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Proc je mikrobialni diagnostika
dulezita?

* |dentifikace patogenniho agens
* Subtypizace patogenniho agens
 |dentifikace mutant rezistentnich na léCiva
* Cesty prenosu patogenniho agens
* Evoluce mikrobu
* Detekce emergentnich patogent

o

efektivni prevence nebo terapie nebo oboji
epidemiologické studie




Identifikace mikroorganismu

- ORIENTACNI: morfologie kolonii, riist na selektivné diagnostickych padach,
barveny preparat

- KONECNA IDENTIFIKACE: biochemické a fyziologické vlastnosti, antigenni
struktura, prikaz toxicity

- TYPIZIACE KMENE: biotypizace, antibiogram, fagotypizace,
bakteriocinotypizace, molekularné-biologické metody (RFLP a dalsi).

Bacterial typing methods

* Diagnostic/Identification methods - genus & species

¢ Typing/Characterisation methods = further
differentiation of microorganisms based on their
phenotype and genotype characteristics
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1. Stupen biologické ochrany — Biosafety level 1 (BSL1)

biologicka agens, u kterych neni pravdépodobné, Zze by mohla zplsobit onemocnéni
zdravého (imunokompetentniho) ¢lovéka (nebo zvirete).

individualni i spolecenské riziko agens je nizké

pouze ochranné odévy (bézné bilé plasté) a ochranné rukavice

podobnymi laboratofemi disponuje kazda nemocnice

organismy: Bacillus subtilis, Naegleria gruberi, nepatogenni E. coli




Stupen biologické ochrany — Biosafety level 2 (BLS2)

pracovnici na této Urovni pouzivaji vidy ochranné odévy a rukavice, doplnéné o prostfedky pokrocilé
ochrany — o respiracni filtry, obliCejoveé stity a jiné

laboratofe na BSL2 vyZaduji pro manipulaci s infekénimi pavodci (Casto existuje ockovani/terapie),
specialni pristrojové vybaveni napfiklad boxy s laminarnim proudénim vzduchu

biologickd agens, kterd mohou zpUsobit onemocnéni ¢lovéka (nebo zvifete), ale za normalnich
okolnosti neni pravdépodobné, Ze by se stala vaznym nebezpelim pro laboratorni pracovniky
(hospodarska zvirata nebo Zivotni prostredi). VétSinou je dostupna ucinnd profylaxe nebo lécba
pripadného onemocnéni, riziko Sifeni je omezené. Mirné individualni riziko, omezené spolecenské
riziko

organismy: herpes simplex virus (typ 1 a 2), mnoho druh( bakterii rodu Salmonella ¢i Shigella,
Staphylococcus aureus (véetné MRSA), chripkové viry typu B a C, vétsSina chripkovych virll typu A, viry
hepatitid, borelie (Lymska borelidza)




3. Stupen biologické ochrany — Biosafety level 3 (BLS3)

je uréen pro rutinni manipulaci s nebezpeénymi plivodci ndkaz, proti kterym mnohdy neexistuje ucinna
|é¢ba a je vyzadovano mnohonasobné ockovani.

ochranné prostfedky na urovni BSL3 jsou rozSifeny na kompletni ochranné kombinézy s kapuci
doplnéné o pasivni respiracni pristroj pracujici na podobném principu jako plynové masky (vzduch
prochdzi specidlnim tzv. HEPA filtrem, ktery zachyti infekéni plvodce a propusti jen vzduch), dvojité
rukavice atd.

samostatna vzduchotechnika s HEPA filtry

biologickd agens, ktera mohou zpUsobit zdvazna onemocnéni ¢lovéka (nebo zvirat, ¢i mohou vést k
vaznym ekonomickym ndsledkiim), ale vétSinou se nesifi ndhodnym kontaktem mezi jedinci.
Predstavuji zavazné nebezpedi pro laboratorni pracovniky. Vysoké individualni riziko, nizké spolecenské
riziko

organismy: virus HIV, virus kliStové encefalitidy ¢i bakteridlni plvodci tyfu a anthraxu, Bacillus
anthracis, Mycobacterium tuberculosis, Yersinia pestis (mor), Coxiella burnetii (Q horecka), virus
Hantaan, virus SARS-CoV-2, vysoce patogenni kmeny chfipky (H1/N1, H5/N1), virus opicich nestovic




4. Stupen biologické ochrany — Biosafety level 4 (BLS4)

je urcen pro specidlni manipulaci s vysoce infekénimi plivodci onemocnéni proti nimz neexistuje uc¢inna
|écba ani ockovani.

ochranné prostfredky na téchto Urovnich spodivaji v pouziti specialnich skafandri (kompletnich
hermeticky uzavienych oblektd) s vlastnim obéhem kysliku pochdazejiciho bud z centrdiniho rozvodu,
nebo aktivniho respiracniho pfistroje. Trojnasobna vrstva rukavic.

biologickd agens, kterd zplsobuji zavaznd onemocnéni ¢lovéka (nebo zvirat) a jsou snadno prenosna z
Clovéka na clovéka, ze zvirete na ¢lovéka nebo naopak. Pfedstavuji vazné nebezpeci pro zameéstnance i
nebezpedi rozSireni do prostfedi mimo pracovisté, prficemz obvykle neni dostupna zadna ucinna
profylaxe nebo |écba pripadného onemocnéni. Vysoké individualni riziko, vysoké spolecenské riziko
organismy: virus Ebola, Marburg, virus Lassa, Machupo, Junin, SARS-CoV-1, hantaviry, ruské kmeny viru
klistové encefalitidy, virus pravych nestovic, virus konzsko-krymské hemoragické horecky

CR ma dvé zafizeni s rezimem BSL-4:

* Vojenska nemocnice v
Téchoniné (Armada Ceské Republiky)
* Laborator biologického monitorovani
a ochrany v Miliné (Statni ustav
jaderné chemické a biologické
ochrany).






Zarizeni pro transport a
manipulaci s pacienty s
BSL 4 infekci







Polni a mobilni laboratore




Trend: mobilni laboratore vyssiho BSL stupné (2 nebo 3)
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DIAGNOSTIKA INFEKCNICH ONEMOCNENI

KLINIKA +

Soubor
symptomU/zjevnych
projevil onemocnéni

ANAMNEZA | <

Predchorobi, soubor
informaci potrebnych k
blizsi analyze zdravotniho
stavu, zej. z jeho
minulosti, rozhovor Iékare
a pacienta

VYSLEDKY
LABORATORNICH
VYSETRENI:
e zakladni
* specialni

...a 0 nich bude
pojednavat cely
tento kurz :-D



Zakladni laboratorni vysetreni

- Odbér krve, separace séra

- Krevni obraz

- Cholersterol celkovy

- Glykémie

- Jaterni testy (alaninaminotransferaza ALT, asparataminotransferaza AST,
gamaglutamyltransferaza GMT, alkalicka fosfataza AP): hepatitidy, mononukledza (EB virus)

- Urea, kreatinin (glomelularni filtrace, poskozeni ledvin)

- CRP: do 5 mg/ml normalni; 6 — 30 mg/mL virdéza, opak. za 1-2 dny; >30 mg/mL bakteridlni
infekce; kolem 300 mg/ml zavazny bakteridlni zanét

- Sedimentace: rychlost sed. erytrocytUl, rychlejsi pfi zanétu, infekci, nadorovém onemocnéni

Zobrazovaci metody

-  RTG, UZ, tomografické metody (PET, CT), oftalmologické vysetreni
- Extrémné vyhodné pri charakterizaci patologickych zmén CNS

Dalsi specializovana vysetreni

-EKG — elektrokardiologické vysetreni
-ECHO — echokardiologické vysetreni



Faktory miry uspésnosti mikrobiologického vysetreni

Validni klinické + anamnestické udaje —_
Validni vzorek

ze spravného mista

optimalni doba odbéru

spravna technika odbéru

dodrzeni podminek skladovani/transportu

Kvalitni laboratorni proces e
Spravna interpretace vysledkd ANALYTICKA FAZE

g

SPRAVNA TERAPIE piip. PROFYLAXE, EPIDEMIOLOGICKA OPATRENI

>— PREANALYTICKA FAZE




Odbér klinickych vzorku

Zasady odbéru
- Kazdy vzorek na mikrobiologické vysetreni musi splfiovat

- A) Klinickou validitu
- odbér ze spravného mista, kde Ize predpokladat pritomnost mikroba

- B) Technickou validitu, tedy odbér ve:
- spravny cas (napr. pred podanim antibiotika, faze virémie atd.)
- spravnym zplisobem (lege artis, asepticky)
- do spravnych souprav (oznacené sterilni nadoby, transportni média)



Validni vzorek

1. Odbér z mista pravdépodobného vyskytu infekéniho agens
2. Zachyt optimadlniho mnozstvi materidlu (tj. agens) z mista infekce
3. Optimalni doba odbéru

4. Spravna technika odbéru

Vhodna odbérova souprava:

VYTERY — tampony na ty&ince nebo dratku v kombinaci se zkumavkou

TEKUTE VZORKY — mo¢ atd., sterilni nddoby se $ir§im hrdlem

KREV, HNIS, ASPIRAT — injekéni stfikacka na jedno pouZiti uzaviena plast. zatkou (nikdy jehlou)

Preference odbéru TEKUTYCH vzork(: hnisy, obsahy primdarné sterilnich dutin aspiraci injekéni
strikackou (odbér tekutych vzorkd tamponem casto nevhodné — riziko falesSné negativnich
vysledkl, kontaminace)

STERY A VYTERY TAMPONEM: pouze infekce orofaryngedlni, nazofaryngealni, usni, oéni,
nékeré urogenitalni, pfi podezreni na bakterialni — povrchové kozni léze, rektalni



Typ odbérové soustavy

- ajeji transport je zavisly na typu agens, které prokazujeme
- napf. striktné anaerobni bakterie, kapnofilni bakterie (CO, vyuZivajici), viry, paraziti atd.
- doporuceni od laboratore, ktera bude vysetreni provadeét

- MozZnost mikroskopického vysetieni vzorku

- Vyborné podminky pro pfeziti a transport anaerobnich mikroorganismu

Zasilani do laboratore

- Co nejrychleji

- Ve spravném transportnim systému (napr. anaerobni uzavreny systém + transportni
médium)

- Za spravné teploty a dalSich podminek (vysetreni na kapavku, likvor vs. moc)



Transportni pudy

Jsou urceny k prepravé vzorku do laboratore, udrzeni mikrob0 v Zivotaschopném
stavu. Obsahuji minimum Zivin, aby nedoslo k premnozeni a zkresleni kvantity
mikroorganismu ve vzorku (zachovani stejného poméru organismu jako pfi odbéru,
brani prertstani doporovodné flory). Jsou blizké pufrdm, obsahuji dalsi slozky, napt.
aktivni uhli (Amiesovo m.), thioglykonat sodny

Prikladem je Amiesovo, Stuartovo nebo Cary-Blairovo médium.

Pro viry, chlamydie, mykoplasmata:

Systém s Univerzélnim transportnim Mediem (UTM-RT)
z produkce firmy Copan je urcen pro odbér a transport klinickych
vzorkl obsahujicich predevsim viry, chlamydie, mykoplasmata
nebo ureaplasmata.

Vzorek uchovany v UTM-RT muze byt nasledné v klinické labora-
tofi zpracovan standardnimi postupy

m Kultivace - viechny viry, chlamydie, mykoplasmata a urea-
plasmata

m Antigen testy (EIA)
m PCR metody

m Amplifikace nukleovych kyselin véetné Chlamydia tracho-
matis a Neisseria gonorrhoea

Systém Copan UTM-RT obsahuje univerzélni transportni
médium, stabilni pfi pokojové teploté (tedy oznaceno RT). Po
dobu transportu udrzuje zivotaschopnost a infeké¢nost mikroor-
ganismu, jako jsou klinicky vyznamné viry, chlamydie, mykoplas-
mata a ureaplasmata.

Medium UTM-RT obsahuje bilkoviny pro stabilizaci, antibiotika
pro minimalizaci nebezpeci bakteridlni a plisnova kontaminace
a pufr pro zachovani neutralniho pH.

Médium systému Copan UTM-RT je dodavano ve Sroubovaci
zkumavce se Stitkem, uréené primo pro prepravu klinického

vzorku.

Médium Copan UTM-RT doplnéné o tampony Flocked Swab,
které jsou vyrobeny metodou nastfiku nylonového vldkna na
tycinku v elektrostatickém poli, vytvari jedinecny systém urceny
pro zachyt a pfepravu i nejnarocnéjsich mikroorganismui.




Pozadavky na odbér (kultivace)

LIKVOR (mozkomisSni mok): prisné asepticky, okamzity transport do laboratore pti 37 °C
nebo pfi 4 °C

KREV NA HEMOKULTIVACI: nékolik vzorkt krve béhem jednoho dne, nelze-li odeslat hned
do laboratore ulozit pfi 37 °C nebo pfi RT. Nejpfinosnéjsi vysledky s velkym klinickym
vyznamem.

SPUTUM: pritomnosti hnisavych vlocek x sliny, mikroskopicky screening na posouzeni
validity vzorku, kvantitativni kultivace pouze u vzorkd purulentnich, s minimalnim obsahem
dlazdicovych epiteli

VYTER Z KRKU: setfit patrové oblouky tonzily, zaslat v transportni ptidé, klinicky vyznam
hlavné pro prukaz pavodcl aktuni tonzilofaringitidy

VYTER ZE SPOJIVKOVEHO VAKU: pfi hnisavych afekcich zaslat v transportni p(dé, pfi
podezieni na mykotickou etiologii do transportni pldy nevkladat, doplnit natérem na
sklicko

VYTER Z RAN A KOZNICH LEZi: pouze nejde-li odebrat material tekuty do st¥ikacky, potom
setfit okraj léze, kde probiha aktuni zanét s pravdép. pritomnosti plvodce, u rozsahlych
defektl otisk na kult. padu

POSEVNI VYTERY: vidy dva — jeden na bakt. vy3etieni v transp. ptdé&, druhy ve spec. plidé
na trichomonady a kvasinky, plus dvé sklicka s natérem na MOP (Gram, Giemsa), dle agens
odbéry ze zadni nebo stfedni klenby

VYSETRENI NA KAPAVKU: vytéry z uterty, pochvy, cervixu, krku, rekta, se vidy doplni
natérem na sklicko, zanofri se do vytemperované transportni pady a pri teploté 37 °C zaslou
do lab.



Pozadavky na odbér (kultivace)

- MOC: stiedni proud motci po fadném omyti genitalu, ve sterilnim kontejneru se okam?zité
zasle do laboratore, stanoveni kvantitativni bakteriurie

- STOLICE: vytér na odbérovém tamponu v transportni ptidé (prtikaz kampylobaktera)

- PARAZITOLOGICKE VYSETRENI STOLICE: kousek stolice velikosti ofechu, neni nutny sterilni
kontejner, kultivovat je mozno pouze prvoky

- VIROLOGICKA VYSETRENI: specialni transportni médium k izolaci viru, vidy pfi 4 °C (tajici
led), na prlikaz protilatek parova séra (odstup 10 — 14 dnu).



Jak provadime odbér pro rlizné patogeny (kultivace/PCR)?

- VYTER Z KRKU: tonzofaryngitida (Streptococcus pyogenes, daldi beta-hemolytické
streptokoky, dalSi organismy na sliznicich Staphylococcus aureus, Neisseria meningitidis ,
Haemophilus influenzae)

- KREV NA HEMOKULTIVACI: pri infekcich, kdy se dostavaji patogeny z mist infekce do krve, v
pneumoniae, enterokoky, také pomalu rostouci organismy jako mykobakterie, Legionella,
razné plisné)

- MOC nebo VYTER Z CERVIKALNIHO KANALU NEBO Z URETRY: Chlamydia trachomatis, TBC,
Legionella, Streptococcus, mykoplazmata, Neisseria gonorrhoeae (kapavka), viry: HPV, HSV

- STOLICE, STER Z REKTA: Salmonella, Shigella, Campylobacter, Clostridium, Helicobacter,
rotaviry, enteroviry

- BIOPSIE SLIZNICE ZALUDKU/DVANACTNIKU: Helicobacter pyroli

- VYTER Z CHRONICKE KOZNIi/SLIZNICNI RANY, EROZE: Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus

- LIKVOR, KREV — meningokok (Neisseria meningitidis), u klisStové encefalitidy zvyseni bilych
krvinek a proteint v likvoru.

- HNIS Z PUCHYRKU: herpes simplex, virus nestovic

- SPUTUM, STER ZE SLIZNIC HORNICH CEST DYCHACICH: SARS-CoV-2

- VYTER ZE SPOJIVKOVEHO VAKU: adenoviry, Streptococcus, Haemophillus, Staphylococcus,
Neisseria gonorrhoeae nebo Neisseria meningitis



Rozdéleni metod pro mikrobialni diagnostiku

Co detekujeme (patogen vs. protilatka)?
e primé metody: detekce patogenniho agens, jeho sloZzek (proteind, NK)
* neprimé metody: detekce protilatek (imunitni reakce na patogenni agens)

Jak detekujeme (princip)?

e kultivacni metody

* biochemické testy

* testy citlivosti k antibiotikiim, antivirotikiim a fagliim

 metody zaloZzené na reportérovych systémech

* mikroskopické techniky (svételnd a elektronovd mikroskopie)

 molekuldarné-biologické techniky (PCR, sekvenace)

* imunologické techniky (detekce protilatkové odpovédi nebo pfima detekce
patogena pomoci protilatek)

* proteomické (chemotaxonomické metody)

Jak presné detekujeme (kvantifikace)?
e kvalitativni metody
e kvantitativni metody



PRiIMY PRUKAZ

- PRUKAZ INFEKCNIHO AGENS NEBO JEHO SLOZEK (ANTIGENY, NUKLEOVA KYSELINA)

- MATERIAL:

- * stéry/vytéry: dutina Ustni, nos, nosohltan, zevni zvukovod, rektum, perianalni stéry,
uretra, pochva — ze zevni nebo stredni klenby, cervix, sekret z Bartholiniho zlazy, spojivkovy
vak, kozni |éze, rana nebo hluboky defekt

- *sputum, endotrachealni aspirat, vyplachy paranasalni dutiny, duodenalni obsah, stolice,
moc (stredni ¢i posledni proud, cévkovana, z permanentniho katétru, ziskana
suprapubickou punkci), plodova voda, tekutina z adnex, prostaticky sekret, ejakulat,
mozkomisni mok, tekutina z nitroo¢niho prostoru, seskraby pokozky apod.

- *biopticky material: tkan odebrana z infikované lokality, biopsie, excize, aspirace,
peroperacné

- *krev (nesrazliva EDTA, srazlivad), kostni dren, krevni natéry

- *obsah patologickych dutin, hnis

- *cizorody material, dialyzat

- *suspektni utvary

Metody: Kultivace, mikroskopie, PCR, pfima/sandwich ELISA, MALDI-TOF, atd.



NEPRIMY PRUKAZ

- PRUKAZ SPECIFICKYCH STOP, KTERE MIKROORGANISMUS ZANECHAL V ORGANISMU =
PRUKAZ PROTILATEK

- Precipitace

- Alutinace

-  Komplementacni reakce

- Neutraliza¢ni reakce

- Metody se znaCenymi reagenty (ELISA, RIA, senzory...)

- MATERIAL: srazliva krev (3 — 5 mL), sklivec (max 20 uL nefedéného materidlu), mozkomigni
mok (max 100 ul)

- Detekce protilatek mozna az po urcité dobé po infekci
- Titry protilatek neklesaji vzdy zahy po lécbé

- Nevhodné pro stanoveni Uspésnosti |éCby

- Zktizena reakce

- Vysledek sérologického vysetreni = indikator, jehoz vyznam hodnotime v souvislosti s
vysledky ostatnich typul vysetreni a klinickym stavem



Klasické (mikrobiologické) metody pro diagnostiku bakterii
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Kultivacni metody

Barvici techniky (téz viz mikroskopie)

Klasifikace s vyuzitim selekcnich / diferenciaénich médii
Biochemickeé testy

Testy citlivosti k antibiotikim

Fagotypizace a jiné diagnostické metody zalozené na bakteriofagach



Kultivacni metody pro izolaci a identifikaci viru

Metody zalozené na praci s tkanovymi kulturami
Plakova titrace

Imunofluorescencni barveni

Virus-neutralizacni test

Reportéroveé virové systémy

Izolace virll pomnozenim na experimentalnim zvireti



Mikroskopické techniky pro diagnostiku mikroorganismti

SVETELNA MIKROSKOPIE
Mikroskopie nebarvenych preparatt (mikroskopie v prochazejicim
svétle, fyzikalni kontrastni metody)

Mikroskopie barvenych preparatd, fluorescencéni/konfokalni mikr.
ELEKTRONOVA MIKROSKOPIE (TEM a SEM)



Molekularné-biologické metody pro diagnostiku mikroorganismu

I
LIRS

molekularni otisk
(pattern, fingerprint)

znalost sekvence

e Techniky nevyzaduijici predchozi amplifikaci pomoci PCR (napt.
pulsni gelova elektroforéza, hybridizacni techniky, restrikéni analyza)
* Molekularni techniky zalozené na amplifikaci (rozlicné typy PCR)

* Sekvenacni techniky


http://www.rbej.com/content/2/1/71/figure/F5

Imunologické metody pro diagnostiku mikroorganismu

Klasické imunologické metody (aglutinacni techniky, imunodifuzni
techniky, imunoelektroforetické metody)

Imunoanalytické metody (immunoassays)

Rychlé imunologické metody (lateral flow immunoassays, dipstick
techniky, antigenni testy)

Biosenzorove technologie



Proteomické (chemotaxonomické) metody pro diagnostiku
mikroorganismu

; }‘ JULJI ’L_J.ul '” 'u b f\Jml lJu ’\ U \ﬂkn,__Ju__u

Elektroforéza protein

Westernovy prenos

Hmotnostni spektrometrie pro identifikaci mikroorganismu
Proteinové mikrocCipy



Metody kvalitativni

* rozliseni pozitivniho a negativniho vysledku
* Westen Blot, klasicka PCR, biochemické testy

Metody semikvantitativni

e pro orientacni stanoveni mnozstvi (koncentrace, titru) patogenniho agens nebo
protilatek ve vzorku
e antigenni testy (dip-stick technologie, mikroskopické metody, imunofluorescencni

barveni)

Metody kvantitativni

pro stanoveni presného mnozstvi (koncentrace, titru) patogenniho agens nebo
protilatek ve vzorku

* imunoanalytické metody, biosenzory, kvantitativni real-time PCR, bakterialni titrace
na plotnach, plakova titrace, virus-neutralizacni testy, hmotnostni spekrometrie



