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Uéel mikrobiologického vysetieni

Zjistit, ktery mikroorganismus |je pricinou
onemocneéni, tedy prokazat etiologicke agens
Infekce.

> prukaz primy
» prukaz neprimy

Primy prukaz spociva v nalezeni mikroorganismu
nebo jeho komponent ve vysetrovaném vzorku
Neprimy dukaz je zalozen na prukazu specifickych
stop zanechanych mikroorganismem v organismu
(nejcasteji protilatky)



Metody primého prukazu

==

Klasické postupy =

> Mikroskopicky prukaz
> Kultivace (izolace) % =

> ldentifikace

> stanoveni citlivosti na
antibiotika

Moderni (nekultivacni) postupy

» Prikaz antigenu
» Prukaz nukleovych kyselin

» Prukaz jinych chemickych slozek



Metody neprimého prukazu

» Precipitace
» Aglutinace

» Aglutinace na nosicich
» Vazba komplementu
» Neutralizace

» Metody se znacenymi slozkami

> Imunofluorescence
> ELISA
» Western blot, aj.
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Mikroskopie

Jaké znate typy mikroskopu?

> SVételny TEM e SEM
> Fluorescencni f_ %
> Elektronovy --—- - —
> Transmisni |0 eemee
> Skenovaci - g
(rastrovaci, — N
. konfokalni) \E_J} - h JCTT

Podivejte se napriklad sem:

http://lwww.fzu.cz/popularizace/elektronovym-mikroskopem-do-
nitra-materialu-aneb-jak-vypada-jejich-struktura



Mikroskopicky preparat

Jakeé znate typy mikroskopickych
preparatu?

Nativni

» Mikroorganismy v nativhim stavu — zivé
> Fyziologicky roztok nebo rustové médium

Fixovany

» Mikroorganismy jsou umrtveny a
zafixovany k podloznimu sklicku
> Tyto preparaty se barvi
Zjistéte
1) Co to je ,,louhovy preparat?
2) Kde se pouziva?



Priprava fixovaneho preparatu

1) Nater
» nesmi byt ani tlusty ani tenky
> |ze pripravit podobne jako krevni nater

> vzacne tzv. otisk

2) Fixace nateru

> Setrna denaturace bakterialnich proteinti
» Fixace teplem

» Chemicka fixace

3) Barveni preparatu



Zopakujme si druhy barveni

JEDNODUCHA

velikost, tvar,
usporadani

DIAGNOSTICKA

odliseni

skupin

jednotlivych

ACIDOREZISTENTNI

GIEMSA-ROMANOVSKI

Gram+, neprijimaji Prvoci,
Gram-, bézna barviva, riketsie,
gramlabilni Mycobacterium chlamydie
I | | I
endospory pouzdra granule biciky
dle negativni dle impregnace
Fleminga dle Burriho Labranky stribrem




Barveni biofilmu??

Bunécnou ¢ast standardnimi postupy

Jak byste znazornili
polysacharidovou
matrix u biofilmu ?




Kultivace bakterii




Co s narostlou bakterialni
kulturou?

Metody dalsi diagnostiky mikroorganismu
» Mikroskopické urceni

» Dalsi kultivace a ziskani vice materialu

» Biochemicka charakteristika

» Antigenni analyza

» Fagotypizace

> Stanoveni citlivosti na antibiotika

» Hmotnostni spektrofotometrie



Biochemicka charakteristika

mikroorganismus

|

enzym
substrat produkt
. indikator
reakce reakce

pozitivni negativni



Komercni diagnosticke testy
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Prohlédnéte si informace o ENTEROtestu od frimy Lachema na

https://www.lachema.com/attachments/ENTEROtest%2016-
CZ+SK+EN+RU+PL.pdf



Stanoveni citlivosti na antibiotika
Jaké znate typy testu citlivosti na ATB?

Kvalitativni
» Diskovy difuzni test

Kvantitativni

» Stanoveni MIC
> E-testy



Diskovy difuzni test

Vysvétleni testu najdete na



Stanoveni MIC

Minimalni inhibicni koncentrace

Suspenze bakterii se nanese do komurek desticky s
rostouci koncentraci antibiotika

-,‘2{5“, F R E
RS89 H ;sx 5
L‘f’:}!!,‘i Z“‘;}J}ﬁﬁ)
'fa;"irx,xr?xmm

D( ;(;;

e 1 pree’ ) . |
l‘:o ;f; 3 /):;ﬁgc_gbf,( )
o 8 ﬁﬁ BTN

¥ CIENEYCC Y E)6 6
DT OO U

l""‘ \ .'
P = = 1

Co to je MBC?
Minimalni baktericidni koncentrace
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E-testy

> E-test je prouzek papiru napusteny stoupajici
koncentraci antibiotika

» Ma vyznacené koncentrace antimikrobialni latky

» Klade se na misku s naockovanou suspenzi
mikroorganismu

» Inhibi€ni z6na ma vejcity tvar
» MIC se odecita v misteé protnuti prouzku s inhibicni
zonou



Prukaz antigenu

Co k prukazu antigenu potrebujeme?

Protilatku

Jak prukaz provedeme?

» aglutinaci na pevném nosici (latexova aglutinace)

» koaglutinaci na proteinu A z usmrcenych
stafylokokli



Prukaz antigenu Ize provést
taky metodou ELISA nebo
imunofluorescencne




Prukaz nukleovych kyselin

Genova sonda

Metody amplifikacni

» Polymerazova retézova reakce
» Ligazova retézova reakce
> ...

Prukaz RNA



Prukaz jinych chemickych slozek

Prukaz toxinu

» Botulotoxin
> Stafylokokovy enterotoxin

» Endotoxin gramnegativnich bakterii

Prukaz dalSich produktii metabolismu

> Mastné kyseliny u anaerobu
» Kyselina tuberkulostearova u M. tuberculosis

» Znaceny CO, u Helicobacter pylori






Neprimy prukaz
Zopakujme si, co to je ...

Nepfimy dukaz je zalozen na prukazu
specifickych stop zanechanych mikro-
organismem Vv organismu (nejcasteji
protilatky)



Neprimy prukaz je vétSinou
prukaz protilatek neboli
prukaz serologicky




Metody neprimého prukazu

» Precipitace
» Aglutinace

» Aglutinace na nosicich
» Vazba komplementu
» Neutralizace

» Metody se znacenymi slozkami

> Imunofluorescence
> ELISA
» Western blot, aj.
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Precipitace

» seérologicka reakce - antigen je koloidni povahy
> precipitat vznika vazbou antigenu a protilatky

Precipitace prstencova

antigen
precipitat
Flokulace antisérum

flokulace v zéné
ekvivalence

rostouci koncentrace
> antigenu




Ouchterlonyho technika

» precipitace vyuzivajici difuze v gelu
antigeny

vrstva agaru

precipitacni prouzky

antisérum

Radialni imunodifuze dle Manciniové, imunoelektroforéza,
vstricna imunoelektroforéza, ...



Aglutinace

> seérologicka reakce - antigen je korpuskularni
povahy

> aglutinat vznika vzajemnym pospojovanim castic
antigenu molekulami protilatky

NEG

POZ

Podivejte se na animaci aglutinace na

http://labmet.zshk.cz/media.aspx?id=ALMO07&TB_iframe=true&height
=750&width=820



Aglutinace na nosicich

> Precipitace prevedena na aglutinaci

» Antigen koloidniho charakteru nebo protilatka
jsou navazany na povrch castice (latex)

NEG

POZ

Podivejte se na animaci aglutinace na nosicich na

http://labmet.zshk.cz/media.aspx?id=ALMO07&TB_iframe=true&height
=750&width=820



YV VY

Vazba komplementu

Komplement fixacni reakce

Komplement se vaze na komplex antigen-
protilatka a dojde k jeho vycerpani ze systemu

Neni-li antigen nebo protilatka pritomen,
komplement se nevyCerpa

l

Komplement lyzuje erytrocyty

l

VycCerpani komplementu = zabrana hemolyzy
Nevycerpani komplementu = hemolyza



Vyhodnoceni komplement fixacni
reakce

Co je tedy pozitivni reakce?
A co je negativni reakce?

Zabrana hemolyzy

Protoze je pritomna protilatka a
komplement se vycerpa vazbou na
komplex antigen-protilatka

Hemolyza
Protilatka je nepritomna a nevycCerpany ‘,
komplement lyzuje erytrocyty



Neutralizace

Sérologické reakce, pri niz protilatka brani
biologickym uc¢inkum antigenu

» ASLO (prukaz antistreptolyzinu), indikatorem jsou
kraliCi erytrocyty

» Virusneutralizacni test

» Hemaglutinacné inhibicni test

» Prukaz antipneumolyzinu

» Prukaz antistafylolyzin

» Test inhibice metabolismu

> ...



Reakce se znacenymi
slozkami



Imunofluorescence

Sérologicka reakce v niz je jedna slozka
oznacena fluorescencnim barvivem

Neprima imunofluorescence

» univerzalni metoda
> prukaz protilatek proti jakémukoli agens

Antikomplementova imunofluorescence

» vazba komplementu probéhla na podloznim
sklicku s fixovanym antigenem

> k prukazu protilatek proti viru varicella-zoster a
CMV



ELISA

Enzyme-linked immunosorbent assay

Sérologicka reakce v niz je jedna slozka
oznacena enzymem

» Vyuziva kombinace enzymaticky znaceneé
protilatky se sorpci nekteré slozky na pevny
povrch

» Nekompetitivni (sendvicova) ELISA
» Kompetitivni ELISA



Typy metody ELISA

Kompetitivni ELISA Nekompetitivni (sendvicova) ELISA
Znacka

Sekundarni

Ab - konjugat -
Sekundarni

Z%c- njugat

imarni
sérum




Western blot

» Imunoblot — varianta metody ELISA

» Charakterizuje protilatkovou odpoved’ proti
mnohocetnym antigeniim

HelLa Cell Lysate
oD5-PAGE VWestern Blot

1 2 2 4 4

Chemiluminescent Detection of COK?
BioRad Bulletin 2032



Jak se prokazuji viry?

> Prukaz primy
> Prukaz neprimy



Primy prukaz viru

» Mikroskopicky prukaz
» Prukaz virovych antigenu sérologicky

» Prukaz typickych chemickych substanci
(prukaz nukleovych kyselin)

» Prukaz infekéniho agens (izolace viru)



Mikroskopicky prukaz viru

Elektronovy mikroskop

> Negativni kontrast

Svételny mikroskopie

> Barveni dle Giemsy — poxviry, rickettsie a chlamydie

» Cytologicky prukaz inkluzi (rabies virus)



Prukaz virovych antigenu

Imunoenzymaticka stanoveni

» Metoda ELISA v sendvicovém usporadani

Imunofluorescence
» Rutinni diagnostika vztekliny, chripky, aj.

Radioimunologicka analyza
» Nahrazuje se imunometodami

Precipitace a pribuzneé techniky
» Rotaviry, noroviry a adenoviry

Imunni elektronova mikroskopie



Prukaz nukleovych kyselin

Genova sonda
Metody amplifikace

DNA viry




|zolace viru

Bunécné kultury

HelLa bunky infikované
adenovirem

Pokusna zvirata
> Mysi
» Sajici mysata
» Morcata

Pestovani na kurecich
zarodcich

Produkce vakciny
proti chripce



Neprimy prukaz viru

Komplement fixacni reakce

» Respiracni virézy, neuroinfekce, ...

Reakce se znacenymi protilatkami

» Imunofluorescence, ELISA, Western blot

Neutralizacni test
» Vysoce specificky, pracny a nakladny

> BlizSi ur€eni virovych izolatu

Hemaglutinacneé inhibicni test

» Druha nejCasteéji uzivana sérologicka reakce ve
virologii



Se kterymi bakteriemi se pracuje
virologickymi technikami?




Vysetrovaci metody v
parazitologii




Primy prukaz parazitu

Zadna kultivace, ale morfologicky priikaz
» Makroskopicky

» Mikroskopicky v nativhim, otiskovém nebo
barveném preparatu

Prukaz parazitarnich antigenu

Ojedinéle (u prvoku) prukaz nukleovych
kyselin

Kultivace Trichomonas vaginalis

Pokus na zvireti u trypanosom, leishmanii a
Toxoplasma gondil



Neprimy prukaz parazitu
Prokazuji se pouze protilatky

» Diagnostika protozooz a helmintoz

» U nas predevsim toxoplasmoza a larvarni
toxokarodza

» Vetsinou se vzorky stolice, perianalnich
otisku a krve odesilaji do spadovych nebo
referencnich laboratori

Znate referenéni laborator pro prukaz parazitii?




Mykologicke vysetrovaci metody
Podobné metodam bakteriologickym

» Mikroskopické vysetreni klinickeho materialu

» Kultivace vedouci k identifikaci etiologického
agens

»> Stanoveni citlivosti k antimykotikum

» Prukaz pritomnosti faktoru virulence

» Méneé cCasto se vyuziva antigenni analyza a
imunochemické metody

> Neprimy dukaz pro rychlou diagnostiku invazivnich
mykoz

» Metody molekularnée-biologické pro identifikaci a
typizaci agens
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