacenymi slozkami. U klasickych reakci (coZ jsou
vSechny kromé reakci se znaenymi slozkami) se zpravidla pracuje s titrem — neboli
nejvyssim fedénim, kdy jesté byla reakce pozitivni. Redéni byvé nejéastéji geometrickou
fadou. U reakci se znacenymi slozkami zpravidla s titrem nepracujeme. Tyto metody
totiz dokdzi rozlisit jednotlivé tfidy protilatek, takZze dtleZitou informaci o tom, zda jde
o erstvou anebo dfive prodélanou infekci, ziskdme jinym zptisobem.

Aglutinace

Aglutinace je metoda, pfi niZ se v séru pfiddnim znamych antigenti stanovuji protilatky
nebo naopak. Na rozdil od precipitace nepracuje aglutinace s izolovanymi molekulami
antigenu, ale s ¢asticemi (zpravidla celymi mikroby), které maji antigen na povrchu.
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Obrazek 5.3 Pozitivnivysledek aglu- Obrazek 5.4 Negativnivysledek aglu-
tinace tinace

Aglutinace s heterofilnim antigenem

Je metoda, pfi které se prokazuje tvorba protilatek na antigen, kterym neni mikrob,
ale jsou jim povrchové struktury erytrocyt. P¥i aglutinaci dochédzi k vzniku sraZeniny.
Vyuzitim je nap¥iklad Paulova-Bunnelova reakce, kterou se prokazuje infekéni mono-
nukledza.

Stanoveni protilatek aglutinaci

Jde o stanoveni protildtek v séru prfidanim roztoku s antigeny, pfitomnymi na povrchu
zndmych bakterii. Vzdjemnou vazbou protildtky a antigenu dochazi ke vzniku sraZeniny.
Tato metoda se vyuziva v nékolika reakcich slouZicich pro priikaz patogenti. Naptiklad
Widalova reakce (pritkazu bakterif rodu Salmonella u bfisniho tyfu), Wrightova reakce
(priikaz bakterif rodu Brucella), nebo Weilova-Felixova reakce (priikaz rickettsif). Pozitiv-
nim vysledkem reakce je vznik sraZeniny pf¥ipominajici nepravidelny chuchvalec oproti
negativnimu sedimentu ve tvaru malého pravidelného kolecka (obr. 5.3 a 5.4).

Priikkaz antigenu a antigenn{ analyza aglutinaci

Protilatky miiZeme prokazovat ve vzorku (napiiklad mozkomisniho moku) nebo u ¢is-
tého kmene. Tato metoda md napfiklad vyuziti pfi rozliSovani jednotlivych kment
enteropatogennich Escherichia coli i pti sérotypizaci celé fady bakterii (napf. salmonel,
yersinii, hemofildi, hemolytickych streptokokti a mnoha dalsich).

Aglutinace na nosicich

Tento typ aglutinace vyuZivad antigenti nebo protilatek navazanych na nosici, kterym
mohou byt napfiklad erytrocyty nebo latexové ¢i polycelul6zové ¢astice. Mezi aglutinace
na nosici, kdy jsou antigeny umistény na erytrocytech, patfi i hemaglutina¢ni reakce
(TPHA), kterou lze prokédzat Treponema pallidum. Pomoci testtl s latexovym nosicem lze
napiiklad prokazovat ptivodce hnisavych meningitid v mozkomisnim moku, ale lze
(stejnou sadou) i typizovat jiz vykultivovany kmen meningokoka.
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Precipitace

Pti precipitaci vznikd nerozpustny komplex protilatky s antigenem. Tento nerozpustny
komplex vznikd bud na rozhrani dvou fazi, nebo ve formé vlocek ve smésném roztoku.
Vhodnym prostfedim mohou byt bud vodné roztoky, nebo agarézovy gel.

Precipitace v roztoku

Prstencovd reakce: nerozpustna sraZenina vznikd ve formé prstence na rozhrani dvou
vrstev roztoku, kdy doslo ve zkumavce k prevrstveni roztoku s protilatkou roztokem
s antigenem. Tato metoda ma vyuziti pfi ur¢ovani napfiklad streptokokdi.

Flokulacni reakce: nerozpustnd sraZenina vznikd ve formé vloc¢ek ve smiseném roztoku.
Jednim z vyuziti této metody je precipitacni screeningovy test na syfilis. Pfi tomto
konkrétnim testu nesledujeme protildtky zaméfené piimo proti ptivodci onemocnéni, ale
sledujeme tzv. heterofilni protildtky — protilatky, které jsou zaméfeny na jiny antigen, ktery
se charakteristicky vyskytuje v téle v priibéhu daného onemocnéni. V p¥ipadé syfilis
nesledujeme tedy protildtky proti Treponema pallidum, ale proti kardiolipinu (fosfolipid
pfitomny v téle syfilitikii). Jednd se pouze o rychlé screeningové vysetieni, které je
potieba nésledné potvrdit pfesnéjsimi metodami.

Precipitace v gelu

V gelu sraZenina vznikd ve formé precipita¢ni linie na rozhrani dvou difundujicich
fazi z jamek v gelu. V téch jsou naneseny roztoky antigenti, nebo protilatek. Jednim
z konkrétnich pfikladii této metody je dvojité uspofddani podle Ouchterlonyho, kdy
v prostfedni jamce je vzorek séra a do 4 okolnich jamek se nanesou suspenze antigent
(mozZnd je i obrdcend varianta, pokud sledujeme jeden typ protildtky u vice pacienttt).
Z prosttedni jamky tedy difunduji protilatky (pfi obracené varianté antigen) do okoli a
z okolnich jamek difunduji pfitomné antigeny (pfi obracené metodé protilatky ze séra).
Pokud mame shodu protilatky a antigenu, tak pfibliZzné v ptili cesty vznika precipita¢ni
linie (obr. 5.5).

Komplementfixace

Jednou z vlastnosti komplementu je jeho schopnost vdzat se na komplex antigenu svaza-
ného s protilatkou. Poté co se navaze, ztraci schopnost lyzovat protilatkou senzitizované
erytrocyty, kterou ma ve volné formé. Komplementfixa¢ni reakce jsou zaloZeny na téchto
vlastnostech. Pro samotnou analyzu se ale nepouZije pfitomny komplement ze séra (ten
musi byt napfed teplotné inaktivovan), ale pouZije se uméle dodany komplement z mor-
¢at. Pokud bude reakce pozitivni, dojde k navdzani protilatky na antigen a ndslednému
navazani komplementu. Takto navdzany komplement nebude vykazovat Iyzu bunék ve
vzorku. Naopak pfi negativni reakci se nebude mit komplement na co navazat a dojde
tedy k lyzi erytrocytd. Opét se touto metodou dé prokazovat pritomnost kardiolipinu
u syfilis (historickd, dnes jiZ neuzivand reakce BWR), pfipadné se rtizné obmény této
metody vyuzivaji na priikaz brucel, listeriézy, Mycoplasma pneumoniae a zejména raz-
nych virovych infekci. Ve virologii se komplementfixace pouziva i jako pfima metoda,
tj. k priikazu virového antigenu.
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Obrazek 5.5 Dvojité uspoté-
dani podle Ouchterlonyho

Neutralizace

Metody neutralizace spocivaji v inhibici charakteristickych vlastnosti antigenu. Ptikla-
dem miize byt priikaz antistreptolysinu O (protildtka proti streptolysinu O — antigenu
u streptokoki typu A, C, G napft.: Streptococcus pyogenes). Ke vzorku séra se prida urcena
koncentrace streptolysinu, jehoZ tcinek na lyzi bunék je neutralizovan v pfitomnosti
protilatky a pozitivnim vysledkem je tedy zachovani erytrocyta.

HIT — hemaglutinacné inhibicni test je metoda, pii které se p¥itomnost protilatek proka-
zuje inhibici hemaglutinac¢nich tcinkd antigenu. Podminkou pro tuto metodu jsou tedy
hemaglutina¢ni schopnosti antigenu. Tyto vlastnosti vykazuji pfedevsim viry (napfiklad
myxoviry a paramyxoviry) a pravé prokazovani protilatek proti virovym onemocnénim

Vv

je nejcastéjSim vyuzitim této metody.

Metody znacenych protildtek

Pti téchto metodach se vyuzivaji protilatky nebo antigeny znacené rtiznymi indikatory
(napf. fluorescenc¢ni barviva, enzymy). DtileZitou soucasti klasickych metod se znace-
nymi protiladtkami je promyti, které odlisi, zda doslo k reakci (indikéator je pevné navazan
na povrch a neodplavi se) nebo k ni nedoslo (indikator je odplaven a nebude detekovan).
Mizeme sem zahrnout:

EIA

EIA (enzymatické imunoeseje) zndme nejcastéji v provedeni ELISA (enzyme-linked im-
munosorbent assay). Je to kvantitativni analytickd metoda vyuZzivand ke stanoveni mnoz-
stvi antigenti nebo protilatek ve vzorku. Tato metoda je zaloZena na imunoenzymatické
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reakci, pfi které dochdazi k reakci bezbarvého substrdtu na barevny produkt s naslednou
spektrofotometrickou analyzou. Na nerozpustném nosici, kterym mtiZe byt nap¥iklad
mikrotitracni desticka, je zakotven antigen nebo protildtka, na kterém je navdzan enzym
(napfiklad peroxidaza). Tento enzym ndsledné katalyzuje chemickou reakci, kterd vede
ke zméné zbarveni. Koncentrace produktu je pak imérna koncentraci protiladtky nebo
antigenu ve vzorku. V zavislosti na zpfisobu detekce antigenu existuji riizné typy této
metody.

ELFA

ELFA (Enzyme-Linked Immunofluorescent Assay) je zaloZena na specifické reakci antigen-
protildtka a princip reakce je podobny jako u ELISA metody. Rozdil spociva v pouZitém
substratu, ktery je enzymem $tépen na fluorescenéni produkt. Vzniklé chemické zmény
detekuje fotodiodovy fluorimetr.

Imunobloty

Imunoblot (western blotting a dalsi pfibuzné metody) je metoda detekce specifického
proteinu ve smésném vzorku. Samotnému pfenosu predchazi rozdéleni jednotlivych
proteint dle jejich velikosti napfiklad za pomoci elektroforézy. Nésledné jsou polypep-
tidy pfeneseny z gelu na membranu (PVDF nebo nitrocelulézovou) ptisobenim elektric-
kého proudu. Nasleduje detekce za pomoci kolorimetrickych nebo chemiluminiscenc-
nich metod.

Imunofluorescence

Imunofluorescenéni vysetfeni slouzi k detekci antigenti v tkanich ¢i burikdch a umoziiuje
také prikaz protilatek. Piimd imunofluorescence detekuje pomoci znacenych protildtek
antigeny pfitomné ve tkdnich. Naproti tomu nep#imd fluorescence prokazuje pfitomnost
specifickych protildtek v séru tak, Ze po odebrani séra a jeho reakci se substratem se

zN

navaZzi znacené protilatky proti sérovym protilatkim nemocného.

Vedle popsanych existuje i celd fada dalsich metod (radioimunoesej, chemiluminiscen¢ni
metody apod.)

Imunochromatografické metody

Je to zvlastni pfipad reakci se znacenymi slozkami, kdy je promyti nahrazeno cestovanim
jednotlivé slozky nebo celého imunokomplexu porézni vrstvou (na principu chromato-
grafie). Podle toho, zda je hledand slozka (antigen ¢i protildtka) pfitomna, dojde nebo
nedojde k zachyceni znacené slozky v urc¢itém misté. Zde se pak objevi napt. tecka
¢i prouzek. Tyto testy jsou uzivatelsky velmi jednoduché, pouzivaji se i mimo labora-
tofe v ordinacich, nebo je dokonce mohou pouZivat pfimo pacienti. P¥ikladem je napf.
prikaz toxinu a strukturdlntho antigenu Clostridium difficile nebo priikaz pneumoko-
kového a legionelového antigenu u pneumonii (vyjimeéné ve vzorku moce, protoZze
zbytky mikrobti jsou tudy vylucovédny). Mimo priikaz mikrobti je klasickym pfikladem
imunochromatografické metody téhotensky test.
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Priakaz nékterych produkta bakteridlniho metabolismu

Plynovéa a hmotnostni chromatografie ndm mtize dobfe poslouzit pfi dokazovani nékte-
rych dalsich produkti metabolismu mikroorganismi, naptiklad pro detekci mastnych
kyselin v hnisu, jejichZ pfitomnost je typickd pro nékteré anaerobni bakterie. Pfi pode-
zfeni na basildrni meningitidu lze také stanovit pfitomnost kyseliny tuberkulostearové
ve vzorku likvoru.

Pokus na zviteti

V minulosti se pouZzival ¢asto, napiiklad ke stanoveni letdlni davky urcitého mikroorga-
nismu (kvantitativni vyjadfeni patogenity). Dnes jsou pokusy na zvifeti v diagnostice
mikrobti az na vyjimky opustény, mimo jiné z etickych diivodi. Jednou z vyjimek je pri-
kaz toxinti klostridif Clostridium botulinum a Clostridium tetani, p¥ipadné stafylokokového
enterotoxinu.
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