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LEKARSKA MIKROBIOLOGIA A KLINICKA MIKROBIOLOGIA.

PRACOVISKA KLINICKEJ MIKROBIOLOGIE
A ICH ORGANIZACIA NA NARODNEJ UROVNI

Liskova A., Predny J.

mikrobiolégie
Predmetom lekdrskej mikrobioldgie je ziskavanie a vyuZiva-
nie poznatkov o mikroorganizmoch jednak ako o pdvodcoch

infekcii ¢loveka, ako aj o sticasti humdnnej mikrobioty (sibor

Charakteristika lekarskej

vSetkych mikroorganizmov v Tudskom organizme, alebo
v urcitej anatomickej lokalite, napr. trdviacom trakte), a to tak
v zdravi, ako aj v chorobe. Zaober4 sa §tidiom a identifikdciou
biologickych, mikroskopickych, rastovych, biochemickych i ge-
netickych vlastnosti, medzidruhovych odli$nosti a vzdjomnych
vztahov medicinsky vyznamnych mikroorganizmov - baktérif,
mikroskopickych htb, virusov, parazitov, ale aj nekonven¢nych
infekénych castic, ako s riasy (nmapr. rod Prototheca spp.)
a priény. Venuje sa skimaniu dalsich vlastnosti mikrébov, pre-
dovsetkym patogénnych mikroorganizmov, ktoré sa uplatiiuju
pri vzniku a $ireni infekénych ochoreni, napr. mechanizmom,
umoziujicim mikrobidlnu kolonizdciu rezervodrov, Sirenie a in-
véaziu mikrébov do makroorganizmu a tnikovym mechanizmom
patogénov pred ich elimindciou imunitnym systémom hostitela.
Lekdrska mikrobioldgia zahftia takisto mikrobiologické stanove-
nie a epidemiologické sledovanie citlivosti a rezistencie k anti-
mikrobidlnym ldtkam, rovnako aj sledovanie vplyvu fyzikdlnych
a chemickych faktorov na mikroorganizmy. Skima rozne for-
my interakcii mikroorganizmov s makroorganizmom. Stcastou
lekarskej mikrobiologie je aj laboratérne skiimanie a sledovanie
odpovede makroorganizmu na mikrobiotu, ktora sa v rfiom na-
chddza. Pritom analyzuje jeho rézne zlozky, ktoré bud signali-
zuju mikrobidlnu invéziu, alebo brania $ireniu mikroorganizmov
a ich patologickému uplatneniu v infikovanom makroorganizme.
Zaoberd sa aj moznou mikrobidlnou etiolégiou inych ako ,kla-
sickych” infekénych ochoreni alebo podielom mikroorganizmov
na vzniku inych ako infekénych ochoreni (autoimunitnych, me-
tabolickych, kardiovaskuldrnych, onkologickych a pod.). Skima
a objasnuje aj iné interakcie, ktoré ovplyviiuji zdravie ¢loveka,
napr. tvorbu endogénneho oxidu dusnatého bakteridlnou flérou
v gastrointestindlnom trakte a jeho vplyv na kardiovaskuldrny
systém, epigenetické vplyvy mikrobioty na makroorganizmus
a naopak. Skiima aj priame ¢i nepriame ovplyvnenie mikrobioty
faktormi zo strany makroorganizmu, napriklad hostitelskymi
horménmi. Mikrobiologickd laboratérna diagnostika vyuZziva tak
Kklasické metédy (mikroskopia, kultivaéné a izola¢né techniky,
biochemické analyzy, sérologické metddy, fagotypizécia a pod.).
V stcasnosti sa dostdvaju do popredia postupy molekuldrnych
- biologickych a fyzikdlno-chemickych metéd na identifikdciu
a charakterizdciu génov, resp. celého genému jednotlivych mik-
robidlnych druhov alebo genetického spektra celej mikrobioty
(mikrobiému) - analyzy nukleovych kyselin (hybridizdcia, am-
plifikdcia, sekvendcia a iné), biomolekulovych spektier mikroor-
ganizmov (MALDI-TOF), kvantifikdciu mikroorganizmov, doka-
zy tvorby biofilmu, génovi expresiu a pozorovanie inych
vlastnost{ mikroorganizmov modernymi technolégiami (cyto-
metria, meranie impedancie, bio¢ipy, biosenzory).
Najvyznamnej$ou Castou lekdrskej mikrobiolégie je klinic-
kda mikrobiolégia, ktord sa zaobera vysSetrovanim vzoriek od
chorych (resp. aj suspektne chorych a infekciou ohroze-
nych) osdb, ktoré kvoli svojmu zdravotnému stavu prichddza-
ja do zdravotnickych zariadeni. VySetrenia v rdmci klinickej
mikrobioldgie si hradené z verejného zdravotného poistenia.
Iné oblasti lekdrskej mikrobiolégie zahfniaju laboratérnu diag-

nostiku so zameranim na verejné zdravie obyvatelstva a pre-
venciu ochoreni, ktord je zvd¢$a hradend zo $tdtneho rozpoctu
(napr. mikrobiologické monitorovanie potravin, pitnej vody,
vodnych zdrojov a prostredia, sledovanie cirkuldcie patogénov
a ich vektorov v prirodnom ¢i urbanizovanom prostredi, pri-
pravu podkladov na imunizaény program a vyrobu oc¢kovacich
latok, ochrana pred zneuZitim mikroorganizmov na bojové
a teroristické ciele a pod.). Vyznamnu tdlohu v lekdrskej mik-
robioldgii maji referenéné mikrobiologické pracoviskd na
tradoch verejného zdravotnictva, ktoré vykondvaji predovset-
kym vySetrenia zamerané na plnenie epidemiologickej surveil-
lance!, ale aj vy$etrenia na konfirmdciu pozitivnych vysledkov
vzoriek vySetrenych na pracoviskdch klinickej mikrobioldgie.
Mikrobiologickt diagnostiku za tucelom ochrany verejného
zdravia zabezpeCuji aj kontrolné laboratéria v inych
rezortoch - v rezortoch polnohospodérsva (laboratéria Statnej
veterindrnej a potravinovej spravy), vntitra a obrany. Cast tiloh
lekdrskej mikrobiolégie plni aj $kolstvo a vedecké pracoviska,
ktoré vyucuji mikrobiolégiu $tudentov, $kolia mikrobiol6gov
a vedd vyskum alebo vyvoj aplikovanych technoldgii, met6d
a postupov vyuZitelnych nielen pre laboratérnu diagnostiku,
ale aj moderndt lie¢bu chronickych infekcii (napr. fdgova tera-
pia, autovakeiny), chirurgickych komplikdcii (larvédlna terapia
rdn, MDT - maggot debridement therapy, biodebridement, bio-
logickd chirurgia) alebo profylaxiu komplikdcii lie¢by
(probiotikd a prebiotika pri ATB liecbe).

Klinickd mikrobioldgia je zdkladom praktickej diagnostiky, je
postavend na Kklinicko-patologickej terminoldgii nozologickych
jednotiek a na klinicko-mikrobiologickej diagnostike infekénych
ochoreni s pripadnym odvodenim epidemiologickych stvislosti
v rdmci klinickych zariadeni. Podrobne rozpracovand ndpli
a funkciu odboru moZno ndjst v koncepcii klinickej mikrobiolégie.

Klinickd mikrobiolégia sa zaoberd diagnostikou ochoreni
sposobenych patogénnymi baktériami, virusmi, mikroskopicky-
mi hubami a parazitmi, ako aj oportiinne patogénnymi mikro-
organizmami, ktoré sa uplatiiuji v patogenéze ochoreni najma
u pacientov s poruchami imunity, toxickym alebo inym envi-
ronmentdlnym poskodenim a pod.

Klinickd mikrobiolégia vo svojej diagnostickej ¢innosti vyu-
Ziva metddy priameho dokazu etiologického agens v materidli
od pacienta po izoldcii a rozmnoZeni pdvodcu alebo nepriame-
ho doékazu.

Na priamy dokaz z biologického materidlu pacienta - iden-
tifikdciu pévodcu ochorenia sa vyuziva mikroskopické vysetre-
nie, dokaz infekéného agens kultivaénym vySetrenim, dokaz
$pecifickych antigénov, nukleovych kyselin, alebo uréenie dal-
$ich vlastnosti a struktur charakteristickych pre urc¢ovany mik-
roorganizmus.

Stcastou tohto diagnostického postupu je aj postdenie viru-
lencie infekéného agens (stanovenie produkcie toxinov a pri-
tomnosti dal$ich faktorov patogenity), urcenie citlivosti mikro-
organizmu na antiinfek¢né lie¢iva a identifikdcia mechanizmov
rezistencie, ¢im zabezpecuje raciondlnu lie¢bu pacienta.

! Surveillance chorodb je nepretrzity dohlad nad vsetkymi aspektami
vyskytu a Sirenia danej choroby, ktory je integrdlnou stcastou
uc¢inného boja proti nej. Surveillance znamend nepretrzity zber
tdajov, analyzu, interpretaciu a spatni vazbu medzi tymi, ktor{ idaje
poskytujt a tymi, ktori ich analyzuju a interpretuju. Surveillance je
integrdlna stcast zdravotnickej starostlivosti.
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Nepriama mikrobiologickd diagnostika vyuZiva nepriame
metédy dokazu infekcie, dokaz markerov $pecifickej imunitnej
odpovede (protilatky, bunkovd odpoved), ktoré vytvira pacient
proti antigénom infekéného agens, alebo stanovenie aktivity
nes$pecifickych ukazovatelov zdpalovej reakcie.

Mikrobiologickd diagnostika sa robi na pracoviskach klinic-
kej mikrobiolégie (PKM), ktoré si sti¢astou spolo¢nych vyset-
rovacich a liecebnych zloziek (SVLZ) ustavnych zdravotnic-
kych zariadeni alebo st to samostatné neStdtne zariadenia.
Zaoberaju sa diagnostikou bakteridlnych, virusovych, parazitar-
nych a mykotickych infekcii. Niektoré mykologické laboratéria
st pri dermatovenerologickych klinikdch/oddeleniach. Nad-
stavbovt diagnostiku alebo konfirmdciu vysledkov ur¢itych vy-
Setreni robia ndrodné referen¢né centrd (napr. pre HIV/AIDS,
tuberkulézu a mykobakteridzy, syfilis, hepatitidy a pod.).

Pracoviska klinickej mikrobioldgie sa po roku 1989 delimito-
vali z hygienickej sluzby pod sprdvu nemocnic, bliZsie k pa-
cientovi. Ustavy a oddelenia Kklinickej mikrobiolégie (GKM,
OKM) sa stali sticastou nemocnice s poskytovanim sluZieb
z oblasti mikrobiolégie. Sluzby v mikrobiologickych laborat6ri-
4ch su nastavené tak, aby €o najlepSie zodpovedali potrebdm
pacientov a klinickych pracovnikov.

Vdaka blizsiemu kontaktu s lekarmi z klinickych pracovisk
sa odbor rychlejsie rozvija. Neskor sa mikrobiologické labora-
téria komercionalizovali, stali sa ekonomicky zaujimavejsimi,
vznikli nes$tatne stikromné laboratéria.

Pozitivny rozvoj odboru sa prejavil na zac¢iatku 90. rokov aj
v oblasti postgradudlnej vyucby na pdde Slovenskej zdravotnic-
kej univerzity a Lekdrskej fakulty Univerzity Komenského, kde
prebiehaja kurzy a $kolenia v rdmci pripravy na postgradudlne
vzdeldvanie mikrobiol6gov.

Siet pracovisk klinickej mikrobiolégie, ndplil a rozsah ich
¢innosti musi zodpovedat poZiadavkdm na zabezpecenie do-
stupnej a kvalitnej diagnostiky v potrebnom rozsahu pre vsetky
ambulantné a tustavné zdravotnicke zariadenia. V niektorych
oblastiach Slovenska nebola rajonizécia celkom dodrzana.

Odborno-metodické vedenie ¢innosti

odbore

Cinnost odboru klinickd mikrobiolégia odborne a metodicky
riadi Ministerstvo zdravotnictva Slovenskej republiky (MZ SR)
v spolupréci s hlavnhym odbornikom MZ SR pre odbor klinickd
mikrobiolégia. V poradnom zbore hlavného odbornika st me-
novani krajski odbornici. Pri svojej ¢innosti spolupracuje hlav-
ny odbornik MZ SR a jeho poradny zbor so stavovskymi orga-

nizdciami a odbornymi spolo¢nostami, posobiacimi samostatne
alebo v rdmci Slovenskej lekdrskej spolo¢nosti (SLS). Okrem
iného spolo¢ne pripravji aj odborné usmernenia v oblasti le-
kdrskej mikrobiolégie, ktoré st uverejiiované vo Vestniku MZ
SR. V rdmci SLS je to predov$etkym Slovenska spolo¢nost Kli-
nickej mikrobiolégie. Stavovské organizicie reprezentuje Sek-
cia klinickej mikrobiolégie Slovenskej lekdrskej komory a Slo-
venskd komora inych zdravotnickych pracovnikov, asistentov,
laborantov a technikov.

Perspektivy odboru

V odbore klinickd mikrobioldgia je potrebné v stlade s roz-
vojom vedy a techniky perspektivne zavddzat nové met6dy
rychlej mikrobiologickej diagnostiky, zavddzat rychle moleku-
lovo-biologické a iné diagnostické metddy do rutinnej diagnos-
tickej praxe, rozvijat molekulovo-biologické diagnostické meto-
dy pre potreby epidemiologickej surveillance, vyuZivat nové
informacné technoldgie, spolupracovat pri tvorbe katalégu vy-
konov a ndésledne pri tvorbe zoznamu vykonov. Je potrebné
periodické zaradovanie prislusnych mikrobiologickych vysetreni
do katalégu vykonov jednotlivych ochoreni (guidelines), aby
bolo zabezpecené skrdtenie doby potrebnej na diagnostiku,
spresnenie diagnostiky a usmernenie terapie tak, aby nedoché-
dzalo k neindikovanej a ekonomicky ndro¢nej aplikdcii lieciv
(napr. antibiotik), vyznamne sa podielat na programoch vypra-
covdvania a implementécie celoeurépsky platnych metéd diag-
nostiky a surveillance prenosnych ochoreni. Je potrebné rozvi-
jat nielen komplexnu laboratérnu diagnostiku, ale najmad
posilnit klinickli orientdciu c¢innosti odboru a spoluprdcu
s klinikmi, najmd tzv. antimikrobidlnou starostlivost (anti-
microbial stewardship), ¢o znamend komplex integrovanych
postupov na optimalizdciu pouZivania antimikrobidlnych latok
a postupov v zdravotnickych zariadeniach. OsSetrujuci lekari
a lekdri so $pecializdciou na infek¢né choroby spolu s klinicky-
mi farmaceutmi st povaZovani za hlavnych nositelov progra-
mov antimikrobidlneho dozoru v zdravotnickych zariadeniach,
je v8ak nevyhnutné, aby v tychto programoch zohrdvali kltico-
vi tlohu klinicki mikrobiolégovia. Cielom je poskytnif kom-
plexnt stratégiu antimikrobidlnej starostlivosti o pacientov, ku
ktorej budi mikrobiologické laboratérid a klinicki mikrobiol6-
govia vyznamne prispievat vytvaranim a pravidelnou aktualiza-
ciou prehladov o citlivosti mikroorganizmov na antimikrobidlne
latky, poskytovnaim novych moZnosti rozsirenej diagnostiky
a usmernovanim v jej predanalytickej fadze, vzdeldvanim posky-
tovatelov zdravotnickej starostlivosti a vytvdranim systémov do-
hladu (vratane kontroly nozokomidlnych ndkaz) a systémov
varovani.
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ORGANIZACIA, MATERIALNO-TECHNICKE VYBAVENIE,

INFORMACNE SYSTEMY A MANAZMENT PRACOVISKA
V KLINICKEJ MIKROBIOLOGII

Liskovd A., Predny J.

Zé&kladnym pracoviskom klinickej mikrobiolégie je oddelenie
Kklinickej mikrobiol6gie, ktoré méZe byt organizacne samostatné,
alebo je zaclenené vo vacsich organizac¢nych jednotkédch. Podla
rozsahu a druhu vykondvanej ¢innosti mdZe byt oddelenie rozde-
lené na tseky: klinickej bakteriolégie, klinickej viroldgie, klinickej
mykoldgie, klinickej parazitolégie, imunosérologickej diagnostiky
mikrobidlnych ochoreni, tisek molekuldrno-biologickej diagnosti-
ky a tsek zabezpecenia laboratérnych a sanitdrnych ¢innosti.

Oddelenie klinickej mikrobiolégie zabezpecuje laboratérnu
diagnostiku, objastiuje etiolégiu a patogenézu ochoreni mik-
robidlneho povodu a imunopatologickych stavov stvisiacich
s pritomnostou mikroorganizmov na slizniciach, koZi a vnu-
tornych orgdnoch pacienta. Vystupy laboratérnych analyz su
podkladom pre raciondlnu terapiu a prevenciu tychto ochore-
ni.

Pracovisko klinickej mikrobiolégie vedie lekdr so Specializé-
ciou v $pecializa¢nom odbore klinickd mikrobiol6gia. Kvalifiko-
vanu konzulta¢nt ¢innost lekdrom ostatnych medicinskych od-
borov, ako aj interpretdciu vysledkov mikrobiologickych
vySetreni, poskytuja lekdri so $pecializdciou v $pecializa¢nom
odbore klinickd mikrobiolégia.

inimdlne pozZiadavky na persondlne
abezpecenie a materidlno-technické
vybavenie

Minimdlne poZiadavky na persondlne zabezpecenie a mate-
ridlno-technické vybavenie pracovisk odboru klinickd mikrobio-
l6gia upravuje osobitny predpis.

PKM vedie lekdr so Specializdciou v klinickej mikrobioldgii,
ktory garantuje kvalitu vySetreni.

Vynos Ministerstva zdravotnictva Slovenskej republiky C¢.
09812/2008-OL z 10. septembra 2008 upravuje minimélne po-
Ziadavky na persondlne zabezpecenie a materidlno-technické
vybavenie PKM:

Persondlne zabezpecenie PKM tvoria:
¢ minimdlne 1 lekdr so $pecializdciou v $pecializatnom odbo-

re klinickd mikrobioldgia,
¢ minimdlne 2 laboranti so $pecializdciou v $pecializa¢nom od-

bore laboratérna medicina.

Materidlno-technické vybavenie PKM tvoria
Zé&kladné funkcné priestory zariadenia spoloénych vySetro-
vacich a lie¢ebnych zloZiek:
* laboratérna miestnost s rozmermi najmenej 15 m? pre dvoch
laborantov, na dalSieho laboranta sa plocha zvySuje o 5 m?,
* miestnost s umyvadlom na prijem materidlu s rozmermi naj-
menej 4 m?,
* dennd miestnost pre persondl s rozmermi najmenej 6 m?,
 priru¢ny sklad alebo skrifla s rozmermi najmenej 4 m?,
* hygienicky filter pre persondl - sprcha, toalety a umyvadlo,
e Satfia,
* miestnost s vylevkou pre upratovacku.

Ak ide o laboratérium, kde sa robia odbery biologického ma-
teridlu, je sticastou zdkladnych funkénych priestorov aj odbe-
rova miestnost, ¢akdreil a toaleta pre pacientov.

Minimdlna plocha odberovej miestnosti je najmenej 8 m?,
steny a podlaha miestnosti musia byt umyvateIné. V miestnos-
ti je zabezpecené vetranie. Vecnym vybavenim miestnosti je
lezadlo alebo polohovatelné kreslo, umyvadlo, stolicka a ve-
Siak.

Minimdlne vecné vybavenie a pristrojové vybavenie labora-
térnej miestnosti tvoria: umyvadlo, drez na umyvanie pomocok
a vylievanie biologickych materidlov, pisaci stol, stolicka, telefén,
nddoba na odpad so $liapadlom, uzamykatelnd skritia na pomoc-
ky, kartote¢nd uzamykatelnd skrifia, dezinfek¢éné prostriedky, an-
tiseptikd, prostriedky na vys$si stupeni dezinfekcie termolabilnych
ndstrojov a pristrojov, laboratérny stdl a stolicka, skritia, chlad-
nic¢ka, mraznicka, centrifiga, germicidny Ziari¢, pocitac s prislu-
Senstvom, sterilizator alebo autoklav.

Dalsie priestory, ktoré tvoria PKM:
¢ odberovd miestnosf - jedno odberové kreslo alebo postel

s rozmermi najmenej 10 m?, na kazdé dalsie odberové kres-

lo sa plocha zvyS$uje o 3 m?,

e pripravoviia pod a médii s rozmermi najmenej 15 m?, plochu
mozno zmens§if pri automatickej plnicke pdd,

¢ miestnost na dekontamindciu infek¢ného materidlu s roz-
mermi najmenej 10 m?,

e umyvdren a pripravoviia skla s rozmermi najmenej 10 m?,

e archiv s rozmermi najmenej 10 m?.

Dalgie vybavenie jednotlivych tsekov, ktoré tvoria stcast
laboratéria podla aktudlneho predpisu st: mikroskop, box
s lamindrnym pradenim vzduchu, termostat, vodny kupel,
plynovy kahan, drez, v odberovej miestnosti: odberové kres-
lo, pojazdnd stolicka, pojazdny stolik, pracovnd plocha, le-
zadlo alebo polohovacie kreslo, skrinka na ndstroje, plynovy
kahan, umyvadlo, ve$iak na $aty, v pripravovni pdéd a médii:
laboratérne stoly, sterilny box, autokldv, analytické vahy, ph-
-meter, vodny kupel, chladni¢ka s mrazni¢kou, laboratérna
skrifia, destila¢ny (deioniza¢ny pristroj), v miestnosti na pri-
jem materidlu: pisaci stol, laboratérny stol, stolicky, chladnic-
ka, laboratérna skrina, umyvadlo, v miestnosti na dekontami-
ndciu infekéného materidlu: laboratérny stél, autoklav,
umyvadlo, vylevka, v umyvéarni skla: laboratérny stol,
stolicky, umyvaci a dezinfekény automat s horidcovzdu$nym
susSenim, ak pracovisko nemd zabezpecenu sterilizdciu dodé-
vatel'skym spdsobom oddelenim centrélnej sterilizacie, horu-
covzdusny sterilizdtor, laboratérna skritla, umyvadlo a drez.
Pripravoviia pod a médii sa nevyZaduje, ak laboratérium pre-
ukéze, ze kultiva¢né pddy a médid nakupuje v plnom rozsa-
hu od dodévatela hotovych pod a médii.

Povrchy stien laboratérnych miestnosti musia byt Tlahko
umyvatelné, dekontaminovatelné po celom obvode miestnosti
do vy$Kky aZ po strop a vrdtane stropu. V zavislosti od zaradenia
pracoviska do prislusného stupna trovne ochrany sa pozaduju
ochranné opatrenia podla osobitného predpisu.?

Vybavenie laboratérii sa riadi zameranim laboratéria a roz-
sahom diagnostickych metéd.

Vzhladom na to, Ze uvedeny Vynos uvddza len minimdlne
poZiadavky na persondlne, priestorové a pristrojové vybavenie

2 Nariadenie vlady Slovenskej republiky ¢. 338/2006 Z. z. o ochrane
zdravia zamestnancov pred rizikami sivisiacimi s expoziciou
biologickym faktorom pri préci.



6

LEKARSKA MIKROBIOLOGIA

poZadovany v dobe svojej pripravy, neodrdZa dostato¢ne zmeny
v laboratérnych metddach a technologicky progres poslednych
dekdd, ani metodické smerovanie odboru. Kodifikuje historicky
stav v odbore. Aktudlne mozZnosti vo vybaveni dne$nych mik-
robiologickych pracovisk st uvedené v tabulke 1.2.1. Na obrdz-
ku 1.2.1. je priklad zostavy diagnostickych automatov (linky)
pre sérologicki diagnostiku pomocou imunoanalyz s fluores-
cenénym znacenim a zdkalomernych metéd (turbidimetria,
resp. nefelometria).

Obr. 1.2.1. Automatizovana linka na vysetrovanie vzoriek

v sérologickom laboratdriu (najcastejsie sérum, ale aj likvor

a pod). Do linky sa vkladajt primarne skiimavky (,,odberovky*) so
scentrifugovanou krvou alebo inym materidlom, oznac¢ené ¢iarovym
kédom, na zdklade ktorého je vzorka identifikovand ¢itackou
zabudovanou v lavom module. Po identifikdcif vzorky automat

nacita z laboratérneho informaéného systému (LIS) pracovny list

s pozadovanymi parametrami pre pritomné vzorky a podla typu
vysetren{ automaticky osadi jednotlivé vzorky do prepravného nosnika
a odosle vzorku do prislu§ného vySetrovacieho modulu (napr. pre
turbidimetriu, imunoanalyzy a pod). Linka si meneZuje sled vy$etreni
automaticky tak, aby sa dosiahol ¢o najvys$si pocet vySetrenych vzoriek
za dany cas. Po vySetreni je vysledok analyzy okamzite odoslany

do LIS-u a linka v pripade poZiadavky na iny typ vySetrenia postva
vzorku do iného modulu.pre prislu$§né vysetrenie. Linka si automaticky
vykondva cely manazment reagencii a spotrebného materidlu, rovnako
aj kalibrécie a kontrolné merania. Analyzy tak prebiehji automaticky,
bez zdsahu persondlu laboratéria.

Tab. 1.2.1. Pristrojové vybavenie a vybrané pomdcky na
pracoviskach klinickej mikrobiolégie - prehlad.

Specifické pristrojové vybavenie

Kultiva¢né metédy

¢ automat na identifikdciu baktérii zistovanim ich metabolickych
vlastnosti

¢ automat na testovanie ATB citlivosti (resp. poloautomatické

zariadenie)

automaticky pristroj na hemokultivaciu

anaerébny systém (LAS)

vortex

zdkalomer

to¢na Petriho misiek

elektricky alebo plynovy kahan

Nekultiva¢né met6dy

Mikroskopické metody

opticky mikroskop

fluorescen¢ny mikroskop

inverzny mikroskop

mikroskop s tmavym polom

mikroskop s fazovym kontrastom
elektrénovy mikroskop

ultramikrotém

automaticky pristroj na farbenie preparatov

Imunochemické

¢ automaticky alikvéter vzoriek

* automaticky pipetor

imunoanalyzator (automat na imunoanalyzy - CLIA, FIA)
ELISA automat alebo ¢itac¢ka (reader)

automaticky pristroj na spracovanie a vyhodnocovanie
imunoblotov

premyvacka mikroplaniciek

turbidimeter alebo nefelometer

rotatiter

Molekuldrno-genetické

* izolator (automat) nukleovych kyselin

e PCR cykler

» Real Time PCR pristroj alebo automat na Real Time PCR
(amplifikacia + detekcia)

pristroj na detekciu nukleovych kyselin viacerych druhov
patogénov v jednej skiimavke (multiplex PCR)
sekvendtor

pristroj (bioanalyzdtor) na validdciu, kvantifikdciu a ¢istenie
DNA /RNA a proteinov

pristroj na ELFO, horizontélna elektroforéza

PCR termo blok

UV iluminétor, UV lampa

ultracentrifiga

¢itacka genomickych alebo proteomic-kych mikrocipov
magneticky separdtor

Spektrometrické
¢ MALDI TOF spektrometer

Iné metody
* prietokovy cytometer

Pristroje bez zaradenia k metédam
* digestor

* biologicky termostat

biologicky termostat CO,
lamindrny box

lamindrny box II. trieda
lamindrny box III. trieda
centrifiga

centrifiga chladena

laboratérna trepacka

spektrofotometer

Nespecifické pristrojové vybavenie pre biomedicinske laboratéria
sterilizator

autoklav

analytické vdhy

vodny kupel

chladnicky

hlbokomraziaci box

elektrickd platiia

mikrovlnnd rdra

zariadenie na pripravu destilovanej a inak upravovanej vody
(reverznd osméza)

dopravnikovy systém pre vel'ké laborat6ria

potrubna posta pre laboratérid modernych nemocnic

zdroj jednosmerného napatia

Administrativne pristrojové vybavenie
pocitacova siet

pristroj na tla¢ stitkov s ¢iarovym kédom
¢itacka ciarovych alebo QR kédov
skenery

obélkovac

tlaciarne

fotoaparét, kamera

projekénd technika
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1.3

Prsek D.

Laboratérny informacny systém (LIS) zabezpecuje elektro-
nickd podporu procesov na pracoviskdch laboratérnej diagnos-
tiky. UZ niekol'ko desatroci je ddlezitou sticastou poskytovania
kvalitnej zdravotnej a efektivnej zdravotnej starostlivosti. Zaro-
veil LIS poskytuje automatizdciu a elektronizdciu procesov v la-
boratéridch, ¢o vo vysledku prindsa skratenie ¢asu medzi prija-
tim vzorky a distribtciou vysledku, ¢o umoziuje lekdrom
skors$iu indikdciu lie¢by pacienta.

LIS zabezpecuje odporu procesov, za¢inajic od prijmu ma-
teridlu na spracovanie, cez analyticku cast a konciac expediciou
vysledku vysetrenia. Okrem procesov spojenych so spracova-
nim a vyhodnotenim materidlu je laboratérny informacény sys-
tém nepostradatelnou stucastou pri vykazovani vystupov pre
zdravotné poistovne, ndstrojom ziskavania rozmanitych Statis-
tickych vystupov ako aj prostriedkom pre elektronickd komu-
nikdciu s lekdrom prostrednictvom ambulantného ¢i nemocni¢-
ného informa¢ného systému.

Ako zédsadnd vlastnost Laboratérného informa¢ného systému
je jeho neustély dal$i rozvoj na zdklade poZiadaviek uzivatefov,
ako aj v€asnd aplikdcia zmien vyplyvajica zo zmien legislativy
a rozvoja pocitacovych technoldgii.

Zdakladné tlohy laboratérneho informaéného systému

Aby laboratérny informacény systém splnil ciele na neho kla-
dené, musi dokézat riesit nasledovné tlohy:
 Prijem materidlu na vySetrenie - vloZenie informdcie o po-

zadovanom vyS$etreni, mozno vykonat ru¢nym zdpisom ako

aj elektronickym prijmom Ziadanky o vySetrenie.

Prijem
materialu

LABORATORNE INFORMACNE SYSTEMY

Komunikdcia s analyzdtormi - odosielanie poZiadaviek na
vysetrenie do analyzétora a prijem vysledkov vy$etreni vzo-
riek a kontrolnych materidlov z analyzétora.

Podpora zapisu vysledkov vySetreni - moZnost ru¢ne zapi-
sovat vysledky vysetreni, pripadne na zdklade vopred zada-
nych algoritmov vkladat dalSie postupy spracovania mate-
ridlu.

Validacia vysledkov - umoznit uZivatelom niekol'kotroviio-
vt validciu vysledkov. Validovat vysledok roznymi spdsob-
mi podla potreby uZivatela (jednotlivo po metédach, po pa-
cientoch, cez cely pacientsky sumdr a pod.).

Expedicia vysledkov - tla¢ vysledkov v papierovej forme;
export elektronickou cestou do NIS a AIS, eHealth a pod.
Vyuctovanie vykonov - sprdva vykonov a moznosti vykazo-
vania zuctovacich dévok do poistovni. Mechanizmy optima-
lizacie a sledovania vhodnych kédov vykonov.

Statistické vystupy - tvorba roznych typov $tatistickych vy-
stupov. Generovanie zostdv odbornych S$tatistik, cez ekono-
mické, prevadzkové az po legislativne.

Manazérsky informacny systém - poskytnutie dat do exter-
ného tloZiska za ticelom vhodnej transformdcie dét s cielom
ich poskytnutia externym manazérskym systémom.

Obr. 1.3.1. UGlohy laboratérného
informa¢ného systému.



1.4 KONTROLA KVALITY

V MIKROBIOLOGICKEJ DIAGNOSTIKE

Liskova A.

Mikrobiologické laboratérne vySetrenie je proces, ktory za-
hffia Cast predanalyticka (priprava pacienta, odber biologické-
ho materidlu, transport biologického materidlu do laboratéria,
a spravne uchovanie vzorky do doby vlastnej analyzy), analy-
tickd (vlastnd analyza a vypocty) a postanalyticki (validécia,
interpretdcia vysledkov a ich dorucenie zaddvatelovi vySetre-
nia). Pri interpretdcii si treba uvedomit, Ze ziskany vysledok
zavisi od viacerych individudlnych faktorov. Pri interpretacii
ziskanych vysledkov je nevyhnutny komplexny pristup, vratane
posuidenia celkového stavu pacienta a dokladne odobratej
anamnézy. DoleZité je postidenie dynamiky hodnotenych labo-
ratérnych vysetreni. Komplexnost takto poskytovanych labora-
térnych sluzieb so sebou nesie prisne poziadavky na vysokd
profesiondlnu erudiciu vSetkych pracovnikov a na vybavenie
pracoviska modernymi technolégiami. V poslednych rokoch sa
kladie d6ékaz na kvalitu a komplexnost poskytovanych labora-
térnych sluzieb. Jednym z prostriedkov ako tento cel dosiahnut
je zlepSovanie systému kvality podla normy ISO 15 189.

V rdmci odboru klinickej mikrobioldgie existuje systém ex-
terného hodnotenia kontroly kvality (EHKK) mikrobiologic-
kych laboratérii organizovany SNAS. V rdmci sprdvnej labora-
térnej praxe laboratérid postupuji podla internej kontroly
kvality, ktorou overuju laboratérne postupy a sprdavnost inter-
pretdcie laboratérnych vySetreni.

Hlavnymi prioritami spoluprdce s klinickymi odbormi su:

e sprdvna prax v indikdcii a interpretdcii mikrobiologickych
vySetreni,

e sprdvna prax v antimikrobidlnej terapii a profylaxii na trov-
ni praktickych lekdrov $pecialistov a nemocnic¢nej 16zZkovej
starostlivosti,

¢ kontrola rezistencii na antibiotikd v komunite a v zdravotnic-
kych zariadeniach,

¢ poskytovanie podkladov a aktivnej tcasti na kontrole nozo-
komidlnych infekcif v zdujme zniZenia mortality skrdtenia
osSetrovacej doby, zniZeni ndkladov na liec¢bu.

Klinicko-mikrobiologickd diferencidlna diagnostika je zéklad-
nym know-how tohto aplikovaného odboru, preto musi byt in-
tegralnou sti¢astou ndrodnych standardnych diagnostickych po-
stupov, ktoré sa budd uplatiiovat v praxi akreditovanych
a certifikovanych laboratorii.

NenahraditeInou tlohou v kontrole kvality ma externé hod-
notenie kvality (EHK), poskytované akreditovanymi pracovis-
kami Uradu verejného zdravotnictva SR, NRC pre sledovanie
rezistencie na antimikrobidlne litky, ktoré posiela kontrolné
vzorky do mikrobiologickych laboratérii. Spolupracujtcim la-
boratéridm zabezpecuje NRC externt kontrolu v systéme
NEQAS a nésledne zber dat pre eur6psky monitorovaci systém
EARSS. Okrem ndrodnej kontroly kvality si mikrobiologické
laboratérid zapojené do medzinarodnych EHK (napr. Labqua-
lity ManaCon Finsko, SEKK, INSTAND, UK NEQUAS a inych).

yznam narodnych standardnych

Mikrobiologické pracoviskd postupuji podla Standardnych
pracovnych postupov, ktoré s sticastfou riadenej dokumenta-

cie mikrobiologickych laboratérii v rdmci akreditdcie a cer-
tifikdcie.

V budtcnosti je potrebné dosiahnutie Standardizécie a zave-
denie sprdvnej laboratérnej praxe, zavedenie akreditdcie mikro-
biologickych laboratérii, zavedenia kontroly rezistencie do pra-
xe v dobe narastajiicej rezistencie voc¢i antibiotikim. V obdobi
globaliz4cie je potrebné monitorovat riziko importovanych in-
fekcif a novych nebezpec¢nych ndkaz, vradtane bioterorizmu.

Vyznam mikrobiologickych vysledkov sa bude zvySovat
s implementdciou systému DRG?® do praxe a bude mat priamy
ekonomicky vplyv na chod zdravotnickych zariadeni.

Systém kontroly kvality v odbore
klinicka mikrobiolégia

INTERNA KONTROLA

V rdmci sprdvnej laboratérnej praxe realizuji mikrobiologic-
ké laboratorid internd kontrolu kvality, ktorou priebeZne overu-
ja troven vykondvanych laboratérnych postupov a spravnosti
interpretacie vysledkov vySetreni.

Pomocou kontrolnych materidlov (kvalitativne a kvantitativ-
ne definované vzorky analyzovaného materidlu) sa pravidelne
monitoruju vysledky kalibracii, varidciu v hodnotdch stanovo-
vani kontrolnych latok a spravnu funkciu jednotlivych analyzé-
torov alebo prédce persondlu. Dennd frekvencia internej kontro-
ly kvality (IQC) je zdvisld od objemu vzoriek, ktoré laboratérium
pocas diia spracovava.

EXTERNA KONTROLA KVALITY

Externd kontrola kvality sa realizuje v spolupréci s prislus-
nym referenénym pracoviskom, alebo Gcastou v medzindrod-
nych systémoch kontroly kvality. Vyznamnym ukazovatelom
kvality pracoviska klinickej mikrobioldgie je aj jeho akreditacia.
Externd kontrola kvality (EQC) zac¢ina dorucenim S$pecidlnej
testovacej sady vzoriek do laboratéria, ktorych analyza sa usku-
to€tiuje v rutinnej prevddzke s ostatnymi vzorkami Standard-
nym spdsobom. Namerané vysledky kontrolnej vzorky sa zada-
ju online na webovej strdnke dodédvatela externej kontroly
kvality. V pripade potreby sa robia ndpravné opatrenia, ktoré
vyplyntd z vyhodnotenia EQC. Pracoviskd klinickej mikrobiol6-
gie maju moznost sa zapdjat do rie$enia vedecko-vyskumnych
projektov aj medzindrodnych aktivit, predovSetkym ESCMID
(European Society of Clinical Microbiology and Infectious Dise-
ases), EUCAST, FEMS (Federation of European Microbiological
Societies), ECDC (European Center Diseases Control), ISID,
WHO a i.

3 Povodnym cielom vytvorenia skupin stvisiacich s diagnézou
(Diagnosis-related group - DRG) bolo vyvindt klasifika¢ny systém,
ktory identifikuje ,,produkty” (diagnostické a lie¢ebné postupy,
lieky, pomocky...), ktoré boli pacientovi v spojeni s jeho diagnézou
v rdmci diagnostiky a lie¢by v konkrétnom zdravotnickom zariadeni
poskytnuté. Od zavedenia DRG na zaciatku 80. rokov v zdravotnictve
USA sa systém vyvijal na zdklade potreby klasifikacie pacientov
na vyssej urovni sofistikovanosti a presnosti. Na splnenie tychto
vyvijajucich sa potrieb sa ciel systému DRG musel rozsirit. Dnes uZ
vo existuje niekol'ko réznych DRG systémov, ktoré sa stdle dopliiajd,
resp. sa vyvijaju nové.



1 Laboratérna diagnostika

AKREDITACIA

Akreditdcia je nestranné a nezdvislé postidenie a osved¢enie
sposobilosti subjektu akredita¢nou autoritou o tom, Ze subjekt
je spdsobily vykondvat ¢innosti $pecifikované v osvedceni a tr-
valo plnit poZiadavky sposobilosti ur¢ené prislusnym normativ-
nym dokumentom. Akreditdcia - aj preto, Ze sa vykondva ne-
z4visle a nestranne - sa povazuje za hlavny faktor
doveryhodnosti a spravnosti vysledkov ¢innosti akreditovaného
subjektu, ¢o je dovod, pre ktory mé byt vyuZzitd na posudzova-
nie a na hodnotenie vSetkych ¢innosti, od vysledkov ktorych
spolo¢nost ocakdva vysoky stupenl spravnosti a dovery.

V garancii spravnosti vysledkov sa mozu laboratérid opriet
o vykondvanie pravidelnej internej (IQC) a externej kontroly
kvality (EQC). Povinnost vykondvat pravidelné merania IQC
a EQC vyplyva z dodrzZiavania pravidiel sprdvnej laboratérnej
praxe a je zdkladnym predpokladom pre udelenie osvedéenia
o akredit4cii pre laboratérium. Internd kontrola kvality sliZi na
kontinudlnu reviziu sprdvnosti a presnosti merania. V procese
externej kontroly kvality preukazuje laboratérium nadvaznost
svojich vysledkov merania jednotlivych parametrov na medzi-
narodné Standardy.

Vdacsina slovenskych mikrobiologickych laboratérii je akredi-
tovanych Slovenskou ndrodnou akredita¢nou sluzbou (SNAS)
podla medzindrodne platnej normy ISO 15189.

VYHODY AKREDITOVANEHO LABORATORIA

Rozdiel medzi akreditovanymi a neakreditovanymi laboraté-
riami, ktoré su certifikované systémom kvality ISO 9001,
spociva predovSetkym v ndrokoch kladenych na dokladnejsie
mapovanie a sledovanie vsetkych procesov v laboratériu (pre-
danalyticka fdza, samotnd analyza, postanalytickd fdza). VSetky

procesy v akreditovanom laboratériu s preto podrobne zdoku-

mentované. Vyhod je v8ak ovela viac:

e zavedenie kvalitného systému internej a externej kontroly
kvality,

* pristroje validované servisnymi a metrologickymi autoritami,

e pouzivanie vylu¢ne certifikovanych reagencii, kalibratorov
a kontrolnych materiélov,

« kvalifikovany personal,

¢ laboratérium mda stanovené ciele kvality a je povinné sa
v zmysle normy neustdle zlepSovat v prospech pacienta a le-
kéra,

¢ kompetitivna vyhoda pracoviska v uzatvdrani zmluvnych
vzfahov so zdravotnymi poistoviiami.

Akreditované pracoviskd st pravidelne kontrolované pocas
dohladovych névstev akredita¢nych orgdnov (SNAS), ktoré sa
vykondvaji najmenej raz ro¢ne. Osvedcenie o akreditdcii sa
udeluje na obdobie 4 - 5 rokov, v zdvislosti od toho, ¢i ide
o novoakreditovany subjekt alebo reakreditdciu. Akreditované
pracoviskd st zdrukou maximadlnej spolahlivosti a presnosti.
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2.Vynos MZ SR ¢. 09812/2008-OL z 10. septembra 2008 o minimdl-
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ULOHY A POSOBNOST KLINICKEJ MIKROBIOLOGIE

V RAMCI LIECEBNO-PREVENTIVNEJ STAROSTLIVOSTI
A KOMUNIKACIA S OSTATNYMI KLINICKYMI ODBORMI

Liskova A.

Klinickd mikrobiolégia je samostatny interdisciplindrny me-
dicinsky odbor, ktory na zdklade poznatkov z mikrobiolégie,
infektolégie, klinickej imunolégie a alergolégie, pediatrie, epi-
demioldgie, vnuitorného lekdrstva, dermatovenerolégie, labora-
térnej diagnostiky, genetiky, chirurgickych odborov, pracovné-
ho lekdrstva a z prirodnych, socidlnych a technickych vied
zabezpecuje laboratérnu diagnostiku, objasiiuje etiolégiu a pa-
togenézu ochoreni mikrobidlnej etiolégie a imunopatologic-
kych stavov stvisiacich s pritomnostou mikroorganizmov na
slizniciach koZzi a vnutornych orgdnoch pacienta.
Vystupy laboratérnych analyz st podkladom pre raciondlnu
terapiu a prevenciu vy$$ie menovanych ochoreni. Vyznamne
stipa pocet ochoreni, ktoré vyvoldva alebo sa na ich vzniku
podiela mikrobidlna infekcia. Objavuji sa nové mikroorganiz-
my patogénne pre Cloveka, ako aj mikroorganizmy, ktorych
zmenené biologické vlastnosti st predpokladom zvySenia pato-
genity a vzniku odolnosti vo¢i dosial i¢innej antiinfekénej liec-
be. Antimikrobidlna rezistencia sa stdva zdvaznym problémom
hlavne u nemocni¢nych patogénov.
Hlavnou napliiou odboru klinickd mikrobiolégia je vyko-
ndvanie komplexnej mikrobiologickej diagnostiky na objas-
nenie etiologie mikrobidlnych ochoreni, stanovenie kauzdl-
nej antimikrobidlnej liecby, pripadne odporucenie
imunomodula¢nej terapie pacientov. Prispieva k ucinnej
prevencii vzniku, rozvoja a $irenia sa mikrobidlnych ocho-
reni, vritane skiimania moznych rizik nosi¢stva mikrobial-
nych povodcov.
Standardné postupy v klinickej mikrobioldgii tvoria integral-
nu sucast Standardov klinickych odborov, najmd s ohfadom na
indikdciu mikrobiologického vySetrenia ako stcasti diferencidl-
ne diagnostického postupu a interpretdcii vysledkov vySetreni
vratane konzultacie raciondlnej terapie.
Cinnost odboru klinickej mikrobiolégie:
¢ spoluprdca a konzulta¢nd ¢innost pre vSetky odbory medi-
cinskej praxe,
¢ organizovanie a rozvijanie bazy odbornych pracovisk v stla-
de s koncepciou odboru,

¢ rozvijanie vedecko-vyskumnej ¢innosti na $pecializovanych
pracoviskdch a aplikdcia novych poznatkov a modernych
diagnostickych postupov v rutinnej aj $pecializovanej praxi,

¢ spoluprdca s ostatnymi medicinskymi a vednymi odbormi,
s odbornymi a profesijnymi organizdciami, orgdnmi verejnej
spravy v diagnostike, lie¢be, prevencii a posudzovani chorob
mikrobidlnej etiolégie, spoluprdca s tiradmi verejného zdra-
votnictva.

Zdravotnicki pracovnici laboratérii klinickej mikrobiolégie
poskytuja vysledky laboratérnych vysetreni, ktoré sltiZia na vy-
tvorenie surveillance vybranych infekénych ochoreni v silade
s prioritami vykonu politiky verejného zdravia.

Pracovisko mikrobiolégie hldsi infek¢éné choroby podlieha-
juce hldseniu prislusnému regiondlnemu tradu verejného
zdravotnictva. Zdravotnicki pracovnici klinickej mikrobioldgie:
* neodkladne hldsia prislusnym regiondlnym tradom verejné-

ho zdravotnictva epidemiologicky zdvazne mikrobiologické

nélezy,

e zUcastiiuju sa svojim ¢lenstvom na ¢innosti Komisii pre ra-
ciondlnu antiinfeként lie¢bu a antibiotickud politiku a Komi-
sif pre rieSenie nozokomidlnych nékaz,

e pripravuja podklady pre surveillance a kontrolu rezistencie
vocCi antibiotikdm pre Narodné referen¢né centrum pre sle-
dovanie antibiotickej rezistencie na Urade verejného zdravot-
nictva SR,

 laboratérne potvrdzuji povodcov nozokomidlnych infekcif,
ktoré su prostrednictvom zamestnancov regiondlnych tra-
dov verejného zdravotnictva hldsené do centrdlnej databazy
Regiondlneho tradu verejného zdravotnictva v Banskej Bys-
trici.

Specializované pracoviské klinickej mikrobiolégie sa podie-
Taji na vyznamnych celospoloc¢enskych programoch rozvoja
a ochrany zdravia ako si kardiovaskuldrny program, onkolo-
gicky program, imuniza¢ny program, program PHARE. Podie-
laji sa na vedecko-vyskumnej ¢innosti v oblasti patogenézy,
diagnostiky, terapie a prevencie mikrobidlnych ochoreni a uplat-
Hovani jej vysledkov v medicinskej praxi v regiondlnych, ce-
lostdtnych a medzindrodnych programoch Eurdpskej tnie
a programoch organizovanych a garantovanych ESCMID (Euro-
pean Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases)
a ESCV (European Society of Clinical Virology).
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Predny J.

Asepsa. Epidemiologické aspekty
pracoviska mikrobiologického

laboratdria. Prevencia a kontrola
kontamindcie prostredia na
mikrobiologickych pracoviskach

Mikrobiologické pracoviskd predstavuji prostredie s vyso-
kou biologickou zdtaZou v zmysle mozZnosti prieniku patogén-
nych mikroorganizmov a ich $irenia. Hrozi tak vysoké rizi-
ko vzniku infekcie persondlu na jednej strane, a na druhej
strane hrozi riziko kontamindcie priestorov a predmetov.

Vysetrovany biologicky materidl m6Ze obsahovat aj infekéné
mikroorganizmy, ktorych pritomnost sa nemusela u pacienta
doteraz klinicky manifestovat (napriklad HIV, HCV) a pri odbe-
re sa na ne nemyslelo. Kazdy biologicky materidl je preto treba
povaZovat za potencidlne nebezpec¢ny pre zdravie pracovnikov
v laboratériu. Je preto nevyhnutné striktne dodrziavat pravidla
bezpecnosti pri praci, a to bez ohladu na predpokladaného p6-
vodcu ochorenia.

Riziko kontamindcie priestorov, predmetov, diagnostik, aj sa-
motného biologického materidlu predstavuje kazdodennd ma-
nipuldcia so vzorkami od 0s6b s podozrenim na infekciu alebo
od 0s6b s uz prebiehajtcim infekénym ochorenim, praca s kul-
tdrami mikroorganizmov alebo ich molekuldrnymi $trukttrami.
Tieto $truktidry, ako st nukleové kyseliny, enzymy (napr. nuk-
ledzy), antigény (napr. HBsAg a pod.), predstavuju riziko ne-
Ziaducej biotickej kontamindcie, ktord mdze tieZ ovplyvnit pré-
cu a vysledky na pracovisku. Zdrojom mikrobiologickej
kontamindcie vzoriek a prostredia mézZu byt nielen pritomné
osoby, vySetrované vzorky a naockované médid, ale aj za-
morenie priestorov organizmami (infesticia - zamorenie
priestorov invdznymi druhmi) alebo prdca s nimi (laboratérne
zvieratd).

1.6.1 Asepsa a asepticka technika

Poskytovatelia zdravotnej starostlivosti pri svojej $pecifickej
prdci musia na zabrdnenie mozného iatrogénneho poskodenia
zdravia alebo aZ smrti pacienta pouzivaf asepticki techniku.
Asepsa je subor opatreni, ktorymi pri zdravotnickych vyko-
noch brdnime pristupu alebo zaneseniu mikroorganizmov do
otvorenych rdn, alebo do telovych dutin organizmu, na vzor-
Ky, zdravotnicky materidl a pomocky. Asepsa neznamena ste-
rilita, pouZivanie sterilnych pomocok je len siicastou aseptic-
kych technik. Takisto si treba uvedomovat rozdiel medzi vyrazmi
asepsa a antisepsa. Asepticka technika teda znamend pouZziva-
nie postupov a mechanickych prostriedkov na zabrdnenie preno-
su mikroorganizmov na pacienta alebo predmet vykonu (biolo-
gickd vzorku, transplantat, lie¢ivo a pod.). Obdobné zdsady
platia aj pri laboratérnej praci. Zahfilaji uplatnenie najprisnej-
$ich pravidiel na minimaliz4ciu rizika infekcie alebo kontamina-
cie. Uroveni asepsy musi zodpovedat rizikim spojenym s danym
typom zdravotnickeho vykonu alebo predmetu ¢innosti.

Hlavné aspekty aseptickej techniky v laboratériu si: bariéry
(pomocky alebo zariadenia), priprava vzoriek a materidlu,
organizdcia prace a zaskolenie persondlu, environmentdlne
opatrenia, kontroly a pokyny.

PREVENCIA A KONTROLA LABORATORNYCH NAKAZ

BARIERY
Bariéry chrdnia pacienta, zdravotnickeho pracovnika alebo
vzorky pred vzdjomnym prenosom patogénov a kontamindciou
z prostredia. Bariéry pouZivané v aseptickej technike zahfnaju:
* sterilné ndstroje a pomocky,
« sterilné alebo dekontaminované rukavice,
« sterilny alebo dezinfikovany odev,
» masky alebo $§tit pre persondl, resp. aj pacienta (odber vzor-
ky).

Sterilné bariéry su tie, ktoré boli efektivne vysterilizované
a ktoré sa nedotkli kontaminovaného povrchu. St to $pecidlne
dekontaminované a zabalené predmety a pomocky. Zdravotnic-
ki pracovnici ich umiestiiuji alebo pouZivaji spdsobmi, ktoré
minimalizujd ich expoziciu mikrébom aZz do momentu ich cie-
leného pouZzia a nédsledne po pouZiti si uz zohladiiované ako
kontaminované.

PRIPRAVA PERSONALU A MATERIALU
NA DIAGNOSTIKU

Poskytovatelia zdravotnej starostlivosti pouzivaji pri prdci
sterilné zariadenia a sterilné ndstroje, pricom ¢innost vykond-
vaju podla schvélenych predpisov a v stlade so zaskolenim.
Pracovnici pred vykonom a po niom aplikuju ¢istiace a mikro-
bicidne pripravky na pokozku (antisepsa).VSetky diagnostika
st pred pouZitim sterilné. Spracovanie biologickych vzo-
riek, izolovanych kultdr a manipuldcia s mikroorganizmami
musi byt proces, v ktorom st jednotlivé pracovné kroky rozde-
lené a cielene preusované tak, aby sa v kaZdom nasledujicom
kroku vytvorila sterilnd bariéra (vypalovanie bakteriologickej
kFucky, vimena pipetovacej $picky, ihly alebo pinzety za dalsiu
sterilni pomocku a pod.)

KONTROLA PROSTREDIA A ORGANIZACIA PRACE

Z4kladom enviromentdlnej kontroly je pravidelnd dekonta-
mindcia, ktorou sa vytvori aseptické prostredie. UdrZanie asep-
tického prostredia si vyzZaduje, aby boli pocas prevddzky
priestory pre jednotlivé ¢innosti primerane oddelené alebo uza-
tvorené. Pritomny by mal byt iba potrebny zdravotnicky perso-
nal. Cim viac Tudf je pritomnych, tym vznikd viac prileZitosti
pre kontamindciu mikroorganizmami. Zdroveii treba v labora-
térnych diagnostickych postupoch zabezpecit, aby sa z hladis-
ka asepsy kazdy vykon nekoncil len ziskanim vysledku analy-
zy, ale najmd bezprostrednym odstrdnenim kontaminovanych
pomodcok a dekontamindciou pracovného prostredia. Opacny
priklad je nekontrolované odkladanie biochemickych testac-
nych pridzkov, napr. na doékaz oxiddzy, volne na pracovny st6l
a mnoho dalsich zlozvykov.

POKYNY PRE KONTAKT S OSOBAMI, VZORKAMI,
POMOCKAMI

Ked majti poskytovatelia zdravotnej starostlivosti na sebe
odev a prostriedky, ktoré predstavuja bariéry (sterilné/dekon-
taminované), mali by sa dotykat len inych dekontaminovanych
poloZiek. Kontakt s infekénym a kontaminovanym materidlom
musi byt nepriamy a vZzdy pod kontrolou jednotlivych
ztcastnenych osob. Jeho spracovanie by malo byt prednostne
vykondvané v bezpecnych uzatvorenych systémoch (napr.
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laboratérne analyzétory). Pracovnici by sa za kazdd cenu mali
vyhntt necielenému priamemu dotyku s nesterilnymi povrchmi
a predmetmi. Jednotlivé pracovné kroky prace musia byt lo-
gicky zoradené tak, aby striktne oddelovali pracovné pole na
aseptickd a kontaminovanu ¢ast a nedochddzalo k ich vza-
jomnému skriZeniu. Uvedené zdsady asepsy st principidlne
pre metodické a pracovné algoritmy lege artis, a to tak v mik-
robiolégii, ako aj v medicine celkovo.

1.6.2 Epidemiologické a hygienické
aspekty prevadzky mikrobiologického
pracoviska

Pri¢inou, Ze sa mikréby uplatnia pri infekcii alebo kontami-
nécii v rdmci mikrobiologického pracoviska, je vd¢Sinou nedo-
drZanie sprdvnych laboratérnych postupov, aseptickej techniky
alebo prevddzkové nedostatky v hygienickom rezime daného
pracoviska. Podmienkou sprdvne zvolenych reZimovych opat-
reni pri ochrane zdravia 0s6b je poznat potencidlne ¢lanky epi-
demického procesu, ktory moze v laboratériach nastat, spravne
ich identifikovat a obmedzit tak rizikd na konkrétnom praco-
visku.

Vo vSeobecnosti plati, Ze prvy ¢lanok mozného epidemic-
kého procesu pri vzniku laboratérnej ndkazy predstavuju
samotné mikroorganizmy s charakteristickymi vlastnostami,
ktoré sa tam s materidlom dostdvaji, resp. sa s nimi pracuje.
Tie maju urcité mikrobiologicko-epidemiologické charakteristi-
ky, ktoré v celom rozsahu ur¢uji zdsady prdce na danom pra-
covisku. Jednym zo zdkladnych rezimovych opatreni, ktoré vy-
chddza prave z charakteristik mikrébov, ktorych pritomnost sa
predpokladéd vo vySetrovanych vzorkéch, je kategorizécia pra-
coviska podla podla stupiia biologického rizika, do ktorého
bolo dané mikrobiologické pracovisko zaradené. Pri kategori-
z4cii pracoviska podla biologického rizika ohrozenia zdravia
(angl. biosafety level, BSL) sa musi zohladnit pravdepo-
dobnost $irenia mikroorganizmov, ktoré mézu byt
v spracovavanych biologickych vzorkach, sposob ich preno-
su, ich patogenitu, virulenciu, citlivost resp. rezistenciu voc¢i
antimikrébnym latkam a dekontamina¢nym prostriedkom,
kontagiozitu ochorenia (mieru individudlneho rizika a rizi-
ko pre komunitu), moZnosti prevencie a liecby nimi vyvola-
vanych infekcii. Na zdklade toho je dané pracovisko povinné
mat prislusné priestorové umiestnenie, ¢lenenie, technické vy-
bavenie (napr. vlastné elektrické generétory, hermetické uzave-
ry, vzduchoventila¢né zariadenie s vysokoucinnymi HEPA fil-
trami, usmernené pradenie a pretlak vzduchu) a reZim
(hygienické slucky, uzavretii dekontamindcia a likviddcia odpa-
du, uréeny spOsob a prostriedky na dekontamindciu ploch
a predmetov, vrdtane priestorovych germicidnych UV Ziaricov
a pod.). Napriklad pri manipuldcii s biologickym materidlom
pri predpokladanej pribnovej ndkaze sa odbery a dal$ie spraco-
vanie odobratého materidlu musia vykonat v rukaviciach, jed-
norazovymi ihlami, po odbere a spracovani vzoriek sa tieto
spolu s vatou, gazou a ostatnymi pomdckami musia ponorit na
2 hodiny do roztoku 1N NaOH, alebo 5 % NaOCl, nasledne po-
uzit proteolyticky enzym (proteindza K) a az potom sterilizovat
v autokldve. Takyto $pecificky postup dekontamindcie na urci-
tych zdravotnickych pracoviskdch (priénové laboratérium, ale
aj neurochirurgické oddelenia) sa vyZaduje prdve pre neob-
vykle vysoku rezistenciu priénov voc¢i vsetkym dekontaminac-
nym postupom, vdaka ktorej odoldvaji $tandardnym postupom
dezinfekcie a sterilizacie.

Podla BSL kategérie daného laboratéria musi ma byt k dis-
pozicii vhodné materidlne vybavenie (lamindrne boxy, precho-
dové sterilizdtory, skafandre s pretlakom vzduchu a iné). Kla-
sifikicia urCuje aj vzdelanie persondlu a zodpovednost za
riadenie pracoviska, urCuje pravidld vstupu na pracoviskd, al-
goritmy pracovnych postupov, uréuje ako materidl, médid a po-
mocky vstupujt a opustaju pracoviskd a vsetky bezpec¢nostné

postupy v pripade mimoriadnych udalosti (havdria, tnik infek¢-
ného aerosélu a iné).

Dalsie ¢lanky moZného epidemiologického procesu
predstavuja zdroje infekcie, rezervodre (pramene povodcov),
teda biotické a abiotické systémy v ktorych sa povodca do-
kdzZe rozmnoZovat, sposob a faktory prenosu tychto mikro-
organizmov. Rezervodre su napr. biologicky materidl, pacient
(pri odberoch vzoriek na PKM), asymptomaticky nosi¢ v rdmci
persondlu, zviera alebo hmyz a pod. Predstavujui zdroje uvol-
novanie faktoru prenosu mikroorganizmov (vehikula), napr. ae-
rosélu. Aerosély modzu vzniknit jednak z fyziologic-
kych produktov, vylucovanych organizmom (kychanie, re¢
a pod.), ale aj pri prdci, napr. pri vyfukovani pipety alebo pri
centrifugdcii tekutého materidlu v skimavkéch, pri kontakte vy-
Setrovaného materidlu s horticou bakteriologickou kluckou, pri
rozbiti sklenenych nddob alebo pri nasdvani alebo vystrekovani
obsahu injekénej striekacky. Osobitnti pozornost si zasltizi ma-
nipuldcia so sérom a krvou pacienta (hemokultivacia, sérolo-
gické vysetrovacie met6dy). V tomto pripade vySetrovany ma-
teridl predstavuje potencidlny faktor prenosu po6vodcov
nebezpe¢nych a vysoko virulentnych virusov (napriklad virusy
hemoragickych hortc¢ok). Hrozi aj inokuldcia do koZe a podko-
Zia pri pichnuti sa ihlou, poranen{ tilomkom skla, ¢i poskriaba-
ni alebo pohryzeni laboratérnym zvieratom. Niektori pévodco-
via ochoreni mo6Zu prenikndt aj cez drobné, nendpadné
poskodenia koZe alebo cez konjunktivy. Aby takd situdcia ne-
vznikla, je potrebné vylacit rizikd, napr. zabrdnit pritomnosti
nekvalifikovanych 0s6b v prevddzke, nosit predpisané osobné
ochranné prostriedky (OOP) a funkéne bezchybny ochranny
odev, dodrZiavaf asepsu a predpisané pracovné postupy. Na
mikrobiologickych pracoviskdch mézu pracovat iba osoby, kto-
ré st jednak imunokompetentné, jednak poznaju a striktne do-
drziavaju zédsady prdce s infekénym materidlom. Plati tam z4-
kaz préce pre tehotné Zeny. Za mimoriadne nebezpe¢né sa
povaZuje porusovanie zdkladnych predpisov, ako je zanedbanie
sprdvnej dekontamindcie schvdlenymi postupmi, vkladanie ale-
bo vyberanie kontaktnych $oSoviek z oc¢i, jedenie, pitie, malo-
vanie tvdre a nandsanie riZu na pery, faj¢enie, ponechdvanie
otvorenych ¢i nezabezpecenych nddob a pomocok s kultdrami
mikroorganizmov volne na stoloch a iné nezodpovedné konanie
v laboratériu.

Priklad Gispesného systémového rieSenia prevencie rizika po-
ranenia a kontamindcie bolo postupné nahradenie permanent-
nych pomodcok zo skla a kovu, ktoré sa v Sirokej miere pouzi-
vali v minulosti (napr. opakovane sterilizované sklenené Petriho
misky, skimavky, pipety, ihly a striekacky) jednorazovymi
plastovymi pomockami, alebo aj zavedenie uzatvorenych labo-
ratérnych systémov v podobe plnoautomatickych analyzatorov.

Kone¢nym ¢ldnkom epidemického procesu je vnimavy orga-
nizmus, teda najmd persondl laboratéria. Pri tomto ¢ldnku sa
okrem nespecifickej prevencie, napr. nosenim osobnych ochran-
nych prostriedkov snaZime pomocou $pecifickej prevencie zniZit
jeho vnimavost voc¢i infekcidm. Dobrym prikladom realizécie
ucinnej $pecifickej prevencie pri laboratérnej préci je povinné
ockovanie vSetkych zdravotnickych pracovnikov proti hepatitide
typu B a sledovanie protektivnych hladin prislusnych $pecific-
kych protildtok. Riadne zaockovany zdravotnicky pracovnik je
tak chraneny pred virusovou hepatitidou typu B, ktord bola v mi-
nulosti najcastejsie prendsanou laboratérnou infekciou. Podobne
sa pri pracovnikoch v laboratériach klinickej mikrobiolégie musi
zaistit imunizdcia proti TBC, a to e$te pred ich ndstupom na pra-
covisko. Rozsirenie ockovania, resp. preockovania zdravotnic-
kych pracovnikov vychddza jednak zo zaradenia pracoviska do
kategorie podla BSL klasifikdcie a podla aktudlnej epidemiologic-
kej situdcie (ohnisko ndkazy, napr. osypok, v spddovej oblasti).

V laboratériu je dodlezité aj dodrziavanie protipoZiarnych za-
sad, nakolko pri prdci v mikrobiologickom laboratériu sa pou-
ziva cely rad horlavin a vybu$nych latok (lieh, acetén) a vyko-
ndava sa pravidelnd prdca s ohtiom (vypalovanie bakteriologickych
kIuciek, fixdcia prepardtov plameiiom a pod). Persondlu pri
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préci hrozi expozicia r6znymi chemickymi a fyzikdlnymi fak-
tormi - drdZdivymi a toxickymi, napr. formalin, fenol, prasok
akrylamidu na pripravu elektroforetickych gélov (je neurotoxic-
ky), karcinogénnymi ldtkami (interkala¢né a iné farbivd), Zia-
renie a tepelné sdlanie (UV, hortice médid a pod.). Bezpe¢nost-
né opatrenia v mikrobiologickom labordtoriu musia zahfnat
pravidelné kontroly elektrickych rozvodov (el. zdsuviek), sprav-
nu manipuldciu a uskladnenie plynovych flia$ (CO,, N,), ako aj
spravnu obsluhu tlakovych nddob (autokldvy), to vsetko vrata-
ne za$kolenia persondlu. DodrZanim spominanych zdsad préce
sa zabezpeci ochrana persondlu (prevencia poranenia kontami-
novanym predmetom alebo poskodenie kozného krytu, priame-
ho kontaktu s infekénym a chemickymi agens, ich vdychnutiu,
prehltnutiu) a rovnako sa zabezpedi aj ochrana vzoriek, priesto-
rov a pomocok pred neziaducou kontamindciou.

Rozhodujtice je aj profesiondlne sprdvanie sa persondlu, jeho
technickd zruc¢nost a zodpovedny pristup. Je potrebné zddraznit,
Ze na vznik poranenia md okrem neskuisenosti a neSikovnosti
vplyv aj psychika zdravotnickeho pracovnika. Medzi vyznamné
psychické faktory patri tinava, neustdly tlak na zvy$ovanie pra-
covného vykonu a suvisiaci s vysokou mierou zodpovednosti za
zdvazné ndsledky v pripade omylu a iné. NemoZno vylacit ani
alkoholovt ¢i liekovid zavislost, ale aj syndrém vyhorenia.

1.6.3 BSL Kklasifikdcia mikroorganizmov

do skupin podla biologického rizika

UROVEN 1 BIOLOGICKEJ BEZPECNOSTI

Téato troveni je vhodnd pre pracu s dobre charakterizovanymi
druhmi mikroorganizmov, o ktorych nie je zndme, Ze vyvold-
vaja ochorenie u zdravych dospelych Tudi a predstavuji mini-
madlne potencidlne riziko pre pracovnikov laboratéria a Zivotné
prostredie.

Zahfna vacésinu druhov baktérii a virusov, ktoré ani pre inak
zdravého ¢loveka, ani pre iné organizmy nepredstavujd zdravot-
né riziko. Bola sem zaradend vdc¢Sina druhov mikroorganizmov,
vratane nepatogénnych sérotypov Escherichia coli, Bacillus
subtilis, Saccharomyces cerevisiae a pod., ako aj bunkové
kultiry bez infekénych agens, fixované prepardty a rekombi-
nantnd DNA. Na tejto drovni st preventivne opatrenia s ohla-
dom rizika préce s biologicky nebezpe¢nym materidlom mini-
madlne. PoZadované sui rukavice a urcitd ochrana tvdre,
kompaktny tces, biely pldst, dlhé nohavice, uzatvorend nepre-
mokavé obuv. Laboratérium nie je nevyhnutne oddelené od os-
tatnych priestorov v budove nad rdmec bezného ¢lenenia pra-
covnych priestorov, resp. socidlnych priestorov a komunikécii.
Prica sa zvycajne vykondva na otvorenych stoloch s pouZitim
Standardnych mikrobiologickych postupov. Dekontaminac¢né
postupy pre tdto troven sd preventivnym opatreniam proti bez-
nym mikroorganizmom (t.j. umyvanie rdk antibakteridlnym
mydlom, dekontamindcia vSetkych exponovanych povrchov la-
boratéria dezinfekénymi prostriedkami atd.). Zvycajne sd kon-
taminované materidly uskladnené v otvorenych (ale oddelene
oznacenych) nddobdch na odpad a pri ich likviddcii sa vsetky
materidly pouzité na kultivdciu buniek a/alebo baktérif bud de-
kontaminuji pomocou autokldvu (stdva si z nich komundlny
odpad), alebo sa v nepremokavych a uzavretych obaloch vyvié-
7aja do spalovne. Laboratérny persondl ma $pecificki odbornt
pripravu v laboratérnych postupoch, vykondvanych v mikrobio-
logickom laboratériu a je pod dohladom VS vzdelanej osoby
v oblasti mikrobiolégie alebo pribuznych vied. Vzhladom na
pomerne jednoducht a bezpe¢nt prevddzku a tdrZbu laboraté-
ria BSL-1 st to typy laboratérii, ktoré sa vo vSeobecnosti pouzi-
vaju ako vyucbové priestory pre stredné skoly a vysoké skoly.

UROVEN 2 BIOLOGICKEJ BEZPECNOSTI
Tato troven je podobnd drovni 1 pre biologicki bezpe¢nost
a je vhodnd pre prdcu s agens mierneho, resp. potencidlneho

nebezpecenstva pre persondl a Zivotné prostredie. Plati pri iom
mierne individudlne riziko a nizke riziko pre komunitu. Ide
0 patogény, ktoré mozu sposobit ochorenie Tudi alebo zvierat,
ale je nepravdepodobné, Ze by vdzZne ohrozili persondl labora-
téria, komunitu, domdce zvieratd alebo Zivotné prostredie. La-
boratdérne expozicie (rezné poranenie, vpich, vniknutie do spo-
jovkového vaku) moZu sice spoOsobif vaznu infekciu, ale st
dostupné ucinné lie¢ebné a preventivne opatrenia a riziko Sire-
nia infekcie je vyznamne obmedzené.

Zahfna rozne baktérie, virusy, parzity a huby, ktoré sa vo-
bec alebo len ojedinele prendsaji prostrednictvom aerosélu
v laboratériu, ako je C. difficile, va¢$inu humdnne patogén-
nych chlamydii (okrem Ch. psittaci) a mykoplaziem,
B. burgdorferi sensu lato, Salmonella spp., MRSA a VRSA,
virusy hepatitid A, B a C, chripka A, virus parotitidy, virus
osypok, HIV, scrapie prion, Plasmodium falciparum a Toxo-
plasma gondii a podobne.

BSL-2 sa 1i8i od BSL-1 tym, Ze:

1. Pracovnici laboratéria maja $pecifickii odbornt pripravu na
zaobchddzanie s patogénnymi mikroorganizmami a pracu
riadia bud vedci s pokrocilym vzdelanim, alebo lekdr, resp.
laboratérny diagnostik s absolvovanou $pecializa¢nou pri-
pravou.

2. Pristup do laboratéria je obmedzeny, riadeny a kontrolova-
ny.

3. Vykondvaji sa osobitné preventivne opatrenia pri prdci
s kontaminovanymi ostrymi predmetmi.

4. Urcité postupy, pri ktorych sa mdzu vytvédrat infekéné ae-
rosoély alebo hrozi kontamindacia 0s6b, sa vykonévaji v lami-
ndrnych boxoch alebo inom fyzicky uzatvorenom priestore.

UROVEN 3 BIOLOGICKEJ BEZPECNOSTI

Tato uroven plati pre klinické, diagnostické, vyucbové, vy-
skumné alebo vyrobné zariadenia, v ktorych sa vykonavaju pré-
ce s endemickymi alebo exotickymi agens, ktoré mozu po inha-
lacii sposobit vaZne alebo potencidlne smrtelné ochorenie. Plati
tu vysoké individudlne riziko, nizke riziko pre komunitu. Pra-
cuje sa tu s patogénmi, ktory zvycajne spdsobuji vdZne ocho-
renie ¢loveka alebo zvierat, ale zvy¢ajne sa z jedného infikova-
ného jedinca na druhého nesiria. Existuje ti¢innd liecba moZnej
infekcie a k dispozicii su aj i¢inné preventivne opatrenia. Tato
skupina zahfna rozne baktérie, parazity a virusy, ktoré moézu
sposobit tazké az smrtel'né ochorenie u Iudi, pre ktoré ale
existuje liecba, ako si Mycobacterium tuberculosis komplex,
Bacillus anthracis, Chlamydophila psittaci, Salmonella typhi,
Coxiella burnetii, Rickettsia rickettsii, Leishmania donovani,
virus West Nile, virus venezuelskej konskej encefalitidy, vi-
rus vychodnej konskej encefalitidy, koronavirus SARS, virus
horuacky Rift Valley a virus Zltej zimnice.

Pracovnici laboratéria maju $pecificki odbornt pripravu na
zaobchddzanie s patogénmi a povodcami potencidlne smrtel-
nych ochoreni a sti pod dohladom prislu§nych odbornikov, kto-
rf maja skidsenosti s prdcou s tymito agens.

VSetky postupy zahfiiajice manipuldciu s infekénym mate-
ridlom sa vykondvaji v lamindrnych boxoch, $pecidlne navrh-
nutych digestoroch alebo v inych uzavretych zariadeniach a vy-
kondvaju ich pracovnici, ktorf nosia a pouZivaji vhodny osobny
ochranny odev a ochranné prostriedky. Laboratérium m4é Spe-
cifické technické a vzduchovo-ventila¢né vybavenie a priestoro-
vo - konstrukéné rieSenie. Na drovni biologickej bezpecnosti 3
je vetranie do laboratéria usmernené tak, aby umoziiovalo pri-
denie vzduchu smerom do miestnosti, prefiltrovany vzduch
z laboratérnej miestnosti sa odvddza a vypusta do vonkajsieho
prostredia. V nich sa vykondvaji Standardné alebo $pecidlne
mikrobiologické postupy a pocas prdce je vstup do laboratdria
obmedzeny. Niektoré existujtice zariadenia nemusia mat vsetky
ochranné rieSenia a zariadenia odporticané pre troveri biologic-
kej bezpec¢nosti 3 (napr. pristupovd zéna s dvojitymi dverami
a uzavreté prestupy). Aj za tychto okolnosti sa mdze dosiahnut
prijatelnd uroven bezpec¢nosti pri vykondvan{ rutinnych postu-
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pov (napr. diagnostické postupy zahffiajice kultivdciu mikro-
organizmov na identifikdciu, typizdciu, testovanie citlivosti
atd.). Rozhodnutie o vykonani tejto zmeny odporicani na drov-
ni biologickej bezpe¢nosti 3 vykond len riaditel zariadenia,
resp. institucie.

UROVEN 4 BIOLOGICKEJ BEZPECNOSTI

Této droveni je potrebnd pre prdcu s nebezpecnymi a exotic-
kymi patogénmi, ktoré predstavuju vysoké riziko laboratérnych
infekcii prendsanych aerosélmi. Plati tu vysoké individudlne
riziko a vysoké riziko pre komunitu. Su to patogény, ktoré zvy-
¢ajne spOsobuju vaZne ochorenie ¢loveka alebo zvierat a mézu
byt Tahko prendsané z jedného jedinca na druhého priamo ale-
bo nepriamo. Ué¢inn4 lie¢ba a preventivne opatrenia nie st zvy-
¢ajne k dispozicii (nie st k dispozicii t¢inné lieky a oc¢kovacie
latky). Patria sem virusy bolivijskej a argentinskej hemora-
gickej horticky, virus Marburg, virus Ebola, virusy hortdcok
Lassa, hemoragickej hori¢ky krymsko-konzskej, virus Hen-
dra, virusy Nipah, virus pravych kiahni a r6znych dalsich
hemoragickych infekcii.

Laboratérid na trovni bezpecbosti 4 st bud v samostatnej
budove, alebo v kontrolovanom priestore budovy, ktory je her-
meticky izolovany od vSetkych ostatnych ¢asti budovy. Staveb-
né riesenie a ¢lenenie, rovnako a spdtné pridenie vzduchu za-
bezpecuju, Ze aj pri ndhodnom vzniknuti infekéného aerosélu
Gcinne zabrédnia tniku patogénov do prostredia. Vstup a vystup
drovne 4 BSL zahffia viac spfch, vysdva¢, germicidne Ziarice
a dalsie bezpecnostné opatrenia urc¢ené na znicCenie vsetkych
rezidui patogénov, ktoré predstavuji biohazard (biologické ne-
bezpecenstvo). Maji zabudované viaceré vzduchové uzavery
pre jednotlivé priestory, ktoré st zabezpecené elektronicky, aby
sa zabrénilo sti¢asnému otvoreniu oboch dvier.

Postupuje sa striktne podla $pecidlnej prirucky kvality a pre-
vadzkovych pravidiel. Vedu ich kvalifikovani vedci, ktorf st vy-
gkoleni a skuseni v préci s tymito patogénmi. Clenovia labora-
téria maji Specificki a dokladnd odbornd pripravu pri
zaobchddzan{ s mimoriadne nebezpeénymi infekénymi agens.
Vsetky postupy pri prdci s nim, $tandardné aj $pecidlne, sa vy-
kondvaju v lamindrnych boxoch a uzavretych bioboxoch s na-
stivacimi rukavicami v jednodielnych celotelovych oblekoch
s pretlakom vzduchu resp. skafandroch. Pri zaobchddzani
s biologickymi faktormi na tejto drovni je povinné pouZitie ob-
leku s pozitivhym pretlakom vzduchu s oddelenym privodom
vzduchu na dychanie. Pristup do laboratéria je prisne kontro-
lovany riaditelom laboratoéria.

Vsetky - aj letecké - zdsielky biologického materidlu a do-
davky vody prechddzajtce a odchddzajtce z laboratéria biolo-
gickej bezpecnosti trovne 4, st podrobené G¢innym dekonta-
minaénym postupom tak, aby sa eliminovala moZnost
ndhodného $irenia infekéného agens.

Patogénne mikroorganizmy s podobnymi vlastnostami alebo
identickym antigénnym zloZenim ako patogény drovne 4 bio-
logickej bezpec¢nosti si skiimané na tejto irovni dovtedy, kym
sa nedosiahnu dostato¢né poznatky bud’ na potvrdenie nevy-
hnutnosti pokracovat v prdci na tejto drovni, alebo moZnosti
preradif ich na dal$iu prdcu na niz$ej drovni BSL. Treba na
zéver dodat, Ze mikrobiologické laboratérium tejto trovne za-
tial' na Slovensku nemdme.

1.6.4 Zasady bezpecnosti prace

pracovisku klinickej mikrobiold

Pri prdci v infekénom prostredi dodrziavame hygienicky re-
Zim pre dané pracovisko.
¢ Ochranny odev pouZivame vylu¢ne v priestoroch infek¢ného
pracoviska. Pri prdci s mimoriadne virulentnymi mikroorga-
nizmami pouzivame dal$ie ochranné prostriedky: rukavice,
rasku, Capicu, ochranny stit a pod. Na pracovisko neprindsa-
me nepotrebné osobné predmety a nenosime telesné ozdoby.

¢ V laboratériu nikdy nepijeme a nejeme. Pri pipetovani pou-
Zivame automatické pipety s jednorazovymi sterilnymi né-
sadcami a uzavreté odsdvacky.

e Pouzité ihily sa odhadzuji do obalov s pevnymi stenami,

rovnako aj ¢repiny z pripadnych rozbitych sklenenych pred-

metov.

Désledne dodrzujeme pracovny postup a techniku, dbdme

na rychle a presné vykonanie vSetkych tkonov. Nddobky

s infekénym materidlom otvdrame len na nevyhnutne dlhy

Cas, pracu zbyto¢ne neprerusujeme a neopustame pracovné

miesto bez jeho zabezpecenia (uzavretie a bezpe¢né usklad-

nenie spracovdvaného materidlu, vypnutie plynovych kaha-
nov a pod.).

¢ Pocas celého pracovného casu, ako aj po skonceni préace do-
sledne dbdme na pravidelnt dezinfekciu pracoviska a pra-
covnych predmetov (kIucky, pracovné stoly, podlahy a pod.).

¢ Na pracoviskd s infekénym prostredim nemaju pristup tehot-
né Zeny.

¢ Stucastou bezpecénosti pri préci je aj trvalé udrZiavanie po-
riadku a pravidelnd dezinfekcia prostredia. Dezinfekciu
ovzdus$ia zabezpecuju germicidne Ziarice (UV). Na dekon-
tamindciu uzavretych priestorov moZzno pouzit aj pary for-
maldehydu alebo kyseliny peroxyoctovej, pricom pred vstu-
pom o0sO0b do tychto priestorov je nutné ich dokonalé
odvetranie. BeZnd (pravidelnd) dezinfekcia zariadenia
a pracovnych stolov sa zvycajne robf pomocou dezinfek¢-
nych roztokov (napr. 0,5 % Persteril, 1 - 3 % Chléramin B,
1 % Dikonit alebo 0,5 - 3 % Incidur). Pracovné predmety
sterilizujeme spdsobom vhodnym pre materidl, z ktorého
st vyrobené.

e Po ukonceni prace zabezpeéime likviddciu dalej nepotreb-
nych vzoriek, kultdr a pouZitych pomdcok (najcastejsie au-
toklavovanim). Ruky si najprv umyjeme dezinfekénym pro-
striedkom (napr. 3 ml Spitadermu, 0,2 % Persterilu, 0,5 %
Chléraminu B, 1 % Jodonalu alebo 0,1 % Septonex tinktiry),
ktory nechdme posobif minimdlne 1 mindtu. AZ potom si
ruky umyjeme mydlom a opldchneme vodou.

* Pri rozliati kultiry mikroorganizmov na nechrdnenom mies-
te (stoly, podlahy, termostaty, chladni¢ky) postupujem tak,
Ze kontaminované miesto najprv dezinfikujeme aplikdciou
vhodného dezinfekéného prostriedku, aZz po uplynuti poza-
dovaného expozi¢ného casu priestor definitivne ocistime.
VoIba dezinfekéného prostriedku zdvisi vzdy od kontaminu-
jiceho mikroorganizmu.

Postup pri rozliati biologického materidlu:

zvolit dezinfekény prostriedok s virusinaktivaénym uc¢inkom

v odporicanej koncentracii (napr. chlérovy, aldehydovy, pe-

roxozliceniny, zldceniny s aktivnym kyslikom a pod.),

b) namocit gazu alebo buni¢inu do dezinfek¢ného prostriedku
so zvySenou koncentraciou,

¢) polozit na znecistené miesto a nechat pdsobit podla odporu-
¢eného navodu (zvycajne 10 - 15 mintt), mdZeme pouZit aj
aplikdciu dezinfekéného roztoku vo forme aerosolu (sprej)
a po uplynuti expozi¢nej doby vy¢istif papierovou utierkou,

d) pouZiti gidzu alebo utierku zlikvidovat ako infek¢ny odpad,

e) umyt miesto beznym spdsobom,

f) pouzit odev, masku a hrubé gumené rukavice, ktoré je po
skonceni potrebné vydezinfikovat,

g) umyt ruky po snati rukavic (rukavice nenahrddzaji umytie
rak).

h) Inym vhodnym postupom je zasypanie rozliateho biologic-
kého materidlu granulovanym dezinfekénym prostriedkom,
ktory vsiakne biologicky materidl a inaktivuje ho.

i) Pri kontamindcii virusmi volime peroxozlticéeniny, chlérové
pripravky, glutaraldehydovy prostriedok, napr. Incidur..
MozZno pouZif aj fenolové zlic¢eniny. Zlic¢eniny tazkych ko-
vov a povrchovo aktivne latky, napr. KAZ, st v tejto indikacii
pri bezne odportcanych koncentrdcidch netc¢inné! Pri kon-
tamindcii mykobaktériami pouZivame kyselinu peroxyocto-

a

)
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Tabulka 1. 6. 1. Prehlad pouzitia vybranych dezinfekénych pripravkov pre plosni dezinfekciu na pracovisku klinickej mikrobiolégie
Dezinfek¢ény prostriedok Spektrum tc¢innosti Koncentricia (%) | Expozi¢ny ¢as
Baktérie Spory Virusy Huby
G+ G- Mykobak.
Persteril* + + + + + 0,1-0,5 30 - 60 sek.
Chléramin B* + + + + 1,0-3 5 minat
Dikonit* + + +/- + + 0,1-1,0 10 minut
Peroxozliceniny* + +/- + + + + 3,0-6,5 3 - 5 minut
Incidur + + + + + 0,5-3,0 15 minut
(aldehydy)
Desam OX + + + +/- + + 2-5 15 minuat
(peroxid + KAZ)
Orthosan BF 12 + + + +/- + 2-5 15 minuat
(chlérofen+ izopropanol)

*Informdcie o i¢innych latkach v uvedenych preparatoch preparatoch vid subkapitola 7

v, chlérové a jédové pripravky alebo roztok krezolu. Uve-
dené pripravky aplikujeme v najvyssich odportcanych
koncentraciach.

1.6.5 Zasady prvej pomoci

pri vzniku laboratornej infekcie

Pri akomkolvek nebezpe¢nom kontakte s infekénym mate-
ridlom informujeme zodpovedného pracovnika (vedtci labora-
téria), ktory organizuje prvi pomoc a dal$i postup pri oSetreni.
Pri vniknuti infek¢ného materidlu do spojivkového vaku alebo
nosa postihnuté miesto vypldchneme 0,1 % kyselinou boritou
a aplikujeme lokdlny dezinfekény prostriedok (Ophtalmosepto-
nex, chlérhexidinovy preparét a pod.). Pri poranen{ kontamino-
vanymi predmetmi ranu beZznym sposobom oSetrime a dezinfi-
kujeme. Dalsi postup treba zabezpecit vzhladom na spdsob
vniknutia do organizmu a patogenitu infekéného agensu. Po-
stup pri pichnuti sa kontaminovanou ihlou:
 ranu nechat krvdcat,

* dezinfikovat najlepsie kombinovanym alkoholovym dezin-
fekénym prostriedkom (jédovym alebo s chlérhexidinom),
resp. peroxidom vodika (3 %),

* odobrat krv na vySetrenie HBsAg, anti HBs, anti HCV, anti
HIV, - poraneného pracovnika preockovat proti VHB (to je
potrebné vykonat¢o najskor - najlep$ie do 24 hod. od pora-
nenia, u neo¢kovanych osob je potrebné podat aj Specificky
imunoglobulin). Je potrené zistit pri materidli ktorého pa-
cienta bola ihla bola pouzitd a vykonat vy$etrenie tohto pa-
cienta pomocou tych istych parametrov. Vhodné je aj vySet-
renie RRR a TPHA - ak nebolo vykonané pacientovi pri
prijme do zdravotnickeho zariadenia. Pri podozreni na
mozny prenos HIV (parenterdlna kontamindcia pracovnika
biologickym materidlom od HIV-pozitivneho pacienta) je ne-
vyhnutné ¢o najskor (najneskdr do 2 dni) zacat chemopro-
fylaxiu antiretrovirotikami na S$pecializovanom infektologic-
kom pracovisku. Ativirotikd sa v tomto pripade profylakticky
podévaji po dobu 30 dni. Po uplynut{ 6 tyZdiiov a 3 mesia-
cov pri HCV a HIV (pri HBV aj po pol roku, ¢o je maximdlny
inkubac¢ny ¢as pre ochorenie na hepatitidu B) znovu urobit
vySetrenia uvedenych parametrov (pripadne kontrolovat stav
aj pomocou dalsich, napr. hepatdlnych enzymov),

. nthésit’ poranenie na odbor epidemiolégie prislusného
RUVZ.

0O kazdom traze vedieme evidenciu v knihe trazov a o za-
vaznej$ich vyplnime Tlac¢ivo o draze.

1.6.6 Prevencia kontamindcie vzoriek

Okrem ochrany zdravia oséb si je v tejto stivislosti potrebné
uvedomit, Ze hlavnou tlohou mikrobiologickych pracovisk je
poskytovat kvalitnd mikrobiologickd diagnostiku, a preto je
potrebné vylacit kontamindciu vy$etrovanych vzoriek, a to
v celom procese aZ po ziskanie vysledkov analyz. Pripadny
prenos mikrébov alebo ich molekuldrnych zloZiek mdzZe spo-
sobit kontamindciu diagnostik, pomdcok, predmetov a priesto-
rov, a tak negatfvne ovplyvnit vysledok analyz. Obdobny pro-
ces ako pri prenose mikroorganizmov a vzniku ndkazy sa
uplatiiuje pri prenose kontamindcie na vzorky, predmety
a prostredie. V rdmci moZnej laboratérnej kontamindcie su jej
zdrojom predovsetkym iné vzorky a naockované médid, ale aj
kontaminovand voda, vzduch, laboratérna pomdcka, infikova-
ny, kolonizovany alebo kontaminovany Zivoc¢ich a iné. Nena-
oc¢kované médid, diagnostikd a pomodcky v laboratériu su
takmer vzdy sterilizované alebo dezinfikované. Za kontamino-
vané ich povaZzujeme aZ po pouziti alebo porusen{ ochrannych
bariér (napr. poskodenie, zatecenie ¢i perfordcia obalu), ktoré
inak zabezpecuju aseptické uchovdvanie do doby pouZitia,
resp. ddtumu expirdcie. Kontaminovanymi sa mozu stat aj pri
priprave, nesprdvnej manipuldcii a pri nevhodnom skladovani.
Aby sa vylicilo pouZitie kontaminovanych diagnostik, napri-
klad tekutych a tuhych kultivaénych pdd, musi sa na mikro-
biologickom pracovisku kazdd novd SarZa pripravenych pod
kontrolovat kultivaéne inkubdciou vzoriek nenaockovanych
pod v termostate pocas urcenej doby (kontrola sterility). Po-
kial' pri nej dojde k prejavom biologickej aktivity mikroorga-
nizmov (rast koldnii, zdkal, zmena pH, farby a iné), musia byt
tieto Sarze pod vylicené z pouzivania. Pouzité pddy s kulttra-
mi a inym biologickym materidlom maji byt bezpecne likvi-
dované ako kontaminovany odpad, najlepsie sterilizdciou. Per-
manentné pomoOcky musia byt vzdy dekontaminované
a sterilizované pred tym, ako majd byt znovu pouzité. Pri od-
pade sa vychddza z jeho zaradenia podla Zdkona o odpadoch,
ktory presne urcuje bezpe¢ny reZim pri manipuldcii s nim, pri
jeho uskladneni a likvidécii. Prenos kontamindcie je pravdepo-
dobny aj pri nedostato¢ne dekontaminovanych priestoroch,
pomodckach a nedodrZiavanim asepsy pri prédci, ¢o md za né-
sledok nevalidné vysledky diagnostiky (falosne pozitivne alebo
falo$ne negativne), predovsetkym pri metédach s vysokou ana-
lytickou citlivostou (imunoanalyzy, metodiky molekuldrnej
biolégie). Takymi sd napriklad nevalidné vysledky PCR ako
dosledok prace v kontaminovanom priestore, bez priestorové-
ho delenia na samostané useky, bez $pecidlnych rukavic, ode-
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vu, mimo lamindrneho boxu alebo ako dosledok kontamindcie
vzoriek ¢i diagnostik infek¢nym aerosolom.

V minulosti boli zdrojom laboratérnej kontamindcie napriklad
aj chladnic¢ky, pri ktorych dochddzalo k tomu, Ze boli nedostatoc-
ne dekontaminované, navyse niekedy nevhodne vyuZivané, napr.
na stcasné skladovanie potravin a ndpojov spolu s diagnostika-
mi. Vyzdobovanie laboratérif dekora¢nymi textiliami a zariadova-
nie ¢alunenym ndbytkom je proti zdsadam sprdvnej laboratérnej
praxe. Pestovanie ¢repnikovych kvetov v priestoroch laboratéria
bolo v minulosti tieZ ¢astou pri¢inou kontamindcie diagnostik
(napr. pomnoZenie baktérii alebo htib v diagnostickych sérach),
najmd pri ich opakovanom pouzivani alebo ak boli ponechané
volne bez uzdverov. Riziko kontamindcie predstavovalo aj vlhnu-
tie stien s tvorbou koldnii plesnf a infestdcia priestorov laborat6-
rif obtiaznym hmyzom ($vaby, rusy, svréky a iné) ¢i dokonca
hlodavcami, najmd v star$ich zdravotnickych zariadeniach.

Persondl by v rdmci svojej kvalifikdcie mal mat dostato¢né
vedomosti o dodrziavani aseptickych postupov a o vhodnych
postupoch dekontamindcie. Rovnako délezitd pre dodrZanie
asepsy je jeho manudlna zruc¢nost a disciplina na pracovisku.
Castym pripadom nedodrZiavania predpisov je nosenie $perkov,
umelych nechtov, piersingu a nevhodnych téesov persondl-
nom.

Mikrobiologické pracoviskd v zdravotnictve by mali mat ako
zdravotnicke pracoviskd vypracované prevddzkové poriadky,
rovnako aj stibor sprdvnych laboratérnych postupov, resp. mali
by absolvovat akreditdciu s prislusnou riadenou dokumenta-
ciou. Vsetky tieto vnitorné predpisy musia zahfmat aj vSeobec-
né zédsady prevencie prenosu ndkaz a zdsady prevencie vzniku
kontamindcie, vrdtane popisu postupov poZadovanej dekonta-
mindcie, dezinfekcie a sterilizdcie v rdmci vykondvanych pra-
covnych procesov. Tvorba internych predpisov vychddza z cha-

rakteru mikrobiologickej diagnostiky daného pracoviska a jeho
konkrétnych $pecifik (napr. pracovisko s mykobakteriologickou
diagnostikou, s virologickou diagnostikou na tkanivovych kul-
tirach, laboratérium pre priénové ndkazy a pod.).

Pri dekontamindcii je doleZité jej systematické vykonavanie
a kontrola. Vnitornymi normami, napr. v previdzkovom po-
riadku, sa uréia kompetentné osoby vykondvajtice pravidel-
nu dekontamindciu, urci sa vhodny postup dekontamindcie,
vhodny prostriedok, miesto, ¢as a trvanie vykonu a aj to, ako
Casto sa ma vykondvat. Sicastou spravnych laboratérnych po-
stupov je aj kontrola vykondvania a G¢innosti dekontamind-
cie, pri ktorej je potrebné stanovit zodpovednud osobu, spo-
sob, frekvenciu vykondvania a aj spésob evidencie vykonanej
kontroly.

Na zédver esSte jedna zdsadnd pozndmka v tejto suvislosti
a td znie, Ze len erudovany a skiseny mikrobiolog si dokdZe
v€as vS§imnut a odlisif pripadnt kontamindciu vzoriek, diag-
nostik, pomocok alebo kultiva¢ného média (napr. pri kulti-
vacnej diagnostike, ale aj v serolédgii a molekuldrnej diagnos-
tike), kompetentne ich vyriesit a vyhntt sa tak diagnostickym
omylom.
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1.7 DEKONTAMINACIA, DEZINFEKCIA A STERILIZACIA

Predny J.

Dekontamindcia predstavuje $iroky stbor opatreni a po-
stupov na zniZovanie poctu aZ po uplnu elimindciu mikro-
organizmov. NajvyznamnejSie metddy z nich si dezinfekcia
a sterilizacia. PouZivaju sa cielene k usmrteniu mikroorganiz-
mov tak, aby sa zabrdnilo ich moZnému prenosu do Zivého
organizmu alebo na predmety. Obe metédy sa pouZivaji na
znicenie alebo inaktivdciu mikrébov a ich réznych foriem (ve-
getatfvna bunka, spéra), rovnako aj ich molekuldrnych $trukttr
(napr. endo- alebo exotoxiny, pyrogény, enzymy alebo nukleo-
vé kyseliny). Tymito metédami sa mikroorganizmy eliminuji
nielen preto, lebo moéZu vyvolat infekciu (vznik laboratérnej
alebo profesiondlnej ndkazy), ale aj z dévodu, Ze moZu nega-
tivne ovplyvnit poZadovany vysledok prace. V zdravotnictve to
moZe byt napr. vyroba liekov, infiznych roztokov alebo ziska-
nie vysledkov laboratérnych analyz. V zdravotnictve je G¢innd
a spravne vykondvand dekontamindcia zdkladnym postu-
pom prevencie vzniku, $irenia a potlacania nozokomidlnych
a profesiondlnych nakaz.

Pri vybere t¢innych dekontaminaénych prostriedkov a po-
stupov je treba dbat nielen na ich antimikrébnu u¢innost, ale
aj na to, Ze nesmu sami o sebe predstavovat akékolvek
vyznamnejsie a nekontrolovatelné riziko, napr. negativne poso-
bif na zdravie os6b (toxicita, mutagenita, karcinogenita, terato-
genita, popdlenie Zieravinou, vyvoldvanie alergickych reakcii
a pod.), ani poskodzovat predmety a materidl, ktoré pomocou
nich zbavujeme mikrébov (napr. spdsobovat koréziu kovov,
zmenu zloZenia alebo inych vlastnosti kultivaénych médii
a pod.).

Podla rozsahu a trovne rozdelujeme dekontamindciu v Sir-
Som ponimani (sensu lato) do niekolkych skupin, pricom me-
dzi nimi existuje vzajomnd spojitost a postupnost.

Jednotlivé irovne dekontamindcie su:

* asandcia,

¢ sanitdcia/dekontamindcia (v uzZsom chdpani - sensu stricto),
¢ dezinfekcia,

* sterilizdcia.

To, aky postup, trovenl a germicid (mikrobicidny prostrie-
dok) je potrebné zvolit, zavisi od viacerych faktorov. Pokial sa
zameriame na mikroorganizmy a ich vlastnosti vo vztahu k de-
kontamindcii, daju sa rozdelit do skupin podfa ich stipajicej
prirodzenej rezistencie voci vplyvu dekontamindcie (obr. 1.7.1).

Uvedené zoradenie rezistencie mikroorganizmov vo¢i dekon-
tamindcii plati len v oblasti lekdrskej mikrobioldgie a je odvo-
dené od mikrobioty, ktord vytvdra interakcie s makroorganiz-
mom (fudskym, Zivo¢iSnym). Ide o interakcie, v ktorych sa
mikroorganizmy mo6Zu uplatnit ako patogén, parazit, komen-
z4l, saprofyt, mutualista alebo symbiont ¢loveka. Netyka sa to
ale vSetkych mikroorganizmov na Zemi, napr. extrémofilov. Ex-
trémofily st niektoré archea a baktérie, ktoré vyzaduju pre svoj
Zivot $pecifické podmienky, napr. vodné prostredie hortice az
140 °C, extrémne kyslé alebo zdsadité prostredie s vysokou
koncentréciou siry alebo uhli¢itanu vdpenatého, resp. aj vysoky
hydrostaticky tlak. Extrémne termofily st zvycajne len v hori-
cich pramerioch, hydrotermdlnych otvoroch zemskej kory
v ocednoch a podobnych oblastiach geotermélnej aktivity. Ich
metabolizmus, rozmnoZovanie a $irenie si podmienené tamoj-
$im prostredim, Specifickymi zdrojmi biogénnych prvkov

a energie. Neuplatiiuji sa v zmysle uvedenych interakcii s mak-
roorganizmami, preto sa ani nezohladniuja pri definicii dekon-
tamindcie, dezinfekcie a sterilizdcie v chdpani lekdrskej mikro-
biolégie. Maji vSak vyznam aj pre zdravotnictvo, napr. pri
ziskavani $pecifickych enzymov (termorezistentné polymerazy
pre molekuldrno-genetické metddy, enzymi do pracich pros-
triedkov a pod.).

PRIONY (€ICH, BSE) + alkalické
) Cistenie
KOKCIDIE (Cryptosporidium spp)
BAKTERIALNE SPRY (Bacillus $pp., Clostridium - sterilizécia
difficile)
- predlzena
MYKOBAKTERIE (M. tuberculosis) expozicia
- vysoka
uroven
. . ., dezinfekcie
MALE/NEOBALENE VIRUSY (Poliovirus, HAV) _stredna
uroven
PIEUDOMONAS spp. dezinfekcie
_ INE GRAM -HDM@EFIIE {E;mnhaiﬂrhl .
Nemocnicne pmstredne
HUBY flandudy,.. - nizka
Uroven
GRAM:s BAKTERIE (5. aureus, Enterococcus spe.,..) dezinfekcie

OBALENE ViRUSY (CMV, RSV, HIV,..)

= MYKOPLAZMY

Obr. 1.7.1. Urovei prirodzenej rezistencie zdravotne vyznamnych
mikroorganizmov na germicidne prostriedky a prislusné
stupriovanie uc¢innosti germicidnych postupov.

Tak, ako pri antibiotikdch, aj pri niektorych skupindch dez-
infekénych 14tok si baktérie vytvorili geneticky podmienené
mechanizmy sekunddrnej rezistencie a niektoré z nich su aj
horizontdlne prenosné. Fenotypovi rezistenciu baktérii voci
biocidom predstavuje napriklad tvorba biofilmu (pozri nizZsie).

1.7.1 Vyber a pouzitie

dekontaminac¢nych prostriedkov

Pri pouzivani dezinfekénych latok je potrebné raciondlne zvo-
lif G¢inny germicidny prostriedok alebo postup. Je nutné postu-
povat v zmysle prevencie vzniku rezistencie a pri pravidelnej “
dekontamindcii je vhodné niektoré dezinfek¢éné latky obmienat.

Pri vybere dekontamina¢ného prostriedku, resp. postupu st
zédsadné viaceré hladiska.

1. Spektrum tGcéinnosti, ktord je dand prirodzenou rezistenciou
mikroorganizmov (vid obr. 1.7.1). Mechanizmy prirodzenej
rezistencie v mikroorganizmoch voc¢i dekontamina¢nym pro-
striedkom sd rozne. Spéry sd velmi odolné, pretoZe plast
a kortex spéry posobia ako mechanickd bariéra. Obsah dipi-
kolindtov a osmotickd funkcia kortexu (zabezpecuje dehyd-
ratdciu spory) spdsobuju rezistenciu spér voci dezinfekénym
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ldtkam vysokym, teplotdm a radidcii. Mykobaktérie maji
bunkovi stenu s mykolovymi kyselinami, ktord funguje ako
voskovy obal a zabrariuje vstupu dezinfekéného prostriedku
do bunky. Gramnegativne baktérie majti vonkaj$iu membrd-
nu, ktord posobi ako bariéra pre prienik niektorych dezin-
fek¢énych prostriedkov. Pri virusoch je to naopak proteinovd
vrstva nukleokapsidu, ktord lep$ie chrani neobalé virusy ako
lipoproteinovy vonkajsi obal obalenych virusov, ktoré su pre-
to omnoho viac citlivé na pésobenie biocidov.

2. Koncentracia dezinfek¢ného prostriedku a/ alebo intenzita
energie (napr. teplota a tlak vodnej pary, energia elektro-
magnetického Ziarenia a pod.). Pri dezinfekénych latkach
okrem iodoférov a ¢iastocne aj alkoholov plati, Ze ¢im je
koncentrdcia vy$8ia, tym st ucinnejsie a preto plati, Ze pri
pouziti niz§ich koncentrécii je potrebné predlzit expozi¢ny
¢as. Podobne aj pri steriliz4cii plati, Ze ¢im je vy$Sia teplota,
tym krat${ je potrebny expozi¢ny cas.

3. Hodnota pH prostredia, v ktorom t¢inkujd. PInd antimikro-
bidlna aktivita niektorych dezinfekénych prostriedkov (napr.
glutaraldehydu, kvartérnych améniovych zlic¢enin) sa dé do-
siahnut zvysenim pH (alkalizécia), pri inych vS$ak zvySenie
pH zniZuje G¢innost (napr. fenolov, chlérnanov a jédu).

4. Dizka expozicie - ¢as potrebny na usmrtenie mikroorganiz-
mov. Napriklad kombinované alkoholové dezinfekéné
prostriedky na dezinfekciu koZe proti vegetativhym formdm
baktérii (napr. E. coli, Salmonella spp., VRE, MRSA, Listeria
spp.,), kvasinkdm (napr. Candida spp.), mykobaktéridm
(napr. M. tuberculosis) a virusom (napr. poliovirus) su Géinné
v expozi¢nych Casoch pribliZne do 60 sekund. Vyrobcovia,
resp. distribttori vSetkych dezinfekénych prostriedkov musia
na vyrobkoch uvddzat okrem vhodnej koncentrdcie aj expo-
ziénu dobu, schvélend kontrolnymi orgdnmi $tatu.

5. Teplota. U¢innost dezinfekéného roztoku sa dosiahne zvy-
Senim teploty vody, do ktorej sa dezinfekény pripravok riedi.
Na zvy$enie G¢innosti dezinfek¢ného prostriedku sa na rie-
denie pouziva pri jédovych pripravkoch voda s teplotou
35 °C, pri fenolovych pripravkoch a organickych améniovych
zlticenindch (KAZ) voda s teplotou 50 az 60 °C, pri aldehy-
dovych, chlérovych pripravkoch a peroxozltic¢eninach sa po-
uziva studend voda.

6. Pocet zarodkov. Pri rovnakych podmienkach testovania sa
preukdzalo, Ze chemickd inaktivdcia 10 spoér Bacillus atro-
phaeus (predtym Bacillus subtilis) trvd 30 mintt, ale inakti-
vdacia 100 000 spér B. atrophaeus trva 3 hodiny. Je to dokaz
potreby dokladného ¢istenia zdravotnickych néstrojov pred
dezinfekciou a sterilizdciou. Rovnako sa tym aj skracuje
doba expozicie potrebnej na usmrtenie mikroorganizmov.
Vyskumy tiez dokdzali, Ze agregované bunky v zhlukoch
(biofilm) st taZsie inaktivované ako dispergované (plankto-
nické) bunky.

7. Relativna vlhkost je pri niektorych postupoch najdoéleZitej-
$im faktorom ovplyviiujicim téinnost plynnych dezinfeké-
nych prostriedkov a sterilantov, ako je etylénoxid a formal-
dehyd.

8. Prostredie a lokaliz4cia, v ktorom germicid podsobi - ovplyv-
nenie Gc¢innosti dezinfekénych prostriedkov organickymi lat-
kami (krv, hlien, stolica), znec¢istenim, ich absorpciu, inakti-
vdciu pritomnostou ostatnych chemickych latok roztoku,
v ktorom sa riedia dezinfek¢né prostriedky, napr. tvrdost
vody negativne ovplyviiuje mnohé dezinfekéné latky, nakol-
ko i6bny Mg** a Ca** s nimi reaguju a vznikaju tak nerozpust-
né komplexy. Dezinfikované povrchy musia byt dokonale
v kontakte s dezinfekénym prostriedkom, preto nesmu vzni-
kat miesta, kde k tomu neddjde, napr. vzduchové bubliny
v dutindch.

Ostatné faktory, ovplyviiujtce vyber a pouZzite dezinfekéné-
ho prostriedku:
a) sposob pouzitia dezinfekénych pripravkov - umgyvanie,
ponorenie, postrek,

b) aplika¢nd forma dezinfekénych pripravkov - roztok, gél,
pena, aerosol, odparovanie,

¢) neziaduce uc¢inky na Iudsky organizmus,

d) vplyv na dezinfikovany materidl,

e) cena,

f) ekologicka toxicita a degradovatelnost.

Vo vacsine krajin je dekontamindcia pri poskytovani sluZieb,
predovsetkym v zdravotnictve, upravend legislativne, vratane
aktudlneho zoznamu povolenych dezinfekénych a sterilizac-
nych prostriedkov.

) Sterilizicia

Saniticia =) Dezinfekcia

Dva log - 102 Pat log - 10° Sest log - 10°

Obr. 1.7.2. Urovne dekontamindcie.

1.7.2 Biofilm a dezinfekcia

Biofilm tvoria mikrobidlne spolocenstvd, ktoré st pevne
spojené s povrchmi a nemozno ich lahko odstranit. Sklad4
z extraceluldrnych polymérnych l4tok a tvori konglomerét ex-
traceluldrnej DNA, proteinov a polysacharidov (podobnym
glykokalixu), ktoré st produkované bunkami mikroorganiz-
mov v biofilme. Ak sa takdto hmota vytvori, mikréby v nej
mozu byt chrdnené voci dezinfek¢nym prostriedkom viacery-
mi mechanizmami, vrdtane fyzikdlnych vlastnosti star$ich
biofilmov (nepriepustnost), mikrobidlnej produkcie neutrali-
zaénych enzymov a fyziologickych gradientov v biofilme
(napr. pH) a vplyvom genotypovej variability v spolocenstve
baktérii. Baktérie v biofilmoch si az 1000-krdt viac odolné
vo¢i antimikrobidlnym ldtkam, neZ st rovnaké baktérie
v planktonickej forme. Biofilm sa modze tvorit vo virivkach ,
systémoch stomatologickych siprav a v mnohych zdravotnic-
kych poméckach (napr. kontaktné $o$ovky, kardiostimuldto-
ry, hemodialyza¢né systémy, mocové katétre, centrdlny ve-
nézny katéter, drény, endoskopy a iné). Dekontaminacné
metdédy na odstrafiovanie biofilmov spocivaji na pouZiti en-
zymov, Cistiacich a biocidnych prostriedkov (napr. chlorami-
ny), ktoré modzu degradovat biofilm alebo zniZit pocet Zivo-
taschopnych baktérii v biofilme. Povrchy a predmety sa po
znecisteni biologickym materidlom ihned dezinfikuja pono-
renim do dezinfek¢ného roztoku a pomocou ultrazvuku, az
potom sa mechanicky ocistia - umyvanim, Cistenim s pouZi-
tim kefiek, hubiek a podobne tak, aby sa odstranil aj pripad-
ny biofilm. Obe tieto etapy moZno spojit za pouzitia dezin-
fek¢nych prostriedkov alebo technolégii (umyvacky a pracky),
ktoré maju cistiace vlastnosti.

1.7.3 Metédy dekontaminacie

Ucinnost postupov na elimindciu biologickych faktorov vy-
razne narastd od asandcie smerom k sterilizcii. Zatial ¢o pri
asandcii hovorime o zniZeni kontamindcie rddovo v desiatkach
percent Ucinnosti, pri sterilizdcii je Gc¢inok takmer absoldtny
(napr. riadne vykonany proces sterilizdcie zniZi pocet vitdlnych
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bakteridlnych spér na pocet < 1 z 1 000 000 exponovanych
Spor).

Zoradenie jednotlivych krokov dekontamindcie zdvisi od
konkrétnej situdcie, napr. predmety uréené na opakované pou-
Zitie st pred vlastnou sterilizdciou po predchddzajicom pouZi-
ti najprv dezinfikované, potom dekontaminované ultrazvukom
a mechanickou odistou a aZ ndsledne sterilizované.

1.7.3.1 ASANACIA

Je sutibor nespecifickych postupov, ktorymi zneskodnuje-
me, inaktivujeme alebo odstratiujeme biotické a abiotické
rizikové faktory pre zdravie €loveka, zvierat alebo rastlin.
Asandciou eliminujeme potencidlne zdroje infekcie, vytvdrame
nepriaznivé podmienky pre preZivanie mikroorganizmov
a moznu mikrobidlnu kolonizdciu prostredia, prerusujeme
cesty prenosu kontamindcie, odstratiujeme alebo dekontaminu-
jeme rezervodre, likvidujeme prendSacov povodcov ndkaz
a branime ich vnikaniu do priestorov. Asandcia je stibor opat-
reni na obnovu Zivotného prostredia, ¢i uz v prirode, alebo
v urbdnnych celkoch a zameriava sa vSeobecne na zlepSenie
hygienickych podmienok. Je to predovsetkym pldnovanie tze-
mia, projekcia a vystavba objektov a infrastruktdry, sandcia
vonkajsich a vnutornych ¢asti budov tak, aby neslidzili ako pro-
stredie pre neZiaduce druhy star$ich organizmov a aby nedoslo
k hromadeniu neZivej organickej hmoty, mftvych tiel organiz-
mov, hniezd a inych neZiaducich materidlov.

V praxi mikrobiologickych laboratérii predstavuje asanacné
opatrenie aj pravidelnd a bezpec¢nd likvid4cia odpadu - od vzo-
riek biologického materidlu, cez kultiry mikroorganizmov
a médid (resp. teld ¢i tkanivd pokusnych zvierat, embryd), po-
uzité v diagnostickych postupoch, ktoré predstavuji v zmysle
zdkona $pecificky odpad aZ po pouZité jednorazové pomocky,
médid, reagencie, odpadovud vodu, sklo, plasty, obaly, stary né-
bytok, nefunkéné pristroje, chemikélie a pod. Sti¢astou asandcie
v laboratéridch je pravidelné upratovanie, preventivna dezinsek-
cia a deratizdcia a suvisiace opatrenia na zabrdnenie invdzie
¢lankonoZcov (muchy, $vdby a pod.), hlodavcov a vtdkov, ako
st synantropizované holuby. Takymi opatreniami st napr. zave-
denie sieti, mreZi, sifénov, elimindciu kaddverov, exkrementov,
vajitok a hniezd. Takisto sem patria opatrenia proti vlhnutiu
stien a zatekaniu do priestorov, vzniku kompostu a iného orga-
nického materidlu z néletov alebo aj beZné vetranie priestorov.

1.7.3.2 SANITACIA (dekontamindcia sensu stricto)
Predstavuje okruh cielenych ¢innosti, ktorym sa dosiahne
zniZenie kontamindcie aZ o 90 %. Vykondva sa mechanickym
alebo automatickym c¢istenim, umyvanim alebo preplachovanim
s teplymi roztokmi enzymov, detergentov (saponétov) alebo po-
uzitim jemnych abraziv, kyselin a zdsad. Sanitdcia sa vykondva
aj fyzikdlne (termicky, sedimentacne, filtratne a pod.), mecha-
nickym a chemickym odstrariovanim ndnosov (napr. vodného
kamerna, mastnoty alebo bielkovin), odstrafiovanim prachovych
Castic, aerosolu (vysdvanie, vetranie alebo vzduchotechnika s fil-
trami), kvapiek, $kvin alebo biofilmu (pranie, ultrazvuk). V pod-
mienkach mikrobiologickych pracovisk sa vykondva pravidelnd
dekontamindcia (umyvanie a mechanickd ocista) ploch, sanity
a pristrojov (mikroskopy, automaty), rovnako aj priestorové de-
kontamindcia spojend s dezinfekciou pomocou UV (funkéné ger-
micidne Ziari¢e st podmienkou ziskania povolenia ¢innosti labo-
ratéria) a Cistenie umelohmotnych predmetov. V zmysle
uvedenych ¢innosti je vhodnej$im oznacenim dekontamindcie
vyraz sanitdcia. Je to vhodné najmd preto, lebo vyraz dekonta-
mindcia sa v zdravotnictve, resp. v mikrobiol6gii, pouziva aj
v inych, Specifickych vyznamoch, ktoré by sa nemali navzdjom
zamienat. Okrem generalizovaného vyznamu vyrazu dekontami-
ndcia (sensu lato) pre vsSetky postupy niCenia a odstratiovania
mikroorganizmov, ich vektorov, dal$ich biotickch a abiotickych
¢lankov epidemického procesu (teda asandcia, sanitdcia, dezin-
fekcia a sterilizdcia spolu) md tento vyraz aj dalsie vyznamy.
Selektivna dekontamindcia trdviaceho traktu znamena eradikaciu

potencidlne patogénnych mikroorganizmov (intestindlna gram-
negativna fakultativne anaerébna bakteridlna fléra, Staphylococ-
cus aureus a huby) v trdviacom trakte kritickych pacientov kom-
bindciou neabsorbovatelnych antibiotik a antimykotik (napr.
polymyxin E, tobramycin a amfotericin B) na jednotkéch inten-
zivnej starostlivosti, pri transplantdcii kmeriovych buniek a pod.
Inym $pecifickym vyuZitim slova dekontamindcia je pomenova-
nie casti laboratérneho vysetrovacieho postupu, ktorym sa vo
vzorke zbavujeme pomocou selektivneho ¢inidla sprievodnej ne-
Ziaducej fléry (napr. dekontamindcia spita pomocou 4 % rozto-
ku KOH alebo 1% chlérhexidinom na izoldciu mykobaktérif).
Dekontamindcia v laboratéridch sa v inom $pecifickom vyzname
slova vykonéva aj odstratiovanim $pecifického odpadu v podobe
toxickych a rddioaktivnych latok. V anglosaskej oblasti sa napri-
klad doteraz v mikrobiolégii, najmd v rdmci sérologickych, ako
aj molekuldrno-biologickych metéd ¢asto pouZivaji na znacenie
konjugdatov, sond alebo amplikénov rddioaktivne izotopy s krat-
kym pol¢asom rozpadu, ktoré je potom potrebné osobitne skla-
dovat aZ do doby, kedy sa zniZi ich rddioaktivita na poZadovant
droven (tzv. vymieranie) a moZu sa zlikvidovat.

1.7.3.3 ‘SYSTEM MONITOROVNANIA A KONTROLY
SANITACIE V ZDRAVOTNICKYCH ZARIADENIACH
POMOCOU ATP BIOLUMINISCENCIE .
(luminometricky) A FLUORESCENCNEHO ZNACENIA
(fluorimetricky)

Adenozin trifosfdt (ATP) je pritomny vo vSetkych organiz-
moch, vrdtane mikroorganizmov. Je prostriedok prepravy che-
mickej energie vo vnutrobunkovom metabolizme. ATP sa d4
pouzit aj ako indikdtor organickej kontaminécie (napr. odlipe-
nych buniek koZe, mikroorganizmov atd.) na povrchoch. ATP
reaguje s enzymom luciferdzou za vzniku svetla v reakcii:

D-luciferin + O, + ATP % oxyluciferin + CO, + AMP
+ pyrofosfat + svetlo

Emitované svetlo z tejto reakcie sa meria pomocou lumino-
metra. Monitorovacie systémy pre ATP monitoring st navrhnu-
té tak, aby bolo umozZnené ich jednoduché pouzivanie a vyZa-
doval minimdlny tréning. Komer¢nd testovacia stprava
obsahuje navlh¢ené tampdny, uzatvorené v skimavkéch a pri-
stroj na meranie bioluminiscencie (luminometer). Pri pouZiti sa
zvlhéeny tampoén vyberie z utesnenej skiimavky a kontrolovand
plocha, resp. predmet sa nim zotrie v jednom smere, potom
v druhom smere (kolmom voci prvému) rotaénym pohybom
tak, aby sa zabezpecilo dobré pokrytie tampénu odobratym ste-
rom. Tampo6n sa potom vloZi naspat do skiimavky, a pohybom
jej uzdveru sa prepichne priestor, kde sa nachddza reagencia
(aktiviza¢né ¢inidlo), ktoré sa uvolni do skiimavky. Skiimavka
sa ndsledne pretrepe tak, aby sa reagencia s odobratou vzorkou
premiesala. Po poZadovanom case (asi 5 sekind) sa tampén
vyberie a umiestni sa do luminometra, ktory zmeria intenzitu
svetelného signdlu do cca 30 sekind. Ak sa porovnd signdl
dvoch odberov (pred a po dekontamindcii) z kontrolovanej plo-
chy alebo predmetu, je moZne numericky vyhodnotit G¢innost
sanitdcie. Inym pristupom ku kontrole sanitdcie je meranie flu-
orescencie znackovacov. Fluorescen¢né znackovace st pri den-
nom svetle ¢ire a bezfarebné latky, ktoré fluoreskuji v tme po
oziareni UV - A svetlom. Preto by pocas Cistenia nimi oznace-
nych ploch pri viditelnom svetle nemali byt pre obsluhu vidi-
telné. Nanesenim tychto fluorescen¢nych latok na povrchy na-
bytku, pristrojov, pomocok a ploch priestorov v zdravotnickych
zariadeniach pred pldnovanou dekontamindciou je mozné kon-
trola ich ndsledného ¢istenia a posidenie jeho uc¢innosti podla
toho, ¢i bol z neho znackova¢ odstrdneny a v akom rozsahu.
Postupuje sa tak, Ze sa plocha anonymne povrstvi znackovac¢om
a po deklarovanom ocistent, resp. umyti kontrolovaného priesto-
ru sa takto dekontaminovand plocha exponuje UV-A svetlu po-
mocou UV lampy. Ak bola dekontamindcia net¢innd, resp. ne-
bola vykonand vobec, exponovand plocha bude fluoreskovat.
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Obr. 1.7.3. Prehlad metéd dezinfekcie a sterilizacie.

1.7.3.4 DEZINFEKCIA

Je zneSkodtiovanie choroboplodnych mikroorganizmov po-
mocou fyzikdlnych, chemickych alebo kombinovanych pros-
triedkov a postupov, ¢im sa prerusi prenos ndkazy od prameria
povodcu ndkazy k vnimavému jedincovi. Pri dezinfekcii sa vy-
chddza zo znalosti ciest a mechanizmu prenosu ndkazy, moz-
nosti ovplyvnenia G¢innosti dezinfekcie faktormi vonkajsieho
prostredia a odolnosti mikroorganizmov. Zvac$a sa tou nedo-
kdzu znic¢it bakteridlne spéry a iné vysoko rezistentné formy
mikroorganizmov. Dezinfekcia sa vykondva ako indikovany
zdravotnicky vykon predovsetkym v troch zdkladnych oblas-
tiach. Pri prvych dvoch ide o individudlne osetrenie jednotliv-
cov, pri tretom ide o plo$né systémové opatrenie. Pri oSetrent
sa dezinfekcia pouziva preventivne, napr. dezinfekcia koZe pred
vykonanim parenterdlneho zdkroku (venepunkcia, opera¢ny
zdkrok a pod.), alebo pri kontamindcii koZe alebo predmetov
v styku s infekénym materidlom. Dezinfekcia je aj pouZitie dez-
infekéného prostriedku na celistvd kozu, napr. ako dezinfekéné
mydl4, Sampodny alebo kupele s ciefom zniZit mnoZstvo mikro-
bov, zbavif sa tranzientnej alebo docasne devitalizovat aj rezi-
dentni mikrofléru. V stvislosti s pouzitim urcitych dezinfek¢-
nych prostriedkov s nizkou tkanivovou toxicitou, napr. pri koZi,
slizniciach, v otvorenych randch alebo v telovych dutindch je
potrebné pouzivat vyraz antisepsa (vid nizsie) a prislusné pro-
striedky nazyvame antiseptika.

Treti spdsob vyuZivania dezinfekcie je jej plosné vykondvanie
ako sucast protiepidemického rezimu zdravotnickych zariadeni,
vratane medicinskych laboratérii. Podobne sa dezinfekcia systé-
movo musi vykondvat aj ako tsek technologickych postupov
v prevadzkach spojenych s epidemiologicky zdvaznym ¢innos-
tiami. Takymi st vyrobne lie¢iv, vyrobne kozmetickych priprav-
kov, potravindrske a jeddlenské zariadenia, kipele, kadernictva,
podologické ambulancie, nechtové §ttdid, tetovacie $tidid a pod.

Chemickd dezinfekcia
Chemickd dezinfekcia je dezinfekcia, pri ktorej st mikroor-
ganizmy ni¢ené chemickymi dezinfekénymi prostriedkami sta-

| !
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Castice sklo Halogény — chlér ateplo

Membréanové jod
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KAZ
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Tazké kovy
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novenej koncentrdcie, pocas stanoveného casu podsobenia
(expozi¢nd doba) a s poZadovanym spektrom dezinfekénej
ucinnosti (nizka, strednd a vysokd). Latky, ktoré sa vyznacuju
inaktivaénym tc¢inkom na mikroorganizmy nazyvame biocidy.
Pod inaktiva¢nym uc¢inkom rozumieme vsetky désledky poso-
benia tychto 1dtok na mikroorganizmy, od prerusenia metabo-
lickej aktivity aZ po usmrtenie Zivej mikrobidlnej bunky, resp.
buniek.

Biocidy chemickej povahy z hladiska pdsobenia na mikro-
organizmy rozdelujeme na dezinfekéné latky (inaktivujtce
mikroorganizmy na neZivych povrchoch), antiseptika (inakti-
vujice mikroorganizmy na zivych bunkdch, tkanivach, orgé-
noch) a konzerva¢né latky (inaktivujice mikroorganizmy
v lie¢ivach, potravinach, ndpojoch, kozmetickych pripravkoch
a podobne, napr. parabény). Ten isty biocid mo6ze byt v zavis-
losti od svojich vlastnosti zdroveni aj dezinfek¢énd latka, aj anti-
septikom alebo konzervantom, pri inom moZe byt jeho vyuZzitie
len jednotcelové.

Biocidne pripravky s antimikrébnou aktivitou si chemické
latky rdéznych typov:
¢ hydroxidy a iné alkalické zliceniny;
¢ Kkyseliny a niektoré ich soli:

- anorganické (solnd, sirovd, chrémsirovd, chrémovd, bori-

td, pentationovd),

- organické (mlie¢na, mrav¢ia, propiénova),

- estery kyselin (solbroly, parabény, ¢iZe para- hydroxy ben-

Zoaty),

- peroxikyseliny;
¢ oxidacné prostriedky (o0zo6n, peroxid vodika, kovové peroxi-

dy, perboritan sodny, organické peroxidy, peroxouhli¢tan

sodny, persirany, manganistan draselny);
* halogény

a) chlér a jeho zliceniny (chlérdioxid, chlérnany, chloraminy,

derivéty kyseliny izokyanurovej, chloridy),

b) jod a jeho anorganické a organické zliceniny, jodoféry,

c) brém, fluér;
¢ zliceniny kovov, siry, dusika, fosforu a béru;
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¢ alkoholy a étery (metylalkohol, etylalkohol, propylalkohol,
butylalkohol, jednomocné a viacmocné alkoholy - glykoly,
glycerin, éter, etylénglykol);

* aldehydy (formaldehyd, glutaraldehyd, glyoxal, acetal);

e cyklické zliceniny (fenol, alkylfenoly, krezoly, difenyly,
chlérfenoly, derivaty kyseliny salicylovej, difenylderivéaty, he-
xachlorofén, chlérhexidin, picloxydin, derivaty furdnu, akri-
dinové farbivd);

e povrchovo aktivne ldtky - tenzidy (anidnaktivne, katiénak-
tivne, amfotenzidy, neionogénne);

* kombinované.

Antiseptikd
Sa antimikrébne latky, ktoré po lokdlnom podani znicia

mikroorganizmy alebo inhibujua ich rast a pomnoZovanie

na zivom tkanive (na koZi, sliznici a rane). Antiseptikd sa

aplikuji zvonka (episomaticky) a preto sa na dosiahnutie

cidneho ucinku a na zabrdnenie vzniku rezistencie tieto bio-

cidy pouzivaju v koncentracidch vyrazne vyssich, ako st mi-

nimdlne baktericidne koncentracie (MBC). V idedlnom pripa-

de by antiseptikd mali Siroké mikrobicidné spektrum a silnt

germicidnu aktivitu s rychlym ndstupom a dlhotrvajicim

ucinkom. Antiseptické pripravky by nemali byt toxické pre

tkanivd alebo bunky, mali by teda byt biokompatibilné. Ich

biokompatibilita je aj v tom, Ze by nemali brzdit proces ho-

jenia. V mnohych pripadoch sliZia na topickd terapiu povr-

chovych infekcii, na oSetrenie rdn a inych poskodeni koZné-

ho krytu (ulkusy). Biokompatibilné antimikrobidlne latky st

najma:

¢ benzalkénium chlorid (BAC) - kvartérna amoéniovd zliceni-
na, KAZ,

* cetylpyridinium chlorid (CPC) ) - kvartérna amoéniova zlice-
nina, KAZ,

* chlorhexidin diglukondt (CHX) - biguanidin,

 oktenidin dihydrochlorid, napr. pripravok Octenisept® (OCT)
- biguanidin,

* polyhexametylén bisguanid napr.
(PHMB) - biguanidin,

* povidone iodin PVP-I, napr. pripravok Betadine roztok - iod-
ofér,

» povidone iodin PVP-I, napr. pripravok Betadine mast - iodo-

fér,

triklosan (TRI) - fenolovy derivét,

na proteiny viazané striebro (Mild silver protein, MSP),

dusi¢nan strieborny (AgNO,),

sulfadiazin (SSD).

pripravok Lavasept®

Pri antiseptikdch je dolezité na porovnanie antiseptickych
acinnych latok okrem spektra antimikrébnej Gi¢innosti aj index
biokompatibility (BI). BI zohladtiuje vysledky testov in vitro
cytotoxicity, t.j. koncentracie, pri ktorej je poskodenych 50 %
testovanych fibroblastov ako modelovych buniek, a mikrobicid-
ny ucinok, t.j. koncentrdcia, pri ktorej sa redukuje aspori
0 3 1og10 (99,9 %) testovanych mikroorganizmov (napr. Staphy-
lococcus aureus a Escherichia coli). BI vy$si ako 1 predstavuje
antisepticku latku s i¢innou mikrobicidnou aktivitou kombino-
vanou s relativne nizkou cytotoxicitou, zatial ¢o BI menej ako
1 znamend antimikrobidlne ¢inidlo s relativne vysokou cytoto-
xicitou v definovanom médiu.

Zoradenie antiseptik podla indexu biokompatibility testova-
ny na Standarnych kultirach spominanych dvoch modelovych
druhov baktérii:

E. coli: OCT > PHMB > CHX > PVP-I(0) > PVP-I(s) > BAC > CPC
> TRI > MSP,

S. aureus : OCT > PHMB > CHX >CPC > PVP-I(0) > BAC > PVP(s)
> TRI > MSP.

Iné antiseptické latky, pouZivané aj u nds, st dal$ie kvartér-
ne amoniové zliceniny, va¢sinou v kombindcii s inymi antisep-
tikami, napr. karbetopendeciniumbromid (G¢innd litka v anti-
septickom prostriedku Ophtalmo - Septonex spolu s kyselinou

boritou). Ako antiseptikd sa uplatnili aj sira vo forme masti
a roztokov, manganistan draselny, peroxid vodika, kyselina
benzoovd a salicilovd, organické farbiva (gencidnova violet, ma-
lachitovd zeleri) a mnohé iné zlGfeniny. Napr. gencidnova
(krystalickd) violet je nielen zdkladné farbivo v mikrobioldgii,
ale aj stdle pouzvané antiseptikum na novorodeneckych odde-
leniach. Gencidnova violef (chemicky hexametylpara-rosanilin-
chlorid) je fialovo sfarbend tekutina s dezinfekénym tc¢inkom
proti niektorym baktériam a hubdm, vratane kvasiniek Candida
albicans, ktoré spdsobuji soor (ordlnu kandidézu, mucivku)
u dojciat. Pouziva sa na potieranie roznych koznych a sliznic-
nych afekcii, ako sa vriedky, pliestiové ochorenia, afty a i.
U nds sa tradi¢ne pouzivala ako lokdlna aplikdcia na kozZu
a sliznice a beZne sa aplikuje v porodniciach do dutiny ustnej
pri slizni¢nej kandid6ze novorodencov, ako aj na prsné bradav-
ky matiek pri ragddach (preveruje sa podozrenie, Ze by mohlo
ist o karcinogén).

Urovne dezinfekcie
Tieto Grovne st zaloZené na intenzite mikrobicidneho uc¢in-

ku chemickych ldtok na mikroorganizmy a mozu byt:

¢ Dezinfekcia vysokej trovne (high level desinfection -
HLD): Vykonéva sa kvapalnymi chemickymi ldtkami, ktoré
devitalizujui takmer vSetky mikroorganizmy (ale nie cysty
kryptosporidi, ani vaji¢ka niektorych helmintov) a tento po-
stup nemd takud ucinnost v celom procese (teda aZ po pou-
zitie takto dezinfikovanho predmetu na invazivny zdkrok),
ako sterilizdcia (napr. kvoli nevyhnutnosti ndsledného opla-
chu na odstrdnenie toxickch rezidui biocidu). Pri HLD sa
pouZivaju ortoftaldehyd, glutaraldehyd, kyselina peroxocto-
vd, peroxid vodika a formaldehyd.

¢ Dezinfekcia strednej tirovne (intermediate level desinfec-
tion - ILD): Vykondva sa pomocou chemickych l4tok, ktoré
eliminuju vegetativne formy baktérii a niektoré nicia aj bak-
teridlne spéry. Patri sem skupina fenolov, alkoholov, chlér-
nan sodny a iné.

¢ Dezinfekcia nizkej trovne (low level desinfection - LLD):
Vykondvaji sa pomocou chemickych latok, ktoré pocas kréat-
keho ¢asového obdobia (menej ako 10 mintt) eliminuji ve-
getativne baktérie, huby a niektoré virusy. Jednym prikla-
dom je skupina kvartérnych amoéniovych zlicenin.

Dezinfekcéné ldatky, pouzivané v zdravotnictve
Najviac pouzivané chemické dezinfekéné prostriedky v zdra-

votnictve obsahujd niektory z uvedenych typov chemickych

zltéenin:

« alkoholy (etanol, propanol, izopropanol, metylalkohol),

¢ organické a anorganické zliceniny s aktivnym chlérom
(organické - chloraminy, chlér-derivaty kyseliny izokyanuro-
vej, anorganické - chlérnan sodny),

¢ jod a jodofory - zltGc¢eniny s aktivhym jédom na vhodnom
nosici,

¢ aktivny kyslik a peroxozliceniny (0zén, peroxid vodika,
manganistan draselny, peroxooctovd kyselina, anorganické
peroxozliceniny, napr. perboritan sodny, persiran draselny,
organické peroxidy, napr. peruhli¢itan sodny a iné),

¢ aldehydy (glutaraldehyd, glyoxal, ortho-ftalaldehyd, acetal-
dehyd),

e organické amoniové zliceniny s kvartérnym dusikom
(KAZ): (alkyl-benzyl-dimetyl amonium chlorid, dimetyl-di-
decyl-amonium chlorid a pod.),

 fenoly (fenol, krezol, triklosan)

¢ biguanidinové derivity (napriklad chlérhexidin a iné),

* koloidné striebro a iné.

Prehlad skupin dezinfeknych latok, ich pouZitia a mechaniz-
mus ich antimikrébneho téinku je v tabulke 1.7.1.

Vo viaczlozkovych dezinfekénych prostriedkoch sa kombinu-
ji najcastejsSie dve alebo tri z uvedenych latok: KAZ, aldehyd,
alkohol, alebo chlérhexidin. V pripravkoch moéze byt obsiahnu-
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Tabulka 1.7.1. Chemicka skupina, typové zliceniny, pouZitie, cielové strutiry a zname alebo mozné mechanizmy uc¢inku dezinkekénych
latok pouzivnanych v zdravotnictve.

Biocid Reprezentativne VyuZitie Cielové struktiry a mechanizmus tG¢inku

chemické latky

Alkoholy etanol, izopropanol, Antisepsa, dezinfekcia, | Penetra¢né ¢inidld, ktoré sposobuju stratu funkcie bunkovej membrany, vedu

n-propanol konzervécia k uvoltiovaniu intraceluldrnych zloZiek, denaturdcii proteinov a inhibicii
syntézy DNA, RNA, proteinu a peptidoglykdnu.

Aldehydy glutaraldehyd, Dezinfekcia, Latky vytvdracie kriZzové vazby, interaguji s aminmi vo bunkovej stene, ¢o vedie

formaldehyd konzervdcia, k strate jej funkcie. Zosietovanie tiolovych, sulfhydrylovych a aminoskupin
sterilizacia vedie k inhibicii proteinov a syntézy DNA a RNA.

Biguanidy |chlérhexidin, alexidin | Antisepsa, zniZovanie |Povrchovo (membrdnovo) aktivne ¢inidld, ktoré poskodzuji bunkovi stenu
tvorby zubného a vonkaj$iu membrdnu, ¢o vedie k kolapsu membrénového potencidlu a tiniku
plaku, dezinfekcia, intraceluldrnych zloZiek. Zvy$end pasivna difuzia sprostredkovava dalsie
konzervécia vstrebdvaniu, ¢o sposobuje zrdZanie cytosolu.

Latky jod - anorganické -ki, Antisepsa, dezinfekcia, | Chlérové preparaty st vysoko aktivne oxida¢né ¢inidl4, ktoré nicia aktivitu

uvolnujice |organické - pvp i6d Cistenie bunkovych proteinov. Narusuje oxida¢nu fosforylaciu a aktivity stivisiace

halogén chldr - anorganické - s membranou. Jéd reaguje s cysteinovymi a metioninovymi tiolovymi
chlérnan sodny, skupinami, nukleotidmi a mastnymi kyselinami, ¢o vedie k bunkovej smrti.
organické-chloramin

Peroxo peroxid vodika, Dezinfekcia Peroxid vodika a peroxozliceniny su ¢inidl4, vytvérajtice hydroxylové volné

zliceniny kyselina peroxooctova, radikdly, ktoré funguju ako oxidanty, ktoré masivne reaguju s lipidmi, proteinmi

organické a DNA a tym narusia ich integritu a funkciu.
(dichlorizokyanuran

sodny) a anorganické

peroxozlticeniny

(perboritany,

peroxosirany)

Fenoly, fenol, krezol, triklosan | Dezinfekcia, Pripravky, ktoré zvys$uja permeabilitu cytoplazmatickej membrdny, ¢o vedie

bisfenol konzervécia antisepsa, |k postupnému tniku intraceluldrnych zloZiek. Priepustnost proténovej pumpy
deodorant, dezinfekcia, | vedie k rozptylu proténov a inhibicii oxidativnej fosforylacie, dochddza ku
konzervécia koaguldcii cytoplazmy a k 1yze buniek.

Cinidlo, ktoré sa viaZe na enoyl-acylovii nosi¢ovii proteinovti reduktdzu, ¢o
spodsobuje inhibiciu biosyntézy mastnych kyselin.

Kvartérne | benzalkénium- Antisepsa, dezinfekcia, | Povrchovo (membrénovo) aktivne ¢inidl4, ktoré poSkodzujt bunkovi stenu

amoniové chloridcetrimid konzervdcia, Cistenie | a cytoplazmatickii membranu, sprostredkované vazbou na fosfolipidy, ¢o vedie

zliceniny k strate Struktdrnej integrity cytoplazmatickej membrdny; zvySuje sa vnikanie

(KAZ) germicidu do bunky a indukuje tnik intraceluldrnych zloZiek a lyzu buniek.

Latky etylénoxid, Dezinfekcia, Etylénoxid a formaldehyd: alkyla¢né ¢inidl4, ktoré reaguji s aminoskupinami,

s plynnou formaldehyd, peroxid | sterilizacia karboxylovymi, sulfhydrylovymi a hydroxylovymi skupinami proteinov

fazou vodika (ionizovany na a skupinami nukleovych kyselin, ktoré ovplyviiuji syntézu purinovych

v zmesi student plazmu) nukleozidov a nukleovych kyselin.

s parou

ty aj derivat fenolu. K tymto kombindcidm l4tok sa pouZzivaji
eSte neidénovy, alebo katiénovy tenzid. Viaczlozkové dezinfeke-
né liatky st vhodné na tzv. ,jednoetapovy“ postup Cistenia
a dezinfekcie.

Mnohé dezinfek¢né prostriedky sui doddvané ako koncentra-
ty. Slizia teda ako zdsobné roztoky, ktoré sa podla odporicania
vyrobcu pred aplikdciou riedia na uéinnd koncentrdciu vo for-
me pracovného roztoku.

Koncentrécia pracovného roztoku zo zdsobného sa vypocita
pomocou vzorca:

X= poZadované mnoZstvo x poZadovand koncentrdcia
vychodiskova koncentrédcia

Priklad: Priprava 110,5% Persterilu z 10 % zdsobného roztoku

1000 mlx 0 5%=5
10%

X= 0

50 ml 10% Persterilu + 950 ml vody = 1 1 0,5% roztoku Per-
sterilu

Iné dezinfkéné roztoky sa doddvaji priamo ako pracovné
(G¢inné) roztoky v prislusnej aplika¢nej forme.

Alkoholy

V rdmci biocidov sa pouZzive dve skupiny akoholov. St to
alifatické (etylalkohol, propylalkohol, izopropanol a iné) a aro-
matické akoholy (2-fenyletanol, 2-fenoxyetanol, benzylalkohol
a iné). Alifatické sa pouzivaju ako dezinfekéné latky v koncen-

trdcii 50 - 70 %, aromatické sa pouZivaju ako konzervanty (ben-
zylalkohol,fenyletanol, enoxyetanol) v koncentrédciach 1 - 25%.
Chlorbutanol a bronopol, hoci patria medzi alifatické, sa tiez
pouzivajti ako konzervanty.

Su rychlo pdsobiace baktericidne, menej bakteriostatické latky,
ktoré dcinkuji na vegetativne formy baktérii, ale nie st schopné
zni¢it bakteridlne spory. Su aj tuberkulocidne, fungicidne a viro-
cidne. Antimikrobidlne pdsobenie alkoholu spociva najmd v de-
naturdcii bielkovin. Cidna aktivita alkoholov prudko klesd pri
koncentracii pod 50 %, optimdlna baktericidna koncentracia je 60
az 90 %. Etylalkohol v 100% koncentrdcii je silne dehydratujtci
a preto je menej baktericidny ako zmes alkoholu a vody, nakol'ko
bielkoviny st denaturované rychlejsie v pritomnosti vody. Co sa
tyka dcinku alkoholov proti baktériam, G- baktérie su citlivejsie
ako G+. Uz 40 % koncentrdcia etylalkoholu dokdze v priebehu
10 sekiind inaktivovat baktérie druhov Serratia marcescens, E. coli
a Salmonella typhi. Staphylococcus aureus a Streptococcus pyoge-
nes su inaktivované v priebehu 10 sekiind etylalkoholom az pri
koncentracii 60 - 95 %. Izopropylalkohol (isopropanol) je o nie-
¢o viac baktericidne G¢inny ako etylalkohol tak pre E. coli, ako aj
S. aureus. 95 % etanol inaktivuje Mycobacterium tuberculosis
v splite alebo vo vode v priebehu 15 sekiind. Etylalkohol, pri kon-
centrdcidch 60 - 80%, je silne virocidny, inaktivuje vSetky obale-
né virusy (napr. herpes simplex virus 1/2, virus chripky) a mno-
hé neobalené virusy (napr. adenovirus, enterovirus, rhinovirus
alebo rotavirus), ale nie je tak G¢inny na virus hepatitidy typu
A alebo poliovirus. Izopropyl alkohol nie je i¢inny ani voc¢i inym
enterovirusom (t.j. poliovirus, coxsackie virus).
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Pri testovani cidneho U¢inku na patogénne mikromycéty
etylalkohol (70%) inaktivoval Cryptococcus neoformans, Blasto-
myces dermatitidis, Coccidioides immitis a Histoplasma capsu-
latum pri invazivnej fdze v tkanivdch do 1 mintty, ale pri raste
na kultiva¢nych poddach aZ po 20 minutéch.

Peroxozliiceniny a iné oxidacné ldatky

PEROXID VODIKA

Je latka s vybornou germicidnou aktivitou so Sirokym spek-
trom uc¢inku. M4 baktericidne, virocidne, sporocidne a fungi-
cidne vlastnosti a predstavuje tak jednak chemicky sterilant (vo
forme plazmy), ako aj dezinfekény prostriedok.

Peroxid vodika vytvdra voIné radikdly hydroxylov, ktoré des-
truuji membranové lipidy, DNA a iné ¢asti buniek. Peroxid vodi-
ka vznikd prirodzene v bukdch mnohych mikroorganizmov roz-
kladom hyperoxidov superoxid dismutdzou (SOD). Je vedlajsim
produktom degraddcie purinov a oxiddcie mastnych kyselin
a mohol by tak poskodit geném a proteiny. Kataldza, produkova-
nd aerébnymi organizmami a fakultativhymi anaerébmi, ktoré
maji cytochrémové systémy, moZe chranit bunky pred endogén-
nym peroxidom vodika (vznikajticim v rdmci niektorych metabo-
lickych dejov) tym, Ze degraduje peroxid vodika na vodu a kyslik.
Iné baktérie, ktoré nemaju kataldzy (napr. Enterococcus faecalis),
maju iné enzymi, ktoré dokdzu rozkladat peroxid vodika pomo-
cou inych enzymov, napr. glutation peroxiddzy alebo NADH pe-
roxiddzy. Tdto enzymova ochrana je vSak netcinnd pri koncen-
tracidch peroxidu vodika pouzivanych v dezinfekénych
prostriedkoch, napriek tomu ovplyviiuje razaciu jeho téinku.
Baktérie S. aureus, S. marcescens a Proteus mirabilis odoldvali
ucinkom 0,6% roztoku peroxidu vodika asi trojndsobne dlhsie
ako tie baktérie, ktorych kataldzy st menej i¢inné, resp. nie si
v bunke v podobnej kvantite. Eukaryotické mikroorganizmy
(C. albicans, A. niger) su odolnejsie ako prokaryonty (baktérie)
na téinok peroxidov, omnoho odolnejsie st vSak bakteridlne sp6-
ry. Uplnd inaktivécia spér (Bacillus spp.) v denzitel0° sa dosiahla
pomocou peroxidu vodika s koncentrdciou 10% a ¢asom expozi-
cie 60 mintit. Peroxid vodika v koncentrécii 7,5 % podla vysledkov
$tadif inaktivoval suspeziu s hustotou viac ako 10° baktérii poly-
rezistentného kmena M. tuberculosis po 10-minttovej expozicii.
Tridsat mintt bolo potrebnych na >99,9 % inaktivaciu poliovirusu
a HAV. Roztok peroxidu vodika s koncentrdciou 3,0% bol v tes-
toch netcinny proti VRE po 3 a 10 mintdtach expozicie a spdsobil
iba zniZenie poctu cyst Acanthamoeba spp. o 2-logl0 v priebehu
priblizne 2 hodin. Koncentrdcie peroxidu vodika od 6% do 25%
sa mozu upovaZovat za chemické sterilanty. V jednej $ttdii bol
6% peroxid vodika Gcinnejsi pri vysokouroviiovej dezinfekcii fle-
xibilnych endoskopov, ako 2% roztok glutaraldehydu. Novy,
rychlo pdsobiaci prostriedok na baze 13,4 % peroxidu vodika pre-
ukdzal a¢inok sporocidny, mykobaktericidny, fungicidny a viro-
cidny. Podla ddajov vyrobcu pripravok sterilizuje za 30 minut
a poskytuje vysokotiroviiovt dezinfekciu za 5 mintit.

Za normdlnych podmienok je peroxid vodika mimoriadne
stabilny, ak je spravne skladovany (napr. v tmavych nddobdach).
Rozklad alebo strata téinnosti v malych nddobdch je niZsia ako
2% rocne pri beznych teplotdch prostredia.

Komeréne dostupny 3 % peroxid vodika je stabilny a G¢inny
dezinfekény prostriedok, ak sa pouZziva na Zivych, ako aj nezi-
vych povrchoch. Peroxid vodika sa pouZiva aj v koncentrdcidch
od 3% do 6% , a to na dezinfekciu makkych kontaktnych $o-
Soviek (napr. 3% pocas 2 - 3 hodin), tonometrov, ventildtorov,
tkanin a endoskopov. Iné vyuZitie predstavuje instildcia peroxi-
du vodika do zberného vaku na mo¢, pricom zniZuje mikrobi-
dlnu kontamindciu vaku (tento postup vsak pri klinickej $tudii
neznizil vyskyt bakteridrie spojenej s katétrom).

Pri peroxide vodika neboli beZne pozorované problémy ako
je zdpach alebo toxicita. Boli ale hldsené pripady chemického
podrédZdenia, pripominajice pseudomembranéznu kolitidu
spOsobent 3 % peroxidom vodika (podobne ako 2 % glutaralde-
hydom) na gastroskopickych pracoviskach, spojenych s nedo-
stato¢nym opldchnutim peroxidu vodika z endoskopu.

Rovnako ako pri inych chemickych sterilantoch sa musi rie-
denie peroxidu vodika monitorovat pravidelnym testovanim mi-
nimdlnej Gc¢innej koncentracie (t.j. 6,0 az 7,5%) a to tak z do-
vodu zachovania steriliza¢nej d¢innosti, ako aj materidlovej
zndSanlivosti.

KYSELINA PEROCTOVA

Kyselina peroctova (peroxyoctové kyselina, Persteril) sa vy-
znacuje rychlym pdsobenim na vSetky mikroorganizmy.
Ulah¢uje odstratiovanie organického materidlu a nezaneché-
va Ziadne zvySky. Zostdva Géinnd v pritomnosti organickej
hmoty a je sporocidna aj pri nizkych teplotdch. Kyselina pe-
roctovd mozZe korodovat med, mosadz, bronz, ¢istd ocel a po-
zinkované Zelezo, ale tieto G¢inky méZu byt redukované adi-
tivami a Upravou pH. PovaZuje sa za nestabilnd, zvlast ked
sa zriedi, napriklad na 1 % roztok, strati polovicu svojej G¢in-
nosti hydrolyzou za 6 dni, zatial ¢o 40 % roztok kyseliny
peroctovej strati 1 - 2 % svojej G¢innosti za mesiac. Mecha-
nizmus U¢inku je podobny ako pri inych oxida¢nych C¢i-
nidlach - to znamend, Ze denaturuje proteiny, narusuje prie-
pustnost bunkovej steny a oxiduje thiolové a disulfidické
vdzby v proteinoch, enzymoch a inych metabolitoch. Pracov-
né roztoky Persterilu maji obvykle koncentrdciu 0,2 - 1 %,
odportca sa expozicia cca 15 min. Pri priprave pracovnych
roztokov, ktoré st pripravované zo zdsobného roztoku Perste-
rilu (10 %), je potrebné roztok uchovavat v chladnic¢ke v tme.
Kyselina peroctova inaktivuje bezZné grampozitivne a gramne-
gativne baktérie, huby a kvasinky pocas < 5 mintt pri 0,02 %
koncentrdcii. V pritomnosti organickej hmoty sa vyZaduje
0,02 az 0,05%. Pri virusoch je rozsah uéinnych koncentrcif
siroky (0,012 - 0,22 %), napr. pri polioviruse ddjde k inakti-
vodcii s 0,15 - 0,25% roztokom Persterilu za 15 mindt. V jed-
nej $tudii bola 3,5% kyselina peroctovd netéinnd proti HAV
po 1l-mintdtovom vystaveni s pouzitim nosi¢ového testu. Ky-
selina peroctova (0,26 %) bola v inom teste G¢innd na vsetky
testované kmene mykobaktérii (M. tuberculosis, M. avium-in-
tracellulare, M. chelonae a M. fortuitum) v priebehu 20 az 30
minudt bez ohladu na organickd zafaz. V teste so suspenzia-
mi bakteridlnych spér Persteril spolahlivo inaktivoval spéry
v koncentrédcii 1% v expozi¢nom ¢ase 30 mintt, ¢o z neho
robi idedlny prostriedok pri eradikécii Kklostridiovych spér
v nemocni¢nom prostredi.

INE OXIDACNE ZLUCENINY

Manganistan draselny (hypermangdn, KMnO,) je silne oxi-
dacnd zltcenina mangdnu a tvori ¢ierno-Sedé krystdliky, ktoré
sa vel'mi dobre rozptstaji vo vode za vzniku fialového roztoku,
ktory vo vyssich koncentridch silne odmastuje lipofilm na po-
kozke. Preto sa pouZiva v liecbe ako antiseptikum vo forme
zriedeného roztoku (ruzové zafarbenie), napr. vo forme kiipe-
lov alebo v mokrych obvdzoch na hojenie povrchovych ran,
vredov a 1ézif spdsobenych hubami pri tinea pedis a baktériami
pri pemfigu a impetigu.

Medzi dezinfekéné latky s vyuzitim aj v zdravotnictve patria
aj anorganické peroxozltiéeniny, napr. perboritan sodny, persi-
ran draselny, peroxouhli¢tan sodny s vysokou bieliacou u¢in-
nostou (dezinfekcia ploch a textilu) a 0zén (dezinfekcia vody
a priestorov).

Zhiceniny s aktivnym chlérom

Dezinfekéné prostriedky na bédze aktivneho chléru maju $i-
roké spektrum antimikrobidlnej aktivity, su rychlo tc¢inkujuce,
nezanechdvaju toxické zvysky, ich Gc¢innost nie je ovplyvnend
tvrdostou vody, st lacné a maju navys$e aj bieliace G¢inky na
textilie. U¢inkuju na biofilmy, a to aj na vyschnuté alebo pevne
prichytené na povrchoch. Pri pouzivani chlérovych prepardtov
sa len ojedinele vyskytli zdvazZnejsie prejavy toxicity. Chlornan
sodny (NaClO, NaOCl, hypochlorid u néds napr.prepardty Savo
alebo Domestos) je anorganickd zltc¢enina chléru, ziskava mik-
robicidny ucinok tvorbou nedisociovanej kyseliny chlérnej
(HOCI). Miera disocidcie HOCIl na menej Gc¢innd formu (i6n
chlornanu OCI-) zavisi od pH. Dezinfekénd ti¢innost chléru kle-
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sd s ndrastom pH. Potencidlne nebezpecenstvo jeho pouzivania
predstavuje vznik karcinogénu bis(chlorometyl)éteru pri kon-
takte chlérnanu s formaldehydom, alebo tvorbou Zivocisneho
karcinogénu trihalometdnu v pripade, ked koncentrdcia chlor-
nanu v teplej vode dosiahne kriticki hodnotu. Vyhodou orga-
nickych zlicenin, uvolnujicich aktivny chldr, oproti chlérnanu
je, Ze pomal$ie uvolfiujd chlér a majd tak dlhsi baktericidny
acinok. Mikrobicidna déinnost roztokov pripravenych z tabliet
s dichlérizokyanurdtom sodnym, teda organickou zli¢eninou
chléru, je vdcsia ako roztoku chlérnanu sodného, hoci obsahu-
juce rovnaké mnozstvo celkove dostupného chléru. Nizke kon-
centrdcie dostupného, teda volného chléru (napr. HOCI, OCl-
a elementdrneho chléru Cl) sd biocidne pre mykoplazmy
a vegetativne formy baktérii v priebehu niekolkych sekind,
pokial nebolo pritomné organické zataZenie (krv, sérum). Vys-
Sie koncentrdcie chléru (2% roztok) st potrebné na usmrtenie
M. tuberculosis, e$te vyssia koncentracia (5%) v priebehu 5 mi-
nudt usmrti > 99,9 % spér B. atrophaeus. Chlornan sodny v 5%
roztoku inaktivovuje spéry Clostridioides difficile v hustote 10°
v ¢ase < 10 minut. PouZiva v koncentrdcidch od 3 do 6%. V sto-
matolégii sa v nizkoobjemovych mnoZstvidch pouZiva aj ako
antiseptikum na dezinfekciu koreriovych kandlikov.

Chloraminy patria medzi organické zlticéeniny, ktoré vo vod-
nom roztoku uvoltiuji aktivny chlér. Majui baktericidnu, fungi-
cidnu a virocidnu aktivitu. Pri vys$ej koncentrdcii a dlhsej ex-
pozicii ni¢ia aj neobalené virusy a spéry. Mechanizmom uc¢inku
je uvolmnovanie chléru, ktoré je menej razantné. Mozno ho
urychlit pridanim aménnych soli. Najcastej$ie sa pouZivaji
benzenchloramin (Chloramin B) a tozylochloramid sodny
(Chloramin T).

Inym chérovym prepardtom, ktory sa pouZiva v zdravotnic-
tve, ale aj na dezinfekciu v komunélnej sfére (bazény, studne),
je dichlorizokyanuran sodny (u nds sa preddva pod ndzvom
Dikonit), obsahuje aZ 6,5% aktivneho chléru. Pésobi u¢inne
a rychlo. Nesmie sa mie$at s horticou vodou ani s kyselinami
z dovodu rychleho rozpadu a uvoltiovania drdzdivého plynu.
Ide o zldc¢eninu s najvy$$im antimikrébnym téinkom medzi
chlérovymi prepardtmi. V teréne a pri Kkatastrofickych
udalostiach (zdplavy, zemetrasenie, vojenské titoky a pod.) sa
Casto pouziva chlornan vapenaty Ca(ClO),, teda chlérové vép-
no.

Zdovodnenie antimikrébneho wucinku chléru nie je presne
zndme, ale ide o komplexny dej, v ktorom dochddza ku oxida-
cii enzymov a aminokyselin, vdzbe chléru na aminokyseliny,
strate intraceluldrneho obsahu, zniZeniu prijmu Zivin, inhibicii
syntézy bielkovin, zniZenej absorpcii kyslika, oxidacii respirac-
nych enzymov, zniZeniu tvorby adenozintrifosfatu, zlomom
v DNA a zastaveniu syntézy DNA. Vyssie koncentrdcie chléru
posobia korozivne na kovy a poskodzuju plasty. Uvolneny chlér
jednak spodsobuje charakteristicky neprijemny zdpach, a jednak
je drazdivy, najma pre sliznice, ale aj pokozku.

Jéd, jodové vodné alebo alkoholové roztoky (tinktiiry)
a jodofory

Vodné alebo alkoholové (tinkttrne) roztoky jédu sa v zdra-
votnictve pouZivaju uZz viac 150 rokov ako antiseptikd a aj dez-
infekéné prostriedky. Zndmy je napr. Lugolov roztok (5 g jéodu
-1, a 10 g jodidu draselného - KI v 85 ml destilovanej vody)
alebo jédova tinktira (10 g I, a 90 ml etanolu), ktoré sa v mi-
nulosti ¢asto pouZzivali na dezinfekciu a antisepsu. Napriek vy-
nikajicim antimikrébnym vlastnostiam st spojené s niektory-
mi neZiaducimi G¢inkami, napr. podrdZdenim koZe ¢i sliznic
a nadmernym zafarbenim dezinfikovaného povrchu. Vodné
roztoky jédu sd vo vSeobecnosti nestabilné; v roztoku je pri-
tomnych najmenej sedem foriem jédu v komplexnej rovnovahe,
pri¢om primdrne zodpovednd za antimikrobidlnu dcinnost je
molekula jédu (I,). Uvedené problémy boli prekonané vyvojom
jodoférov (,nosicov jodu*“ alebo latok uvolmiujicich jéd) v 60.
rokoch 20. storo¢ia. NajpouZzivanejsie st povidén (polyvinylpy-
rolidén - PVP) - jéd a poloxamér-jéd v antiseptickych a dezin-

fekénych prostriedkoch. Jodofory st komplexy jédu a solubili-
zacného cinidla alebo nosica, ktory posobi ako zdsobnik
aktivneho ,,voIného“ jédu. Vodné roztoky jédoforov (napr. vo-
dou riedeny Jodisol) sa povazuji za menej aktivne proti urci-
tym hubdm a spdéram nez tinktary. Jéd je aj menej reaktivny
ako chlér. Povidén-j6d a iné jodoféry si zachovavaju baktericid-
ny ucinok jédu, ale na rozdiel od anorganického jédu sa vo
vSeobecnosti neSkodné, relativne netoxické a nedrdzdivé. Rie-
denim jodoférov sa dosiahne rychlejsi baktericidny tc¢inok ako
mé koncentrovany povidén-jédovy roztok. Testovanie komerc¢-
nych PVP-iédovych pripravkov dokdzali rychlejSie usmrtenie
(sekundy az mintty) S. aureus a M. chelonae pri riedeni 1:100
oproti tomu, ako to dokdzal zdsobny koncentrovny roztok pri-
pravku. Dévod, preco zriedenie zvySuje baktericidnu aktivitu,
nie je Uplne jasny, ale predpokladd sa, Ze zriedenie povidéon-
-j6du moze oslabit jédovi vdzbu na nosic¢ovy polymér so sprie-
vodnym zvy$enim voIného jédu v roztoku. Koncentrované jo-
doféry sa musia riedit podla ddajov vyrobcu tak, aby sa
dosiahla poZadovand antimikrobidlna aktivita.

Mechanizmus tGéinku je v tom, Ze jéd mo6Ze rychlo preniknit
do bunky mikroorganizmov a predpokladd sa, Ze letdlne Gc¢inky
st dosledkom naru$enia Struktiry a syntézy proteinov, naviaZe
sa na klticové skupiny proteinov (najma aminokyseliny s thio-
lovou skupinou - cystein a metionin) a na nukleové kyseliny.

Jodoféry st baktericidne, mykobaktericidne a virocidne, ale
vyZzadaju predlZenie kontaktného ¢asu na usmrtenie niektorych
hib a baktérii. Komer¢né jodofory nie sd sporocidne. Plati pri
nich v8eobecné pravidlo, Ze neobalené RNA virusy a parvovi-
rusy st menej citlivé ako virusy obalené. Uéinnost jodoférov
proti poliovirusu v pritomnosti organickych ldtok bola v testoch
zniZend, ¢o dokazuje bielkovinovi zataz pri i6dovych preparé-
toch. Nie si teda aZ tak vhodné na dezinfekciu predmetov,
kontaminovanych krvou alebo sekrétmi. Dezinfekéné prostied-
ky na bédze jédu by sa nemali pouZivat na silikénovych ka-
tétroch, pretoZe poskodzuje silikénové materidly. Naopak, jodo-
féry maji vybornd biokompatibilitu a st preto ¢asto pouzivné
ako antiseptikum (napr. v preparédte Betadine).

Aldehydy

FORMALDEHYD

je dezinfekény prostriedok a sterilant podla toho, v akom
skupenstve sa na dekontamindciu konkrétne pouZziva. Kvapalny
formaldehyd sa pouzival ako dezinfekénd latka, plynny sa po-
uziva ako chemosterilant. Formaldehyd ako vodny roztok sa
nazyva formalin a distribuje sa ako 37 % roztok formaldehydu.
Formalin je baktericidny, tuberkulocidny, fungicidny, virocidny
a Ciasto¢ne sporocidny. Inaktivuje mikroorganizmy alkyldciou
aminoskupiny a sulfhydrdlovych skupin proteinov a atémov
dusika purinovych baz.

Napriek tomu, Ze formaldehyd je v plynnom skupenstve che-
micky sterilant a v kvapalnom vysokotucinny dezinfekény pro-
striedok, jeho pouZitie v zdravotnictve je limitované. Formalde-
hyd sa povaZuje za mutagén a na pracovisku je potrebné s nim
zaobchddzat ako s potencidlnym karcinogénom. Sliznice dy-
chacieho traktu sui drdzdené jeho vyparmi a jeho Stiplavym
zdpachom uz v nizkych koncentrdciach. Preto sa musia dodr-
Ziavat normy pre povolenu expoziciu zamestnancov, ktoré ob-
medzuji 8 hodinovi priemernt koncentrdciu formaldehydu
v ovzdus$i. Ndhodné pozitie formaldehydu mo6ze byt smrtelné,
dlhodobé expozicia pardm formaldehydu vo vzduchu aj v niz-
kych koncentrdciach pri vdychovani alebo pri kontakte s po-
kozZkou sposobujt dychacie problémy podobné astme a podraz-
denie pokoZzky, ako je napr. dermatitida a svrbenie.

Rbézne koncentrdcie vodnych roztokov formaldehydu st
0¢inné na Siroku $kdlu mikroorganizmov. Inaktivdcia polioviru-
su pocas 10 minut sa dosiahne 8% koncentrdciou formalinu,
ostatné virusy su inaktivované 2 % formalinom. 4 % formalin je
tuberkulocidny, inaktivuje inokulum 10* bacilov M. tuberculosis
za 2 minuty. Roztok formaldehydu v koncentracii 2,5% inakti-
vuje inokulum s hustotou asi 107 baktérii Salmonella Typhi za
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10 mindt a to aj v pritomnosti organickej hmoty. Sporocidny
Gcinok formaldehydu je pomalsi ako pri glutaraldehyde. Pri po-
rovnani 4% formalinu a 2% glutaraldehydu na spérach B.
anthracis sa dokdzalo, Ze pri roztoku formaldehydu boli potreb-
né 2 hodiny kontaktu, aby sa dosiahol inaktiva¢ny faktor 10%,
pri glutaraldehyde sa tento efekt dosiahol uz za 15 mintt.

Formalin sa pouZiva v zdravotnictve na pripravu virusovych
vakcin (napr. poliovirus a chripka) a ako prostriedok na kon-
zervaciu anatomickych vzoriek. Formalin sa poZiva na dezin-
fekciu hemodyaliza¢nych zariadeni. Aby sa minimalizovalo ri-
ziko moZného zdravotného rizika pre dialyzovanych pacientov,
dialyza¢né zariadenie musi byt pred pouzitim dokladne pre-
plachnuté dialyza¢nym roztokom a pravidelne testované na
zvy$kovy formaldehyd.

Paraformaldehyd, pevny polymér formaldehydu, ktory vzni-
ké aj spontdnne pri dlhodobejSom skladovani formaldehydu, sa
mobZe pouzit aj v mikrobiologickych laboratériach na dekonta-
mindciiu boxov s lamindrnym pridenim pred ich tddrzbou ale-
bo vymenou filtra, kedy sa vyZaduje pristup dezinfekénej latky
(pér formaldehydu) do uzavretej Casti lamindru. Jeho odparo-
vanie sa zabezpeci zahrievanim polyméru.

GLUTARALDEHYD

Glutaraldehyd je nasyteny dialdehyd, ktory v zdravotnictve
ziskal $iroké uplatnenie ako vysokoucinny dezinfekény pros-
triedok a chemicky sterilant. Vodny roztok glutaraldehydu je
kysly a vo vSeobecnosti v tomto stave nie je sporocidny. Ak je
roztok ,aktivovany“ (alkalizovany) s pouZitim alkaliza¢nych ¢i-
nidiel (napr. s hydrogenuhli¢itanom sodnym) na pH 7,5 - 8,5,
roztok sa stdva sporocidnym. Po aktivdcii maja tieto roztoky
Zivotnost minimdlne 14 dni, no pri alkalickych hodnotdch pH
dochddza ku polymerizacii molekdl glutaraldehydu. Tato poly-
merizdcia blokuje aktivne miesta (aldehydové skupiny) mole-
kil glutaraldehydu, ktoré si zodpovedné za svoju biocidnu
aktivitu. Biocidna aktivita glutaraldehydu je vysledkom alkylé-
cie sulfhydrylovych, hydroxylovych, karboxylovych a ami-
noskupin mikroorganizmov, ktoré menia syntézu RNA, DNA
a proteinov. Nové formuldcie glutaraldehydu st uz vyrdbané
ako stabilizované a alkalické (napr. glutaraldehyd-fenol-nétri-
umfendt). Tieto pripravky uz obsahujui len neutrdlne alebo al-
kalické glutaraldehydy, ktoré maji vysokotc¢inné mikrobicidne
a antikorézne vlastnosti. Ich aktivita sa neoslabuje ani v pri-
tomnosti organickej bielkovinovej zdtaZze (20% hovddzie sé-
rum). Neposkodzuji a nepdsobia korozivne na endoskopické
zariadenia, teplomery, gumu alebo plastové zariadenia.

In vitro vodné roztoky > 2 % glutaraldehydu, pufrovanych na
pH 7,5 - 8,5 s hydrogénuhli¢itanom sodnym, G¢inne usmrcuje
vegetativne baktérie za < 2 mintty, M. tuberculosis, huby a vi-
rusy < 10 minut a spéry rodov Bacillus spp. a Clostridium spp.
za 3 hodiny. Ako ukdzali niektoré $tidie, si mikroorganizmy,
ktoré maju vyssiu prirodzenu rezistenciu na glutaraldehyd, vré-
tane niektorych mykobaktérii (M. chelonae, Mycobacterium
avium-intracellulare, M. xenopi), askosp6r niektorych hib
(napr. Microascus cinereus, Cheatomium globosum), huby Tri-
chosporon spp., ako aj parazitické prvoky Cryptosporidium spp.
Napr. druh mykobaktérii - M. chelonae dlhodobo prezival nie-
kolko hodin v 0, 2% roztoku glutaraldehydu, pouZivanom na
skladovanie prasacich protetickych srdcovych chlopni. Aj odol-
nost M. tuberculosis voci glutaraldehydu je vys$ia v porovnani
s alkoholmi, formaldehydom, jédom a fenolom. Preto sa pri
dezinfekcii pouzivaji > 2% roztoky glutaraldehydu, minimélne
pri izbovej teplote, s expozi¢nou dobou viac ako 20 mintt. Pri
opakovanom pouZivani roztoku sa musi pomocou testa¢nych
prizkov kontrolovat koncentracia glutaraldehydu, nakolko do-
chadza k jeho postupnému zriedovaniu a tym aj k zniZovaniu
Gcinku.

Glutaraldehyd sa najcastejsie pouZziva ako vysokotuc¢inny dez-
infek¢ny prostriedok pre zdravotnicke pomocky a zariadenia,
ako st endoskopy, riarky spirometrov, respirdtory, dialyzaéné
a anestéziologické zariadenia. Rezidud dezinfekéného roztoku

glutaraldehydu na endoskopoch méZu vyvolat kolitidu, ¢omu
sa da predist starostlivym oplachom endoskopu vodou.
Akttne alebo chronické vystavenie organizmu glutaraldehy-
du mdZe mat za ndsledok podrdzdenie pokozky alebo derma-
titidu, podrdZdenie sliznic (oko, nos, dsta) alebo problémy
s dychanim. Glutaraldehyd by sa nemal pouZivat na pravidelné
Cistenie velkoplo$nych povrchov (podlahy, sanita, keramické
obklady). Expozicii vyparom glutaraldehydu sa musi predist
vymenou vzduchu bud vzduchotechnicky, alebo vetranim.

ORTO-FTALALDEHYD (OPA)

OPA je novy typ dezinfekéného prostriedku, ktory md silnd
baktericidnu a sporocidnu aktivitu a bol navrhnuty ako ndhrada
za glutaraldehyd pri dezinfekcii endoskopov v koncentrécii
0,575 % roztoku. OPA je aromatickd zlic¢enina s dvoma aldehydo-
vymi skupinami. OPA md vynikajicu mykobaktericidnu aktivitu
(5-logl0 redukcia za 5 mintt), teda lepSiu ako glutaraldehyd.
Priemerny ¢as potrebny na dosiahnutie 6-log10 redukcie M. bovis
s pouzitim 0,21% OPA bol 6 minit v porovnani s 32 mindtami
s pouZitim 1,5% glutaraldehydu. OPA vykazoval dobru aktivitu
proti testovanym mykobaktéridm, vratane kmerov rezistentnych
na glutaraldehyd. Roztok 0,5% OPA nebol sporocidny pri expo-
zicif trvajtcej 270 minit. ZvySovanie pH z 6,5 (normdlne pH) na
pH 8 zlepsila déinnost OPA. Uroveti biocidnej aktivity priamo
stvisi s teplotou. K zniZeniu poc¢tu spér B. atrophaeus o viac ako
5-log10 pri 35°C doslo za 3 hodiny, ale pri 20°C aZ za 24 hodin.
Pri testoch tcinnosti klesala biocidna aktivita OPA s rastticou kon-
centrdciou séra priddvaného do suspenzie testovanych baktérii,
jeho ucinnost teda ovplyviiuje bielkovinovd zataz.

Kvartérne amoniové zliiceniny

Kvartérne amoéniové zlticeniny (beZne zndme ako KAZ, angl.
quats alebo QAC) su katiénové povrchovo aktivne latky, ktoré
kombinuju baktericidne, fungicidne a ¢iasto¢ne virocidne (len
obalené virusy) s dobrym detergentnym tc¢inkom a tym aj s Cis-
tiacou schopnostou. Su nedcinné proti mykobaktéridm (pokial
nie st v kombindcii s inymi ldtkami ako sd alkoholy, ktoré
umoZiiuju ich penetrdciu do $truktiry mykobakteridlnej bun-
kovej steny) a st vSeobecne neaktivne proti neobalenym viru-
som. Hoci iné typy povrchovo aktivnych latok, ako st aniénové,
neiénové a amfotérne povrchovo aktivne latky (s ohladom na
ich celkovy nédboj) majud uréitd antimikrobidlnu d¢innost, katié-
nové povrchovo aktivne latky (a niektoré amfotérne latky) maju
najvacésiu antimikrobidlnu aktivitu. Patria sem hexadecyltrime-
tylaménium (cetrimid), benzalkéniumchlorid (alkyldimetyl-
benzylaménium-chlorid), benzododeciniumbromid (:ic¢innd
latka v dezinfekénom prostriedku Ajatin), karbetopendecinium-
bromid (i¢innd latka v dezinfekénom prostriedku Septonex),
alkyl-didecyldimetylaméniumchlorid, dialkyldimetylaménium-
chlorid a iné.

Kvartérne $trukttra amoéniovych zlicenin ako povrchovo ak-
tivnych ldtok umoziiuje ni¢it mikroorganizmy vdaka ich schop-
nosti prenikat do cielovych buniek. Medzi hlavné vlastnosti
KAZ patri zniZovanie povrchového napatia, inaktivdcia enzy-
mov a denaturécia proteinov. V ddsledku ich naviazania na cy-
toplazmatickli membrdnu mikroorganizmov sa meni jej prie-
pustnost. To je dané tym, Ze bunkovd membrdna pozostdva
z vnutornej hydrofébnej a vonkajsej hydrofilnej vrstvy a mole-
kuly KAZ svojimi silnym hydrofébnymi a hydrofilnymi skupi-
nami menia fyzikdlno-chemické vlastnosti bunkovych mem-
brdn. To md za ndsledok tunik intraceluldrnych
nizkomolekuldrnych latok, degraddcii proteinov, nukleovych
kyselin, bunkovej steny a tiezZ bunkovu lyzu pomocou autoly-
tickych enzymov. U¢innost KAZ je optimélna v alkalickom
a neutrdlnom pH (okolo 6 - 10), ¢o obmedzuje ich pouZitenost
v kyslom prostredi. Vybornd uGcinnost prejavuji KAZ na G+
koky a kandidy. Naopak, v beZnej koncentrdcii pracovnych roz-
tokov v nich mo6zu prezif alebo rdst niektoré gramnegativne
baktérie, najmad nozokomidlne kmene (pseudomonddy, acineto-
baktery a iné.). Praktickou vyhodou KAZ je ich minimdalny ko-
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rozivny uc¢inok na dezinfikované materidly a vyrazny cistiaci
efekt, ¢o ich disponuje na idedlny prostriedok na Cistenie a dez-
infekciu predmetov (vratane elektroniky) a ploch v komundlnej
sfére, pouzitie v nemocni¢nej sfére ma vSak kvoli rasttcej re-
zistencii svoje limity a je nutnd ich kombindcia alebo rotacia
s inymi dezinfekénymi latkami.

Ich Géinnost ovplyviluje vysokd tvrdost vody a nasiakavé ma-
teridly, ako st napriklad bavlnené a gdzové tampény, ktoré
moZu sposobit, Ze KAZ st menej mikrobicidne, pretoZe neroz-
pustné minerdlne zrazeniny alebo bavlna absorbuji téinné
zloZky. Ako ¢asto pouZivané antiseptikum mdZu pri styku s po-
kozkou ojedinele vyvolat jej iritdciu a vznik alergickych reakcii,
zdvazné nasledky moze mat ich vnitorné pozitie - od nauzei
a zvracania, az po kému a tumrtie (v zdvislosti od koncentrécie).

Fenol a jeho derivdty

Derivéty fenolu vznikaji nahradenim jedného z atémov vo-
dika na aromatickom kruhu fenolu inou funkénou skupinou
(napriklad alkyl, fenyl, benzyl, halogén). Derivéty fenolu, ktoré
sa beZne vyskytuju ako zlozky dezinfek¢nych prostriedkov po-
uzivnaych v nemocni¢nom prostredi, si ortofenylfenol a orto-
-benzyl-para-chlérfenol. Antimikrobidlne vlastnosti tychto zli-
¢enin a mnoho dalsich fenolovych derivatov st ovela lepsie
ako vlastnosti povodnej latky, teda fenolu. Vo vyssich koncen-
tracidch fenol posobi ako silny protoplazmaticky jed, prenikd
bunkovou stenou a cytoplzmatickou membrénou, ktord narisa
a vyvoldva vyzrdzanie intraceluldrnych proteinov. Nizsie kon-
centrdcie fenolu a fenolovych derivdtov spdsobuji cidiu baktérii
inaktivdciou zdkladnych enzymovych systémov v ich bunkach
a vyvolanim tniku zdkladnych metabolitov z bunky. Testovanie
antimikrobidlnej Géinnosti bezne pouZzivanych fenolov ukdzala,
Ze su baktericidne, fungicidne, virocidne pre obalené virusy, nie
st G¢inné na neobalené virusy (podla testov na coxsackie B4,
echovirus 11 a poliovirus, ktoré nedokdzal inaktivovat). U¢inné
st aj na vaésinu mikromycét. Komercéné fenolové prostriedky
nie su sporocidne, ale st vyrazne tuberkulocidne pri pouZiva-
ni v odporti¢anom riedeni a expozi¢nej dobe. Ak sa na ¢istenie
a dezinfekciu pouZivaju fenoly, musia sa zriedit podla odpora-
¢ania na stitku vyrobku. Fenolové dezinfekéné prostriedky su
absorbované poréznymi materidlmi a ich rezidud moéze drazdit
pokozku s r6znymi ndsledkami, napr. vznik depigmentdcie koze
sposobenu detergentmi obsahujicimi para-tercidrny butylfenol
a para-tercidarny amylfenol. Pouzitie fenolovych latok
v novorodeneckych a pediatrickych zariadeniach sa neodpo-
rica kvoli nimi vyvoldvanej hyperbilirubinémie u dojciat.
Okrem toho sa pozorovalo aj zvySenie hladin bilirubinu u deti
vystavenych fenolom v porovnani s detmi, ktoré neboli vystave-
né fenolom. Fenoly (a niektoré iné dezinfekéné prostriedky) by
sa nemali pouZivat na Cistenie detskych 16Zok a inkubdtorov,
pokial' st v nich umiestnené deti. Zbytky fenolovych prostried-
kov, pouzitych na zdvere¢né Cistenie detskych hraciek a inku-
batorov je preto potrebné odstranit, povrchy sa musia po dezin-
fekcii dokladne opldchnut vodou a vysus$it pred opdtovnym
pouzitim pre detskych pacientov a klientov. K skupine fenolo-
vych derivdtov sa dd priradit aj triklosan s podstatne niZsou
toxicitou. Je to chlérovand aromatickd zlicenina, ktord obsahu-
je éterové a fenolové funk¢éné skupiny a md silny antibakteridlny
a fungicidny déinok. PouZiva sa ako konzerva¢nd ldtka na za-
brdnenie rastu mikroorganizmov vo vyrobkoch alebo ako téinnd
latka na primdrnu dezinfekciu pokozky, sliznic a zubov, povr-
chov, vzduchu, vody a pod. Triklosan sa pouZiva aj ako u¢innd
latka do vyrobkov pre telesnt hygienu (v maximélnej koncen-
tracii 0,3%), napr. antiseptické, dezinfek¢né, antimikrobidlne
vyrobky (mydld a gély na pokozku) na osobnu hygienu, tstne
vody a zubné pasty na prevenciu proti zdpalom v Ustnej dutine.

Bigunanidiny

CHLORHEXIDIN GLUKONAT

Chlorhexidin glukondt je pravdepodobne najpouZivane;jsi
biocid v antiseptickych vyrobkoch, najma pri umyvani rik a vy-

robkoch tustnej hygieny, ale aj ako dezinfekény a konzervaény
prostriedok. Ddvodom je najma jeho Sirokospektrdlna ic¢innost,
dobrd koZné znésanlivost a nizka drdzdivost, hoci podrdzdenie
pokozky uZ bolo opakovane opisané (v mnohych pripadoch to
mohlo byt $pecificky pre dany produkt). Napriek viacerym vy-
hoddm chlérhexidinu, md aj slab$ie stranky, napr. jeho aktivita
zévisi od pH a je vyrazne zniZend v pritomnosti organickej za-
taze. Chlérhexidin je baktericidny, fungicidny a ¢iasto¢ne viro-
cidny prostriedok. Jeho vychytdvanie baktériami a kvasinkami
sa ukdzalo ako extrémne rychle, pricom maximdlny tc¢inok sa
vyskytol v priebehu 20 s. Dochddza k poskodeniu vonkajsich
bunkovych vrstiev, ale nie je dostato¢né na vyvolanie lyzy ale-
bo smrti buniek. Litka potom prechddza vonkajSou membra-
nou aj bunkovou stenou, pravdepodobne pasivnou diftziou,
a nasledne destruuje bakteridlnu alebo kvasinkovi cytoplazma-
ticki membranu. Po poskodeni membrany do6jde k iniku intra-
celularnych zloZiek, ¢o ma za dosledok bunkovi smrt. Vysoké
koncentracie chlérhexidinu sposobuji zrdzZanie intraceluldr-
nych zloziek - koaguldcii cytosolu. Mykobaktérie si vo vse-
obecnosti vysoko odolné voci chlérhexidinu, preto sa chlorhe-
xidin obcas pouZiva na dekontamindciu sptta pri
myKkobakteridlnej kultivdcie (namieto NaOH). Mycobacterium
avium-intracellulare je zretelne odolnejsi neZ iné mykobaktérie.
Chlorhexidin nie je sporocidny. Dokonca aj vysoké koncentra-
cie biguanidinov neovplyviiuju Zivotaschopnost spér Bacillus
spp. pri izbovych teplotdach, no pri zvysenych teplotdch moZzno
dokézat jeho ¢iasto¢ny sporocidny ucinok.

Chlorhexidin mé maly G¢inok na kli¢enie bakteridlnych spér.
Antivirusovd aktivita chlérhexidinu je rézna pri réznych typoch
virusov. jeho aktivita je obmedzend len na obalené virusy.
Chlérhexidin neinaktivuje neobalené virusy, ako je rotavirus,
HAV alebo poliovirus. Chlorhexidin tak nie je povaZovany za
zvl4st G¢innd virocidnu latku.

ALEXIDIN

Alexidin sa chemicky 1i8i od chlérhexidinu tym, Ze m4 etyl-
hexylové koncové skupiny. Alexidin je rychlejsie posobiaci bak-
tericidny prostriedok a vyvoldva vyznamne rychlej$iu zmenu
permeability bakteridlnej membrdny ako chlérhexidin.

POLYMERNE BIGUANIDY

Polymérne biguanidy sa pouzivaji ako vSeobecné dezin-
fekéné prostriedky nielen v zdravotnictve, ale aj v potravindr-
skom priemysle a na dezinfekciu bazénov. U nds sa v zdra-
votnictve pouZiva najCastejSie ako pripravok oktenidin
(Octenidine®, N-octyl-1-[10-(4-octyliminopyridin-1yl)decyl]
pyridin-4-imine dihydrochlorid), v severnej Amerike zase
pod ndzvom Vantocil. Oba sa ¢asto pouZivaju ako antisepti-
kd. Su G¢inné proti grampozitivnym a gramnegativnym bak-
téridm, hoci P. aeruginosa a Proteus vulgaris st menej citlivé.
Nie st sporocidne a netcinkuji na neobalené virusy.
Polyhexanidy (polyhexametylén biguanid, PHMB) je mem-
brdnovo aktivna ldtka, ktord narti$a integritu vonkaj$ej mem-
brany gramnegativnych baktérii. PHMB je Gi¢innd proti Pseu-
domonas aeruginosa, Staphylococcus aureus (vrdtane MRSA),
Escherichia coli, enterokoky rezistentné voc¢i vankomycinu
a Klebsiella pneumoniae (aj dalSie karbapeném rezistentné
enterobaktérie), kvasinky a plesne - Candida albicans, der-
matofyty, Aspergillus spp., a G¢inkuji aj na obalené virusy.
PHMB sa pouzivaji pred a po chirurgickom zdkroku na dez-
infekciu pokozZky a sliznic, pooperacné obvdzy, chirurgické
a nechirurgické obvazy na rany, chirurgické kipele/hydrote-
rapiu, chronické rany ako diabetické ulkusy na nohach
a popdleniny, na rutinnd antisepsu pocas malych incizii
a oSetrovanie vendéznych vstupov, katetrizdcif, endoskopii
a dezinfekciu rdn pri poraneniach. PHMB o¢né kvapky sa
pouZivaju na liec¢bu keratitidy vyvolanej akantamébami. Rov-
nako ako chlérhexidin sa pouZivajui v kombiovanych dezin-
fekénych prostriedkoch s alkoholmi, kde zabezpecia ich re-
manentny uUc¢inok, teda podsobia aj niekolko hodin po
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aplikécii, na rozdiel o razantne, ale iba kratkodobo p6sobia-
cich alkoholov.

Striebro a jeho zliceniny

Tieto latky sa dlho pouZivaju ako antimikrobidlne prostried-
ky. NajdolezitejSou zlic¢eninou striebra, ktord sa v sti¢asnosti
pouZziva najmd v terapeutickych mastiach, je sulfadiazin strie-
borny, pri¢om vsetky ostatné formy striebra - koloidné striebro,
acetat striebra, dusi¢nan strieborny a proteiny s viazanym
striebrom majui rovnako antimikrobidlne vlastnosti.

V poslednych rokoch boli zliceniny striebra pouZité na pre-
venciu infekcii popdlenin, lie¢cbu niektorych o¢nych infekcii
a bradavic.

KOLOIDNE STRIEBRO A SOLI STRIEBRA

Vznikd elektrolyticky v destilovanej vode pdsobenim elek-
trického pradu zo striebornych elektréd. Podla velkosti odlu-
¢ovanych castic striebra sa vytvara dve zdkladné formy - strie-
borné i6ny a metalické ciastocky rdznej velkosti, napr.
nanopartikuly (priemer 1 - 1000 nm, teda koloidné striebro
v pravom zmysle slova), ale aj vdc$ie agregaty striebra (strie-
bornd emulzia). Treba takisto odliSovat takto ziskané i6nové
a koloidné striebro od mild silver proteins (MSP; mikropartiku-
ly striebra chemicky viazané na proteiny) a roztokov striebor-
nych soli (strieborny dusi¢nan, -nitrat, -fosfat, -iodid, -chlorid,
atd.), pretoZe hoci vadc¢sina z nich md antimikrébne vlastnosti,
ich tc¢inok na makroorganizmus (biokompatibilita) sa vyznam-
ne 1{8i. Koloidné striebro moZné pouZitf na vonkajsiu aj na vnu-
tornu aplikdciu.

SULFADIAZIN STRIEBORNY (AgSD)

AgSD je v podstate kombindcia dvoch antibakteridlnych 14-
tok, Ag + a sulfadiazinu (SD). AgSD maé Siroké spektrum d¢in-
nosti. Vytvara povrchové membrédnové 1ézie v baktéridch. AgSD
sa viaZe na bunkové zlozky, vradtane DNA , kde sa viaZe sa na
badzové pdry v helixe DNA, ¢im inhibuje transkripciu. M4 vyu-
Zitie najmd ako U¢innd dudlna latka v dermatologickych prepa-
ratoch (dezinfekcia a stimuldcia epitelizacie).

DUSICNAN STRIEBORNY

Mechanizmus antimikrobidlneho pdsobenia iénov striebra
uzko suvisi s ich interakciou s tiolovymi skupinami aminoky-
selin, ako je cystein a dal$ie zliceniny, ako napriklad thiogly-

kolat. Virocidne vlastnosti moZu byt tieZ vysvetlené vizbou na
SH skupiny.

Soli striebra a iné tazké kovy, ako je med, posobia cez vizbu
na klIic¢ové funkéné skupiny enzymov. Mikrobidlna cytoplazma-
tickd membrdna, s ktorou je spojend aktivita mnohych dolezi-
tych enzymov, je dolezitym cielovym miestom pre aktivitu Ag+.
I6ny Ag sposobuji uvoltiovanie iénov K+ z mikroorganizmov.

Okrem tcinkov na enzymy Ag+ spOsobuje dalSie zmeny
v mikroorganizmoch. Dusi¢nan strieborny sposobuje vyraznd in-
hibiciu rastu, napr. Cryptococcus neoformans a ukladd sa vo va-
kuolovej membrdne a bunkovej stene ako granule. Ag+ inhibuje
bunkové delenie a poskodzuje bunkovy povrch a obsah buniek.
I6n Ag+ interaguje s nukleovymi kyselinami, prednostne s baza-
mi v DNA. V mikrobioldgii sa dusi¢nan strieborny pouZiva ako
lapisova tuzka, ktorou sa ,nakresli“ hrani¢nd ¢iara na chemické
oddelenie plochy agarovej pody v Petriho miske, ¢im sa zabrdni
prerastaniu bakteridlnych kolénif z jednej zény do druhej (napr.
~preplazeniu“ Proteus spp.). VyuZiva sa to napriklad pri o¢kovani
vzoriek z tampénu tonzil a tampénu nosa od toho istého pacien-
ta na krvny agar, kde tak moZe mikrobiolég jednoducho porov-
navat fléru oboch ¢asti hornych dychacich ciest.

Rozdelenie dezinfek¢énych ldatok podla oblasti vyuZzitia

1. Dezinfekcia instrumentdria - aldehydy, najcastejsie gluta-
raldehyd, kombinované pripravky obsahujice aldehyd
a KAZ.

2. Dezinfekcia ploch a povrchov - KAZ, pripravky s aktivnym
chlérom, viaczlozkové pripravky v kombindcii aj s tenzidom,
peroxozliceniny.

3. Dezinfekcia rik - pripravky s alkoholom (etanol, propanol,
alebo izopropanol, aj s ich kombindciami). Pripravky obsa-
hujt aj dalsiu zlozku, najcastej$ie KAZ, chlérhexidin, triklo-
san, pripadne peroxid vodika.

4. Dezinfekcia bielizne - peroxozliceniny (prevaZzne anorga-
nické), pripravky s aktivnym chlérom.

Mechanizmy bakteridlnej rezistencie vo¢i antiseptikdm
a dezinfekénym ldtkam

Rovnako, ako pri antibiotikdch a inych antimikrobidlnych
chemoterapeutickych lie¢ivach, aj pri mikroorganizmoch exis-
tuje prirodzend a ziskand rezistencia voc¢i biocidom, teda an-
tiseptikdm a dezinfekénym prostriedkom. Na rozdiel od anti-
biotik, rezistencia alebo zvySenie MIC pri antiseptickych

Vysokocitlivé Alkoholy | Aldehydy | Biguanidy | Chlér Jod Peroxo Fenoly KAZ
mikroorganizmy zltdeniny
=z Mykoplazmy ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ +
= G+ baktérie ++ ++ ++ ++ + + ++ ++
E G- baktérie ++ ++ ++ ++ + + ++ +
é Pseudomondady ++ ++ +/- + + + }
S Riketsie + + +/- + + + +/-
E Obalené virusy ++ +/- + + + +/- +/-
2 Chlamydie +/- + +/- + + + +/- -
§ Neobalené virusy - + - + +/- +/- _ _
sb Fungdlne spéry +/- + +/- + + +/- + +/-
§ Pikorna virusy +/- + - + +/- + . _
.,'*‘: . Parvovirusy - + - + + +/- N -
E Mykobaktérie + + - +/- +/- +/- +/- R
§ Bakteridlne spéry - +/- - +/- - + B R
g Kokcidie (oocysty) - - - - - - + B
& Priény - - - - - , i
Najrezistentnejsie
mikroorganizmy ++ vysokotcinné; + Géinné; +/- obmedzene G¢inné; - netcinné; N nezistené informadcie
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latkach nemusi nevyhnutne korelovat s jeho terapeutickym
zlyhanim.

Bolo opisanych niekolko mechanizmov, ktoré podmieriuju
bakteridlnu rezistenciu voc¢i biocidom. Niektoré st charakte-
ristické pre baktéridlnu bunku, iné pre bakteridlnu populédciu
(napr. biofilm). Niektoré z mechanizmov rezistencie st vro-
dené (prirodzené, vnutorné alebo intristic), iné boli ziskané
prostrednictvom mutdcii a selekéného tlaku, alebo prostred-
nictvom ziskania mobilnych genetickych prvkov. Prirodzeny
mechanizmus rezistencie baktériam poskytuje vysokd odol-
nost proti biocidom (vid tab. 1.7.1 a 1.7.2). Najrozsirenejsi
mechanizmus je prirodzend nepriepustnost bunkového po-
vrchu vodi biocidu . Je typickd pre spdry, ale vyskytuje sa aj
pri vegetativnych baktériach, ako napr. mykobaktérie a do
urcitej miery aj pri niektorych gramnegativnych baktériach.
Tato bariéra v permeabilite obmedzuje mnoZstvo biocidu,
ktoré vstupuje do bunky, ¢im sa zniZuje jeho G¢innost. Pri
mykobaktériach je nepriepustnost pre vstup mnohych anti-
mikrobidlnych latok do baktérie sposobend pritomnostou my-
koyldtu, teda vrstvy mykoylacylarabinogalaktanu. Navyse,
pritomnost a zloZenie arabinogalaktanu/arabinomananu bun-
kovej steny mykobaktérii m4 tiez tlohu pri zniZzovani koncen-
tracie biocidov, ktoré mozZu prenikndf do vnutra baktérii.
Uloha lipopolysacharidu (LPS) ako bariéry permeability
v gramnegativnych baktéridch je zndma uz dlhsie. TieZ bolo
dokdzané, Ze redukcia vstupu biocidu do bunky, teda aj jeho
ucinnosti, spésobuji zmeny v ostanych zlozkdch ultrastruk-
tiry vonkaj$ej membrany, vradtane proteinov, mastnych kyse-
lin a fosfolipidov. Vlastnost ndboja na bunkovom povrchu tiez
maé tlohu pri rezistencii baktérii na biocidy, napr. pozitivny
ndboj KAZ brani vstupu do bunky. Pritomnost efluxnych
komplexov (elfluxné pumpy) pri gramnegativnych baktéridch
je dal$i mechanizmus rezistencie vo¢i dezinfekénym pros-
triedkom. Ten aktivne zniZuje vstupni koncentrdciu toxic-
kych zlucenin, vratane biocidov a pumpuju ich do extracelu-
larneho priestoru. Efluxové pumpy tak zbavuji bunku
viacerych biocidov, hlavne KAZ, derivdtov fenolu, parabénov
a interkala¢nych latok (organické farbiva, etidium bromid).
Efluxné mechanizmy boli dokdzané pri Staphylococcus aureus
s identifikovanymi mechanizmami ako QacA-D, Smr, QacG
a QacH, v gramnegativnych baktéridch, ako napr. Pseudomo-
nas aeruginosa (MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN
a MexJK) alebo Escherichia coli s AcrAB-TolC, AcrEF-TolC
a EmrE. Ako mechanizmus rezistencie bola opisand aj enzy-
matickd transformdcia biocidov v baktéridch, najmd pri taz-
kych kovoch (enzymatickd redukcia katiénu kovu, napriklad
pri striebre a medi), pri parabénoch, aldehydoch (formalde-
hyddehydrogendza) a peroxyzlicenindch (kataldza, supero-
xid dismutéza a alkylhydroperoxidédza, ktoré vychytavaju vol-
né kyslikové radikdly). Vacsinou sa tieto mechanizmy mo6zZu
uplatnit tam, kde neboli dodrzané predpisané podmienky de-
kontamindcie (vhodny prostriedok, vhodnd koncentdcia,
vhodna teplota, pH, bielkovinovd zdfaz a pod.).

Najcastejsie ziskané mechanizmy rezistencie na biocidy su
destrukcia biocidu enzymami a efluxovd pumpa. Potvrdilo sa
spojenie pritomnosti plazmidov v baktéridch so zvySenou tole-
ranciou voci chlérhexidinu a ostatnym biquanidom, KAZ a fe-
nolom (triklosanu), alkoholom, ako aj diamidinom, akridinom
a etidium bromidu. Uloha plazmidov v kédovani rezistencie
(alebo zvysenej tolerancie) na antiseptikd a dezinfekéné pros-
triedky, ako st chlérové prepardty, peroxozliceniny, striebro
a niektoré iné kovy sa e$te nepotvrdila.

Efluxovd pumpa je mechanizmom, ktory je najcastejsie zod-
povedny za skriZzenu rezistenciu proti antibiotikdm a dezinfek¢-
nym prostriedkom. Zmena permeability vonkaj$ej membrany
bunky je mechanizmom, ktory sa moZe uplatnit hlavne pri re-
zistencii na KAZ, chlérhexidin a vSeobecne na povrchovo aktiv-
ne latky. Prdve uvedené mechanizmy umoZiiuja selekciu obé-
vanych nozokomidlnych kmeriov v nemocniciach pri
zanedbdavani protiepidemickych opatreni.

Fyzikdlne spdsoby dezinfekcie
Najrozsirenejsie sposoby fyzikdlnej dezinfekcie v zdra-

vornictve su:

a) var vo vode za atmosférického tlaku v trvani najmenej 30
mintit. U¢innejsia je tyndalizdcia 1x15 mintt denne, 3 dni po
sebe - prvy var zabezpedi stimuldciu kli¢enia spdr na vegeta-
tivnu formu baktérii, ktoré st znic¢ené dal$im varnym cyklom.
Opakovanie cyklov tak zaru¢i uplné zbavenie sa spér,

b) var v pretlakovych nddobdach v trvani najmenej 20 mintt
(pretlak zysuje teplotu bodu varu vody a tym aj germicidnu
ucinnost varu),

c) dezinfekcia v umyvacich, pracich a parnych pristrojoch
pri teplote vy$sej ako 90 °C, 10 mintt,

d) prudiaci hortci vzduch o teplote 110 °C v trvani 30 mindit,

f) pasterizacia (zahriatie na 62,5 - 63°C v trvani 30 mindit,
85 - 90°C alebo 134 °C v trvani niekolko sekiind a rychle
ochladenie),

e) mikrovinné Ziarenie,

g) ultrafialové Ziarenie vinovej dizky 260 - 264 nm,

h) filtrdcia, vypalovanie, spalovanie, slnenie a pod.

DEZINFEKCIA MIKROVLNNYM ZIARENIM

Mikroviny vytvédraji velmi krétke viny v elektromagnetic-
kom spektre. Princip pésobenia mikrovin spo¢iva v ich rychlom
kmitani medzi kladnym a zdpornym pélom s frekvenciou 2,45
biliéna kmitov za sekundu. Vznika vibrdcia molekdl v organic-
kom materidli (odpade alebo potravine), ktorych trenim vznika
teplo premieniajtce vodu na paru. Dochddza k denaturdcii biel-
kovin v mikroorganizmoch a k ich zniceniu.

DEZINFEKCIA A CISTENIE ULTRAZVUKOM

Ultrazvuk je forma energie, ktord je generovand zvukovymi
vlnami pri frekvencidch, ktoré su prili§ vysoké, aby ich Iudské
ucho rozpoznalo. V ultrazvuku dochddza k odstrdneniu necis-
tot a zvyskov biologického materidlu z povrchov a k inaktivécii
mikroorganizmov. Deje sa tak v ddsledku kavitdcie (rychlo sa
opakujuicej expanzie a ndsledného stlac¢enia kvapaliny), ktord
vyvoldva tvorbu, rast a kolaps bublin vodnej pary, ¢im vznika
lokalizovand mechanicka a chemicka energia. Ultrazvuk mézu
generovat takzvané hortce Skvrny - vysoké lokalizované teplo-
ty (az 5227 °C) a rychle striedanie tlakov (1000 MPa), zaroven
aj uvolmovat reaktivne radikaly.

Kvapalné médid modzu obsahovat rozpusteny plyn, ktory
vplyvom ultrazvuku (UZ) mdZe expandovat, podporujtc formé-
ciu bublin a zaroven vedie aj k ich zriteniu. ZvySené zmeny
teploty a tlaku mo6zu vyvolat mnohé chemické zmeny v parnej
fdze vnutri kavitac¢nej bubliny a okolitej kvapaliny. Vznikajtce
volné radikédly sposobuju oxidéciu lipidovych membran, naru-
Senie enzymatickej aktivity proteinovych komplexov zodpoved-
nych za produkciu ATP a ovplyviiuji geneticky materidl. Navy-
Se, ked ultrazvukové viny prechddzaji kvapalnym médiom,
v kvapaline sa vytvéraji mechanické vibrdcie a akustické prui-
denie. Tento jav generuje turbulenciu v mikrocirkuldcii a ultra-
rychle impulzy, ktoré maju efekt dyzy pri dopadne na pevnu
latku, aky sa pouziva na mechanické Cistenie povrchov. Tento
efekt sa vyuZiva na odstrdnenie adherovanych bakteridlnych
buniek na povrchu predmetov. V tabulke 1.7.3. st uvedené nie-
ktoré priciny a uc¢inky ultrazvuku na mikrobidlnych bunkéch.

Tab. 1.7.3. Niektoré t¢inky ultrazvuku na mikrobidlnych bunkéch.

Ultrazvukom
vyvoland pri¢ina

Efekt na mikréby

Kavitacia Narusenie $truktdary bunkovych stien
Planktonizicia a riedenie buniek

Rozbitd bunkové stena

Tvorba pérov, narusenie bunkovej membrany

a uvolnenie obsahu cytoplazmy

OH-, H +, peroxid vodika poskodzuje DNA
a spdsobujt jej ldmanie

Tvorba volnych
radikalov
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Energia uvolnend pocas kavitdcie umoziuje ocistu povrchov,
ku ktorym je inak tazky pristup (s izkym lumenom, dutinkami
a Skdrami a pod.). Samotny ultrazvuk zabezpe¢i rozrusenie
a odstrdnenie biofilmov a inaktivdciu mikroorganizmov, ale
droven dezinfekcie vyznamne vzrastie v kombindcii s inymi
prostriedkami, napr. v kombindcii s kyselinou peroctovou. Do
bunky naru$enej ultrazvukom je ulahéeny vstup inych dezin-
fekénych prostriedkov ako napr. zlicenin chléru, ktoré urych-
ujd bunkovtd smrt.

DEZINFEKCIA A STERILIZACIA POMOCOU ZIARENIA

V zdravotnictve, resp. v s nim stvisiacom zdravotnickom
a farmaceutickom priemysle sa pouZziva dezinfekcia a sterilizécia,
pri ktorej sa dekontaminované predmety, plochy a priestory
dezinfikuju, resp. sterilizuji vystavenim Ziareniu (radidcii) roz-
nych vlnovych diZok s germicidnym t¢inkom. Na dekontami-
ndciu ziarenim sa pouZivajui subatomdrne castice (elektrénové
lice), alebo elektromagneticke Ziarenie (rontgenové ltice, gama
ltce alebo UV ld¢e). Ziarenie s vlnovou dizkou (A) niZzgou ako
je viditelné svetlo mé vysoku energiu a deli sa na ionizujtce
a neionizujtice Ziarenie (vid tab. 1.7.4). Neionizujlce Ziarenie
je ultrafialové (UV) svetlo (~ 100 < A < 400 nm), ktoré sa po-
vazuje za bezpecné pri beznych expozi¢nych podmienkach.
Ionizujuce Ziarenie, v tomto pripade rontgenové lace, y-luce
a elektrénové liace (B-lace), je vysoko energetické a moze io-
nizovat atémy alebo molekuly. Pri sterilizdcii st vSak pouZiva-
né nizke davky energie, takZe nedochddza k ioniz4cii sterilizo-
vaného materidlu. Rontgenové lice sd najprenikavejsie,
elektrénové lice st najmenej prenikajtce, pretoZe nesu elek-
tricky nadboj. Antimikr6bny t¢inok tychto druhov radidcie spo-
¢iva v destrukcii nukleovych kyselin a tvorbe volnych radi-
kdlov. Vyhodou radia¢nych technoldgii je, Ze nerozkladaju
exponovany materidl a nevytvdraji v nom Ziadne toxické
vedlajsie produkty.

Tab. 1.7.4. Vlastnosti jednotlivych typov radidcie.

Neioni- Ionizujice
zujlce
UV svetlo | Rontgenové |  y-lice Elektrénové lice
lace (B luce)

Vinova 100 - 400 0,01 -10 <0,01 A=h/p*
dlzka (nm)
Energia (eV) 3-12 10% - 10° >10° Az do 107
Intenzita nizka stredne vysoko nizka
penetrdcie itntenzivna | intenzivna

* p je hybnost a h je Planckova konstanta
1eV~1.6x10"7J

Radiaé¢na sterilizdcia je vhodnd pre zdravotnicke pomdcky,
ktoré obsahuju plastové alebo organické komponenty, citlivé na
teplo. Ziarenie sa aplikuje nielen na povrchy predmetova oba-
lové materidly ale aj na liecivd a zdravotnicke pomocky.

Gamaziarenie je najrozsirenejsi spdsob vyuZitia Ziarenia na
sterilizdciu, pretoZe md dobrd penetrdciu, ktord zabezpecuje
sterilizdciu Sirokej $kdly zdravotnickych pomocok s réznou
hustotou a jej prevddzka sa povazuje za najbezpecnejsiu. Ga-
maziarenie predstavuju vysokoenergetické fotény, ide teda
o elektromagnetické Ziarenie vysokej frekvencie s kratkou
vinovou dlzkou. Zdrojom gamaziarenia st rddioizotopy, zvycaj-
ne kobalt-60 (*°Co) alebo cézium-137 (*¥’Cs). BeZne sa pouZziva
na sterilizdciu jednorazovych zdravotnickych pomdcok, ako st
striekacky, ihly, kanyly a intravendzne stpravy, ale aj potraviny.

Elektrénovy li¢ - betaZiarenie - sa vytvara tym, Ze z kat6dy
emitované elektrény sui urychlované cez evakuaénu trubicu
a pomocou magnetov st orientované tak, Ze sa ich prid zaostri
do lica. Pouzivaja sa elektrénové lice s vySSou energiou, ob-
vykle pri 10 MeV, aby sa zabezpecilo dostato¢ny prienik elek-
tréonov. Penetrdcia elektrénov je priamo Umernd energii a ne-
priamo umernd hustote sterilizovaného materidlu. KedZe

spracovanie elektrénovym li¢om pracuje v rozsahu nizsich dé-
vok energie ako gama a v krat$ich expozi¢nych ¢asoch, menej
poskodzuje plastové komponenty. Zariadenia na ochranu pra-
covnikov a Zivotného prostredia pred vystavenim tomuto Ziare-
niu tvoria hrubé beténové Stity.

Rontgenové Ziarenie je elektromagnetické Ziarenie v rozsa-
hu vlnovych diZok od 100 pikometrov do10 nanometrov. Vzni-
ka prudkym zabrzdenim urychlenych elektréonov (brzdné Zia-
renie) alebo prechodom elektrénov na nizsie energetické
hladiny v atéme (charakteristické Ziarenie). Technoldgia sterili-
zécie rontgenovymi lG¢mi je v sti¢asnosti najmenej vyuzivanou
radia¢nou technolégiou, lebo vyzaduje najvys$sie ndklady na
bezpecnost prevadzky.

UV ZIARENIE

V zévislosti od vlnovej dizky UV Zarenie zahfiia UV-C (100
aZz 280 nm), UV-B (280 az 315 nm) a UV-A (315 az 400 nm).
Ako zdroj UV Ziarenia sliZi vaésinou ortutovd vybojka. Elek-
tricky vyboj medzi elektrédami ionizuje plynnt fazu, ktord vy-
Zaruje fotény. Spektrum vyZarovaného svetla je uréené aktiv-
nym plynom a fluorescenénym povlakom Ziarovky. Pri
dezinfekcii vody sa pouZivaji hlavne nizkotlakové ortutové vy-
bojky. UV svetlo v zdravotnictve, teda aj na mikrobiologickych
pracoviskdch, nepredstavuje len G¢inny dezinfekény prostrie-
dok, ale aj prostriedok na diagnostiku, (predovSetkym UV-A,
napr. fuorescen¢né mikroskopické a iné laboratérne diagnostic-
ké techniky, Woodova lampa v dermatoldgii na klinickt diag-
nostiku pordch pigmentdcie, dermatofytéz, keratinomykdz
a niektorych bakteridlnych infekcif), alebo terapiu (napr. PUVA
terapia ekzémov, psoridzy, vitiliga a iné).

Parametre vykonnosti stvisiace s UV dezinfekciou zahftiaja
ddvku Ziarenia (J/m?) a ¢asu expozicie. Efektivnost sa zvysuje
so znizujucou sa vzdialenostou medzi UV lampou
a dezinfikovanym povrchom resp. predmetom, pri dezinfekcii
kvapalin zase klesd vtedy, ked s v tekutindch pritomné tuky
alebo proteiny.

UV-C Ziarenie, ktoré sa pouziva ako germicidny prostriedok,
inaktivuje mikroorganizmy predovsetkym prostrednictvom re-
verzibilného poskodenia DNA s maximdlnym tc¢inkom pribliz-
ne pri 280 nm (absorpéné maximum nukleovych kyselin). Me-
chanizmy mikrobidlnej UV inaktivicie st fototermdlny,
fotochemicky a fotodesorp¢ny ucinok. Fototermdlny ucinok je
sposobeny povrchovym ohrevom absorbovanou UV energiou.
Bolo dokédzané, Ze pokial ddvka UV Ziarenia presahuje
0,5 J/cm?, sposobuje praskanie buniek v ddsledku prehriatia.
Priame fotochemické tuc¢inky st zapri¢enené absorpciou UV
svetla pyrimidinovymi a purinovymi bdzami v nukleovych ky-
selindch a nukleoproteinoch. UV svetlo spdsobuje priame po-
$kodenie DNA indukciou zlomov na jednom z retazcov a tvor-
bou kovalentne viazanych tyminovych dimérov, ktoré inhibuji
riadnu transkripciu a replikdciu. Nepriame u¢inky vznikaji
z UV-indukovanej fotochemickej generacie volnych peroxy- ale-
bo hydroperoxy- radikédlov, ktoré st vysoko reaktivne a viazu
sa na membrdny, proteiny, enzymy a DNA. Tento t¢inok moZe
byt zvySeny prisadami, ktoré pri UV Ziareni uvoltiuji reaktivne
oxida¢né radikaly (napr. peroxid vodika). Dalsim steriliza¢nym
tucinkom UV Ziarenia je fotodesorpcia. Fotény s dostato¢ne vy-
sokou energiou st absorbované bunkovymi biomolekulami
a spdsobuju rozpad chemickych védzieb az na atomdrnu troven
(tzv. leptanie). Z atémov sa potom formujui prchavé plynné
zmesy a tym sa umozni lahsi pristup foténov UV Ziarenia
k DNA.

Co sa tyka senzitivity mikroorganizmov na UV, najcitlivejsie
st gramnegativne baktérie, po ktorych nasleduji grampozitivne
baktérie a huby. Najviac UV-rezistentnymi organizmami st vi-
rusy (konkrétne adenovirusy) a bakteridlne spéry. Prvoky akan-
taméby st tieZ vysoko odolné voci UV Ziareniu.

Pigmentdcia buniek md tieZ pravdepodobne ochranni funkciu
z dovodu ciastocnej absorpcie UV Ziarenia. Proti Géinkom UV
Ziarenia si organizmy vyvinuli r6zne mechanizmy, ako s napr.
tvorba pigmentov alebo fotoreaktivacia. Fotoreaktivdcia je bun-
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kovy mechanizmus na opravu UV po$kodenia nukleovych kyse-
lin. Je indukovany viditelnym svetlom (350-510 nm) a katalyzo-
vany fotolydzou, ktord rozdeluje uz vytvorené pyrimidinové
diméry. U¢inok fotolyazy je pritom indukovany prave viditelnym
svetlom. Boli tieZ opisané dalSie opravné mechanizmy, napr.
v tme prebiehajici mechanizmus (ktory nevyZzaduje svetlo),
a dalsi, ktory je $pecificky spojeny so spérami. Pri opravnom
mechanizme v tme sa ukdzalo, Ze ho vlastnia takmer vSetky bak-
térie. Spory nemaju Ziadny aktivny metabolizmus, preto opravu
zacfinaja pri kliéeni. Virusy nemajui Ziadny metabolizmus, takze
nemozu opravit poskodenie vlastného gendmu. Niektoré virusy
dokédzu vyuzit opravné enzymy hostitelskej bunky. To je aj pri-
¢ina vysokej rezistencie adenovirusu, ktory ako dvojvldknovy
DNA virus dokédZe pouzit na opravu mechanizmy hostitelskej
bunky, zatial ¢o napr. RNA virusy to nedokdZu. Iné virusy, napr.
opi¢i virus SV40, maju zase gény pre opravné enzymy.

Kontrola dezinfekcie

Vykondva sa chemickymi metédami kvalitativnymi (dokaz
pritomnosti dezinfekénej latky na dezinfikovanom povrchu),
alebo kvantitativnymi (stanovenie koncentrdcie Gc¢innej latky
v pracovnom roztoku), ako aj mikrobiologickymi metédami na
stanovenie tcinnosti dezinfek¢nych prostriedkov (pritomnost
alebo pokles poctu vitdlnych mikroorganizmov na dezinfikova-
nom povrchu).

KVALITATIVNE METODY

Chemickymi stermi - st rychle, s okamzitym vysledkom na
mieste a fahko vykonatelné. Ak bola deklarovand plocha dek-
larovand ako dezinfikovand uréenym dezinfekénym prostried-
kom, vatovym tampénom sa pretrie jej Cast priblizne o rozme-
re 20 x 20 cm, vytrepe sa v skiimavke s destilovanou vodou
a prid4 sa reagencia, ktord vytvor{ komplex s danou dezinfek¢-
nou ldtkou so charakteristickym zafarbenim (pozri tab. 1.7.5).

Tab. 1.7.5. Prehlad dezinfekénych latok a reagencii na chemicka
kontrolu ich pritomnosti na dezinfikovanych povrchoch.

Dezinfekénd |Reagencia Vysledné sfarbenie
latka
Chlérové O-toluidin Zlté
preparaty az hnedocervené
Formalin Floroglucin v alkalickom Svetlé

prostredi az tmavocervené
Jodonal B 1. molybdénovy roztok a HNO, | Zlt4 zrazenina

2. molybdénovy roztok + HNO, | modré

+ octan benzidinu
Ajatin Dusi¢nan strieborny Biely zdkal
Orthosan BF |4 - aminoantipyrin SytooranZové
Krezolvé Diazotovand sulfanilova Zltohnedé -
zliceniny zlicenina oranzovocervené

Kontrola kontamindcie ploch, pomocok a prostredia sa vyko-
nava aj prizkovou metédou pomocou komerénych diagnostic-
kych prizkov (napr. Hemodetect - P), ktoré obsahuja $pecific-
ky chromogén pre farebni detekciu pritomnosti prislusného
dezinfek¢éného prostriedku.

KVANTITATIVNE METODY

Kvapkova rychlometdéda - k ur¢enému mnozstvu kontrolo-
vaného dezinfekéného prostriedku sa prikvapkava ¢inidlo az do
zmeny sfarbenia. Podla mnoZstva kvapiek sa od¢ita koncentra-
cia.

Analytickd metdda - stanovuje sa Gc¢innd chemickd latka
titra¢nou laboratérnou metédou.

Pomocou komerénych testacnych prizkov sa kontroluje
koncentrdcia dezinfekénej latky v pracovnych roztokoch. De-
tek¢éné prizky obsahujtce reagens, pri ktorych sa zmena farby

porovndva s farbenou $kélou na etikete a ur¢i sa prislusna kon-
centracia.

MIKROBIOLOGICKE METODY KONTROLY DEZINFEKCIE

Kontrola povrchov a predmetov - sterom, odtlackovou meté6-
dou, preplachom ¢i ponorom. Hodnoti sa nimi G¢innost vyko-
nanej dezinfekcie, teda ¢i v odobranej vzorke z plochy alebo
predmetu po vykonanej dezinfekcii do6jde alebo nedojde pri jej
kultivécii k rastu mikroorganizmov. Po odobrati vzorky je vhod-
né pridat do kultiva¢ného média inaktivdtor dezinfek¢nej latky,
ktord sa na dezinfekciu pouZila - pyruvéat pre inaktiviciu dez-
infekénych latok na baze aktivneho kyslika, tiosfran pre halo-
génové prostiedky, histidin pre formalin, polysorbat (Tween 80)
pre fenol a jeho derivéty, lecitin pre KAZ a pod. Pre tento tcel
existujui aj komeréne doddvané hotové kultiva¢né pddy, ktoré
uvedené inaktivatory dezinfekénych latok obsahujd, napr.
RODAC™ (Replicate Organism Detection and Counting).

Stery sa vykondvaju sterilnym tampdénom namocenym do
sterilného fyziologického roztoku. Odberie sa ster z plochy
10 x10 cm, ktory sa naockuje priamo na tuhtd kultiva¢nt pddu.
Odtla¢ky sa vykondvaju priamo priloZenim kontrolovanych
dezinfikovanych predmetov na kultivaéné pody, alebo nepria-
mo pomocou sterilného filtraéného papierika zvlh¢eného steril-
nym fyziologickym roztokom. Ten sa poloZi na kontrolovani
plochu, s pomocou sterilného tampénu pritla¢i v kazdom bode
kontaktu papierika a plochy. Potom sa prenesie na tuhd kulti-
vaénu poddu s otlacenou stranou k médiu. Po ndslednej kultivé-
cii sa stanovujud sa nielen druhy, ale i mnoZstvo mikroorganiz-
mov.

Dezinfekciu mozno kontrolovat ponorom tuhej kultiva¢nej
pody nanesenej na plastovy nosi¢ (podobne ako pri systéme
Urikult pri diagnostike bakteritdrie). Metdda sa pouZiva na kon-
trolu roztokov, pouZzivanych na oplachy, preplachy. Tito met6-
da nie je velmi presnd, je skor orienta¢nd. LepS$ie je vykonaf
kontrolu tak, Ze ponorenim dezinfikovaného predmetu do ste-
rilného fyziologického roztoku ziskame oplach. Ten potom
scentifugujeme a sediment vyockujeme na kultivaénd podu,
ktord sa ndsledne inkubuje v termostate. Pri hodnoteni kulti-
vac¢ného ndlezu je ddlezité nielen druhové urcenie vyrastenych
mikroorganizmov, ale najmd kvantitativne zhodnotenie poctu
mikroorganizmov. Metodickou chybou je pomnoZovanie mikro-
oorganizmov v odobratych vzorkach oplachov a sterov v teku-
tych médiach, nakolko ich pomnoZenie znemozni urcit vycho-
diskovy pocet Zivotaschopnych buniek mikroorganizmov na
kontrolovanom predmete alebo ploche.

KONTROLA DEZINFEKCNEJ UCINNOSTI GERMICIDNYCH
ZIARICOV

U¢innost germicidnych Ziariov sa kontroluje jednak odpo¢-
tom prevddzkovych hodin automatickym spinacom s elektro-
merom, ale aj mikrobiologicky. Mikrobiologick4 kontrola spoci-
va v tom, Ze pod Ziari¢ umniestnime otvorend Petriho misku
s Cerstvo nanesenou suspenziou s urc¢enou denzitou (cca 10°
- 10¢%, pri ktorej sa po inkubdcii tvoria eSte izolované, teda spo-
¢itateIné koldnie) kontrolného kmena Serracia marcencens. Po-
lovicu misky prekryjeme materidlom, ktory nepreptsta UV Zia-
renie (napr. alobalové tienidlo). Potom zapneme germicidny
Ziari¢ a misku exponujeme UV Ziareniu po dobu 30 minit.
Ndésledne odstrdnime tienidlo, misku uzatvorime a inkubujeme
v termostate pri 37°C po dobu 22 - 24 hodin. Ak pocet vyras-
tenych kolénii na exponovanej ¢asti misky je o 99% nizsi ako
na jej neexponovanej polovici, méZeme germicidny Ziari¢ hod-
notit ako u¢inny.

KONTROLA MIKROBIALNEJ ZATAZE OVZDUSIA

Ober vzorky moZeme vykonat bud sedimenta¢nou metédou
a to expoziciou otvorenej Petriho misky so Zivnou pddou po
dobu 30 min, alebo pridenim urcitého objemu vzduchu priamo
na tuhtd Zivnd pddu, umiestent pod nasdvacou Strbinou v ae-
roskope, resp. filtraénou metédou, ktord je najpresnejsia. Pri
filtracnej metéde urc¢eny odobraty objem vzduchu prejde v ae-
roskope cez membrédnovy filter, na ktorom sa zachytia mikro-
organizmy. Filter sa po ukonéeni odberu prenesie na tuhé kul-
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tivaéné médium v Petriho miske a td sa ndsledne kultivuje
predpisanym spdsobom. Po kultivdcii sa podla poétu vyraste-
nych kolénii uréi pocet zdrodkov v odobranom vzduchu, resp.
urci sa aj druhovd identita vykultivovanych mikroorganizmov

1.7.3.5 STERILIZACIA

Sterilizdcia je usmrtenie vSetkych foriem mikroorganizmov,
vratane bakteridlnych sp6r na povrchu predmetov, v materia-
loch a roztokoch. Vykonéva sa fyzikdlnymi, chemickymi met6-
dami alebo ich kombindaciou.

Ako sterilné teda nemozno nieco deklarovat len na zaklade
fyzikdlnej alebo chemickej kontroly procesu sterilizdcie. Tak
mozno oznacit len predmety a latky, na ktorych boli usmr-
tené vsetky mikroorganizmy a ich sterilita bola overena
Standardnym postupom mikrobiologickej kontroly (vid niz-
Sie). Aj po spravnej sterilizdcii méZu byt pritomné zvy$ky mik-
roorganizmov a inaktivovanych spér, predovsetkym vtedy, ak
nebol sterilizovany materidl zbaveny v predsteriliza¢nej pripra-
ve mikroorganizmov. MoZe tak obsahovat pyrogénne latky, kto-
ré v urcitych pripadoch predstavuji pre pacienta zdravotné ri-
ziko, preto sa v urcitych pripadoch sterilizované materidly,
napr. implantdty alebo inftizne roztoky, kontroluji na apyro-
génnost.

Predsterilizacénd priprava

VSetky predmety uréené na sterilizdciu musi byt dokladne
mechanicky odistené, vysuSené a zabalené do vhodného obalu.
Pri predmetoch kontaminovanych biologickym materidlom, naj-
md krvou, je potrebné v zdujme prevencie profesiondlnych né-
kaz pred etapu umyvania a Cistenia zaradit dezinfekciu mikro-
bicidnym prostriedkom s ¢istiacim G¢inkom. Persondl sa chrani
pred infekciou rukavicami a okuliarmi, resp. $titom. Predsteri-
liza¢nd priprava sa vykondva fyzikdlnymi (napr. ultrazvukom)
a chemickymi metédami dezinfekcie, potom nasleduje mecha-
nické Cistenie a dokladné oplachnutie pitnou vodou.

Druhy sterilizdcie

Sterilizdcia predmetov sa dosahuje pomocou fyzikdlnych
a chemickych sterilizaénych metéd, ktorych podmienky upra-
vuje vyhldska MZ SR ¢&. 553/2007 Z. z. Pri sterilizdcii lie¢iv
a pomocnych latok sa postupuje podla podmienok a paramet-
rov uvedenych v platnom Liekopise.

FYZIKALNA STERILIZACIA

a) sterilizacia vlhkym teplom pod tlakom,

b) sterilizdcia cirkulujicim hortcim vzduchom,

c) iné sposoby fyzikélnej sterilizdcie napr. radidcia alebo filtra-
cia (lieky, produkty z telesnych tekutin a pod.).

Sterilizdcia vlhkym teplom (parnd sterilizdcia, sterilizacia na-
sytent vodnou parou pod tlakom)

Je vhodnym spOsobom sterilizdcie termostabilnych zdravot-
nickych pomocok z kovu, gumy, skla, z textilu, papieru, porce-
lanu, keramiky a niektorych druhov syntetickych polymérov za-
balenych do sterilizaénych obalov. V rdmci mikrobiologickych
laboratériach sliZi aj na pripravu kultivaénych médif a roztokov.
Sterilizdcia ma cyklus, ktory vac¢sinou zahfna odvzdu$nenie
a frakcionované napustanie sterilizaénej komory parou, vytvore-
nie pretlaku pary a poZadovanej teploty po stanovent dobu (ex-
pozicia), evakudcia pary a napustenie Cistym, ohriatym vzdu-
chom (obr. 1.7.4). Steriliza¢nd expozicia je doba pocitand od
dosiahnutia poZadovaného tlaku a teploty v steriliza¢nom
priestore do ¢asu, kedy sa zastavi privod pary do tohto priestoru.
Parné sterilizatory (autokldvy) musia byt vybavené antibakteridl-
nym filtrom, ktory zabezpec¢i potrebni ¢istotu vzduchu na dosu-
Senie sterilizovaného materidlu po ukonceni sterilizdcie. Ndasled-
ne sa sterilizovany obsah nechd vychladnit, vykond sa kontrola
procesnych indikatorov sterilizacie a pokial tieto indikuji sprav-
ny priebeh steriliza¢ného cyklu, mo6Ze byt sterilizovany materidl
oznaceny a ulozZeny (skladovanie) ako vhodny na pouZitie.
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Obr. 1.7.4. Priebeh steriliza¢ného cyklu v parnom sterilizatore
(autoklav).

Sterilizdcia vlhkym teplom sa vykondva v tlakovych pristro-
joch (autokldvoch) pri nasledujicich parametroch (tab. 1.7.6).

Tab. 1.7.6. Hodnoty fyzikalnych veli¢in pri sterilizacii vihkym
teplom. Upravené podla prilohy ¢. 3 k Vyhldske MZ SR ¢. 553/2007 Z. z.

Steriliza¢na teplota - teplota Pretlak | Tlak |Expozi¢na
nasytenej vodnej pary (kPa) | (kPa) doba
121 °C 205 105 20 min.
134 °C 304 204 10 min.
134°C * 304 204* | 60 min.*

*Pre inaktivdciu priénov: autokldvovanie pri 134 °C 1 hod. po
alkalickom ¢isteni 2 M NaOH.

Na sterilizdciu v zdravotnictve sa vyrdbaja rézne typy par-
nych sterilizatorov s automatickym alebo poloautomatickym re-
Zimom, rdéznym technickym vybavenim. Delia sa v zdsade na
pristroje:
¢ stolné maloobjemové pristroje s vyvijaom pary priamo

v komore a bez vyvevy na odsdvanie vzduchu pred steriliza-

ciou; v tychto pristrojoch nemoZno sterilizovat porézne

materidly a textil, uplatiiuji sa najmd v stomatologickych
ambulancidch,

e vdcsie pristroje nemusi mat plast, ale musia vyvevu a mano-
meter alebo teplomer s ¢asovym ovladacom,

* velkoobjemové pristroje na oddeleniach centralnej sterilizacie
a operac¢nych sdlach musia mat vyvevu, plast, zapisovacie za-
riadenie o priebehu tlaku, teploty a automatické riadenie cyklu
a tlaciaren zaznamendvajtica dosiahnuté parametre steriliz4cie.

Sterilizdcia cirkulujticim horicim vzduchom

Je uréend pre termostabilné zdravotnicke pomdécky z kovu,
skla, porceldnu, keramiky a kameniny. Vykondva sa v hortco-
vzduchovych sterilizatoroch s nttenou cirkuldciou vzduchu pri
tychto parametroch:
a) 160 °C po dobu 60 mintt,
b) 170 °C po dobu 30 mindit,
c¢) 180 °C po dobu 20 mintit.

Uvedené hodnoty platia pre pristroje s nttenou cirkuldciou
vzduchu. Pri pristrojoch bez nttenej cirkuldcie vzduchu musi
byt objem pracovnej komory mensi ako 5 litrov. Pri vd¢Som
objeme treba steriliza¢ni expoziciu zdvojndsobit. Sterilizator sa
otvdra aZ teplota na teplomere klesne na 60 °C. Teploty do
160 °C mozno pouZivat iba na su$enie skla. Suché teplo viac
ovplyviiuje vlastnosti sterilizovaného materidlu ako vlhké.
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Sterilizdcia radidciou

Radia¢né sterilizdcia sa vykondva v $pecidlnych radia¢nych
centrdch. PouZiva sa iba v priemyselnej vyrobe na sterilizdciu
novoprodukovaneho, pripadne exspirovaného materidlu, ktory
pri opakovanom oZiareni nezmeni funkéné a vzhladové vlast-
nosti. Pouziva sa na sterilizdciu predmetov na jedno pouZitie
zhotovenych z plastickych hmot napr. odberovych tampdénov,
pipetovacich $piciek, jednorazovych bakteridlnych kluciek, sku-
maviek a pod., dalej textilif, gumenych predmetov a pomdcok.
Pouziva sa aj na sterilizdciu buni¢iny, $ijacieho materiélu, far-
maceutickych vyrobkov, lie¢iv, niektorych transplantatov, vak-
cin a antigénov.

CHEMICKA STERILIZACIA

Mnoho tepelne citlivych zdravotnickych a chirurgickych
pomdcok moZe byf ucinne sterilizovanych bud ponorenim do
kvapalnych steriliza¢nych prostriedkov, najmd glutaraldehy-
dom, peroxooctovou kyselinou a peroxidom vodika (pozri dez-
infekéné 14tky), alebo steriliza¢nymi procesmi v parnej féze. Pri
kvapalindch sa rezidud germicidnej ldtky odstatiuji oplachnu-
tim pitnou vodou, pri sterilizdcii ldtkami v parnej fadze sa rezi-
dud odstranuji odvetrdvanim.

Sterilanty s plynnou fdzou

Steriliza¢nym médiom st plyny predpisaného zloZenia
a koncentrdcie. Sterilizdcia prebieha v tlakovych sterilizdtoroch
za stanoveného pretlaku (etylénoxidvy alebo formaldehydovy)
alebo podtlaku (plazmovy) a teplotdch do 80 °C. Sterilizovany
material mdZe vypliat maximalne 3/4 objemu komory, nesmie
sa dotykat stien a ukladé sa zvisle, aby sa ulah¢il pristup steri-
lizujtceho plynu k predmetom. Predmety uréené na chemicku
sterilizdciu musia byt do pristrojov vkladané suché a zabalené
v schvélenych obaloch pre dany plyn. NajcastejSie pouZzivané
aktivne litky v tychto plynovych ,studenych“ systémoch si
etylénoxid, formaldehyd a neddvno vyvinuty postup steriliz4cie
pouzitim peroxidu vodika alebo peroxooctovej kyseliny vo for-
me plazmy. Etylénoxid a formaldehyd su $irokospektrdlne al-
kyla¢né cinidld. Ako alkyla¢né ¢inidld sa viaZzu na proteiny,
nukleové kyseliny a iné organické zlicenin. Obe reaguji so
sulfhydrylovymi a inymi reaktivhymi skupinami enzymov. Ich
aktivita zavisi od aktivnej koncentracie, teploty, trvania expozi-
cie a relativnej vlhkosti. Etylénoxid md nevyhody v tom, Ze je
mutagénny a vybusny, ale vo vSeobecnosti neposkodzuje ma-
teridly ani zariadenia. Toxické rezidud po sterilizdcii sa musia
eliminovanovat sprdvnym odvetrdvanim. Formaldehyd v plyn-
nej fdze md podobny mikrobicidny i¢inok a mé navy$e vyho-
du, Ze nie je vybu$ny, napriek tomu sa az tak Siroko nepouziva
v zdravotnictve ako etylénoxid.

Sterilizdcia formaldehydom

Vykondva sa v $pecidlnych tlakovych pristrojoch pri teplote
do 80°C a pri parametroch stanovenych vyrobcom. Je uréend
pre sterilizdciu termolabilnych predmetov, kovovych ostrych
predmetov, niektorych optickych pristrojov, gumy a pod., ne-
odportca sa pre textil.

Sterilizdcia etylénoxidom

Vykondva sa v $pecidlnych tlakovych pristrojoch pri teplote
do 55°C a pri parametroch stanovenych vyrobcom. Po sterili-
z4acii sa musia v$etky predmety poriadne odvetrat (v §pecidlnych
odvetrdvacich skriniach pri teplote 55°C trvd odvetrdvanie
24 hodin, za atmosférickych podmienok pri teplote nad 15°C
trvd minimdlne 72 hodin, pri predmetoch z gumy a plastov mi-
nimdlne 7 dni). Je urcend pre sterilizdciu termolabilnych pred-
metov, niektorych pristrojov s optikou, ostrych ndstrojov, papie-
ra, porezatnych materidlov, ako je perie, molitan, matrace,
mastenec a pod.

Sterilizdcia plazmou

Peroxid vodika a peroxooctovod kyselina vo faze studenej
plazmy (ako oxidac¢né ¢inidld) st aktivnejsie pri niz$ich kon-
centrdcidch ako v kvapalnej forme. Obidve aktivne ¢inidld sa
pouzivajui vo forme plynovej plazmy v nizkoteplotnych sterili-
zacénych systémoch. Ich hlavné vyhody oproti inym systémom

s plynnou fdzou zahffiaju nizku toxicitu, rychly Géinok a akti-
vitu pri niZsej teplote. Nevyhody zahffiaji obmedzenu prie-
pustnost a menej moznosti aplikdcie.

Plazma vznikd vtedy, ked vdaka vysokému rozdielu potenci-
dlov medzi dvoma elektrédami dojde k elektrickému vyboju
a naslednej ionizdcii plynu. Na rozdiel od plynu je plazma $tvr-
té skupenstvo hmoty, ktoré sa sklada z iénov, elektrénov a vol-
nych radikdlov a vykazuje vysokd vodivost. Vlastnosti plazmy
zavisia predovsetkym od hustoty elektrénov, resp. podielu vol-
nych elektrénov, vznikajtcich vplyvom teploty. Zatial' ¢o termél-
na plazma pri jadrovej fuzii alebo v elektrickych vybojoch vyka-
zuje teplotu do 10°°C, studend plazma vznikd pribliZzne pri
izbovej teplote (max. 50°C) a mé tak prakticky vyznam prave
pri sterilizacii. Vznikd v elektromagnetickom poli v sterilizacnej
komore pdsobenim energie vysokofrekvenénych vin na prekur-
zor oxida¢énych radikdlov (peroxid vodika, kyselina peroxoocto-
va) pri vysokom vdkuu. Studend plazma sa zvycajne generuje pri
podtlaku medzi 1 Pa az 100 kPa a pri napati od priblizne 100 V
do niekolkych kV. Studend plazma sa pouZiva na povrchovu ste-
rilizdciu pevnych materidlov ako je ocel, plast a ich kombindcie.

U¢inok plazmy sa vytvdra tak chemickym, ako aj tepelnym
posobenim. Chemicky vplyv je vysledkom p6sobenia antimik-
robidlnych latok, ako st 0z6n a volné hydroxylované radikaly.
Uvolnené UV Ziarenie sposobuje chemicky a environmentélny
stres buniek, rychlo rozkladd anorganické aj organické zliceni-
ny oxiddciou membrdnovych lipidov, proteinov a nukleovych
kyselin. Tepelny vplyv sa prejavuje rozkladom alebo nalepta-
nim membrédn, nakolko pri priamom kontakte s plazmou st
bunkové membréany perforované elektrostatickymi silami a na-
stdva uvoltiovanie bunkového obsahu (proteiny, DNA) do ex-
traceluldrneho priestoru. Podobny mechanizmus plati aj pre
inaktivaciu spor.

Rychlost mikrobidlnej inaktivacie z4visi od vlastnosti mikro-
bidlnych buniek, zvolenych parametrov expozicie a umiestne-
nia mikroorganizmov na povrchu, ku ktorému st adherované.
Gramnegativne baktérie st o nie¢o menej odolné voci plazme,
nakolko majt tensiu bunkovi membranu, ktord zvy$uje né-
chylnost k tiniku cytolpazmy z bunky a ich inaktivacia nastdva
uz v priebehu 30 - 60 sekind. Kvasinky a spéry baktérii st
inaktivované aZ za 6 mintt vdaka polysacharidom okolo ich
bunkovych stien a virusy st este odolnejsie. Samotny sterilizac¢-
ny cyklus trvd 45 minut az hodinu.

Obalové materidly pri sterilizdcii
Predmety sa do steriliza¢nych pristrojov vkladaji len vo

schvélenych obaloch alebo sterilizaénych boxoch.

Obaly sa uzatvdraji zatavovanim tcelovymi zatavovacimi
pristrojmi alebo lepenim vodotesnym lepidlom. Obaly typu pa-
pier - félia sa otvaraju oddefovanim jednotlivych vrstiev od
seba. Papierové sdc¢ky a polyamidové félie sa otvdraji odstrih-
nutim.

Pre kombinované a papierové obaly plati, Ze obaly nesmu
byt poskodené, st jednorazové a nesmu sa v nich resterilizovat
expirované materidly, pretoZe po uskuto¢nenom steriliza¢nom
cykle menia svoje vlastnosti a steriliza¢né médium do nich ne-
prenikd. Predmety s prekroc¢enou expirdciou sa sterilizuju rov-
nakou metédou v novych obaloch.

Dalsie pravidla ktoré je potrebné dodrZiavat pri sterilizovnom
materidli:
¢ pouzité jednorazové predmety sa nemozu resterilizovat,

e predmety sterilizované radia¢ne nemozno resterilizovat
v etylénoxidovych sterilizatoroch, pretoZe sa z materidlov
uvoltiuje viac toxickych latok,

e obaly musia byt oznacené miestom sterilizdcie, ddtumom
sterilizdcia a musia mat uvedeny datum expirdcie,

e pri transporte vysterilizovaného materidlu je nutné zabezpe-
pecit obaly pred po$kodenim,

« sterilny materidl v obaloch sa skladuje v ¢istych uzavretych
skriniach alebo volne v skladovacom priestore v dalSom pra-
chotesnom obale,
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 pri manipuldcii so sterilnym materidlom musia byt dodrZia-
vané zdsady aseptického spdsobu prdce a nesmie sa pouZit
po uplynuti expira¢nej doby.

Kontrola sterilizdcie

Vysledky kontroly sltzia na potvrdenie Géinnosti steriliza¢ného
procesu s ciefom dokdzat a dokumentovat téinnost sterilizacie.

Kontrola tG¢innosti sterilizcie sa robi:

A. Bioindikatormi podla $tandardnej metodiky po instaldcii
nového pristroja a po jeho oprave, pri akejkolvek pochybnosti
o steriliza¢né dcinnosti pristroja, pri periodickych kontroldch
v centralnych sterilizdcidch a sterilizaénych centrdch asporn raz
mesacne. V ostatnych prevddzkach po 200 steriliza¢nych cyk-
loch, minimédlne vSak raz za rok. Princip biologickej skusky
spociva v usmrteni nepatogénnych bakteridlnych spér v dosled-
ku vystavenia sterilizaénému procesu. Pouzivaji spéry dvoch
termorezistentnych bakteridlnych druhov:

* Geobacillus stearothermophillus, hustota suspenzie 1x 10°/ml
pre parnu sterilizaciu,
Geobacillus stearothermophillus, hustota suspenzie 1x 10°/ml
pre formaldehydovu sterilizéciu,

Geobacillus stearothermophillus, hustota suspenzie 2,3x
10°/ml pre plazmovu sterilizdciu,

Bacillus atrophaeus, hustota suspenzie 1x 10°/ml pre hora-
covzduchovu sterilizaciu,

Bacillus atrophaeus, hustota suspenzie 1x 10°/ml pre etylé-
noxidovu sterilizaciu.

Tie sa v réznych formatoch (ampulky, prizky, kordlky a pod)
vkladaju do steriliza¢ného pristroja spolu so sterilizovanym mate-
ridlom a prejdd prislusnym sterilizaénym cyklom. Po ukonéeni su
bioindikdtory kultivované 10 dni v prislusnom médiu a pri prislus-
nej teplote (37 °C Bacillus atrophaeus, pri 55 °C Geobacillus stea-
rothermophillus). Ak dodjde k rastu bioindika¢ného bakteridlneho
kmena, zmeni sa pH média, o sa prejavi zmenou farby média.
Znamend to, Ze sterilizitor je nefunkény a nesmie byt nadalej po-
uzivany. AZ po jeho oprave a vyhovujicom vysledku nédsledného
testu bioindikdtorom ho moZno povaZovat za funkéne schopny.

B. Chemickymi testami sterilizacie, ktoré st zaloZené na
zmene farby po dosiahnuti poZadovanych parametrov pri steri-
liza¢nom procese. Su ur¢ené na zistenie, ¢i boli splnené pod-
mienky sterilizdcie a si od¢itané ihned po skonceni steriliz4c-
ného cyklu. K chemickym testom patri aj tzv. Bowie-Dick test,
ktory je testom prenikavost pary. Chemické procesové testy
reaguju farebnou zmenou na pritomnost steriliza¢ného média.

C. Fyzikdlnymi testami sterilizacie - vkladané teplomery
a vstavané meracie pristroje ukazujt alebo zaznamendavaju teplotu
a tlak, vstavané pritom sliZia k stistavnému meraniu tychto veli¢in.

D. Fyzikalno-chemickymi testami sterilizacie, pri ktorych sa
vyuziva zmena farby alebo skupenstva niektorych chemickych
latok v zévislosti od dosiahnutej teploty a expozi¢ného casu.

KONTROLA STERILITY

Kontrola sterility predmetov sa robi podla schvélenych
$tandardnych mikrobiologickych metdd. Sterilné predmety na
kontrolu sterility je nutné odoberat a analyzovat za prisnych
aseptickych podmienok v lamindrnom boxe. Analyzy sa vyko-
navaju sterovou, oplachovou, odtlackovou metédou alebo naj-
Castejsie priamym vloZenim predmetu do kultiva¢nej pody. Po-
Cas kultivécie vzorky v prislusnom médiu poc¢as niekolkych dnf
sa sleduju akékolvek zmeny v médiu, ktoré by svedcili o raste
mikroorganizmov (zdkal, sediment, blanka a pod.) Ak k takej
zmene dodjde, vzorka bola nesterilnd.

TESTOVANIE STERILIZOVANYCH LATOK A PREDMETOV
NA ICH APYROGENNOST

Okrem sterility st niektoré biologicky aktivne latky (napr. lie-
ky, vakciny) a pomdcky, ktoré boli pripravené a fyzikdlne sterili-
zované za Ucelom ich parenterdlneho pouzitia, testované na ich
apyrogénnost (teda Ze nevyvolajd zdpalovi reakciu, napr. na ne-
pritomnost lipopolysacharidu gramnegativnych bakterii - endoto-
xinu) a to viacerymi moZnymi testami. Lyzat hemocytov z kra-

bov (Tachypleus tridentatus) spdsobi pri styku s endotoxinom
(LPS) tvorbu koagula (gelifikaciu), ¢o je princip tzv. Limulus
testu na zistovania endotoxinu v kontrolovanom materidli. Hemo-
cyty kraba (amebocyty) totiZ obsahuju niekolko serinovych pro-
tedzovych zymogénov, ktoré tvoria koagula¢nu kaskadu. Jej akti-
vdciu vyvoldva endotoxin aj v stopovom mnoZstve. Existuje aj
koagula¢nd drdha sprostredkovand (1-3)-B-D-glukdnom, ktord
tiez vedie k tvorbe gélu. Limulus test je pouZivany ako jedno-
duchy a velmi citlivy testovaci sposob pre detekciu endotoxinov
a je omnoho citlivejsi (aZ 300x) ako testovanie pritomnosti en-
dotoxinu na kralikoch (vyvolanie zdpalu injikovanim testovanej
latky do zvierata). Inym kontrolnym systémom su testy apyroge-
nity pomocou aktivdcie l'udskych monocytov alebo monocytoid-
nych bunkovych linii, ktoré pri kontakte s pyrogénmi za¢nt uvol-
Hovat cytokiny ako sd IL-1f, IL-6 a TNFa, a v organizme
vyvolajt hordcku. Tito aktivdciu a uvoltiovanie cytokinov mozZno
merat podobne ako pri IGRA testoch (pozri subkapitolu 1.21).
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ZASADY ODBERU, SPRACOVANIA A UCHOVAVANIA

MATERIALU PRE MIKROBIOLOGICKU DIAGNOSTIKU

Liptakova A., Czirfuszova M.

Ako ma postupovat' lekdr, aby stanovil svojmu pacientovi
pri podozreni na infekéné ochorenie spravnu diagnézu
a ucinnu liecbu?

Okrem zistenia osobnej a rodinnej anamnézy so zameranim
na epidemiologické a cestovatelské stvislosti, zistenia subjek-
tivneho stavu pacienta, klinickych symptémov (napr. hortcka,
vyrdzka, kasel, hnacka a pod.) musi lekar sprdvne navrhnat
diagnosticky algoritmus. Na zistenie etiopatogenézy infekéného
ochorenia je dodlezité vysetrit bezné ukazovatele - krvny obraz,
analyza mocu, sedimentdcia, hepatdlne testy, rontgenologické
vySetrenie, elektrokardiogram, ultrasonografické vySetrenie.
A aj ndroc¢nejsie vySetrenia ako biopsia orgdnov, poc¢itacova to-
mografia, magnetickd rezonancia ¢i endoskopické met6dy maji
nezastupitelné miesto pri sprdvnom urceni diagnézy. Diagnos-
ticky algoritmus uzatvdraju mikrobiologické laboratérne vyset-
rovacie metddy, ktorymi cielene dokdZeme p6vodcu ochorenia.
Tieto vySetrenia sa vykondvaji na pracoviskach klinickej mik-
robioldgie (PKM), ktoré st sticastou tstavnych zdravotnickych
zariadeni alebo st samostatnymi poskytovatelmi zdravotnej
starostlivosti. Narodné referen¢né centrd s celoslovenskou po-
sobnostou poskytuji vysokoSpecializované vySetrenia, ktoré sa
rutinne nevykondvaji na PKM.

Kone¢né diagnéza pri podozren{ na infekéné ochorenie sa
moZe urobit iba v spolupraci osetrujtceho lekdra a klinického
mikrobioldga.

Osetrujuci lekdr musi vedief posudit, aky materidl v akom
Case treba odobrat a ako sprdvne zaslat na vySetrenie na PKM
a musi cez elektronicku Ziadanku (online prepojenie PKM s Kkli-
nickymi pracoviskami) alebo klasickii papierovd Ziadanku Zia-
dat o konkrétne mikrobiologické vysetrenie. Vysledok vySetre-
nia na PKM z4visi od dodrZania spravnych zdsad pre odber, od
zasielania a spracovania materidlu v laboratériu a zasiela sa
v redlnom case bez zbyto¢nych ¢asovych strdt priamo do elek-
tronického chorobopisu pacienta. Postidenie vysledku mikro-
biologického vySetrenia vzdy vyZaduje koreldciu s klinickym
obrazom. Klinicky mikrobiolég by mal byt v procese starostli-
vosti o pacienta integrdlnym ¢ldnkom terapeutického timu a in-
terpretovat vysledky mikrobidlnych laboratérnych vySetreni
u pacientov.

V¢asnd terapia moze vyrazne zlepsit prognézu priebehu
infek¢ného ochorenia, skratit jeho priebeh a predist neziadu-
cim komplikdcidm. Podpornd a symptomatickd liecba sa
v pripade potreby aktualizuje na kauzdlnu (antiinfekéné lie-
¢ivd).

Liecbu je niekedy potrebné nasadit empiricky. Porovnanie
s vysledkami vySetreni laboratéria klinickej mikrobiolégie moze
bud potvrdit jej spravnost alebo je podkladom o$etrujicemu
lekédrovi na jej prehodnotenie.

asady odberu a transportu materidlu

na mikrobiologické vysetrenie

Mikrobiologické vySetrenie ordinuje oSetrujici lekdr. Je
zodpovedny za sprdvny odber a sprdvny transport na praco-
visko klinickej mikrobiolégie (PKM). Za sprdvny postup pri
spracovani materidlu a interpretdciu vysledkov vysetreni je
zodpovedny primdr/veduci laboratéria, ktory to svojim podpi-
som potvrdi.

asady spravneho odberu

biologického materidlu

1. Na zdklade moZnej patogenézy ochorenia, ktoré lekdr u pa-
cienta predpokladéd, rozhodne sa pre odber najvhodnejSieho
druhu materidlov a nacasovanie ich odberu (hlavne pri opa-
kovanych odberoch).

2. Pojmom biologicky materidl, ktory sa odoberd na analyzu,
oznacujeme krv, mo¢, stolicu, sptitum, bronchoalveoldrnu
lavaz, zalddo¢nt, duodendlnu a pankreatickd $tavu, ale aj
slzy, nosovy sekrét, sliny, vyvratky, Zl¢, mozgovomiechovy
mok, kostnud dremn, vypotok (synovidlny, pleurdlny, ascitic-
ky), exsudat, hnis, plodovi vodu, vagindlny sekrét, spermie,
tkanivé a uvolnené bunky.

3. Odoberd dostato¢né mnoZstvo materidlu.

4. Ak je to mozné, odber urobi pred zac¢atim antiinfekénej tera-

pie.

Na odber pouzije vhodné odberové sipravy.

6. Dodrziava zdsady odberu, platné pre odber urc¢itého konkrét-

neho materidlu na uréity druh vyS$etrenia; pouZiva vhodné

odberové stipravy.

Pri odbere sa sdm chrani pred infekciou.

8. Pocas odberu dba na to, aby nekontaminoval odobratu vzor-
ku.

9. Lekadr alebo sestra oznaci vzorku ¢iarovym kédom alebo pl-
nym menom pacienta, dditumom narodenia, o aku vzorku
ide (napr. vyter z nosa, z tonzil) a v pripade potreby oznaci aj
hodinu odberu (napr. krv na kultivdciu baktérii).

10. Lekadr alebo sestra vyplnia vSetky poZadované tdaje elektro-
nicky alebo na sprievodnom listku, vrdtane ¢isla poistovne
pacienta a vySetreni, ktoré poZaduje od PKM.

11. Lekdr oznac¢i elektronickym podpisom Ziadanku, ktord
online doru¢i do PKM alebo Kklasickou cestou: peciat-
kou a pridd svoj podpis na sprievodny listok; bez riadne
vyplneného sprievodného listka nemoZe PKM zaslany
materidl vySetrit a musf si tidaje zdlhavo overovat telefo-
nicky.

asady spravneho transportu

¢ Cielom sprdvneho transportu je dorucit na PKM vzorky
v takom stave, ako boli pri jeho odbere. Iba tak moZno
robif relevantni mikrobiologickd diagnostiku. Spolu s ma-
teridlom musi byt zaslany sprievodny listok, na zdklade
ktorého sa PKM rozhoduje pre urcity algoritmus vySetre-
nia.

e Na transport treba zvolit vhodné transportné médium, ak to
druh materidlu vyZaduje.

e Treba zabezpecit vhodnud teplotu pre transport materidlu
(napr. vzorky na izoldciu virusu zasielaf v chlade, vzorky na
izoldciu N. gonorrhoeae - pdvodcu kvapavky - zasielat pri
laboratérnej teplote).

e Vzorku chranif pred kontamindciou z prostredia.

e Zabezpecit rychly transport a neprekrocit maximdlnu povo-
lent dobu transportu; pri obzvldst zdvaznych ochoreniach
(napr. meningitida), zabezpecit okamzity transport kuriérom
do PKM (a stcasne informovat pracovnikov laboratéria o za-
sielan{ urgentnej vzorky).

wul
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asielanie infek¢ného materidlu

Pri transporte materidlu je potrebné mat na zreteli dve zdk-
ladné poZziadavky:

1. UdrZzat materidl vo vzorke taky neporuseny ako je najviac
mozné.

2. Chranit vSetkych, ¢o prichddzaji do styku s odobratym
a transportovanym materidlom pred infikovanim sa.

Faktory, ktoré vplyvaji na uchovanie sa infekéného agens
v materidle si: druh mikroorganizmu, druh biologického mate-
ridlu (likvor, krv, mo¢, plodova voda, tkanivd, hnis st v tomto
zmysle kritické materidly a vyZaduju si expresny transport so
$pecifickymi podmienkami) teplota, vlhkost, ¢as transportu,
pH, mnoZstvo a druh transportného média so vzorkou materi-
alu, vplyv slne¢ného alebo UV ziarenia, ako aj otrasy pocas
cesty. Antigény, nukleové kyseliny a mikrobidlne bunky sa me-
chanickymi otrasmi obvykle narusia menej nez morfolégia ale-
bo infektivita virusov. VZdy plati zdsada dorucit materidl do
mikrobiologického laboratéria tak rychle, ako je to mozné.
Mnozstvo mikrébov vyrazne klesd pri teplote nad 50 °C, pomer-
ne rychlo aj pri teplotdch 25 - 30 °C. Niektoré neobalené virusy
(napr. enterovirusy) su relativne stabilné aj pri teplotdch okolo
20 °C pocas viac hodin. Na krdtkodoby transport virusov je naj-
vhodnejsia teplota +4 az +10 °C, zvlast citlivé virusy (napr. res-
pira¢né virusy) sa transportuju na topiacom sa fade v kontaj-
neri (termoske). Infektivitu a morfolégiu virusov narusuju aj
zmeny teploty. Pomalé zmrazenie poskodzuje vaé$inu virusov
(rotavirusy, herpetické virusy a pod.), preto sa pri kraitkodobom
skladovani vzorky nezmrazuji. Ak je potrebné uskladnit vzor-
ky na dlhsi ¢as je vyhodnejSie zmrazenie na -70°C, plati to
najmad pre vzorky, ktoré sa budud vysetrovat molekuldrno-gene-
tickymi metédami (RNA virusy). Pri zasielani vzoriek musia
byt skiimavky (nddobky) so vzorkou dobre uzavreté (ak nie je
z4vitovy uzaver, tak je potrebné zatku fixovat, napr. adheziv-
nou paskou), ak sa transportuje viac ako 1 nddobka, treba za-
branit ich vzdjomnému poskodeniu dobrym zabalenim. Pri za-
sielani ur¢itych vzoriek je potrebné (najmd pri zvlast
nebezpe¢nych infekcidch, ako je turbekuléza, antrax, HIV/
AIDS, besnota, hemoragické horticky a pod.) obalit primarnu
nddobku so vzorkou buni¢inou s objemom najmenej 5-krat vac-
$im, ako je objem vzorky a takto uloZzit do dal$ej nepriepustnej
nddoby (kovovd, plastikovd) s oznacenim, Ze ide o zdsielku
s vysokym stuptiom ohrozenia zdravia infekciou. V pripade po-
Skodenia primdrneho obalu sa tak zabezpe¢i kompletné vsiak-
nutie materidlu do buni¢iny a ned6jde ku kontamindcii vytece-
nim vzorky mimo obal.

asady spravneho spracovania materialu

Pri prijme materidlu na PKM je potrebné skontrolovat kom-
pletnost tidajov na sprievodnom listku a na materidli.

Spracovanie vzoriek sa riadi algoritmami vySetreni v klinic-
kej mikrobiolégii - pozri tabulkovi c¢ast nizsie.

Ak oSetrujuci lekdr Ziada o vySetrenie, ktoré nie je sticastou
beZnych algoritmov (napr. molekuldrnu diagnostiku maldrie),
PKM to reSpektuje a navrhne laboratérium, ktoré poZadované
vySetrenie zrealizuje.

Ak PKM vzorku nespracovdva, pretoZe bola nesprdvne
odobratd, elektronicky alebo telefonicky o tom informuje oset-
rujuceho lekdra, ktory materidl zaslal.

Opakovane odobraté materidly v ten isty den z tej istej loka-
lity sa vySetrujd, ak ide o krv na hemokultiviciu; ak ide o ma-

teridly z réznych miest urcitej lokality (napr. vytery z rozsiah-
lej/hlbokej rany na dolnej koncatine) odobraté tieZ pocas
jedného dna, treba blizsie $pecifikovat miesto odberu (ster
z okolia rany, vyter z hibky rany).

Zéavazné aj predbezné ndlezy hlési klinicky mikrobiolég elek-
tronicky alebo telefonicky o$etrujlicemu lekérovi aj ked sa este
nemusi jednat o kone¢ny vysledok (napr. mikroskopicky nélez
v likvore pri podozreni na meningitidu).

V pripade potreby konzultuje s oSetrujicim lekdrom dalsi
mozny postup v diagnostike daného ochorenia.
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Tab. 1.8.1. Odber, transport a uskladenie biologickych vzoriek na mikrobiologické vysetrenie.
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ALGORITMY MIKROBIOLOGICKYCH VYSETRENI.

MANUALNE A AUTOMATIZOVANE SYSTEMY
V KLINICKEJ MIKROBIOLOGII

Predny J.

Pracovnici a pristroje na mikrobiologickych pracoviskdch ne-
ustdle vykondvaji roézne pracovné postupy na dokaz pritom-
nosti patogénu vo vysSetrovanom biologickom materidli. Ndsled-
ne spravia zauzivané postupy na jeho identifikdciu alebo na
sledovanie priebehu a lie¢by infekéného ochorenia pomocou
odportcanych laboratérnych parametrov. Kazdy der od zadiat-
ku pracovnej doby tak prebieha rannd rutina ako je priprava
diagnostik a pomocného materidlu, inicializdcia a kalibr4cia pri-
strojov, priprava nao¢kovanych vzoriek z predchddzajicich dni
na od¢itanie, prijem a spracovanie novych vzoriek a mnoho
dal$ich. Kazdé pracovisko md sice svoju typickd dennd rutinu,
ale td je pre kazdé pracovisko pocas kazdého dila takmer rov-
nakd. Vicsina z pracovnikov uZ nemusi rozmyslat nanovo, aky
bude dalsi krok v poradi. To sa naucili uz predtym, v priprave
na povolanie a v praxi na svojom pracovisku. Pre vi¢$inu den-
nej prace plati, Ze pracovné postupy prebiehaji viac ¢i menej
automaticky a v stlade s vnitornymi predpismi pracoviska.

Prevddzka na mikrobiologickom pracovisku sa na prvy po-
hlad pre nezainteresovant osobu mdZze javit ako pomerne zlo-
Zitd. Pre odbornika je vSak dostato¢ne jednoduchd na to, aby
ju vedel jednoznacne opisat. A pokial sa dd nieco jednoznacne
opisat, moZe to v mnohych pripadoch robit aj stroj alebo zora-
dené pristrojové linky. Prevddzku v modernom laboratériu pre-
to moZe v Coraz vdcSej miere riadit pocita¢ a analyzy mozZu
vykondvat pristroje namiesto laboranta, resp. mikrobioléga.

Svoj intelektudlny potencidl by kazdy mikrobiolég mal vyuZit
efektivnejsie, najmd na expertnt ¢innost, pri ktorej je potrebné vy-
uzit mnozstvo odbornych informécii a dlhoro¢né skisenosti. Ide o:
¢ indikdciu adekvétnych, klinicky relevantnych a ndkladovo

efektivnych mikrobiologickych vysetreni vedicich k dékazu

infekéného agens v rdmci komplexnej diferencidlnej diagnos-
tiky ochoreni infek¢nej etiolégie,

» urcenie a kontroly preanalytickych poZiadaviek na sprdvnu
mikrobiologickt diagnostiku, najmd sprdvny odber, uchové-
vanie a transport validne indikovanych vzoriek,

» vykondvanie mikrobiologickych vySetrovacich metéd zvole-
nych v optimdlnej nadvdznosti na konkrétne Kklinickd
symptomatolégiu a epidemiologickt charakteristiku ochore-
nia vySetrovaného pacienta,

e interpretdcia laboratérnych vysledkov vo vztahu ku klinic-
kym prejavom infekcii s pripadnym odporicanim cielenej
antimikrébnej terapie,

* dodrziavanie zdsad antibiotickej politiky, obozretného pou-
Z{fvania antimikrobidlnych lieciv,

» prevencie a kontroly infekcii vratane infekcii spojenych s po-
skytovanim zdravotnej starostlivosti,

» prevencie a kontroly antibiotickej rezistencie,

* efektivnu a medziodborovu spolupracu s klinickymi aj kom-
plementdrnymi disciplinami v procese komplexnej starostli-
vosti o pacientov s predpokladanym alebo potvrdenym in-
fekénym ochorenim,

* Kklinicko-mikrobiologické konzulta¢né a konzilidrne ¢innosti,

* odborného a organiza¢ného riadenia prevadzky mikrobiolo-
gického pracoviska,

* riadenie kvality v ¢innosti mikrobiologického pracoviska vra-
tane procesu akreditacie a certifikdcie,

* tvorbu algoritmov (pracovnych, procesnych, diagnostickych
a liecebnych).

Uvedené ¢innosti zatial Ziadne pristrojové a softvérové vyba-
venie v nasich podmienkach nedokéze.

Realita je vSak takd, Ze pokial v klinickej medicine dokdzu
uZ roboty operovat ¢loveka, je otdzkou c¢asu, kedy sa také au-
tondmne systémy objavia aj v klinickej mikrobiolégii. Vyvoj
v laboratérnych a informaénych technolégiach neustéle napre-
duje a mnohé z diagnostickych technolégii, predovsetkym
v oblasti imunoanalyz a molekuldrno-genetickych analyz, uz
dnes dokdZu fungovat ¢iasto¢ne bez zdsahu obsluhy. Dokdzu
viac-menej autonémne meneZovat potrebné diagnostika
a systémové kvapaliny (odpaddva teda potreba ich externého
uchovdvania v chladi¢kéch, ich opakovaného vykladania a uk-
ladania do analyzatorov, potreba sledovat ich expirdciu a pod.),
samostatne sa dokdZu kalibrovat v predpisanych intervaloch,
vykonat svoju tidrzbu bez zdsahu obsluhy a maji autodiagnostiku
pripadnych portich. DokdZu vytvorit kontitunidlne a optimdalne
zoradenie prijatych biologickych vzoriek do sledu analyz s cie-
lom ¢o najskor ziskat vysledky z ¢o najvacsieho poctu vzoriek
s moznostou kedykolvek zaradif statimovtd (urgentnt) vzorku
s jej prednostnym vySetrenim v priebehu niekolkych mintit.
Maju aj expertny modul, ktory vie validovat vysledky analyz
vzoriek na zdklade vysledkov analyz kontrolnych materidlov,
navrhnut interpretdciu a/alebo dalsi postup. To vSetko v omno-
ho kratSom case, ako by to dokdazali Tudia.

Vznik takychto systémov je umoZneny vytvorenim vhod-
nych procesnych algoritmov na zdklade mnoZstva informaécii.
Zasadnym predpokladom tspe$ného zvladnutia zdplavy infor-
macif je ich triedenie a priradovanie priorit. Ak sa stanovi, pod-
la akych kritérii sa vlastne informécie (ddta, hodnoty) posudzu-
ji, mozZno tak vytvorit pre ich triedenie automatizované filtre,
pomocou ktorych to namiesto ¢loveka fahko urobi pocitac, ked
mu autonémny postup spravne popisu v programe. Tieto spo-
lahlivé pracovné postupy, ktoré mozno vykonavat bez aktivne-
ho a permanentného zapojenia ludského intelektu, sa nazyvaji
algoritmy. Je to rutinny, stdle rovnako sa opakujuci sled pracov-
nych krokov, ktoré spolahlivo vedd k vysledku. Aj ked vyvoj
algoritov smeruje do fungovania strojov a poc¢itacov, ma rovna-
ko zdsadny vyznam aj v organizicii prdce a pracovnej ¢innost
lTudi. Cez algoritmy pracovnych ¢innosti zamestnancov labora-
téria v spojen{ algoritmami, podla ktorych pracuji zapojené
technolégie tak vznikd dennd rutina.

Optimdlnym zvlddnutim dennej rutiny vznikd volnd kapaci-
ta na vlastnd expertni ¢innost a inych kreativnych ¢innosti na
plnenie komplexnych udloh mikrobiologickej diagnostiky. Pre
nédzornost podobne oslobodzujuci efekt mé kalkulacka pri vy-
poctoch, kde sa sice ¢lovek tak dobre nepocvi¢i v matematike
a nie je v priamom kontakte s tym, ¢o sa s ¢{slami vlastne deje,
ale ziska skoro okamzity a bezchybny vysledok. Z predchddza-
jucich poznatkov vyplynuli niektoré podmienky, ktoré musi
pracovny postup spliat, aby sme ho vyhldasili za algoritmus:
1. Musi byt opisatel'ny.

2. Musi nam ddvat nejaky vysledok.

3. Musi byt zloZeny z instrukcii tak zdkladnych, Ze ich vy-
kondvatel alebo pristroj vie vykonat bez dal$ich podmie-
nok, otdzok ¢i premyslania.

4.V kazdom okamihu musi byt postupom dané, podla ktorej
instrukcie sa bude dalej pokracovat. Nesmie to zavisiet na
slobodnom rozhodnuti vykondvatel alebo na ndhodnych
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Obr. 1.9.1. Procesny algoritmus v modernom sérologickom laboratériu.

chybdch v hardvéri ¢i softvéri. Postup sa tieZ nesmie

»zaseknut“ kvoli neoakdvanym okolnostiam. VZdy musi byt

jasné, Co robit dalej alebo Ze sa proces ukoncil (napr. zabu-

dované autodiagnostika v automatoch).

Algoritmus definujeme ako pracovny postup, ktory m4d tieto
povinné vlastnosti:

1. Rezultativnost - to znamend, Ze postup vzdy vydd nejaky
vysledok. Algoritmus musi vZzdy dospiet k spravnemu vy-
sledku, a to pomocou kone¢ného poc¢tu krokov.

2. Finitnost (koneé¢nost) - to znamend, Ze sa vzdy niekde
skon¢i. Inymi slovami, skoné¢i po nadefinovanom pocte vy-
konanych krokov.

3. Elementarnost (jednoduchost) opisu. Algoritmus je opisa-
ny koneénym poc¢tom zdkladnych in$trukcii. Teda takych,
pri ktorych je presne urcené, ako sa vykonaju (a teda neu-
moziuju Ziaden osobity vyklad niektorého vykondvatela).

4. Determinovanost (jednozna¢nost) zhftia presnost, zrozu-
mitelnost a jednoznacnost. V kazdom okamihu rieSenia
musi byt jasné, akd operdciu md algoritmus vykondvat. Po-
stup préce je jasne dany a vZdy zdvisi iba na opise algoritmu
a na vstupe (,,pracovny materidl®, ¢i uz ide o biologicku vzor-
ku, alebo o informdcie, napr. nejaké oznacenia, hodnoty ale-
bo ¢isla). Na priebeh algoritmu nemd Ziadny vplyv ndhoda
alebo slobodné vola vykondvatela.

5. Opakovatel'nost - pri rovnakych hodnotdch vstupnych dat
musi algoritmus vzdy dospiet k rovnakému vysledku.

6. Hromadnost (masovost) - algoritmus musi opisovat spraco-
vanie celej skupiny pribuznych vzoriek alebo hodnoét, napr.

Imunoanalyzator B CLIA

b

ImunoznatzatorC IFA

T

Ulpzenie vzoriek
W primarnych
skumavkachpre
vySetreniss
nizkou
frebvenciou, napr
razzs tysdef

‘hstup —validaca visledkovanalyz
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maolekuldrno-genatickymi

Alikvotér - na pinenie vzoriek
do =ekundarnych skimaviek
pre externé metody
napr. pre zasielaniavzorky do
referenéneho. laboratéria

algoritmus laboratérnych vySetreni vzoriek sér pacientov
s podozrenim na infekciu primdrne hepatoropnych virusov
(vid obr. 1.9.2).

7. Podstatnou a Ziaducou vlastnostou je efektivita (bilan¢nost).
Samozrejme, Ze vZdy sa vytvdraju také algoritmy, ktoré vedu
k vysledku najrychlejsie, najlahS$ie, najlacnejsie, najbezpec-
nejsie atd.

Uvedené vlastnosti tak spolo¢ne zarucuji prdve td hlavnd
a skveld vyhodu algoritmov, Ze moZu byt vykondvané automa-
tizovane, bez dozoru, a pritom sa mdZeme spolahntt na vysle-
dok. Uzivatelia nemusia ani vediet, ako presne funguji a ¢o sa
v priebehu prdce v danom okamihu konkrétne deje, na to s
uz dne$né analyzatory privelmi komplexné. PouZiva sa pre ne
preto termin tzv. ¢ierne skrinky (black boxes). Do skrinky sa
vloZi povoleny vstup (oznacend vzorka) a na druhej strane vy-
padne zodpovedajtci vystup s danymi vlastnostami, v tomto
pripade vysledok analyzy. Co sa deje vo vnttri skrinky uZivatel
nemusi detailne vediet, ¢o je Casto velké ulahcenie situdcie.
Tento princip v klinickej mikrobiolégii, ale aj v inych
laboratérnych odboroch predstavuji automaty - analyzétory,
ktoré spolahlivo nahrddzajid mnoZstvo fudskej prace a s tym aj
eliminuju subjektivne chyby analyz, ale aj pripadné zdravotné
rizikd v zmysle laboratérnej infekcie. Ich postupné zavddzanie
do dennej rutiny laboratérif je neodvratny progres, ktory splita
vSetky uvedené parametre vyZitia pracovnych a diagnostickych
algoritmov. Napriek tomu este dlho nebudu predstavovat alter-
nativu voci tlohe experta, ¢i uz klinického mikrobioléga alebo
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Obr. 1.9.2. Algoritmus laboratérnej diagnostiky virusovych hepatitid.

diagnostika v klinickej mikrobiolégii tak, ako si to omylom vy-
svetlili niektoré iné paraklinické odbory, predovsetkym tzv. la-
boratérna medicina pri konsolid4cii prevddzky na niektorych
zdruZenych pracoviskach.

V expertnej ¢innosti na ndrodnej trovni sa pri tvorbe diag-
nosticko-lie¢ebnych algoritmov dodrZuji obdobné postupy, ako
pri tvorbe laboratérnych algoritmov (rezultativnost, finitnost,
determinativnost, elementdrnost atd.) a predstavuju jeden z le-
gislativnych ndstrojov Stdtnej zdravotnej politiky. Zverejiiujui sa
vo forme odbornych usmerneni Ministerstva zdravotnictva
Slovenskej republiky, vyddvanych vo Vestniku Ministerstva
zdravotnictva SR, napr. Odborné usmernenie MZ SR
o Standardizicii laboratérnej diagnostiky virusovych hepatitid

Hr-r:mitirin (

akutna

chronicka

(VH) A, B, C, D a E (A - E) a o $tandardizdcii diagnostiky,
liecebnych postupov a dispenzarizdcie pacientov pri chronickych
hepatitidach B a C (Vestnik MZ SR z roku 2007, ¢iastka 48-60).
Rovnako vysoku autoritu z hladiska lege artis postupov a algrit-
mov v mikrobiologickej diagnostike maji odportcania, vydava-
né jednotlivymi odbornymi spolo¢nostami Slovenskej lekdrskej
spolo¢nosti ¢i postupy podla medzindrodnych odportcani
(angl. guideline - voditko, smernica).

LITERATURA
1.https://spseke.sk/tutor/projekt/algoritmy.htm
2.https://popelka.ms.mff.cuni.cz/ " lessner/mw/index.php/U%C4%-
8Debnice/Algoritmus/Co_je_to_algoritmus
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SEPARACNE TECHNIKY, KTORE SA UPLATNUJU

V LEKARSKEJ MIKROBIOLOGII

Predny J.

[zola¢né a separa¢né techniky

ickych

Pre vac¢Sinu metdd priamej aj nepriamej diagnostiky je pod-
mienkou ich vykonania ¢iasto¢ne alebo tplne odseparovat ana-
lyzovany objekt (bunku, subceluldrnu $truktiru, molekuly) od
ostatnych sucasti vzorky, ktoré brdnia analyze alebo ju negativ-
ne ovplyviiuju. V mikrobioldgii sa pouZivaji metddy, ktoré
umoZiuju izoldciu mikroorganizmov a separdciu c¢asti ich bu-
niek a biomolekil (proteiny, nukleové kyseliny a pod.). Sepa-
ra¢né postupy v klinickej mikrobioldgii zahffiaju aj izoldciu bu-
niek a molekdl, produkovanych ludskym organizmom
v spojeni s infekciou (krvinky, protildtky, reaktanty zdpalu, cy-
tokiny, interferény a pod.) za ucelom ich identifikdcie a/alebo
kvantifikacie.

Separacné postupy sa delia nasledovne:

Inokulac¢né

 izoldcia, pre separdciu suspektného povodcu zo vzorky.

ZaloZené na fyzikdlno-chemickych postupoch (vrdtane pri-
strojovych technik)

* pre heterogénnu sustavu - filtricia, sedimentdcia, flotdcia,
odstredovanie (centrifugdcia).

e pre homogénne ststavy - destildcia, extrakcia, zrdZanie,
chromatografia, dezorpcia a elektroforéza.

1.10.1 Izolacia

V mikrobiolégii termin izoldcia oznacuje dva principy. Jed-
nak oznacuje z4chyt virusov z klinického materidlu na prislus-
nom biologickom systéme (bunkové kultiry, kuracie embrya
a zvieratd, pozri kapitolu 1.13), jednak ziskanie klonu vysetro-
vaného druhu baktérii alebo hib, ktoré mozno kultivovat. Ide
o mechanické oddelenie zdstupcov jednotlivych druhov zo
vzorky, kde je druhovo zmie$and populdcia mikrébov pritom-
nych v makroorganizme v rdmci ich typickej lokaliz4cie, napri-
klad z koZnej, ordlnej alebo c¢revnej fléry a pod. Tym moZno
ziskat ¢istd kultiru a identifikovat druh suspektného povodcu.
Principom je 3- aZ 4-etapové rozriedenie pritomnych Zivota-
schopnych mikrébov o niekolko rddov aZ na jednotlivé bunky
na vhodnych tuhych pddach a tak dosiahnut ich rast vo forme
izolovanych kolénii (kmetiov, klonov, izoldtov), ktoré moZzno
dalej identifikovat (obr. 1.10.1).

Izoldcia sa vyuziva nielen v rdmci kultivaénych met6d
a inych makrotechnikdch, ale aj v rdmci novych molekuldrno-
-biologickych postupov, napr. pri digitdlnej PCR na ziskavanie
jednotlivych refazcov nukleovej kyseliny (pozri kapitolu 19)
distribuovanych samostatne v pikottvaroch (kvapky vo femto-
litrovych objemoch, v ktorych su jednotlivé vldkna dalej ampli-
fikované a analyzované).

1.10.2 Sedimentacia a flotacia

Sedimentdcia (alebo usadzovanie) je fyzikdlny dej, pri kto-
rom dochddza vplyvom gravitdcie k ukladaniu tuhych casti
v suspenzii. Rychlost usadzovania zdvisi od velkosti, tvaru
a hustoty separovanych castic, ako aj od viskozity a hustoty
kvapalnej fadzy suspenzie. V mikrobiol6gii nepredstavuje Siroko
pouZivany separa¢ny postup (na rozdiel od inych Kklinickych
odborov, napr. sedimentdcia erytrocytov pri zdpalovych ocho-
reniach). Tento fyzikdlny jav predstavuje pri niektorych labora-

na mikrobiolo pracoviskach

térnych postupoch skér moZzné metodické riziko nespravnej
analyzy. Typickym prikladom je stanovenie hustoty bakteridl-
nej suspenzie podla Mc Farlanda. Pokial tesne pred meranim
nedodjde k pretrepaniu suspenzie (napr. pomocou vortex pri-
stroja), sedimentdcia buniek baktérif skresli vysledok.

Flotdcia je prevazne fyzikdlno-chemicky proces separdcie
Castic z tekutiny (opak sedimentécie), pricom st tieto Castice
vynasané na hladinu, z ktorej sa nésledne odstranuji. Vyuziva
sa hlavne tam, kde tuhy podiel je Iahs$i ako kvapalina. Metodi-
ka sa beZne vyuZiva v parazitoldgii na izoldciu vajicok a cyst
parazitov vo vzorke stolice (napr. v metodikdch podla Fausta
alebo Kwazsa a Predného).

Blolagicky materidl nanesery na tuhé kultivadné médium

ﬂ-‘-—_i.;’__‘__: -|'

L wypilepie Wully

Fo 8. — 4 wypdlenlach bakteriiine] kulioy made jednotisgemi
olkowncimd linfaeml s aizka)i trod # bwnboy makr
kiowd po inkeubicil vwivoria samostatné koldnée

Obr. 1.10.1. Izoldcia patogénov z klinického materidlu (napr. tampén
tonzil) na krvnom agare.

1.10.3 Filtracia

Filtrdcia je mechanické oddelovanie zmesi dvoch f4z pomo-
cou priepustného materidlu, ktorym prechddza iba jedna
z oboch faz. Filtrdcia pomocou buniciny (filtraény papier, vato-
vd zdtka a pod.) sa pouzivala v minulosti vo velmi $irokej mie-
re (napr. priprava kultiva¢nych médif), v sticasnosti sa vSak uz
postupne vytraca, lebo pddy sa dnes bud kupuji hotové, alebo
sa varia vdc¢Sinou z komerc¢nych, sterilnych suSenych zmesi.
Napriek tomu si tento sposob separdcie nasiel nové sposoby
uplatnenia, napr. pri priprave virusového antigénu zo stolice
slazi vatovy filter na oddelenie zloZiek stolice od eludtu antigé-
nu.

Filtrdcia sa v mikrobiolégii vyuZiva aj na sterilizdciu termo-
labilnych tekutin (zloZky séra, roztoky niektorych cukrov
a pod.). Najcastejsie sa pouZivaju membréanové filtre s velkos-
tou pérov 0,22 pm, ktoré ale neodstrdnia mykoplazmy, virusy
a priény. Preto pri roztokoch, kde hrozi kontamindcia myko-
plazmami (bunkové kulttry) sa pouZivaju filtre s velkostou pé-
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rov 0,1 pm. Pri odstrdneni virusov z roztokov mozné pouZzit na
to ur¢ené membrénové filtre (obr. 1.10.2).
Na filtrdciu sa pouzivaju filtre rdéznych typov:

1. Anorganicky filter: skladd sa z porceldnu, spekaného (sin-
trovaného) alebo briseného skla umiestneného vo filtracnej
banke, pouziva sa pri sterilizacii séra pocas pripravy média,
napr. Seitzov filter.

2. Organicky filter: sklada sa z organickych molekl alebo fil-
tra (napr. kremelina - diatomickd zemina, ¢o je prirodzene
sa vyskytujuca makkd, kremicitd, sedimentdrna hornina zo
zvy$kov diatémov - rozsievok.

3. Membranovy filter: skladd sa z pérov s jednotnou alebo
$pecifickou velkostou, velkost pérov sa pohybuje v rozme-
dzi od 0,01 do 10 mikrometrov, si zloZené z inertného ace-
tatu celul6zy alebo polykarbonétu; tieto filtre sa pouZivaji
v laboratéridch a priemysle na sterilizaciu kvapalin. V mikro-
biologickom laboratériu sa pouZiva aj na izoldciu, stanovenie
poctu a identifikdciu baktérii zo vzorky vody alebo vzduchu.

4. Iny sposob filtrdcie v mikrobiolégii sa vyuZiva pri niekto-

rych molekuldrno-biologickych metodikdch, kedy je napr.
potrebné pouzitie ultracistej vody ziskavanej napr. reverznou
osmozou, alebo pri vytvdrani atmosféry v ¢istych priestoroch
pomocou HEPA filtrov (lamindrne boxy). Reverznd osmoéza
je technolégia Cistenia vody, ktord vyuziva semipermeabilni
z vody. Pri reverznej osméze sa na prekonanie osmotického
tlaku pouziva aplikovany tlak. Reverznd osméza moze od-
stranit mnoho druhov rozpustenych a suspendovanych
Castic z vody vrdtane baktérii a virusov (obr. 1.10.4).

HEPA (High efficiency particulate air) filter sa pouZziva s la-

mindrnym priddenim na vytvdaranie ¢istého vzduchu bez prachu
a mikroorganizmov. St zdkladnou stcastou lamindrnych bo-
xov. HEPA filtre st zloZené lamely z ndhodne a do siete uspo-
riadanych vldkien. Tato siet je zloZend zo sklenenych vldkien,
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Obr. 1.10.2. Delenie filtraénych metéd podla velkosti separovanych partikul. (upravené podla: https://ars.els-cdn.com/content/image/3-s2.0-B9
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faktormi ovplyviiujicimi funkcie filtra st priemer vldkien,
hribka filtra a rychlost pridenia vzduchu. Priestor medzi vlak-
nami HEPA filtra je va¢si ako 0,3 pm. Na rozdiel od membré-
novych filtrov s touto velkostou pérov, HEPA filter nefunguje
len ako mechanické sito, kde mdzu prechddzat Castice mensie
ako najvacsi otvor alebo ako je vzdialenost medzi vldknami.
HEPA filtre navrhnuté tak, aby zachytdvali aj ovela mensie zne-
Cistujuce latky a Castice. Tieto Castice st zachytené (prilepia sa
na vldkno) prostrednictvom kombindcie roéznych fyzikdlnych
mechanizmov, ktorych opis je nad rdmec tcelu tejto knihy.
HEPA filtre st rozhodujtce pre prevenciu $irenia vzdu$nych
bakteridlnych a virusovych, a preto infekcie. Zvycajne HEPA fil-
tra¢né systémy na urcené na pouZitie v zdravotnictve tieZ za-
hfia vysokoenergetické ultrafialové Ziarenie na usmrtenie Zi-
vych baktérii a virusov zachytenych filtrdciou. Najkvalitnejsie
HEPA filtre maju G¢innost az 99,995 %, ¢o zarucuje velmi vy-
soku turoven ochrany proti $ireniu chor6b prenosnych vzdu-
chom. HEPA filtre neodfiltruju plyny, prchavé latky a zdpach.
AKk sa vyzaduje filtrdciu prchavych organickych zltaéenin, che-
mickych vyparov, zdpachu, je po filtracii vzduchu HEPA filtra-
mi, potrebné zaradit dalsi stupen filtrdcie pomocou aktivneho
uhlia (uhlia) alebo iného typu aktivneho filtra.

Lnedisteny vaduch
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Obr. 1.10.4. Filtracia vzduchu pre vytvorenie aseptického prostredia.
(upravené podla: http://artsrepublik.com/zq/46663/20n002-
magnificent-purest-make/46644/)

1.10.4 Odstredovanie (centrifugacia)
Odstredovanie je fyzikdlna met6da oddelovania pevnych ale-
bo kvapalnych Castic s rozdielnou hustotou (mikrobidlnych bu-
niek, Struktir a biomolekidl) v roztoku pomocou odstredivej
sily, ktord mnohondsobne prevysuje gravitatné zrychlenie (g).
Za normélnych podmienok g = 9,81 m.s?. Vykondva sa v odstre-
divkach (centrifiigach). Centrifigy sa pouZivajt na zvy$enie gra-
vitacnej sily, posobiacej na Castice. Podmienky odstredovania
charakterizuje relativna odstrediva sila, ktord udéva, kolkokrat
je dosiahnuté odstredivé zrychlenie vyssie, ako gravitacné
zrychlenie na Zemi. Tym, Ze sa biologickd vzorka otdca vysokou
rychlostou, vystavia sa v nej obsiahnuté castice intenzivnej zvy-
Sujlcej sa gravitacnej sile a tak sa dosiahne ich sedimentdcia.
Sedimentdcia ¢astic a molekul zdvisi od mernej hustoty castice,
velkosti ¢astic a viskozity média. TaZ$ie ¢astice sa relativne
rychlo usadia, lebo s vystavené vidc¢$iemu gravitacnému zata-
Zeniu. Mensie a lahSie Castice, ktoré sa neusadzuju tak lahko,
za¢nt sedimentovat aZ pri pdsobeni{ vy$$ej gravitacnej sily.
Prikladom kazdodenného vyuZitia centrifugacie je priprava
sérologickych a molekuldrno-biologickych vzoriek. V zavislosti

od zvolenej metédy moZno na analyzu pouZit plazmu alebo
sérum. Plazma je kvapalnéa fédza krvi, pri ktorej sa pridanim an-
tikoagulancii (heparin, citrdt alebo EDTA) do odberovej strie-
kacky a premie$anim obsahu zabrdni zrdZaniu koagula¢nych
plazmatickych faktorov. Na ziskanie séra sa musi krv bez anti-
koagulancif ponechat minimdlne 30 mintt volne odstat, pricom
dojde ku vyzrdzaniu plazmatickych faktorov (to znamend ku
koaguldcii a vzniku fibrinovych vldkien) a retrakcii krvného ko-
laCa (zrazenina krviniek a fibrinovej siete). UloZenie krvi do
chladnicky spomali tento proces, pridanie guli¢iek s drsnym
povrchom do odberovej skiimavky naopak proces vyzrdZania
urychli. Pri tychto procesoch méze dojst aj k hemolyze erytro-
cytov, najmd pri odbere vzorky krvi do polystyrénovych sku-
maviek. V tomto pripade moZe byt hemolytické sérum nevhod-
né pre niektoré analyzy, podobne ako chylézne (chylomikrény
tukov v krvi v dosledku jej postprandidlneho odberu) alebo pre
pritomnost bilirubinu v sére. Désledkom vyzrdzZania koagulac-
nych faktorov je gelifikdcia séra, preto musi byt vzorka scentri-
fugovand tak, aby sme oddelili pevnud fdzu od kvapalnej a zis-
kali ¢isté sérum, vhodné na analyzy. Oddelenie oboch fidz sa
musi uskuto¢nit najneskdr do 2 hodin po odbere krvi. U¢inok
centrifugdcie (G) sa vypocita pomocou poc¢tu otd¢ok centrifigy
(U/min) a vzdialenosti dna rotujtcej skimavky od osi rotora
(r) pomocou vzorca:

G=rXx %%)ZXII,IS m/s?

Faktor 11,18 m/s? sa odvodzuje od gravita¢ného zrychlenia
(g).Ucinok centriugdcie pri tej istej centrifige zdvisi od g a od
dlzky centrifugdcie, ktoré st vzdjomne v recipro¢nom vztahu.
To znamend, Ze pri zdvojndsobeni doby centriugdcie mozno
zniZif pocet otacok o polovicu a naopak. Centrifugdciou zvysi-
me aj vytazok séra oproti nescentrifugovanej vzorke o viac ako
Stvrtinu. Pri centrifugdcii plnej krvi by sa mala dodrZat doba 15
min. a podet ota¢ok 2000/min, pri zvyseni g alebo prediZeni
doby moZe dojst k hemolyze. ZvySenie teploty vzoriek krvi pri
centrifugdcii bez chladenia by nemala prekrocit teplotu prostre-
dia o viac ako 15°C a nikdy by nemala prekrocit 37 °C.

V mikrobiologickych laboratéridch sa pouZivaji najmd sto-
lové centrifigy s nizkou rychlostou, dosahujice 10° - 10° oté-
¢ok/min a odstredivou silou 3000 g. Tieto pristroje obvykle
pracuju pri izbovej teplote bez kontroly teploty vzoriek. V pri-
stroji sa mo6Zu pouZif dva typy rotorov, jednak také, kde sa
skimavky umiestfiuji v drzZiakoch s pevnym uhlom a jednak
rotory s vykyvnym drZiakom. Nizkoobratkové centrifigy sa
prevazne pouZzivaju pre urychlenie sedimentédcie hrubych dis-
pergovanych castic, vratane buniek. Bunky sedimentuji ku dnu
kyviet a po centrifugdcii moze byt roztok, v ktorom sa bunky
nachddzali, odstraneny dekantdciou. Ndsledne m6zu byt bunky
znovu resuspendované v ¢istom roztoku, ¢im sa zabezpeci ich
premyvanie.

Centriftigy strednej rychlosti sa nazyvaji sa mikroftigy. Ma-
ximaélna rychlost va¢siny komerénych mikrofig je medzi 12 000
a 15 000 ot/min, ¢o prindsa silu 11 000 - 12 000 x g.

Vysokoobrdtkové centrifigy (ultracentrifiigy), dosahujtce
niekol’ko sto tisic otd¢ok/min, sliZia k deleniu koloidnych dis-
perzii. M6zu byt vybavené optickym systémom pre pozorova-
nie pohybu jednotlivych frakcii makromolekul. Vysokorychlost-
né centrifigy mozu pracovat s rychlostou od 25 000 otdcok za
minttu, ¢im sa v procese dosiahne odstredivd sila priblizne
90 000 x g az po 100 000 otdcok/min a 540 000 x g. Priestor
komory je vybaveny tak, aby v iom bolo mozZné vytvorit vaku-
um a bolo zabezpecené chladenie, maji rotor s pevnym uhlom,
a drziak mé pozicie pre vac¢sinou Sest vzoriek s objemom pri-
blizne 0,2 - 2,2 ml.

Priestor rotora vysokoobrétkovej centrifigy musi byt chladeny,
nakorlko rychly pohyb rotora vo vzduchu vytvara trenie a moZe tak
dojst ku degraddcii biologického materidlu. Centrifigy su vybave-
né chladiacimi zariadeniami na odstrdnenie tepla generovaného
v dosledku trenia medzi vzduchom a rotorom, resp. sa z priestoru
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evakuuje vzduch (vdkuové centrifigy). Pomocou termocldnku
mozno teplotu udrziavat v rozsahu 0 - 4 °C. Rotory ultracentrifig
musia byt vyrobené z velmi odolnych materidlov s ohladom na ich
velké namdhanie odstredivou silou (napr. z titdnu). V sticasnosti
st k dispozicii rotory, ktoré st vyrobené z kompozitnych materis-
lov z uhlikovych vldkien. Tieto nové rotory si o 60% lahsie ako
porovnatelné hlinikové a titdnové rotory. Z dévodu niZ$ej hmot-
nosti a ovlddania brzdy sa skracuju doby zrychlenia a spomalenia,
a preto sd Casové intervaly odstredovania kratsie.

Pre sprdvnu funkciu kazdej centrifigy je nevyhnutné doko-
nalé vyvédzenie kyviet so vzorkami. Pri odstredovani vkladame
centrifuga¢né skimavky (kyvety) do odstredivky vzdy v paroch,
vyvazené a oproti sebe. NevyvadZeny rotor sa inak rozochvieva
a moZe dojst aj k jeho odtrhnutiu a de$trukcii celého zariadenia.
Centrifigu otvdrame aZ po Uplnom zastaveni odstredivky.

Frakcia, ktord sa pri odstredovani usadi na dno kyvety sa
nazyva sediment (pri bunkach sa nazyva aj pelet) a kvapalina
nad sedimentom supernatant. Ako centrifuga¢né skdmavky
mozno pouZif hrubostenné sklenené skimavky alebo kyvety,
alebo pri vy$Sej rychlosti otdcania sa pouZivaju skimavky
z plastov. V mikrobioldgii sa centrifugdcia vyuziva nielen na
separdciu, ale aj na koncentraciu, napr. na dostato¢né mnozstvo
bunkového materidlu zo vzorky (likvor, moc¢ a pod.), ale je po-
uzitelnd na umiestnenie mikrokvapiek reakénych roztokov na
dno mikroskiimaviek, ktoré sa pri pipetovani prilepili na ich
steny, aby sa dosiahlo ich tplné splynutie v jednom objeme
a pozadovand koncentrécia reakénych zloziek.

Diferencidlna centrifugdcia je metéda, ktord umoziuje frak-
cionovat zmes Castic s dostato¢ne odlisnym sedimenta¢nym ko-
eficientom, postupnym, viacstupfiovym zvy$ovanim relativnej
odstredivej sily. Na delenie ldtok s blizkymi hodnotami sedi-
mentac¢ného koeficientu sa vyuZiva centrifugdcia v hustotnom
gradiente. Castice, ktorych hustota je vy$sia ako hustota danej
frakcie gradientu, v ilom budu sedimentovat. Pohyb sedimentu-
jucej zlozky sa zastavi tam, kde vztlakovd sila bude rovnaka ako
sila odstredivd (hustejsia frakcia). Na pripravu gradientov sa
najcastejsie pouziva sacharéza, chlorid cézny, Ficoll a polyvinyl-
pyrolidén (Percoll). Hustotny gradient pozostdva zo starostlivo
namiesaného roztoku s najvidc¢Sou koncentrdciou na dne sku-
mavKky, na ktory postupne nalievame roztoky s nizSou koncen-
trdciou, pri¢om pri pozornej priprave sa tieto roztoky nezmieSa-
ja ale ostani ako oddelené fazy. Pri centrifugdcii bunkového
materidlu v takomto hustotnom gradiente dochddza k zachyté-
vaniu rézne tazkych sedimentov na uréitom medzistupni/faze.
Tazky bunkovy materiél klesne na dno, organely sa zachytia vo
vys8ich vrstvach, pretoZe im ich hmotnost nedovoli prejst cez
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hustejsi a tazsi, napr. sachar6zovy roztok (obr. 1.10.5).
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Obr. 1.10.5. Separacia molekil, organel alebo buniek v hustotnom
gradiente (upravené podla: http://elte.prompt.hu/sites/default/files/
tananyagok/IntroductionToPracticalBiochemistry/ch05s03.html).

1.10.5 Separacia proteinov

Bielkoviny (proteiny) maji S$pecifické biologické funkcie
a si predmetom mnohych analyz aj v mikrobioldgii, ¢i uz
z hladiska ich $truktirnych alebo funkénych vlastnosti. V bak-
teridlnej bunke st proteiny v neustdlom kolobehu syntéza -
premena - odburavanie, pricom tieto cykly st neustdle kontro-
lované regulaénymi mechanizmami na zabezpecenie
homeostadzy. Reguldcia tychto cyklov riadi aj adaptaciu bakteri-
dlnych buniek na meniace sa podmienky okolitého prostredia.
Cast proteinov st konstitutivne, teda existencidlne pre vitdlne
funkcie mikrobidlnej bunky (transla¢né produkty tzv. house
keeping génov), Cast st indukovatel'né, ktoré sa vytvéraja len
za urcitych podmienok. Molekuly bakteridlnych proteinov pre-
trvdvaju vo vegetativnych bunkdch v rozmedzi od niekolkych
mintit po niekolko tyzdiiov, v spérach desiatky rokov.

Podla funkcie, ktort v mikrobidlnej bunke proteiny plnia ich
delime na skupiny:

a) Struktirne - stavebné jednotky, ktoré zabezpecuji architek-
taru celej bunky a organel, ale aj vypli cytosolu a cytoske-
letu, Struktdru fimbrif, pri mnohobunkovych organizmoch
(napr. vldknité huby) aj spojenia buniek do tkaniv,

b) katalytické - enzymy a regula¢né proteiny metabolizmu
mikroorganizmov,

c) signélne alebo efektorové - extraceluldrne ( napr. malé quo-
rum sensing molekuly, efektorové molekuly T3SS - sekrec-
ného systému typu III a iné ) a intraceluldrne molekuly (his-
tidinové kindzy, metyl dependentné receptory chemotaxie,
niektoré protein kindzy, adenylatové a diguanylatové cyklazy
a c-di-GMP fosfodiesterdzy a pod.),

d) kinetické - intraceluldrne stivisia s pohybom cytoskeletu, po-
hybom organel v cytoplazme (kinezin), topoizomerazy roz-
pletaji vldkna DNA; epiceluldrne proteinové fibrily tvo-
ria vldkna (trichy) a flagely zabezpecuji aktvny pohyb
mikroorganizmov,

e) transportné - pre pasivny a aktivny transport malych roz-
pustnych latok cez membrény, sideroféry.

Okrem protefnov sa v mikrobidlnych bunkdch nachddzajd
alebo sa syntetizujt rézne iné biomolekuly napr.:

f) vyZivové a zdsobné (napr. glykogén, kyselina poly-beta-hyd-
roxymaslovd, poly-beta-hydroxybutyrét a iné),

g) antibiotikd a bakteriociny, farbivd, toxiny luminoféry a iné.

Proteomika, ako sa nazyva vSeobecne veda o genetike,
$truktire, funkcidch a vlastnostiach proteinov, vrdtane jednot-
livych analytickych laboratérnych postupov, nasla v mikrobio-
16gii Siroké uplatnenie. V rdmci klinickej mikrobioldgie zdsadne
ovplyvnila mozZnosti jej rozvoja.

Ako enzymy - biokatalyzatory mnohych chemickych reak-
cii v mikrobidlnych bunkdch - sa v mikrobiologickych labora-
tériach funkénymi testami dokazujd nielen biochemické vlast-
nosti  vnttrobunkového metabolizmu mikroorganizmov
(predovsetkym bakterif a hib), ale aj extraceluldrna produkcia
niektorych enzymov mikroorganizmami. Takymi sd napr. oxi-
dazy, kataldzy, hyaluroniddzy, DN4zy, betalaktamézy. Pri iden-
tifikdcii virusov sa dokazuji enzymi ich vonkajSieho obalu
(napr. neuraminidazy pri viruse chripky) a podobne. Postupy,
akymi st vyuZivané dokazy pritomnosti a katalytickych vlast-
nosti enzymov na zdklade premeny substratov v ramci lekar-
skej mikrobiolégie, su opisané detailnejsie v dalich kapitolach,
najmd v ramci identifikdcie a taxonémie.

Strukttrne vlastnosti (ako komplex antigénov) a neenzyma-
tické funkéné vlastnosti proteinovych molekil (enzymi, toxi-
ny, receptory, transportné a signdlne proteiny, hormény atd.)
sa skimaju alebo dokazuju prevazne inymi postupmi. Pri nie-
ktorych enzymoch sa dokazuje ich proteinovd molekula ako an-
tigén (nie ich enzymatickd funkcia), napr. imunochemickymi
testami sa dokazuje antigénne zmeneny penicilin viaZuci prote-
in (PBP,) v izoldte S. aureus, glutamét dehydrogendza ako Spe-
cificky antigén na dokaz pritomnosti Clostridioides difficile v sto-
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lici, prarazit Specifickd laktdt dehydrogendza ¢i aldoldza
(Plasmodium spp.) v krvi a mnoho inych. Do proteomickych
postupov v rdmci klinickej mikrobiolégie patri aj stanovenie
inych ako mikrobidlnych proteinov, predovsetkym Tudskych -
napr. imunoglobulinov. Su takisto stanovované predovsetkym
imunochemickymi met6dami, ktoré si uvedené v subkapitole 21.
V poslednom desatroéi sa v lekdrskej mikrobioldgii Siroko
uplatiiuje aj hmotnostnd spektrometria, ktord je zaloZend
na rozdeleni ,rozvolnenych® nabitych ¢astic (v tomto pripade
mikrobidlnych proteinov) podla ich molekulovych hmotnosti
v elektromagnetickém poli, MALDI - TOF (pozri kapitolu 1.17).
Pri ostatnych proteomickych analyzach antigénnych a neen-
zymatickych vlastnosti mikrobidlnych proteinov je ¢asto potreb-
né separovat ich jednak od seba navzdjom, jednak od inych
biomolekul. Napriklad je potrebné ziskavanie ¢istych a dobre
charakterizovanych mikrobidlnych proteinov na vyrobu diag-
nostik pre mikrobiolégiu, resp. na imunizdciu osob ¢i zvierat
tak, aby to vyvolo tvorbu prislu$nych protildtok, vyuZitelnych
aj v diagnostike. Podla toho, ¢i ide o extraceluldrne alebo celu-
larne proteiny a podla metddy, ktorou budi mikrobidlne vzorky
dalej pouzité v diagnostike, je potrebné zvolit spdsob ich ziska-
nia z biologického materidlu - z mikrobidlnej kulttry, tkaniva,
krviniek a pod. Na zaciatku si to postupy extrakcie bielkovin:
¢ lyza s pouZzitim detergentov,
e zmrazovanie a rozmrazovanie,
e osmoticky Sok,
¢ ultrazvukom,
¢ mechanické metédy,
¢ enzymatické natrdvenie,
¢ komeréné stipravy a pufre na lyzu buniek.

Proteiny je potrebné vycistit (separovat) od ostanych zlo-
ziek, najpr filtrdciou od hrubsich necist6t a ndsledne od jem-
nejsich tak, Ze ich prevedieme do dvoch oddelenych faz - napr.
supernatantu a sedimentu. Tie potom oddelime postupmi, ako
je dekantdcia alebo réznymi postupmi centrifugdcie s pripad-
nym predchddzajicim vyzrdZanim proteinov organickymi alebo
anorganickymi ldtkami. Takto pripravené vycistené zmesy je
potrebné oddelit na frakcie jednotlivych proteinov, ktoré zmes
tvorili. AZ nésledne ich moZno identifikovat a stanovit ich ob-
sah vo vzorke, resp. urcit ich fyzikdlne a chemické vlastnosti.
V dal$om texte sa obmedzime na separa¢né postupy, ktoré sa
pouZivaji predovSetkym v klinickej mikrobiolégii - chromato-
grafia a elektroforéza, hoci ojedinele sa pouZivajui aj iné meto-
dy, ako napr. membranovd filtricia napr. na oddelenie soli od
proteinov.

Bielkoviny sa li$ia svojimi velkostami, tvarmi, polaritou, na-
bojom a afinitou k vdzbe s inymi proteinmi a molekulami. Ich
Struktdrne vlastnosti sa menia vplyvom pH a iénovej sily roz-
tokov, v ktorej sa nachddzajd. Na zdklade tychto rozdielov sa
mozu oddelovat a triedit.

V mikrobioldgii sa na separaciu jednotlivych skupin prote-
inov uplatiiuji najma tri principy:

A.na zdklade relativnej hmotnosti pomocou odstredovania

(napr. grandientovej centrifugécie, vid. vyssie),

B. na zdklade afinity (schopnosti vytvarat uréitd reverzibilni
vdzbu s inymi ldtkami),

C. separdcia na zdklade elektrického ndboja - elektromigrac-
né techniky.

CHROMATOGRAFIA

Mnoho proteinov md v nativom stave osobitni velkost
a Casto jedine¢nda afinitu k r6znym ldtkam, a to vdaka svojej
tercidrnej a kvartérnej Struktdre. Latky v okolitom prostredi
(matrix) protefnov vstupuji do roznych interakcii s nimi (me-
chanické ovplyvnenie, chemické vazby, elektrostatické interak-
cie atd.). St bud v staciondrnej alebo kvapalnej fdze a ovplyv-
fuja pohyb bielkovin (ale aj iné molekuly - napr. nukleové
kyseliny, cukry a pod.), ktoré sa pohybuji v kvapalnej faze.
Pocas separdcie dochddza k opakovanému prenosu latok do

mobilnej a spdt do staciondrnej fazy, v ur¢itom rovnovdZnom
pomere. Mobilna fdza je va¢$inou kvapalina, ktord sa pocas od-
delovacieho procesu nemeni, alebo sa t¢elovo meni (napr. jej
zloZenie a koncentrédcia). Pri niektorych metéddach je mobilnd
fdza plyn. Po aplikdcii vzorky na zaciatok kolény dochddza
vplyvom toku mobilnej fdzy k pohybu jej zloZiek a ku ich se-
pardcii. Tieto vlastnosti vyuZiva metéda separdcie biomolektil,
ktord sa nazyva chromatografia a pri ktorej sa vyuZzivaji rozne
typy afinity biomolekdl k ndplni staciondrnej fazy. Staciondrnu
fazu tvori vdcsina kolén, o je sklenend alebo kovovd nddoba
stlpcovitého tvaru s ndpliiou réznych typov. Napliiou moZu byt
gélové gulicky s pérami (z dextrdnu, agarézy alebo polyakryla-
midu) - tzv. gélovd chromatografia, ionomeni¢ (ionex, t.j.
gulicky zo Zivic, celulézy atd.) pritahujtici bud kladné alebo
zéporné Castice na zdklade elektrostatickych sil - tzv. iénovo-
-vymennd chromatografia. Pri afinitnej chromatografii sa sepa-
rované proteiny viaZu na imobilizované ligandy, ktoré sa po
prechode mobilnej fdzy a odtoku ostatnych latok z kolény uvol-
nené elué¢nym roztokom. Tieto a iné rozdiely v afinite vyuZiva
niekolko roznych typov chromatografie, napr.:

* stlpcovd chromatografia,

¢ iénovo-vymennd chromatografia,

e gélovd chromatografia (molekulové sito),

* afinitnd chromatografia,

¢ papierovd chromatografia,

* chromatografia na tenkej vrstve,

 plynové chromatografia,

¢ dye - ligandové chromatografia,

* hydrofébna interak¢nd chromatografia,

» pseudoafinitnd chromatografia,

 vysokotlakova kvapalinova chromatografia (HPLC).

Viaceré z uvedenych metdéd sa vyuzivaji aj v lekdrskej mik-
robiolégii. V sti¢asnosti sa v rdmci mikrobiolégie napr. velmi
Casto pouziva imunochromatografia, ktord spdja vlastnosti pa-
pierovej chromatografie a imunochemickej reakcie.
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-, Malé proteinové
molekuly

Pordzne gélové
perlicky

v‘Verké proteinové molekuly
prechédzaju kolénou rychlejsie,
pretoze obtekaju gélové perlicky
Malé proteiny pretekaju kolonou
pomalsie, pretoze su zachytavané
pérmi v gélovych perlickach, ktoré
ich spomaluju
Preto v prvej frakcii vytekaji z

v kolény velké proteiny a v druhej

malé.
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Obr. 1.10.6. Chromatograficka separacia proteinov na principe
gélovej chromatografie (molekulové sito).

ELEKTROMIGRACNE TECHNIKY

Vsetky molekuly nest urcity elektricky ndboj a tento néboj
sa mdZe pouzit aj na oddelenie proteinov v elektromagnetickom
poli medzi dvoma elektrédami - zdpornej katéde a kladnej an6-
de. Niektoré maja pozitivny ndboj (katiény a putuji (migruji)
ku katéde, zatial ¢o iné maji negativny ndboj (aniény)
a migruji ku anéde. Pomocou techniky nazyvanej gélova elek-
troforéza sa tieto proteiny moézu oddelit na zéklade ich ndboja,
tvaru a velkosti, intenzity elektrického pola, typu a porozite
matrice. Po ukonceni separdcie sa molekuly sa deteguji ako
pasy v rdéznych polohdch v matrici. Matricu mdZe predstavovat
rozny materidl - papier, celuléza, acetdt alebo gély, ktoré su
najcastej$ie pouzivané na separdciu proteinov, ale aj nukleo-
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vych kyselin. Najcastejsie pozostdvaji z polyakrylamidu alebo
agar6zy. V géloch z akrylamidu a agar6zy sliZi matrica pri se-
pardcii ako molekulové sito s rdéznou velkostou selektovanych
molekudl. Molekuly st ndtené k pohybu cez gél aplikovanym
napatim, va¢sie molekuly su pri migracii brzdené viac ako men-
$ie molekuly. Molekuly mensie ako pdéry v matrici nie st spo-
malované, migruji ako vo volnom roztoku. Na druhej strane,
molekuly vac¢sie ako péry nemdzu gélom prestupovat. V géli sa
ale nedaju vykonat niektoré imunochemické reakcie, ktoré su
potrebné pre analyzu separovanych proteinov, preto sa musia
preniest na pevnu fazu, ktord ich imobilizuje a umoZni vykonat
potrebné analytické postupy.
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Obr. 1.10.7. Stipcova gélova chromatografia.

BLOTOVANIE
Western blot (WB) je separa¢nd metéda pouZivana na kva-

litatfvnu alebo semikvantitativhu detekciu proteinov vo vzorke.

Metdda pozostdva z:

« elektroforetickej separdcie proteinov na polyakryamidovom
géli,

e prenosu oddelenych proteinov z gélu na nitrocelulézovi
membranu, pricom dojde k ich fixdcii na membréne,

¢ detekcie na membrédne fixovanych proteinov imunochemic-
kou reakciou so znacenou protildtkou podobne, ako napr.
v metdde ELISA.

elektroforéza
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Obr. 1.10.8. Blotovanie mikrobidlnych proteinov - Western blot.
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Elektroforéza je migracnd separa¢nd metdda, ktord vyuZiva
rozdielnu pohyblivost proteinov v jednosmernom elektrickom
poli. Pohyblivost castic v elektrickom poli urcuje velkost ich
néboja, velkost ich molekuly a odpor, ktory im kladie prostre-
die. Proteiny, ktoré maju va¢$inou negativny ndboj, sa vplyvom
elektrického pola pohybuji v polyakrylamidovom géli k andde.
Pridavkom povrchovo-aktivnej latky laurylsiranu sodného
(SDS), ktory zabezpeci vyrovnanie ndbojov v$etkych proteinov
na negativne, sa proteiny nebudu delit na zdklade ndboja, ale
sa rozdelia na zdklade svojich molekulovych hmotnosti od naj-
(elektréda s kladnym nédbojom). Pasy prislichajice jednotli-
vym proteinom vzniknuté po elektroforetickej separdcii protei-
nov sa blizsie identifikuji pomocou metédy oznacovanej ako
Western blotting alebo imunoblotting. Pocas blotovania sa elek-
troforeticky rozdelend zmes nativnych protefnov (ziskanych
z lyzatu bakteridlnej alebo bunkovej kultiry) alebo rekombi-
nantnych proteinov, prenesie z gélu na nitrocelul6zovii mem-
branu. Elektroforeticky prenos proteinov sa uskutoctiuje v jed-
nosmernom elektrickom poli v smere kolmom na smer
povodnej migrdcie molekdl v géli. Nitrocelul6zovd membrdna
je v tesnom kontakte s gélom a je uloZend ku kladnému pélu.
Po uloZeni nitrocelul6zovej membrdny na gél a pouzitim elek-
toforézy prenesieme proteinové pdsy na membrdnu. Elektrické
pole je orientované tak, Ze zdporny ndboj je na géli a kladny
na membrane. Vtedy zdporne nabité proteiny migruji a prene-
st sa na kladne nabitd membrédnu. Proteiny sa lep$ie viaZzu na
nitrocelulézu pri niZ§om pH, preto treba pouZif optimdlnu hod-
notu pH. Nitrocelul6zovd membrana je schopnd viazat proteiny
velmi pevne a preto mozno ziskat presny odtlacok (blot) elek-
troforetogramu proteinov, rozdelenych povodne v polyakryla-
midovom géli. Proteiny si po prenose na povrchu membrany
a su tak disponované pre interakciu so $pecifickymi, znac¢enymi
protildtkami, ktoré vydédvaji po naviazani na komplemetdrny
protefnovy antigén viditelny, resp. aj meratelny signdl.

Analogicky je postup pre izoldciu Specifickych tsekov
nukleovych kyselin - Southern blot (pre DNA) a Northern blot
(pre RNA).

IZOELEKTRICKA FOKUSACIA

Ako matrica na tento spdsob separécie proteinov, ale aj inych
molekdl biopolymérov (napr. nukleovych kyselin), sa pouziva
najcastejsie polyakrylamidovy gél bud medzi dvoma plochami,
alebo v kapildre. RozloZenie na r6zne frakcie prebieha v elek-
trickom poli medzi dvoma elektrédami, kde katéda (s minuso-
vym ndbojom) je oblast vysokého pH (cca 10) a andda (kladny
naboj) je v oblasti nizkeho pH (cca 3). Pri separdcii molekdl
s roznym elektrickym ndbojom sa vyuZiva ich pohyb v elektric-
kom poli a pri stipajicom pH (gradiente) medzi dvoma elek-
trédami aZ na miesto, kde hodnota pH vyrovnd ich ndboj na
nulovy (izoelektricky bod). Ak by sa protein nachddzal napri-
klad v oblasti nizSieho pH ako je jeho izoelektricky bod, bude
mat kladny ndboj (spréva sa ako katién) a migruje smerom ku
katéde do oblasti pH, kde ndboj strati a stane sa elektricky
neutrdlny a tym nepohyblivy.

1.10.6 Izoldcia a separacia
nukleovych kyselin

Izoldcia nukleovych kyselin je prvym krokom v mnohych
molekuldrno genetickych analyzach. Je potrebné ziskat ciefovi
nukleovi kyselinu (DNA alebo RNA) v dostato¢nom mnoZstve
a kvalite, to jest bez primesi ,zbyto¢nych® latok, tzv. kontami-
nantov. Vyber metddy izoldcie zédleZi od sp6sobu, akym sa bude
nukleovd kyselina v dalsom postupe analyzovat. Napr. pri po-
uziti metédy PCR (polymerdzovd retazovd reakcia) postacuji
malé mnoZstvd DNA, ktorej ¢istota, ani integrita nie st vo vac-
$ine pripadov kritické. Na druhej strane pri klonovani, enzyma-
tickom opracovani DNA restrik¢nymi endonukledzami alebo pri
sekvenovani, st potrebné relativne vac¢sie mnozstvd DNA s vys-

Sou Cistotou. Rovnako pri kvalitativnej a kvantitativnej analyze
génovej expresie je potrebné vdc¢Sie mnozstvo mRNA, ktorej
integrita je kritickd pre vysledok dal$ich molekuldrno-biologic-
kych analyz.
Izolaciu nukleovych kyselin moZno rozdelit na dva zdkladné
kroky, ktorymi st:
¢ lyza buniek,
« purifikdcia nukleovych kyselin od kontaminujtcich zloZiek
bunkového obsahu.

1.10.6.1 LYZA BUNIEK A TKANIV

Nukleové kyseliny mozno izolovat z roznych zdrojov. V pri-
pade, Ze sa mikrobidlna kultira pestuje v tekutom médiu, je
prvym krokom izoldcie oddelenie buniek od média centrifugé-
ciou. Aby doslo k uvolneniu nukleovej kyseliny do vodného
roztoku, je potrebné rozrusit (dezintegrovat) bunkové steny
a biomembrédny. Iné postupy si vyZaduje izoldcia z bakteridl-
nych buniek, iné z rastlinnych buniek a najjednoduchsie sa
izoluju nukleové kyseliny zo Zivo¢isnych tkaniv a bunkovych
kuldr.

Lyza bakteridlnych buniek

V pripade niektorych baktérif, ktoré maji velmi hrubd bun-
kovi stenu alebo tvoria vela sekunddrnych metabolitov, je
vhodné izolovat DNA z buniek v logaritmickej fize rastu, t.j.
pri ich aktivhom deleni. Na lyzu bakteridlnych buniek sa naj-
CastejSie pouZiva enzymatické natrdvenie bunkovej steny lyzo-
zymom, ktory hydrolyzuje glykozidické vdzby v peptidoglyka-
ne. Tento enzym sa prirodzene vyskytuje vo vaje¢nom bielku
a v slzdch. Druhym krokom je rozrusenie cytoplazmatickej
membrdny bakteridlnej bunky pdsobenim ionogénnych deter-
gentov, napr. SDS - dodecylsulfat sodny. Casto je potrebné
okrem chemickej lyzy pouZit aj mechanicku lyzu bakteridlnych
buniek pomocou ultrazvuku, av8ak privelmi intenzivna ultra-
sonikdcia moZe viest k rozbitiu nielen samotnych bakteridlnych
buniek, ale aj k naruseniu bakteridlneho chromozému.

Chelataéné cinidld

K rozpadu bunkovych $truktdr prispieva degradécia protei-
NOV pomocou enzymov protedz, napr. proteindzy K. DoleZitym
faktorom je aj pritomnost chelata¢nych ¢inidiel (napr. EDTA -
kyselina etyléndiamintetraoctovd), ktoré z roztoku ,vychytdva-
ju“ dvojmocné katiény (Mg*, Ca*), ¢im inaktivuji bunkové
DNadzy, ktoré by mohli degradovat ciefové tseky DNA. Nepri-
tomnost dvojmocnych katiénov zaroven destabilizuje vonkajsiu
bakteridlnu membrédnu. Pri lyze sa uvolni cely obsah buniek do
roztoku, pricom vznikne komplexnd zmes obsahujica zvysky
bunkovych stien a bunkovych membrén, proteiny, nukleové ky-
seliny, polysacharidy a r6zne nizkomolekulové zloZky. Aby ne-
dochddzalo k degraddcii izolovanej nukleovej kyseliny, je po-
trebné pouzit ¢o najmiernejSie podmienky lyzy, t.j. uskutoc¢novat
ju v tlmivom roztoku a v chlade. Pri préci s vysokomolekulovou
DNA je zaroven nutné dédvat pozor pri homogenizdcii a pipeto-
vani, aby nedoslo k jej fragmentdcii mechanickym rozrusenim.

Centrifugdcia v hustotnom gradiente

Zdrojom nukleovych kyselin moZu byt aj subceluldrne cas-
tice - napr. virusy, ktoré ziskame po izoldcii centrifugdciou
v hustotnom gradiente (vid' vyssie).

1.10.6.2 PURIFIKACIA NUKLEOVYCH KYSELIN
Principom purifikdcie akéhokolvek materidlu z buniek je
zbavit sa zloziek, ktoré obmedzuji dal$iu analyzu. Pri izoldcii
nukleovych kyselin je dolezité odstranit zo zmesi proteiny, me-
dzi ktoré patria aj bunkové nukledzy, ktoré mdzu degradovat
izolovand nukleovi kyselinu, rovnako aj proteiny viaztce sa na
DNA, ktoré svojou pritomnostou moZu rusif ndsledné analyzy
(napr. Stiepenie restrikénymi endonukledzami). Na odstranenie
proteinov sa pouZzivaju nes$pecifické protedzy, najcastejsie pro-
teindza K. Na odstrdnenie RNA z pripravovanej DNA sa pouZi-
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va pankreatickd RN4za. Tento enzym je velmi stabilny a zaro-
veil nevyZaduje pre svoju aktivitu dvojmocné iény (Mg?*, Ca*'),
¢o neplati napr. pre DNdazy. Pri izoldcii RNA je zas dodlezitym
krokom odstrdnenie primesi genomickej DNA, ¢o zabezpeci
pankreatickd DNd4za. V tomto pripade je potrebné pouzit ko-
mercne dostupné DNdézy, ktoré neobsahuji stopové mnoZstva
RNaz.

Fenolovd extrakcia

Na odstrdnenie proteinov z pripravovanych nukleovych ky-
selin sa ¢asto pouZiva extrakcia organickymi rozpuistadlami (fe-
nol, chloroform - trichlérmetdn). Tieto latky si s vodou nemie-
SateIné, a preto sa po ich pridani k vodnému roztoku nukleovych
kyselin vytvoria dve fdzy. Pri premie$ani takejto zmesi doché-
dza na fdzovom rozhrani k denaturdcii proteinov - vznikne
zrazenina. Tieto denaturované proteiny mozno odstranit centri-
fugéciou, pocas ktorej ich zrazenina vytvori prstenec na rozhra-
ni medzi spodnou (organickou, chloroformovou/fenolovou)
a hornou (vodnou) fazou.

Ak sa roztok nukleovych kyselin extrahuje fenolom s neutrdl-
nym pH, nukleové kyseliny zostdvaji po extrakcii vo vodnej
fdze. V pripade, Ze sa na extrakciu pouzije kysly fenol, vo vod-
nej fize zostdva len RNA a molekuly DNA prechddzaji do or-
ganickej fazy.

Po fenolovej extrakcii je dolezité zbavit roztoky nukleovych
kyselin zvyskov fenolu, pretoZe fenol moZe inhibovat dalsie
enzymatické reakcie (napr. restrikéné Stiepenie). Na tento tcel
sa pouziva extrakcia zmesou chloroformu s izopropylalkoho-
lom a zrdzanie nukleovych kyselin alkoholom (etanolom alebo
izopropanolom).

ZrdZanie nukleovych kyselin alkoholom

Na precistenie nukleovych kyselin od nizkomolekulovych
latok (soli, zvysky fenolu) a na skoncentrovanie vzorky sa po-
uziva alkoholové zrdZanie (najCastejSie Cistym, bezvodym eta-
nolom alebo izopropanolom). ZrdZanie sa robi v pritomnosti
jednomocnych iénov (napr. 0,1 M octan sodny) a pri nizkej
teplote (-20°C). V tychto podmienkach je vytazok dostato¢ny
aj pri nizkej koncentracii DNA. Na druhej strane, zrdZanie pri
laboratérnej teplote (+20°C) je vyhodné, ak chceme vyzraZat
DNA bez sti¢asného vyzrdZania kontaminujicej RNA. Vyzraza-
né nukleova kyselina sa nazyva precipitat. Precipitdit DNA sa od
roztoku oddeli vysokootdckovou centrifugdciou. Premytim 70 %
etanolom sa odstrdnia zvysky soli pritomné v precipitédte a pre-
cipitat sa vysusi tak, aby sa odparili zvy$ky etanolu, ale zdrover
aby DNA zostala hydratovand. Molekula DNA v kyslom pros-
tredi moZe spontdnne degradovat, preto sa md DNA rozpustat
v slabo zdsaditom tlmivom roztoku s pridavkom EDTA (tzv.
roztok TE). Roztoky nukleovych kyselin sa skladuju pri teplote
4 °C, dlhodobejsie pri -20 °C.

Podobny postup precipiticie mozno pouZitf aj v pripade
RNA, ale vtedy je vhodnej$ie vysledny precipitét rozpustit v ¢is-
tej vode namiesto roztoku TE. Roztok RNA sa zdsadne usklad-
fiuje pri nizsich teplotdch (-80°C).

Alkalickd lyza - izoldcia plazmidovej DNA

Tato metéda sa pouZziva pri izoldcii plazmidov z bakteridl-
nych buniek za sticasného odstrdnenia chromozomdlnej DNA.
Bakteridlne bunky st lyzované v alkalickom prostredi (0,2 M
NaOH), pricom do6jde k v pritomnosti detergentu (1% SDS).
Chromozomdlna DNA je pri lyze fragmentovand na linedrne
molekuly, zatial ¢o plazmidovd DNA, ktord mé podstatne men-
$iu velkost, si zachova cirkuldrnu formu. Pri pH okolo 12, kto-
ré je v roztoku, dochddza k denaturdcii DNA, t.j. vodikové vdz-
by medzi bdzami sa uvolnia a vznikaji jednovldknové
molekuly. Po neutralizdcii roztoku (octanom draselnym) kru-
hova plazmidovd DNA renaturuje do pdvodnej dvojvldknovej
formy. Linedrne molekuly chromozomadlnej DNA nie st schop-
né tak rychlo renaturovat, a preto agreguji s inymi zloZkami
lyzatu (bunkové steny a membrany, proteiny, SDS). Tieto zloz-

ky vo forme zrazeniny sa odstrdnia z roztoku centrifugdciou,
¢im sa ziska plazmidovy preparat, ktory mozno priamo pouZit
v dalsich experimentoch.

Ultracentrifugdcia v gradiente CsCl

DNA moZe byt purifikovand zo zmesi makromolekul ultra-
centrifugdciou za pomoci chloridu cézneho (CsCl) a etidium
bromidu. DNA sa skoncentruje do iizkeho prizku v strede gra-
dientu, pri¢om linedrna a cirkuldrna (plazmidovd) DNA majd
ind hustotu, a preto ich mozZno ich touto metédou navzdjom
oddelit. Po centrifugédcii sa vyberd frakcie obsahujice DNA,
etidium bromid sa odstrdni extrakciou n-butanolom a DNA sa
z roztoku ziska etanolovou precipitdciou. Vysledkom tejto tech-
niky je vysokomolekuldrna DNA s vysokou c¢istotou. Gradien-
tovd centrifugdcia je velmi prdcna, ¢asovo ndro¢nd a relativne
drahd, a preto sa uZ v stcasnosti pouziva zriedkavo.

Izoldcia RNA

Pri izoldcii RNA z akéhokolvek biologického materidlu je
hlavhym problémom jej nestabilita. Molekula RNA podlieha
degraddcii ovela lah$ie ako DNA a zdroven ribonukledzy sa vo
vSeobecnosti velmi stabilné a v8adepritomné enzymy, ktoré na
rozdiel od DN&z nepotrebuji k svojej aktivite ako kofaktory
dvojmocné i6ny Mg** a Ca®*. Preto je potrebné pri izoldcii do-
drZiavaf absolttnu Cistotu laboratérnych pomocok, pouZivat
sterilné ,RNdza-free” roztoky a spotrebny materidl a pracovat
v rukaviciach. RNd4za sa vyskytuje vSade. Vylucuje sa aj potny-
mi zlazami na koncekoch prstov, takZe prdca bez rukavic je
absoltdtne nepripustnd. Z evoluéného hladiska je vraj toto vylu-
¢ovanie RN4zy spojené s ochranou pred RNA-virusmi. Na za-
brdnenie degraddcie sa do roztokov s RNA priddvaju inhibitory
RN4z, ktorymi sd napr.:
* RNasin (RN4zovy proteinovy inhibitor z fudskej placenty),
¢ vanadyl-ribonukleozidovy komplex,
¢ guanidin-hydrochlorid,
¢ guanidin-izotiokyanét,
¢ heparin,
¢ dextrdnsulfat.

Metddy izoldcie a purifikdcie RNA sd zaloZené na rychlej
lyze buniek, ktord neutralizuje pritomné nukledzy. Kontaminu-
jice bielkoviny sa odstranujia fenolovou extrakciou v kyslom
prostredi alebo na silikagélovych kolénkach. Zvysky chromozo-
malnej DNA mozno rozloZit pésobenim DN4zy. Purifikovana
RNA sa vyuziva na pripravu komplementdrnej DNA (cDNA),
northernovu hybridizdciu, RT-PCR a pod. Pri mnohych aplika-
cidch je vyhodné pouzit iba frakciu mRNA. Z celkovej ribonuk-
leovej kyseliny sa mRNA najcastej$ie purifikuje chromatogra-
fiou na oligo-dT nosicoch.

Purifikdcia mRNA

V principe izoldcia mRNA spociva vo vyuZiti prirodzenej en-
zymatickej posttranskripénej modifikacie eukaryotickej mRNA,
a to je priddvanie poly (A)-koncovky na 3‘-koniec molekuly
mRNA za pomoci enzymu poly (A)-polymerdzy. Oligo-dT nosi-
¢e su Struktiry, na ktorych su fixované jednovldknové moleku-
ly so sekvenciou poly(T), a teda st komplementdrne k jedno-
vldknovym mRNA s poly(A) koncami. Ak sa roztok mRNA
naleje na tieto nosice, v prostredi s vy$$ou iénovou silou (pri-
danie soli) dochddza k hybridiz4cii, a teda zachytdvaniu mRNA
na tychto nosi¢och. Nésledne sa upravi chemické prostredie
pouZzitim solf s niZSou iénovou silou a mRNA sa z nosi¢a od-
deli a eluét sa zachyti do skimaviek, v ktorych je jej koncen-
tracia podstatne vy$sia, ako mal pévodny roztok pred purifika-
ciou

Elektroforéza NK

Patri k najpouZzivajnej$im separa¢nym technikdm na izoldciu
a analyzu NK. VyuZiva sa pri nej pohyb nabitych molekdl
v elektrickom poli. Ndboj molekidl NK uréuji predovsetkym
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negativne nabité fosfdtové skupiny, preto sa pohybuji k andde.
Elektroforéza NK prebieha v géli, preto hovorime o gélovej elek-
troforéze. V zévislosti od velkosti fragmentov sa pouZzivaja bud
polyakrylamidovy gél (pre velkost 10 bazovych aZ 1000 bazo-
vych pérov), alebo agar6zovy gél (velkost 100 bdzovych az
50 kilobdzovych pdrov). Formdty sd bud plandrne (horizontdl-
na, vertikdlna) alebo kapildrna gélovd elektroforéza. Pohybli-
vost fragmentov NK pri elektroforéze nezavisi od ndboja, ktory
je rovnomerne rozloZeny pozdlZ celého fragmentu, ¢o zname-
n4, Ze na jednotku diZky je rovnaky. Preto je pohyblivost dand
velkostou fragmentu - ¢im je vacsi, tym pomalsi je jeho pohyb.
To sa vyuziva pri uréeni nezndmej velkosti molekuly DNA. Po-
rovnanim pohyblivosti s elektroforetickou pohyblivostou frag-
mentov alebo molekul sa zndmou velkostou (hmotnostné $tan-
dardy, ladder) zistime velkost skimanych molekdl alebo
fragmentov NK, pretoZe sa budu v elektrickom poli pohybovat
rovnakou rychlostou ako hmotnostny $tandard rovnakej velko-
sti. Po skonceni elektroforézy a vizualizdcii (napr. preliatim
gélu roztokom etidiumbromidu a ilumindciou UV lampou)
budui v rovnakej vzdialenosti ako prislusny $tandard.

V stlade s principom tvorby laboratérnych algoritmov
a standardizaciou ramci klinickej mikrobiolégie sa uvedené
klasické metédy separdcie proteinov a nukleovych kyselin
¢oraz viac nahradzaji komerénymi stdpravami. Tie su sice
vyrazne drahsie, ale spolu s pristrojovou technikou a ne-
ustale zlepsovanym softvérom a databdzami umoziuja au-
tomatizdciu mikrobiologickej diagnostiky a premenu analyz
proteinov a nukleovych kyselin mikroorganizmov na metédy

rychlej diagnostiky so vSetkymi jej vyhodami pre pacienta,
lekdra a takisto odbornych pracovnikov v rdmci klinickej
mikrobioldgie.
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MIKROSKOPICKE TECHNIKY

V KLINICKEJ MIKROBIOLOGII

Schwarzova K.

Pre sprdvnu terapiu ochoreni vyvolanych patogénnymi
mikroorganizmami je mikroskopické vySetrenie v dnesnej dobe
nevyhnutnou stcastou diagnostiky. V mikroskopickej analyze
su spracované a hodnotené rdzne typy materidlov: tkanivd, ste-
ry, punktéty, alebo tekutiny.

Mikroskopické pozorovanie mikroorganizmov umoziiuje sle-
dovat tvar a velkost buniek (tab. 1.11.1), usporiadanie buniek,
pritomnost, tvar, velkost a umiestnenia spoér, pohyblivost bak-
térii (v nativhom prepardte), zistit prislusnost baktérii podla
Grama, zistit po¢et mikroorganizmov, prepardt informuje tiez
0 acidorezistencii, pritomnosti puzdra a i.

Tab. 1.11.1. Velkost niektorych bakteridlnych buniek.

Mikroorganizmus Velkost (num)
Chlamydia 0,2-1,5
Vibrio 0,5%x3
Rickettsia 0,3-2,0
Staphylococcus 0,5-1,0
Escherichia 1x2
Bacillus 0,25-1,0
Candida 10-12
Mycoplasma 0,15-0,3
Spirochaetae 5-250

Histéria pozorovania drobnych Zivocichov a fragmentov po-
mocou predchodcov optickych pristrojov siaha az do obdobia
spred 2000 rokov. Okolo 1. 1590 vyvinuli prvé mikroskopy Jans-
senovci, ale az holandsky obchodnik, vedec a jeden z priekop-
nikov mikroskopie, A. van Leeuwenhoek v druhej polovici
17. storocia vyrobil a pouZil prvy mikroskop s 270-ndsobnym
zvacSenim. Anglicky geolég R. Hooke prvykrat pouZil zdkladni
konfigurdciu troch SoSoviek, ktord sa v mikroskopoch vyuZiva
dodnes. Svoje pozorovania pod mikroskopom tieZ zakreslil.
V polovici 17. storocia pri pozorovani vzorky z korku sledoval
Hooke tvary pletiva, malé komorky, ktoré mu pripominali bun-
ky véelieho pléstu. Prisudzuje sa mu preto zavedenie biologic-
kého pojmu celula, ,bunka“ do mikrobiolégie. Historicky pok-
rok v mikrobiolégii sa datuje od r. 1786, kedy ddnsky
prirodovedec O. F. Miiller, zobrazil a opisal zdkladné tvary bak-
térii (koky, bacily, spirily, vibrid). Do polovice 19. storoc¢ia v§ak
bolo moZné sledovat pomerne skreslené obrdzky, kvoli nizkej
kvalite skla a nedokonalému tvaru $oSoviek. AZ korpordécie, ako
napr. Zeiss (vyrobu mikroskopov zahdjili uz v r. 1847) alebo
Spencer zacali vyrdbat jemné optické pristroje, ktoré sa neusta-
le vyvijali az do dne$nej podoby. V 1. 1931 patentovala spoloc¢-
nost Siemens elektrostaticky objektiv vdaka R. Rudenbergovi
a zacdina sa éra vyvoja elektrénového mikroskopu. Rudenberg
sa vyvojom elektrénového mikroskopu zaoberal kvoli potrebe
identifikovat povodcu poliomyelitidy svojho dvojro¢ného syna,
nakol'ko optickym mikroskopom nebolo mozné virus zachytit.
Prvy tzv. ,prezarovaci“ elektrénovy mikroskop (TEM - Trans-
mission electron microscope) vyvinuli v Nemecku r. 1931
M. Knoll a E. Ruska. Zakladatefom elektrénovej mikroskopie

v 50. rokoch 20. storo¢ia bol v byvalom Ceskoslovensku ¢esky
fyzik A. Delong.

Mikroskop je velmi jemny a drahy pristroj a preto je s nim
potrebné pracovat opatrne a Setrne.

Podla spdsobu zobrazovania sledovaného objektu (obr.
1.11.1) a jeho vyuzitia v mikrobiolégii rozozndvame niekolko
typov mikroskopov:
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Obr. 1.11.1. MozZnosti pozorovania objektu (upravené podla: jointlab.
upol.cz).

. Binokuldrny mikroskop.

. Svetelny (opticky) mikroskop.
. Konfokdlny mikroskop.
Fazovo kontrastny mikroskop.
. Mikroskop s tmavym polom.
. Fluorescen¢ny mikroskop.

. Elektrénovy mikroskop.

1. Binokuldrny mikroskop je najzdkladnej$im typom mikro-
skopu, ktory pozostdva z objektivu, tvoreného niekolkymi $o-
Sovkami, ktoré zaostruju vzorku podsvietentd zdrojom svetla.
Jeho pracovnd vzdialenost je od 3 cm do 20 cm a jeho rozliso-
vacia schopnost je cca 200 nm. Modernejs$im optickym mikro-
skopom je tzv. trinokuldrny mikroskop, ktory je variantom bi-
nokuldrneho mikroskopu, pricom tretia optickd cast sliZi na
pripojenie kamery.

2. Svetelny (opticky) mikroskop je zdkladnym a historicky
najstar$im typom mikroskopu. Zdkladnou technikou mikrosko-
pického vySetrenia je pozorovanie prepardtu v prechddzajicom
viditel'nom svetle pomocou $tandardne vybaveného svetelného
mikroskopu. Technika dovoluje hodnotit tak nativne, ako aj
farbené preparaty. Vysledné zvacsenie mikroskopu dostaneme
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vyndsobenim zvdcé$enia objektivu a okuldra. Opticky mikroskop
zvacsuje 100- az 3 000-nasobne. Jeho rozliSovacia schopnost
dovoluje zndzornit vac¢Sinu baktérii a pri niektorych velkych
baktéridch aj subceluldrne Strukttry. Je vyuZziteIny pri identifi-
kdcif mikroorganizmov (farbiace techniky, morfolégia htb, pa-
razitov), ale aj pri kvantitativnej analyze mikroorganizmov
(analyza poétu mikroorganizmov, fragmentov hub, vyvojovych
$tadif parazitov).

Opticky mikroskop tvoria tri ¢asti (obr. 1.11.2): mechanickad
Cast (stativ, nosi¢ tubusu, tubus, revolverovy meni¢ objektivov,
pracovny stolik, mikrometrickd skrutka, makrometrickd skrut-
ka), optickd cast (okuldry, objektivy) a osvetlovacie zariade-
nie (zrkadlo, kondenzor - irisové clona, objimka, stistava $oSo-
viek a lampa). Nov$ie modely mikroskopov umoziiuji aj
pripojenie na pocita¢ pomocou USB kéblu, vdaka ¢omu moZno
urobit fotografiu, alebo videozdznam z pozorovania.

Obraz v mikroskope pozorujeme okuldrom. Novsie mikro-
skopy sd vybavené tubusom pre dva okuldre (binokuldrny tu-
bus), takZe obraz pozorujeme sticasne oboma o¢ami. Pre malé
zvdCSenie sa vyuzivaju skor stereomikroskopy (preparac¢né
lupy), ktoré pozoruji obraz stereoskopicky sti¢asne dvoma sa-
mostatnymi optickymi systémami. Na presmerovanie svetla do
fotografického pristroja alebo kamery st urcené trinokuldrne
tubusy. Objektivy (obvykle 3) st uloZené v revolverovom me-
ni¢i. Sa zloZené zo systému SoSoviek. Kazdy z objektivov ma
iné zvdcsenie. RozlisSujeme suché (napr. 5x, 10X, 45x) a imerzné
(100x) objektivy. Medzi suchym objektivom a pozorovanym
prepardtom je vzduch. L€ svetla, ktory vystupuje z prepardtu
pod uhlom o sa na rozhrani medzi krycim sklickom a vzdu-
chom ldme, ¢im sa nem6Ze vyuZit pri tvorbe obrazu. La¢ svet-
la, ktory prechddza zo skla do imerzného prostredia nemeni
svoj smer a moOZe byt vyuZity pri tvorbe obrazu. Pri pouziti
imerzného objektivu je potrebné zvysit index lomu svetla
a dosiahnut homogénne optické prostredie medzi prepardtom
a ¢elnou $o$ovkou kondenzora, preto sa na krycie sklicko pre-
pardtu kvapkd imerzny olej (najcastejSie cédrovy olej), pripad-
ne kvapka vody, glycerolu a pod. Pri pozorovani prepardtu sa
potom objektiv do tejto kvapky opatrne ponori.

tubus

ahlir ! - hlavica
- 99

Hg ‘.._ \
- AV e
e r
revoherovy
Jrphint -
A

abjektn

solik = ramens mikroskopu

kondennor

makroskruts & mikroskrotka

= Oviadande stolika
bdrej svella

Obr. 1.11.2. ZloZenie svetelného mikroskopu (autorka obrazku
K. Schwarzova).

Na vytvorenie obrazu pouziva mikroskop najmenej dve $o-
Sovky alebo dva systémy SoSoviek. Prvd SoSovka, obratend
k objektivu, vytvdra skuto¢ny, zvidc¢Seny a prevrateny obraz.
Druhé SoSovka, obratend k okuldru sliZi ako lupa, ktorou sa

pozerdme na skuto¢ny obraz vytvoreny objektivom a tym si
obraz eSte zvdc¢Sujeme. Pri novsich typoch mikroskopov je
zdroj svetla integrovany do stativu. Kondenzor je umiestneny
hned pod stol¢ekom a sklada sa z viacerych $oSoviek. SliZi na
koncentraciu a reguldciu mnoZstva svetla do preparatu cez kru-
hovy otvor v stol¢eku. V kovovej obrticke pod kondenzorom je
umiestnend irisovd clona pre reguldciu mnoZstva svetla, zaro-
ven nesie mlie¢ne a farebné optické filtre. Po prestipeni cez
preparét 1a¢ svetla pokracuje do zvdc¢Sovacieho optického sys-
tému tvoreného objektivom a okuldrom. Casto sa zabuda, Ze
pokial sa nekvapne imerzny olej medzi kondenzor a podlozné
skli¢ko (tzv. kondenzorovd imerzia), nedd sa vyuzit plne rozli-
$ovacia schopnost imerzného objektivu.

Pomocou svetelného mikroskopu méZeme preparat analyzo-
vat vo svetelnom poli, vo fdzovom kontraste a s pouzitim dife-
rencidlnej interferencnej mikroskopie. RozliSovacia schopnost
svetelného mikroskopu je obmedzend dlZzkou svetelnej viny
a preto mozno pozorovat Castice len do velkosti 0,2 pm.

Vyznamnou pomdckou v medicine (napr. v mikrochirurgif)
moZe byt aj $pecidlny svetelny mikroskop - stereomikroskop,
v ktorom je pre obe oci zabezpecend samostatnd drdha lica,
¢im vznikd priestorovy obrazovy dojem (3D rozmer). Stereo-
mikroskop (binokuldrna lupa) zvycajne dosahuje asi 100-na-
sobné zvicSenie a velkd hlbku ostrosti.

3. Konfokdlny mikroskop je typ svetelného mikroskopu
s vy$Sou rozlisovacou schopnostou. Pozostava z fluorescenéné-
ho mikroskopu, z niekolkych zdrojov laserovych li¢ov, skeno-
vacej hlavy s optickym a elektronickym prisluSenstvom, poci-
ta¢om a monitorom na zobrazovanie a softvérom na ziskavanie,
spracovanie a analyzu snimok. Zdrojom svetla je laser (ultrafia-
lové, infracervené alebo viditeIné spektrum), ktory cez bodovi
(konfokdlnu) clonu a objektiv osvetluje prepardt. Mikroskop
dokéze zobrazit obraz aj po vrstvich (snima sériu optickych
rezov) a vytvorit tak trojrozmerny obraz skimaného objektu,
¢o umoZiuje pozorovat aj Strukttry ponorené v hlbke. Konfo-
kalnou mikroskopiou sa ziskava rozliSenie a kontrast vyssi ako
u ostatnych typov svetelnej mikroskopie. Obraz sa spracuje
elektronicky pomocou zabudovaného pocitaca. Je vyuzivany
pri Stidiu priestorovych Struktir buniek (nmapr. cytoskeletu),
vyuZiva sa tieZ v cytoldgii a cytogenetike, ale aj v dermatoldgii.
V praxi sa vyuZziva laserovy konfokalny mikroskop so skenova-
cim zariadenim a konfokdlny mikroskop s rotujtcim diskom.

4. Fazovo Kkontrastny mikroskop sliZi na pozorovanie Zi-
vych buniek v nativhom preparéte. Princip spociva v nerovna-
kej priepustnosti a ldmavosti svetelnych lic¢ov, prichddzajicich
cez nezafarbené $truktiry Zivych mikroskopickych objektov.
Metdda fadzového kontrastu vyZaduje mikroskop vybaveny $pe-
cidlnym kondenzorom a objektivmi. Dovoluje rozli$it struktiry
s odlisnou optickou hustotou, ktoré rdézne postvaji fazu pre-
chddzajuiceho svetla. Vyslednym vnemom je kontrastny farebny
obraz v zornom poli. Zmena fazy svetla, ktord nastdva pri prie-
chode objektom nie je zrakom priamo viditelnd. Ak teda objekt
nemd detaily, ktoré sa lisia kontrastom, je pre zrak pozorovate-
la priehfadny, ¢iry. Metéda je vhodnd najmd na $tidium fyzio-
logickych vlastnosti mikroorganizmov pri pouZiti nativneho
prepardtu, ale umoZiuje sledovat aj detaily bunkovych $truk-
tar.

5. Mikroskop s tmavym pofom. Tento typ mikroskopovania
sa vyuziva na zobrazenie skimaného objektu bo¢nym osvetle-
nim. Pri tomto postupe sa pomocou paraboloidného kondenzo-
ra centralne lice vyradia z osvetlovania prepardtu a osvetfujtce
boc¢né lice prechddzaji mimo objektivu (zorné pole je tmavé).
Bocné osvetlenie sa dosiahne velkym vychylenim zrkadla, ale-
bo irisovej clony kondenzora z centrdlnej polohy. Na dokonalé
osvetlenie v tmavom poli sa pouZivaju $pecidlne zrkadlové kon-
denzory. KedZe povrch pritomnych mikroorganizmov ldme
a odrdZa bo¢né lice do objektivu, konttiry mikroorganizmov sa
zobrazia ako kontrastné svetlé Strukttry v tmavom poli (Ziaria-
ce body). Pre suché objektivy staci zastriet vystupnd $oSovku
kondenzoru clonou pre tmavé pole. V tmavom poli sa pozoru-
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ja malé objekty, ktoré nemozno rozlisit v svetelnom poli, ob-
jekty s malym indexom lomu vzhlfadom na vodu, alebo objek-
ty, ktoré sa nedaju farbit. M6Zu sa pozorovat baktérie, ktorych
rozmer je mensi ako 0,1 ym a preto unikaji pozornosti v pre-
chddzajicom svetle a nemozno ich rozlisit v svetelnom poli
(napr. spirochéty - treponémy, borélie, leptospiry). T4dto meto-
dika sa vyuZiva aj pri diagnostike mykéz a pri dokaze parazitov.

6. Fluorescen¢ny mikroskop. Principom fluorescencnej
mikroskopie je schopnost niektorych ldtok absorbovat po ozia-
reni svetlo urcitej vinovej d‘IZky a nésledne vyZarovat (emito-
vat) svetlo dlhsej vinovej dlzky. Od optického mikroskopu sa
fluorescen¢ny mikroskop 1i$1 tym, Ze je doplneny o velmi silny
zdroj svetla (obvykle UV lampa) a md dva filtre. Excita¢ny fil-
ter prepusta svetlo, potrebné k excitdcii farbiva. Bariérovy
(emisny) filter preptsta fluorescen¢né (emitované) svetlo, ¢im
vzniké ¢ierne pozadie obrazu. Pri mikroskopovani sa pouZivaji
$pecidlne fluorescen¢né farbivd (fluoroféry alebo aj florochré-
my). Fluoroféry st chemické zlticeniny s charakteristickym ex-
citaénym a emisnym pdsmom, ovplyviiujicim intenzitu floures-
cencie. Excita¢né a emisné Ziarenie danej latky sa lisi vinovymi
dlzkami (emisné Ziarenie m4 dlhsiu vlnovd dizku ako excitaé-
né) a tym sa liSia aj zafarbenim (napr. ak je fluorofér GFP -
Green fluorescent protein oZiareny svetelnym li¢om z modrej
az UV oblasti s maximom pri 395 nm, fluoreskuje jasne zelenou
farbou s maximom pri 509 nm). Fluoroféry sa rozdeluja na
vlastné (vnutorné) a nevlastné (vonkajsie). Vlastné fluoroféry
zodpovedaju za prirodzent autofluorescenciu vzorky, kedy
sama vzorka obsahuje urcité farbivd a vykazuje aj istd mieru
fluorescencie. Zdrojom takejto autofluorescencie su proteiny
s aromatickymi aminokyselinami tryptofdnom, tyrosinom a fe-
nylalaninom (tab. 1.11.2). Autofluorescenciu vykazuju aj chlo-
foryl, hemoglobin, cytochrémy, vitamin A, alebo redukované
formy NADH a NADPH. Vacsina fluorochrémov v prirode ma
siroky rozsah vlnovych dlZok excitaéného a emisného Ziarenia.
Pre biologicky vyzkum sa vyuZivaju aj tzv. nevlastné fluo-
rochrémy, ktoré maji definované excita¢né a emisné hodnoty
a st umelo priddvané do Studovaného systému. Takéto nevlast-
né fluorochrémy sa v sledovanom systéme naviaZu na cielové
struktiry kovalentne (ako fluorescen¢né znacky) alebo nekova-
lentne (ako fluorescen¢né sondy) (tab. 1.11.3, 1.11.4).

Tab. 1.11.2. Hlavné fluoroféry proteinov (upravené podla Fisar, 2003).

Fluoroféry A, ™ (nm) |PouZitie

Tryptofan (Try) 295 -353 stadium Struktiry

a interakcie proteinov
Tyrozin (Tyr) 275 -304
Fenylalanin (Phe) 260 - 282 na celkovej fluorescencii

bielkovin sa nepodiela

Tab. 1.11.3. Priklady fluorescené¢nych sond (upravené podla Fisar,
2003).

Fluorofér A ™ (nm) | PouZitie

Akridinova oranzovéa 500 - 526 Vizualizdcia RNA/DNA;

(DNA) prietokova cytometria

Akridinova oranzova 460 - 650

(RNA)

Etidium bromid 518 - 605 Farbenie odumretych
buniek, detekcia DNA;
elektroforéza; prietokovd
cytometria

Propidium jodid 535 -617 Farbenie odumretych
buniek; prietokova
cytometria

DAPI (4‘,6-diamidino- 358 - 461 Farbenie bunkovych jadier;

2-fenylindol mikroskopia

dihydrochloride)

Fluorescein diacetét 490 - 513 Meranie Zivotnosti buniek

(FDA)

Fluoroféry sa $pecificky viazu len na urc¢ité molekuly v bun-
ke a umoznuju ich vizualizdciu. Takto moZno zobrazit bunko-
vé jadrd, DNA chromozémy, jadierka, cytoskelet a jeho zlozky,
sledovat biochemické deje, alebo diagnostikovat a lokalizovat
poskodenia buniek, tkaniv, orgdnov. Fluorescen¢né farbivd,
schopné vykazovat fluorescenciu sa pouzivaja velmi casto pri
vitdlnom farbeni, kedZe nizke koncentracie farbiv Zivym bun-
kdm neskodia. Pre biologicky vyskum sa vyuZzivaju komerc¢ne
dostupné fluorofdry, ktoré se viazu na prislusné struktary bun-
ky (napr. farbivo etidium bromid na molekulu DNA) alebo st
konjugované s urcitou molekulou, ktord ma schopnost naviazat
sa na sledovand Struktdru (napr. protilatky).

Nevlastnymi fluoroférmi sd aj fluorescenéné znacky (tab.
1.11.4), ktoré sa kovalentnou vdzbou viazi na biomolekuly
(proteiny, peptidy, ligandy, oligonukleotidy). Vd¢Sinou sa pou-
Zivaji na fluorescen¢éné znacenie proteinov s aplikdciou v imu-
noldgif, histochémii, chromatografii a pod.

Tab. 1.11.4. Vyznamné fluorescen¢né znacky (upravené podla Fisar,
2003).

Fluorofér A, ™ (nm) | PouZitie

Fluoresceinizothiokynét (FITC) 492 - 525 |Imuno-
fluorescencia

Tetrametylrhodaminizothiokyanét 535-580

(TRITC)

Eosin 524 - 544 | Fosforescenéné

(27,47,57,7 tetrabromofluorescein) sondy

Erythrosin 530 - 555

(27,47,57,7 -tetrajodofluorescein)

Prepardt, ofarbeny prislusnym fluoroférom Zziari (fluoresku-
je) na tmavom pozadi podla druhu pouzitého fluorescen¢ného
farbiva na zeleno, Zlto alebo Cerveno. V oblasti klinickej mikro-
bioldgie sluzi tito technika na identifikdciu roznych bakteridl-
nych rodov (napr. Lactobacillus, Chlamydia, Mycoplasma), hib
(napr. Microsporum, Trichophyton) a virusov (adenovirusy, her-
pes virusy). Princip fluorescencie sa méze kombinovat pri do-
kaze antigénov alebo protildtok (imunofluorescencia), priCom
vizualizdcia vzniknutého imunokomplexu sa robi pomocou
protildtok znacenych fluorescenénymi farbivami, napr. FITC
(fluorescein isotiokyanét). Technika je zndma v dvoch modifi-
kacidch, ako priama a nepriama imunofluorescencia. Priama
imunofluorescencia (priama IFA) sa pouZiva na detekciu anti-
génov (elementarne telieska Chlamydia trachomatis v epitelidl-
nych bunkdch pohlavnych orgdnov, Treponema pallidum
z miesta ulcusu alebo mukokutdnnej 1ézie, na identifikdciu taz-
ko kultivovatelnych alebo nekultivovatelnych mikroorganiz-
mov v tkanivach (Borrelia burgdorferi, Legionella pneumophila,
Leptospira sp., B. pertussis, virusy HSV, CMV, RSV, VZV). Me-
téda nepriamej imunofluorescencie (nepriama IFA) sa vyuziva
na dokaz protildtok pritomnych v analyzovanych vzorkach (sé-
rum pacienta) proti antigénu, fixovanému najcastejsie na pod-
lozné skli¢ka (napr. Treponema pallidum - FTA ABS - fluores-
centny absorbény test). Tieto metédy sa uplatiiuji aj pri
diagnostike virusov (Variola, EBV, arenavirusy a pod).

7. Elektréonovy mikroskop (EM). Na rozdiel od svetelného
mikroskopu (obr. 1.11.3, tab. 1.11.5) vyuziva elektrénovy mik-
roskop na vytvorenie zvd¢$eného obrazu prud elektrénov, po-
dobny Ziareniu s velmi malou vlnovou di?kou. Skiimany pred-
met mozno zvacsit az 250000-krdt, zvdcSenie Spickovych
mikroskopov dosahuje az niekolkondsobne vy$sie hodnoty.
Tym moZno pozorovat podrobnejsie detaily na povrchu alebo
vnuatornd Strukttdru vzorky a to vo velkom rozliSeni. Zvaéseny
obraz sa elektromagnetmi usmerrtiuje na fluorescen¢né tienidlo
obrazovky, pripadne na fotografickd platiiu. Obraz vznika pre-
chodom elektrénov danou vzorkou, pripadne jej odtlackom
v podobe tenkej blany (transmisnd mikroskopia, TEM), alebo
odrazom elektrénov od jej povrchu (odrazovd mikroskopia,
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SEM). Elektrénové mikroskopy pouZzivaji na ovlddanie drdhy
elektrénov elektromagnetické a elektrostatické SoSovky. Ci}n
rychlejsie sa elektrony pohybujt, tym kratsia je ich vinova dlz-
ka. Rozli$ovacia schopnost mikroskopu priamo stvisi s vino-
vou dlZkou oZarovania, ktoré sa pouZiva na vytvorenie obrazu.
Rozlisenie mikroskopu sa zvysSuje, ak sa zvysi urychlovacie
napdtie elektrénového lica (uvedené je v kilovoltoch - kV). Li¢
elektronov moze objektom prechddzat (napr. pri ultratenkom
reze baktérie), alebo sa od objektu (napr. celd baktéria) odraza.

Tymto mikroskopom (obr. 1.11.3) moZno zhodnotif morfol6-
giu baktéri{ (rozmery, $truktdra, bic¢iky), virusov a subcelular-
nych Struktur, nedaji sa vSak pozorovat procesy v Zivych bun-
kdch. Na rozdiel od prepardtov pouzivanych pri svetelnej
mikroskopii (podlozné a krycie skli¢cko, pozorovny objekt)
musi byt vzorka, sledovand v elektrénovom mikroskope umiest-
nend na sietkach, vyrobenych z platiny, palddia, niklu, zlata
alebo medi. Velkost sietok byva 2,3 mm a 3,0 mm a maji roz-
ny pocet ok.

Obr. 1.11.3. Porovnanie svetelného a elektrénového mikroskopu
(prevzaté Bobdk a Hordk, 1986). Legenda: 1- katéda, 2- prvy
kondenzdtor, 3 - druhy kondenzdtor, 4 - kondenzorovd clona,

S - prepardt, 6 - objektiv, 7 - objektivovd clona, 8 - pomocny projektor,
9 - hlavny projektor, 10 - binokuldrna lupa, 11 - tienidlo, 12 - kdbel,
13 - dyza, 14 - andda, 15 - fotokomora.

Medzi zdkladné kritérid pri priprave prepardtov pre elektré-
novt mikroskopiu patri spradvna fixdcia biologického materidlu.
Medzi zdkladné Cinidld patria: 1 - 2% oxid osmicely (0sO,),
ktory preparét nielen fixuje, ale zvySuje aj kontrast pozorova-
nych Struktir; manganistan draselny (KMnO,), pouZivany na
$tddium membrédnovych Struktdr bunky; glutaraldehyd, ktory
je na fixdciu bielkovin vhodnejsi ako formaldehyd a akroleino-
vé fixacné roztoky. Tieto roztoky si pouZivané na zachovanie
jemnych Struktdr bunky principom “dvojitej fixdcie”. Najbez-
nejsia zmes dvojitej fixdcie je glutaraldehyd a oxid osmicely.

Podla toho, ¢i md biologicky objekt afinitu ku kontrastnej
latke rozlisuju sa dva druhy kontrastovania (farbenia) preparéa-
tu:

1. Pozitivne kontrastovanie - pri tomto postupe ostdva tma-
vy objekt na svetlom pozadi. Soli urdnu, wolfrdmu a olova sa
oznacuju ako ,elektrénové farbivd“ (pouzivaji sa aj v kombi-
nécidch ako dvojité kontrastovanie, napr. uranylacetét s citra-

nom olovnatym) a viaZu sa na ur¢ité Struktiry v bunke. Naj-
CastejSie sa pouZzivaju uranylacetat, hydroxid olovnaty, citran
olovanty, alebo manganistan draselny.

Tab. 1.11.5. Zdkladné rozdiely medzi svetelnym a elektronovym
mikroskopom (upravené podla Bobdk a Hordk, 1986).

Casti pristroja

Svetelny mikroskop

Elektrénovy mikroskop

Zdroj osvetlenia

Svetelné luce, elektrické
svetlo

Luc¢ elektrénov
vychddzajtci zo Zeravého
vldkna katédy

Ovlddanie Abbého kondenzor Magnetickd SoSovka
osvetlenia (ststreduje a nasmeruje | kondenzora

svetlo zo zdroja

pomocou viacerych

$oSoviek na pozorovany

objekt)
Skimany Na podloZnom 2 mm Na jemnej kolddiovej,
predmet je hrubom sklicku cca 100 nm hrubej blanke
umiestneny

Systém, ktory
vytvdra obraz

Sustava sklennych
SoSoviek - objektivov

Magnetickd Sosovka
objektivu

prechéddzaja
lice

Dalsie Sklennd $osovka - Magneticka $oSovka
zvacésenie okular projektoru
Prostredie, Vzduch a sklo Vysoké vakuum
ktorym cca 5.10° mm Hg

Pozorovanie

Obraz sa pozoruje

Obraz je viditeIny po

obrazu zrakom cez okular dopade elektrénov na
fluoreskujtce tienidlo

Zaostrenie Pohyb objektivom pri Zmenou intenzity

obrazu: sic¢asnom pozorovani | na magnetickd

ostrosti Sosovku (objektiv)

magnetizujiceho pridu
(¢im sa meni ohniskové
dlZzka za sti¢asného
pozorovania obrazu na
tienidle)

Rozlisovacia Teoretickd a praktickd | Teoretickd hranica je

schopnost: hranica je 200 nm 0,05 nm, praktickd

hranica pod 1 nm

2. Negativne kontrastovanie - objekt ostdva svetly na tma-
vom pozadi. Negativne kontrastovanie sa pouZiva hlavne v mo-
lekuldrnej biol6gii, mikrobiol6gii, virolégii a pod. Vdaka tymto
postupom sa ziskavaji cenné informécie napr. o molekuldrnej
struktire izolovanych ribozémov, mitochondridch, plastidoch
a pod. Medzi najviac pouZzivané negativne farbivo patri kyselina
fosfowolfrdmové (PTA), alebo molybdenan aménny (AM).

V sticasnosti sa pouzivaji dva zdkladné typy elektrénovych
mikroskopov: transmisny a rastrovaci (skenovaci). Urychlené
elektrény, ktoré sa po rozptyle preziaruju cez prepardt, su vy-
uzivané pri tvorbe obrazu v transmisnom (preZiarovacom) elek-
trénovom mikroskope (TEM). Tento typ mikroskopu je vybave-
ny optikou, ktord pokryva Siroky rozsah zvacé$enia (4 500- az
500 000-krat). Takéto zvacSenie sa dosahuje zaradenim viace-
rych Sosoviek a zmenou ich ohniskovej vzdialenosti (tym sa
men{ aj zvdc¢Senie). TEM sa pouZzivd na analyzu velmi tenkych
rezov tkaniv, s hribkou asi 100 nm a to pri vysokom zvic$eni
a s velkou rozlisovacou schopnostou. V pripade sledovania bio-
logickych vzoriek sa dosahuje rozliSovacia schopnost asi
0,3 - 0,25 nm. Biologické vzorky st vsak mdlo kontrastné, ke-
dZe st zlozené z prvkov (C, O, H, N) s malou atémovou hmot-
nostou a nedaju sa v elektrénovom mikroskope rozoznat. Preto
je kontrast vzorky moZné zvysit napr. pomocou zltdcenin taz-
kych kovov (elektrénové farbivd), ktoré umoznia zvysit rozptyl
primdrnych elektrénov. Na farbenie prepardtov sa zvycajne vy-
uzivaju tazké kovové soli (zliceniny molybdénu, urdnu alebo
volfrdmu). Velkost prepardtu je dand rozmerom kovovych (vic-
§inou medenych) siefok s priemerom asi 3 mm s otvormi, na
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ktoré sa vzorky nandsaji. Praktickym vystupom z TEM je digi-
talny zdznam pozorovaného materidlu pomocou webkamier.

granuly «——

Obr. 1.11.4. Morfologické formy borélie (cysty, granuly, mechuriky),
st metabolicky neaktivne v désledku zlych Zivotnych podmienok
(elektrénova mikroskopia, x 2500; autorka fotografie K. Schwarzovd).

Podstatou tvorby obrazu v rastrovacom elektrénovom
mikroskope (SEM) je jav, kedy elektrény, ktoré dopadaji na
povrch prepardtu uvoltiujui sekundarne elektrény, ktoré vyrdza-
ja z povrchu prepardtu. SEM sa svojou konstrukciou podobéd

transmisnému elektrénovému mikroskopu. Zdrojom urychle-
nych elektrénov je dyza. Zvacsenie mikroskopu je zaloZené na
principe, Ze sa zobrazuje malé plocha vzorky na velkej ploche
obrazovky (detekcia odrazenych sekunddrnych elektrénov
z preparatu). Obraz ziskany SEM sa vyznacuje velkou hibkou
ostrosti. SEM umoZiiuje pozorovat povrchové detaily buniek,
ako aj ich ultrastruktiru. Rastrovacie elektrénové mikroskopy
maju rozliSovaciu schopnost asi 10-20 nm a vzorku mozu zvac-
Sit asi 20- aZ 50 000-krat. VysuSené biologické prepardty vsak
nie st vhodné na pozorovanie v SEM, ked'Ze su slabo vodivé
a dochadzalo by k deformacii a strate ostrosti obrazu. Preto sa
prepardt pokryva tenkou vrstvickou vodivého materidlu (najcas-
tejsie je to kov), ¢im sa zaisti ochrana prepardtu pred tepelnym
poskodenim a zvys$i sa denzita prepardtu. Principom imuno-
sorbentnej elektrénovej mikroskopie (ISEM) je selektivne za-
chytenie buniek mikroorganizmov na elektrénové mikroskopic-
ké sietky, ktoré sui obalené S$pecifickou (monoklondlnou)
protildtkou. ISEM je spolahlivy, citlivy podobne ako ELISA test
a vysledky ziskané touto mikroskopiou sa ¢asto daju ziskaf
v priebehu jednej alebo dvoch hodin. Tento postup vsak vyZa-
duje elektréonovy mikroskop a preto nie je vhodny na bezné
rutinné testovanie.

Elektrénova mikroskopia vyZaduje $pecidlnu a ¢asovo ndroc-
nu pripravu vzorky (ultra tenké rezy, nandsanie na sietky), pre-
to sa v rutinnej klinickej bakteriologickej diagnostike v stcas-
nosti beZne nepouZiva.
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1. Bobdk M., Hordk J.: Elektréonovd mikroskopia. Bratislava: UK,
1986, 99 s.
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Schwarzova K.

Identifikdcia a taxonomické rozdelenie mikroorganizmov su
v medicine a biotechnoldgii, ako aj pre zdkladny vyskum, kId-
¢ové. Napriek metédam modernej molekuldrnej identifikdcie
mikroorganizmov vyuZivame v dne$nej dobe aj niektoré jedno-
duché morfologické a biochemické analyzy, pomocou ktorych
vieme odlisit $pecifické typy baktérii, niektoré ich faktory pa-
togenity, ale aj jednobunkové eukaryotické organizmy.

Pre identifikdciu medicinsky vyznamnych baktérii v Kklinic-
kej mikrobioldgii sa pouziva mikroskopicky preparat. Ako mik-
roskopicky preparat ozna¢ujeme dostato¢ne tenky objekt, ktory
je umiestneny na podloZnom skle, spravidla prikryty krycim
sklom a je dobre pozorovatelny v mikroskope.

Zakladny prinos k farbeniu prepardtov priniesli vyskumy
R. Kocha. Vyvinul mnoZstvo postupov na kultivdciu baktérif,
fixdciu mikroorganizmov anilinovymi farbivami a fotografova-
nie mikroskopickych prepardtov. Ako prvy tiez zaviedol dezin-
fekciu. Svojimi objavmi vyznamne prispel k rozvoju sérolégie,
imunolégie a mikrobiologickej diagnostiky. Zkladny postup
farbenia baktérii, pouzivany dodnes, opisal r. 1884 Ch. Z. Gram.

V mikrobiolégii sa pouZivaji docasné (nefixované) a trvalé
preparaty (tab. 1.12.1).

Tab. 1.12.1. Nefixované (docCasné) a fixované (trvalé) preparaty.

Nefixované preparaty Fixované preparaty

Nativny preparat - morfologické
znaky a pohyb

Gramovo farbenie - pouziva
sa na rozlisenie baktérif na
grampozitivne, gramnegativne
a gramlabilné, urc¢uje sa aj rad
fyziologickych a chemickych
vlastnosti

Visiaca kvapka - $pecifikdcia
pohybu (aktivny, brownov -
neusporiadany chaoticky)

Farbenie spor - spory st
rezistentné voci fyzikalno-
chemickym vplyvom, fixuju
sa teplom a koncentrovanymi
farbivami

Acidorezistentné farbenie -
pouziva sa hlavne na farbenie
mykobaktérii

Vitdlny preparét - sleduje sa tvar
bunky, zoskupenie, pouzivaji
sa netoxické neriedené farbiva
1:1, rozpustné vo vode, napr.
neutrdlna ¢ervend, metylénova
modrd, Janusovd zelend

Skli¢kovy prepardt - vyuziva
sa na pozorovanie rastu
a rozmnozovania buniek

Farbenie ptzdier

Negativne sfarbeny preparat - Farbenie podla Burriho, farbenie

pozoruje sa nezafarbend bunka
alebo jej casti (bakteridlny sliz,
puzdrd) v kontraste s farebnym

kongocerveriou, Standardné
farbenie - hematoxylin a eozin,
Giemsovo farbenie

prostredim (tus$, kongo Cerveri)

1.12.1 Docasné preparat

Zhotovujt sa v pomerne krdtkom ¢ase, preskiimaji sa, opisu
a potom sa zruSia. Vhodnym prostredim, do ktorého je sledo-
vany objekt vkladany, je najmd voda, glycerol, roztok farbiv.
Pokial' je docasny preparét pripraveny ndterom tekutej vzorky
na podloZzné sklo, oznacuje sa ako rozterovy. Rozmackanim
skiimaného objektu sa pripravuje roztlakovy preparat, pricom
rozter byva do stratena a podloZné sklo musi byt starostlivo

FARBENIA A PREPARACNE TECHNIKY V KLINICKEJ

odmastené (v etanole). Ako rozterové sklo mozno pouZzit pod-
lozné alebo krycie sklicko.

1.12.2 Trvalé preparat

Pripravuju sa tak, aby ich bolo moZné opakovane pouZivat
aj niekol'ko rokov a modzu sa tiez archivovat. Obsahuji biolo-
gicky materidl, ktory je vhodnym sp6sobom fixovany (plame-
flom, etanolom, formaldehydom), farbeny (napr. metylénovou
modrou, metylénovou zelenou, eozinom) a sG uzavreté

do vhodného prostredia (napr. do kanadského balzamu). Kry-
cie sklicko je na trvalom prepardte pripevnené k podloZnému
sklu $pecidlnym tmelom. Prepardt musi byt opisany. Cely pro-
ces zhotovenia trvalého prepardtu ¢asto zahffia systém postu-
pov (napr. postupné odvodiiovanie, parafinovanie, zavodiova-
nie), ¢asto sa trvaly preparét zhotovuje aj niekolko dni.

1.12.3 Vyber a priprava
mikroskopického preparatu

Mikroskopicky prepardt sa pripravuje podla toho, ¢i ide
o biologicky materidl izolovany od pacienta, alebo o pripravend
¢istd kultdru, ale zdleZi aj na tom, aké vlastnosti mikroorganiz-
mu chceme zistit. Prepardt priamo zo vzorky poskytuje infor-
maécie aj o kvantite mikroskopickych elementov, umiestneni
baktérii (extraceluldrne, alebo intraceluldrne), pritomnosti bun-
kovych elementov (epitelidlne bunky, leukocyty), umoZiiuje po-
sudit kvalitu vzorky na bakteriologické vysetrenie, ¢i bol dodr-
zany spravny odber, alebo nedoslo ku kontamindécii vzorky pri
odbere (napr. spitum, mo¢, vyter z rany) a zdpalovd aktivitu
(zistenie pritomnosti, typu a mnoZstva leukocytov). Mikrosko-
pické pozorovanie mikroorganizmov umoZziiuje pozorovat tvar
a velkost buniek, usporiadanie buniek, pritomnost, sledovat
tvar, velkost a umiestnenie spér, pohyblivost baktérii (v nativ-
nom prepardte), zistit prislusnost baktérii podla Grama, pocet
mikroorganizmov (semikvantitativne pocitanie buniek + az
++++), prepardt informuje aj o acidorezistencii, pritomnosti
puzdra a i. (obr. 1.12.1, 1.12.2).

1.12.4 Nativny preparat

Pomocou neho mézeme pozorovat pohyb a delenie mikro-
organizmov, ktoré si v procese spracovania zachovdvaji svoju
virulenciu. V bakteriologickej diagnostike sa vyuZiva v mensej
prepardt mozno pozorovat v prechddzajicom svetle, v tmavom
poli alebo pod fdzovym kontrastom. Prepardty so Zivymi mik-
roorganizmami sliZia na pozorovanie pohybu mikroorganiz-
mov, meranie vel'kosti buniek, na sledovanie spér anaerébnych
baktérii, klicenie vytrusov hib, pucanie kvasiniek, pozorovanie
aktinomycét alebo pri sledovani obsahu buniek. Aktivny pohyb
moZeme napriklad sledovat u Escherichia coli, ktord vyuZziva
bi¢ik ako orgdn aktivneho pohybu. Prikladom nepohyblivého
mikroorganizmu je kvasinka Candida albicans, ktord nem4 bi-
¢ik ako orgdn pohybu a v mikroskope méZeme pozorovat len
pasivny pohyb mikroorganizmov (kvasinky st undSané pdso-
benim fyzikdlnych faktorov). Prepardty sa pripravuja v kvapke
sterilnej vody, pripadne iného fyziologického roztoku. Pre dlh-
Sie a suvislejsie pozorovanie niektorych vlastnosti mikroorga-
nizmov st vhodné vlhké komorky.
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Obr. 1.12.1. Tvar a usporiadanie mikroorganizmov (upravené podla: https://microbiologyinfo.com).
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Obr. 1.12.2. Velkost mikroorganizmov v porovnani s makroobjektami (upravené podla Tka¢ova a Lavicky, 2014).

V praxi sa Casto stretdvame s potrebou stanovenia koncen-  napr.aj v kryobiologif (testovanie tc¢inku nizkych tepldt na Zivé
tracie buniek (pocet buniek na dani objemovi jednotku, vd¢-  organizmy, orgdny a bunky).
$inou na 1 ml suspenzie). Jednym zo zdkladnych sledovanych Pre stanovenie po¢tu buniek mikroorganizmov pozorovanim
parametrov je stanovenie ich Zivotaschopnosti (viability), t.j. v mikroskope sa pouZivaju rdzne typy pocitacich komorok -
urCenie pomeru Zivych a mftvych buniek v populdcii. Testova-  tzv. Biirkerova alebo Thomova. Pre analyzu s vyuZitim tmavé-
nie Zivotaschopnosti je nevyhnutné pri urovani cytotoxického  ho pola sa vyuZiva Petroff - Hausserova pocitacia komorka
acéinku niektorych latok, pri praci s bunkovymi kultdrami, ale  (napr. na podcitanie buniek borélii). Princip metédy spociva



62

LEKARSKA MIKROBIOLOGIA

v priamom pocitani buniek v mikroskopickom preparéte, preto
sa oznacuje aj ako met6da mikroskopickd. Vdaka tejto met6de
sa ur¢i pocet zivych aj mftvych buniek v suspenzii, po zafar-
beni 0,01 % metylénovou modrou sa rozlisia zivé bunky (biele)
od mftvych buniek (modré). Pocitacia komorka je Specidlne
upravené podlozné sklicko s dvoma pocitacimi ploskami, ktoré
st oddelené zdrezom. Pocitacia ploska komorky je tvorend 9
velkymi $tvorcami (kaZdy o ploche 1 mm?), ktoré st rozdelené
do 16 mensich Stvorcov (s plochou 0,04 mm?). V kazdej poci-
tacej ploske je mikromriezka s presne definovanym rozmerom
a na jej dne st vyznacené rézne velké Stvorce. Pod mikrosko-
pom mozno pocitat, kolko buniek je v kazdom S$tvorci a podla
rozmerov $tvorcov a hibky komérky moZno prepoéitat podet
buniek na ich celkovi koncentrdciu. V mikrobiolégii sa c¢asto
stretdvame s jednotkou CFU (z anglického colony-forming
unit), ktord sa pouZziva pri vyjadreni po¢tu mikroorganizmov vo
vzorke, v jednotkdch CFU/ml, alebo CFU/g.

1.12.5 Fixdcia preparatu

V mikrobioldgii sa CastejSie vyuZivaji farbené preparaty, na-
kolko pomocou nich moZno pozorovaf nielen tvar, velkost
a usporiadanie buniek, ale vdaka $pecidlnym farbivam aj puz-
dr4, bi¢iky, metachromatické zrnd, pripadne iné struktutry, sp6-
ry a pod. Pozndme niekolko typov mikroskopickych prepara-
tov: krvny néter, prepardt s epitelidlnymi bunkami, bioptickym
materidlom, zoskraby, vytery, odtlackové preparéty (tkanivo sa
pritla¢i o podloZné skli¢ko a pozoruji sa bunky, napr. tumoro-
vého tkaniva na cytoldgif) atd. Tkaniva sa po vyrezani uklada-
jui vo formaline, aby sa predislo rozkladu buniek a pred samot-
nou pracou sa odvodnia pomocou etanolu. VysuSené tkanivo
sa vlozi do Cistiacej latky a nakoniec sa zaleje do parafinu. Mus{
byt dostato¢ne tuhé, aby ho bolo mozné krdjat na pristroji zva-
nom mikrotém. Vzniknuté platky st priehladné a hrubé 4 az
10 pm, ¢o predstavuje priblizne jednu vrstvu buniek.

Priprava trvalého prepardtu sa zakladd na fixdcii a ndsled-
nom zafarbeni prepardtu (buniek). Fixdcia, ktord zastavi Zivot-
né funkcie v bunkdch, moze byt fyzikdlna a chemickd. Predo-
vSetkym pri nateroch a odtlackoch sa pouziva fyzikdlna fixacia,
kedy sa preparat susi pri laboratérnej teplote, alebo zahrieva
nad kahanom. Pri chemickej fixdcii sa uplatiiuji predovset-
kym tekuté fixativa, napr. metanol, etanol, formaldehyd, me-
tylalkohol, alebo zmes etylalkoholu s éterom. Preparat sa pri-
pravuje tak, Ze sa na podloZznom skli¢ku najprv nechd zaschnuf
kvapka vysSetrovanej kulttry. Prepardt sa potom opakovane fi-
xuje plameniom, alebo sa prelieva metylalkoholom, pripadne
zmesou etylalkoholu s éterom (punktdty, hnis, krv, atd.). Po
fixdcii sa prepardt zafarbi, pricom sa vyuziva afinita mikroorga-
nizmov k jednotlivym farbivdm. VyuZivaji sa neutrdlne farbivi,
ktorych zdsaditd zlozka farbi jadrd a kysld zlozka plazmu.
Moze sa pouzit jedno farbivo (farbenie orienta¢né - monochro-
matické), alebo dve a viac réznych farbiv (farbenie diagnostic-
ké - polychromatické). Kyslé farbiva baktérie nefarbia, ale po-
uzivaji sa na kontrastné dofarbovanie pozadia. Fixovany
a farbeny prepardt sa pozoruje v priamom prechddzajicom
svetle pomocou imerzie (imerzny olej).

1.12.6 Farbenie preparatov

Vyhodou farbeného preparétu je, Ze je stabilny, inaktivuje
vacésinu baktérii, zlep$uje ich farbitelnost a mozZe sa pouzit aj
pri hodnoten{ schopnosti mikroorganizmov prijimat farbivo
a odfarbovat sa (tink¢né vlastnosti). Vyznam farbenych prepa-
rdtov je v niektorych diagnostickych otdzkach zdsadny, napr.
pri diagnostike chlamydii (psitakdza, ornitéza), kedy pre vyslo-
venie diagnézy postacuje dokaz inklizii v bunkach. Farby po-
uzivané pri svetelnej mikroskopif su organické. Vaé¢sina z nich
bola objavend v polovici 18. storoc¢ia v odevnom priemysle a po-
mahali tak pri rozvoji zlatého veku mikroskopickej anatémie
v obdobi rokov 1860 - 1900. Princip farbenia je spolo¢ny, jed-

notlivé Struktiry v bunke sa li$ia svojim pH. Jeho hodnotu ur-

¢uju makromolekuly, ktoré ich tvoria, najéastejSie bielkoviny.

Pri spracovani vzorky sa farbivd viaZzu na makromolekuly opac-

nej polarity. Tato elektricka pritaZlivost je zdkladom farbiacej

schopnosti. PretoZe kazdd ¢ast buniek aj tkaniv vychytdva iné
farby, daja sa takto odli$it rdzne anatomické Struktiry (tab.

1.12.2). PodTla svojej afinity ku kyslému alebo zdsaditému pro-

strediu sa farbivd rozdeluji na acidofilné, napr. eozin, kongo

Cervenl a bazické, napr. metylénovd modrd, gencidnové violet,

safranin atd. PouZivaju sa aj neutrdlne farbivd, napr. azdrové

-eozin.

Farbenia, ktoré sa pouZivaju v mikrobioldgii st:

1. Monochromatické, orienta¢né farbenie, kedy sa pouZziva
jeden druh farbiva, vdaka ktorému moZno zndzornit morfo-
logické znaky mikroorganizmov.

2. Pri diagnostickom farbeni sa mikroorganizmy farbia zme-
sou roztokov, pomocou ktorych mozno rozpoznat niektoré
diagnosticky vyznamné vlastnosti mikroorganizmov. Farbe-
nia ako napr. Gramovo, acidorezistentné farbenie karbol-
fuchsinom, farbenie podla Giemsu napomdhdji baktérie
identifikovat.

3. Pri negativnom farbeni sa bunky nefixuji ani nefarbia, far-
bi sa v8ak ich okolie, napr. tuSom, alebo nigrosinom (mod-
ro¢ierne farbivo). Tento postup sa vyuZiva aj na presné me-
ranie velkosti buniek, ktoré nie st deformované fix4ciou
a farbenim.

Tab. 1.12.2. MoZnosti farbenia preparatov.

Orientacné | Negativne | Vitdlne Diferencia¢né | Diagnostické
farbenie farbenie |farbenie |farbenie farbenie
pozorovanie tvaru rozlisenie |vonkajsie identifikdcia
a velkosti zivych struktiry
a mftvych | (spory,
buniek membrany),
zltceniny vo
vnutri bunky
pouZiva sa | zafarbi iba | zafarbi farbenia podla: | farbenia
1 farbicka |pozadie, |iba mftve |Albertsa, podla:
pouZiva sa | bunky Gomoriho, Grama, Ziehl-
tus Papani- Neelsena,
colaouova Giemsa,
Burriho

1.12.6.1 ORIENTACNE‘ FARBENIE/

MONOCHROMATICKE
Jednd sa o metédu na rychle a jednoduché urcenie velkosti,

tvaru, poc¢tu a usporiadania buniek baktérii (obr. 1.12.3).

Obr. 1.12.3. Monochromatické farbenie S. pyogenes (foto Marek

Straka).
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Na zafarbenie zafixovanych baktérii sa aplikuje len jedno
farbivo (metylénovd modrd, krys$talova violet, fuksin, zriedeny
karbolfuchsin), preto ho oznac¢ujeme aj ako farbenie monochro-
matické. Tieto farbivd sa zhotovuji ¢i uz Cerstvo pripravené
vodné roztoky na priame pouzitie, alebo vo forme alkoholické-
ho zdsobného roztoku, ktory je potrebné riedit vodou pred kaz-
dym pouzitim. Vyslednd farba baktérii zdvisi od typu pouzitého
farbiva. Skvalitnit vysledky mozZno pouZzitim alkalickej metylé-
novej modrej, ktord zvyrazni poldrne farbenie bakteridlnych
buniek.VyuZiva sa najmd na dokaz Klostridii, Staphylococcus
aureus, Candida albicans a Escherichia coli a pod.

1.12.6.2 NEGATIVNE FARBENIE

MozZno pozorovat tvar a velkost buniek, pripadne vonkajsie
povrchové $truktiry - puzdrd. Samotné bunky sa zafarbia mo-
nochromaticky, puzdré ostdvaji nezafarbené. BliZSie pozri kap.
1.12.6.3 (farbenie podla Burriho).

Test vitality

Ak potrebujeme zistit okamZity stav populdcie sledovanych
buniek (rozlisit a spocitat Zivé a odumreté bunky), vyuZivame
metddu priameho pocitania buniek farbenim nativneho prepa-
ratu. K farbeniu sa vyuZivaju netoxické farbivd. Test je zaloZe-
ny na priepustnosti membrdny odumretych buniek vo¢i rozto-
ku metylénovej modrej. Zivé bunky sa prieniku farbiva ,brania“
svojimi kanélikmi v membrdne a neprepustaju ich, pripadne sa
ich snazia odbtrat. Pri Zivych bunkdch sa roztok odcéerpava
bunkovym membrdnovym systémom a neprenikd dovnitra
bunky. Bunky maju sfarbent len bunkovt stenu a vo svetelnom
mikroskope sa javia ako svetlomodré krizky s vyraznym okra-
jom. Mftve bunky majti naopak naru$eny membrdnovy systém,
roztok prenikd do bunkového obsahu a spdsobuje jeho tmavo-
modré sfarbenie. Takto mozno sledovat napr. pdsobenie zvyse-
nej teploty na preZivanie buniek a vitdlnym testom sledovaf
tbytok zivych buniek v uréitych c¢asovych intervaloch. Vyho-
dou je rychlost, nizka spotreba materidlu a moznost rozlisenia
pomeru Zivych a odumretych buniek. V praxi md test vitality
znaény vyznam pri kontrole Zivotaschopnosti mikroorganiz-
mov.

1.12.6.3 DIAGNOSTICKE FARBENIE

Farbenie umoziiuje rozpoznat niektoré diagnosticky vy-
znamné vlastnosti, napr. grampozitivita, acidorezistencia, pri-
tomnost puzdier alebo spér, atd. Zdkladnym diagnostickym far-
benim je farbenie podla Grama.

Farbenie podla Grama

Zaviedol ho r. 1884 Ddn Ch. Gram. Gramovo farbenie patr{
medzi zdkladné diagnostické farbenia v klinickej mikrobiolégii
(obr. 1.12.4). Farbitelnost podla Grama suvisi aj s dal$imi bak-
teridlnymi vlastnostami, napr. so zloZenim bakteridlnej steny,
s citlivostou na antibiotikd a je aj dolezitym taxonomickym kri-
tériom. Rozdelenie je zaloZené na chemickych a fyzikdlnych
vlastnostiach bunkovej steny baktérii. Bunkové steny grampo-
zitivnych (G+) baktérii maju ovela hrubs$iu vrstvu peptidogly-
kanu ako bunkové steny gramnegativnych (G-) baktérii. G- bun-
ky maji vo vonkaj$ej bunkovej stene aj mnozstvo lipidov. Pri
farbeni sa pouZivaju slabo alkalické roztoky bdzickych farbiv
(krystalickd violet, metylénovd modrd, gencidnova violet).

Princip metédy je v tom, Ze farbivo tvori v baktéridch
komplex s jédom. Pésobenim organického rozpustadla gram-
negativne baktérie tento komplex strdcaji a odfarbuji sa (ru-
Zovocervené). Podstata rozliSenia grampozitivnych a gramne-
gativnhych mikroorganizmov spoéiva v rychlosti odfarbovania
baktérii. Grampozitivne baktérie si komplex farbiva a jédu za-
chovévaja v cytoplazme a aj po tomto postupe zostdvaju sfar-
bené do modrofialova. Dévodom tohto javu je odlisnd stavba
bunkovej steny baktérii. Gramnegativne baktérie (napr. Neisse-
ria, Haemophilus influenzae, Bordetella pertussis, Legionella,
Brucella, Vibrio, Klebsiella, E. coli) maji v bunkovej stene viac

lipidov, ktoré sa rozpustaju v nepoldrnom rozpustadle (acetén,
etanol), ¢im sa komplex farbiva a jédu z buniek vyplavi. Gram-
pozitivne baktérie (napr. Staphylococcus, Streptococcus, Entero-
coccus, Corynebacterium, Clostridium, Listeria, Bacillus) majd
v bunkovej stene podstatne viac peptidoglykdnov a tvoria aj
pomerne hrub$iu vrstvu. Polysacharidy bunkovej steny su
v pritomnosti alkoholu faz$ie priepustné a komplex farbiva
a jédu sa z bunky nemdze vyplavit. Vdzba farbiva sa stabilizu-
je morenim alkalickym Lugolovym roztokom. Nakoniec sa pre-
parét dofarbuje komplemetdrnym (Cervenym) kontrastnym far-
bivom karbolfuchsinom (alebo safraninom).

Giram pazitivie kakierie Grmm negninme hakieris

Fixavia

=

sfr—

kryitdlova violet'

-

<m—

Lugoloy rorrok

=

—

alkohol

N
=

—

karholuchsin ‘
Obr. 1.12.4. Gramovo farbenie (schému podla www.bio.miami.edu
upravila K. Schwarzova).

Niektoré baktérie sa m6Zu po dlhodobej kultivacii, niekol'ko-
ndsobnom pasazovani buniek (vek kulttry), alebo po aplikacii
antibiotickej terapie zameranej na bunkovi stenu (L - formy)
zmenit z G+ na G-. Pocas rastu sa v bunkdch Bacillus, Clostri-
dium zniZuje hribka peptidoglykdnu a baktérie sa stdvaju
gramnegativne. Gramovo farbenie je takmer vzdy prvym kro-
kom k predbeZnej identifikdcii bakteridlnej bunky a cennym
diagnostickym ndstrojom v klinickej a vyskumnej oblasti. Nie
vSetky baktérie véak mozu byt touto technikou definitivne sys-
tematicky identifikované. Jednd sa o gramvariabilné (ruzové
a purpurové bunky) a gramneurcité baktérie. Gramneurcité
baktérie nereaguji na Gramovo farbenie a preto sa nemézu ur-
¢ovat ako grampozitivne alebo gramnegativne. Patri sem mno-
ho druhov rodu Mycobacterium, vritane M. tuberculosis
a M. leprae. Tieto baktérie maji v bunkovej stene vela
mastnych kyselin a voskov a preto sa podla Grama nefarbia.
V pripade tohoto rodu sa pouZiva farbenie baktérii podla
Ziehl-Neelsena.

Farbenie acidorezistentnych baktérii podla Ziehl-
Neelsena

Tento postup patri medzi najrozsirenejsie diagnostické far-
biace metédy. Metédu objavili a opisali bakteriolég F. Ziehl
a patoldg F. Neelsen. Je druhou najrozsirenejsou metédou diag-
nostického farbenia a tymto procesom sa farbia acidorezistent-
né mikroorganizmy (napr. mykobaktérie, nokardie, korynebak-
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térie, aktinomycéty, bakteridlne spéry a askospéry niektorych
kvasiniek aj vyvojové §tadid niektorych prvokov - Cryptospori-
dium, Isospora, Coccidia) (obr. 1.12.5).

Obr. 1.12.5. Bunky Mycobacterium tuberculosis farbené
podla Ziehl-Neelsena. Zdroj: https://en.wikipedia.org/wiki/
Ziehl %E2 %80 %93Neelsen_stain#/media/File:Mycobacterium_
tuberculosis_Ziehl-Neelsen_stain_02.jpg).

Jednd sa o jednu z najpouZzivanejs$ich met6d diagnostiky tu-
berkulézy (Kochov bacil, Mycobacterium tuberculosis). Podsta-
tou acidorezistencie je pritomnost voskov s velmi dlhymi tzv.
mykolovymi kyselinami v bunkovej stene prislu$nych baktérii.
Acidorezistentné baktérie charakterizuje mimoriadna odolnost
voci chemickym vplyvom prostredia (kyseliny, lihy, detergen-
ty). Na rozdiel od ostatnych baktérii sa farbia len za tepla a po-
mocou koncentrovanych farbiv. Bunkové stena acidorezistent-
nych baktérii se neodfarbuje kyslym alkoholom (96 % alkohol
s 3% HCI). Pred hodnotenim preparatu sa odfarbené mikroor-
ganizmy dofarbia kontrastnym farbivom (metylénovd modra
alebo malachitové zeler).

Giemsovo farbenie

Met6du vyvinul nemecky chemik G. Giemsa. Farbenie je za-
loZzené na absorpcii farbiva organickymi Struktirami, najéastej-
Sie sa pouZiva pre farbenie krvného néteru, fixovaného vagindl-
neho steru (MOP) (obr. 1.12.6).

Obr. 1.12.6. Giemsovo farbenie preparatu MOP V (foto M. Zaborskd).

PouZiva sa v protozoolégii pri cytologickych prepardtoch na
znézornenie prvokov, na farbenie chlamydii, mykoplaziem, spi-
rochét, ricketsii, parazitov, intraceluldrnych inkldzii, organel

a bunkovych $truktir v ofarbenom krvnom nétere, v tkanivich
a v odtlackovych prepardtoch. Rychlou modifikdciou sa dobre
zndzornuju intraceluldrne baktérie a ricketsie, pomald metdda
je vyhodnejsia pri farbeni spirochét, leptospir a chlamydii. Po
ofarbeni Giemsovym farbivom sa cytoplazma leukocytov a epi-
télif farbi modrofialovo, erytrocyty st ruZové a baktérie modro-
fialové. Jadrd buniek sa farbia ¢ervenofialovo. V modrofialovej
cytoplazme buniek sa pozoruji kontrastne sfarbené zhluky
baktérii.

Farbenie podla Burriho

Metddu vyvinul $vajciarsky bakteriolég R. Burri a slaZi na
negativne zndzornenie bakteridlnych puzdier (obr. 1.12.7). Puz-
drd (kapsuly) st vonkaj$ie ochranné vrstvy niektorych baktérif,
uplatiiuju sa aj ako faktory virulencie (napr. u klinicky vyznam-
nych baktérii: Bacillus anthracis, Neisseria meningitidis, Hae-
mophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae, Salmonella ty-
phi, Klebsiella pneumoniae, E. coli) a hub (Cryptococcus
neoformans, C. gattii), su tvorené predovsetkym z polysachari-
dov a proteinov, neprijimajt bezné farbivd a pri farbeni buniek
mikroorganizmovs sa nefarbia. Negativne zndzornenie je naj-
CastejSie pouzivanou jednoduchou a rychlou metédou, ktorou
mozZno dokdzat puzdrd. Pri Burriho metéde sa bakteridlna sus-
penzia, pripravend vo vode (nie vo fyziologickom roztoku!)
zmie$a s malym mnoZstvom tusu a zhotovi sa z nej ndter na
podloznom sklicku. Pozadie tenkého ndteru tym ziska tmavi
farbu. Ak sa potom bakteridlne bunky monochromaticky dofar-
bia, puzdra vysttpia na tmavom pozadi ako svetlé nezafarbené
dvorce okolo kontrastne sfarbenych buniek baktérii. Puzdra sa
takto dajd odlisit od bubliniek a artefaktov.

Obr. 1.12.7. Puzdrd K. pneumoniae (farbenie podla Burriho; foto M.
Straka).

Farbenie bakteridlnych spor podla Wirtz-Conklinovej

Synonymum je diagnostické farbenie podla Schaefferovej
a Fultona z r. 1930, ktori modifikovali metodiku bakteriol6gov
R. Wirtza a M.E. Conklinovej (okolo r. 1900), obr. 1.12.8.

Spory st kludové formy baktérii, mimoriadne rezistentné
voci fyzikdlno-chemickym vplyvom prostredia, s minimdlnym
metabolizmom. Tvoria sa v nepriaznivych podmienkach bu-
niek a ak sa podmienky zmenia, vykli¢ia ako nové vegetativne
bunky. Pri beZznom farben{ sa nefarbia a prijimaji farbivo len
pri farbeni koncentrovanymi farbivami a za tepla (napr. 5%
malachitova zeleri). Pokial sa zafarbia, dobre odoldvaji beznym
odfarbovacim metddam a zachovdvaju si farbivo. Pred pozoro-
vanim sa v prepardte musia odfarbené vegetativne bunky bak-
térii dofarbit kontrastnou farbou (napr. zriedeny karbolfuksin).
Pri hodnoteni prepardtu vidime intra- aj extraceluldrne sa na-
chddzajtce sp6ry (napr. Bacillus cereus), zafarbené na zeleno.
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Bunky baktérii sa farbia na ruzZovo, méZu obsahovat centrdlne
uloZend spdru, ktord nedeformuje bunku baktérie. UloZenie
spor a morfoldgia sporulujtcich baktérif je pri jednotlivych ro-
doch a druhoch charakteristicky odlisné (napr. Clostridium
spp., Bacillus spp.).

_arth

PAS

PAS (Perjodic acid Schiff) farbenie je zdkladnou metodikou
na dokaz polysacharidov. PouZiva sa aj ako jedna z farbiacich
metdd pri tvorbe histologickych prepardtov (obr. 1.12.10.)
a moOZe sa pouzit aj na dokaz onychomykéz. PAS farbi glykogén
a mukoproteiny v bunkovej stene hib. Vysledkom st purpuro-
vo Cervené substancie (glykogén, neutrdlne mukopolysacharidy
a mukoproteiny), na modro sa dofarbia jadrd buniek.

Obr. 1.12.10. Farbenie pecene na dokaz glykogénu (PAS, 200x,
foto P. Janega).

Obr. 1.12.8. Endospdry Bacillus cereus (autor fotografie M. Straka).

Dékaz metachromatickych graniil

Albertsova metéda (napr. u Corynebacterium diphteriae; obr.
1.12.9). Zéasobné latky (volutinové, metachromatické granuly)
maji okrem vyznamu v metabolizme baktérif aj diagnosticky
vyznam. Na dokaz tychto metachromatickych grantl, nazyva-
nych aj Ernst-Babesové granuly sa pouZiva farbenie podla Al-
berta, alebo podla Neissera. Tieto granuly sa v minulosti pokla-
dali za typické pre pdvodcu zaskrtu, ale nachddzaji sa aj
u inych korynebaktérii. Ndlez povodcu zdskrtu nie je casty,
preto sa toto farbenie pouziva len zriedka. Vysledkom farbenia
je, Ze farba granul je sytomodrd, teld baktérii st sfarbené na
zeleno.

- "’ f
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Obr. 1.12.9. Farbenie Corynebacterium diphteriae podla Albertsa
(zdroj: http://www.nios.ac.in/media/documents/dmlt/Microbiology/
Lesson-19.pdf ).
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Kultivdcia baktérii je priamou metédou mikrobiologickej
diagnostiky, ktord sa najcastejSie pouZiva na z4dchyt a rozmno-
Zenie baktérii, taktieZ kvasiniek a mikroskopickych vldknitych
hib. Spominané mikroorganizmy sa kultivujd na kultiva¢nych
podach. Na izol4ciu virusov a obligdtne intraceluldrnych bakté-
rif ako napr. Chlamydia spp., Rickettsia spp., ktoré sa izoluju
zriedkavejSie, sa pouZzivaji hlavne bunkové kultiry, menej
Casto kuracie embryd a ojedinele laboratérne zvieratd. Bakte-
ridlne druhy ako Mycobacterium leprae a Treponema pallidum
sa nedajui vykultivovat na kultiva¢nych podach.

1.13.1 Kultivacia virusov

V ramci virologickej diagnostiky je kultivacia virusov zla-
tym standardom, voci ktorému st porovndvané vsetky ostatné
diagnostické metdédy, vrdtane modernych molekuldrno-biolo-
gickych. Je vSak materidlovo, persondlne a ¢asovo narocnd, jej

KULTIVACIA MIKROORGANIZMOV

vysledky vadcsinou nie je k dispozicii v redlnom case tak, aby
pomohli v klinickej diagnostike a lie¢be konkrétneho pacienta,
zédroven je malo moznosti ju automatizovat. Preto boli v labo-
ratériach klinickej mikrobiolégie kultivaéné postupy vo virolé-
gii vytlacené inymi, rychlej$imi metédami. Kultivdcia virusov
a ich néslednd identifikdcia sa zvd¢$a vykondva v ndrodnych
referen¢nych centrdch a na $pecializovanych vyskumnych pra-
coviskach. Na izol4ciu, identifikdciu, rozmnoZenie, kvantifika-
ciu virusov, ale aj na sledovanie expresie virusovych génov, zis-
kavanie virusovych proteinov, sledovanie ovplyvnenia
signdlnych drdh v bunke virusmi a tc¢inkov antivirotickych 1l&-
tok sa nadalej pouzivaji bunkové kultdary. Tie sa pripravuji
zo zvieracich alebo Tudskych tkaniv a orgdnov. Delia sa na:
e primokultiry (bunky z embryi alebo orgdnov zdravych je-
dincov, napr. kuracie alebo morcacie embryonélne bunky
umoziuju len 1 - 2 pasdze virusu),

Zivy systém

Prejavy replikacie virusu

Diagnostické metddy identifikacie virusu

1. CPE ako napr:

- strata adherencie buniek k

podkladu
- inklazie
- syncycytia

Bunkové kultary

- vakuolizacia cytoplazmy

- zagulatenie buniek
- lyza buniek

2. fenomén interferencie

3. hemadsorbcia
4. hemaglutinacia

1. CPE prejavujuci sa
uzlikovitymi léziami na
Kuracie embryo

3. odumretie zarodku
4. hemaglutinacia
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- hemaglutinacno-inhibi¢ny test (HIT)
- virus neutralizac¢ny
test (VNT)
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Obr. 1.13.1. Kultivdcia virusov.
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* diploidné bunkové linie (diploidné bunky ziskané z pri-
mokulttr, ktoré sa dokdzali dobre adaptovat na in vitro kul-
tivdciu, napr. ludské diploidné bunky z embryondlnych plic
- LEP),

* stabilizované heteroploidné bunkové linie (transformova-
né bunky zo zdravého alebo nddorového tkaniva s atypic-
kym poc¢tom chromozémov, napr. HeLa, VERO, BHK-21).

Castejsie ako primarne bunky sa pouZivaju generdcie ¢istych
laboratérnych linii diploidnych buniek, ktoré mozZno pasidZovat
dostato¢ne dlht dobu, a to az 50 pasaZzi. Bunkové kulttury sa
pripravuji enzymatickou (natrdvenie trypsinom, kolagendzou
a pod.) alebo mechanickou disocidciou buniek zo zdravych Zi-
voc¢isnych ¢i Tudskych tkaniv, napr. buniek z opic¢ich obli-
¢iek, Tudskych embryondlnych obli¢iek, fudskych diploidnych
plicnych fibroblastov, koznych fibroblastov a z inych tkaniv.
Pre svoju prakticky neobmedzent schopnost pasdZovania nasli
v kultivacii virusov svoje univerzdlne uplatnenie aj stabilizova-
né heteroploidné linie, napr. Iudské nddorové HeLa bunky
(bunky ziskané z ludského karcinému kr¢ka maternice po in-
fekcii Tudskym papilomavirusom) so stratenou schopnostou
apoptdzy. Podobne dlhodobo pasdZovatelné su aj ludské lym-
foblastoidné bunky ziskané z periférnej krvi, ktoré boli imorta-
lizované in vitro virusom EBV a slizia ako modelové bunky pre
vyskum EBV infekcii a aj ako zdroj antigénov pre diagnostiku
EBV. Bunkové linie, ktoré st najcastejsSie pouZivané v ramci
viroldgie, st:
¢ RhMK, primdrne opicie bunky z obli¢iek druhu makak rhe-

sus (Macaca mulatta),

» primérne bunky z krdli¢ich oblic¢iek,

* MRC-5, diploidnd linia ludskej bunkovej kultiry zloZend
z fibroblastov odvodenych z fetdlneho pltcneho tkaniva,

* fibroblasty z muzskej predkozky (preptcia),

e Vero bunky, aneuploidnd (s abnormédlnym poc¢tom chromo-
z6mov) bunkova linia epitelidlnych buniek z oblic¢iek opic
druhu maciaka zeleného (Chlorocebus aethiops),

e HEp-2, ludské epitelidlne bunky odvodené z karcinému hr-
tana,

e A549, Tudské alveoldrne bazdlne epitelidlne bunky z plticne-
ho adenokarcinému,

e HEK 293, transformované Tudské embryondlne oblickové
bunky,

¢ HeLa bunky.

Volba vhodnej bunkovej kultiry je podmienkou tspe$ni
izoldciu stabilného kmeia virusu. Najvhodnejsie je vybraf typ
buniek z prirodzeného hostitela tohto virusu. Pri pasdZovani
virusu na nie optimalnej bunkovej kultire (podobne ako aj
pasdZovanie na nespecifickom hostitel'skom Zivoc¢isnom dru-
hu) moézZe ddjst k zmene vlastnosti virusu oproti divému
typu, napr. k strate jeho virulencie (atenuované kmene).

Niektoré skupiny virusov, napr. retrovirusy, nemozno kulti-
vovat v konven¢nych bunkovych liniach, nakolko tieto nemaji
prislu$né receptory pre naviazanie daného virusu. Preto sa po-
Zivaju transgénne bunkové linie, ktoré boli pomocou vektorov
geneticky manipulované tak, aby umoznili infekciu tohto virusu,
rovnako aj jeho Uplnu replikdciu. V pripade kultivacie retroviru-
sov nesu vektory pre transgénnu zmenu napr. HeLa buniek he-
terolégny gén, kédujici expresiu CD4 receptora na ich povrchu,
ktory pochddza pdvodne z lymfoidnych buniek. Jeho integré-
ciou do genému HeLa buniek a jeho expresiou na ich povrchu
ziskaju bunky permisivitu k HIV. Takto zmenené transgénne
bunkové kultiry st vyuzivané napr. pri fenotypovom testovani
antivirotik alebo rezistencie vo¢i nim. St pri tom infikované
indikdtorovymi laboratétnymi kmemnmi HIV, do ktorych bol
umelo vneseny iny vektor (génovd kazeta) s inzertovanymi gén-
mi pre kIGcové virusové enzymy, sliZiace ako cielové miesta
Gcinku antivirotik (reverznd transkriptdza - RT, virusova protei-
naza - PR a pod.) z virusu pacientského kmena. Zaroveri s nimi
je inzertovany aj nevirusovy gén pre indikdtor. Indikdtorovy gén

je umiestneny tak, aby sa exprimoval sti¢asne s virusovym gé-
nom, kédujtcim protefn potrebny pri kompletizicii novych vi-
rusovych castic na konci replika¢ného cyklu, napr. oblasti env
génu. Virus, ktory sa v bunke tspesne zreplikoval, aktivizovuje
zéroven aj expresiu indikatorového génu. Umozni tak oznacenie
bunky s replikovanymi viriénmi reportérskou molekulou, ktory
je produktom expresie indikatorového génu (napr. enzymu lu-
ciferdza, katalyzujticeho svetelnu reakciu v takejto bunke). Uve-
denym vnaSanim génovych kaziet s génmi pacientskych viruso-
vych kmeriov a indikdtorového génu do indikédtorovych virionov
HIV - 1 st konS$truované tzv. virusové pseudotypy, ktoré sa
vyuzivajui na fenotypové testovanie i¢innosti antivirotik. Ak bol
napr. kmen virusu od pacienta rezistentny na niektoré pouziva-
né antivirotikum na béze inhibitora RT alebo PR, virusovy pseu-
dotyp md v sebe jeho gén aj s mutdciou pre rezistenciu voci
testovanému antivirotiku. Preto sa dokdZe replikovat aj
v jeho pritomnosti. Svojou replikdciou v bunke aktivuje zaroven
aj expresiu luciferdzy v nej a umozni ddkaz rezistencie virusu
vytvdranim svetelného signdlu v infikovanej bunke.

Manipuldcia s bunkovymi kultdrami si vyZaduje prisny stu-
peni aseptickej prace v lamindrnom boxe. Na zvy$enie Uspes-
nosti infekcie buniek virusmi v kultire sa niekedy pouZiva cen-
trifugécia, ktord zabezpeci tesné prilnutie virusovych partikdl
ku vrstve permisivnych buniek. v kultiva¢nej nddobe. Adheru-
juce linie buniek (napr. linie BHK-21 alebo Vero) vytvéraju
jednu vrstvu buniek (monolayer) a to vdaka fenoménu tzv.
kontaktej inhibicie, ktord brani rastu normélnych buniek roz-
nymi smermi vo forme zhluku buniek, resp. viacerych na sebe
uloZenych vrstiev. Nadorové bunky, teda imortalizované, ne-
podliehaji kontaktnej inhibicii, rovnako ani apoptéze. Nie-
ktoré bunkové linie sa pasdzuji planktonickou kultiviciou
(napr. Sp2 bunky, ktoré st hybridémami B lymfocytov, pouZzi-
vanych na produkciu monoklondlnych protildtok, fudské lym-
foblastoidné bunky a pod.).

Adherujtce bunkové kultdry sa prepasdZuji pomocou tryp-
sinu, ktory ich uvolni z pévodnej monovrstvy do média ako
oddelené bunky pre zaloZenie nasledujticej pasdZe, plaktonické
kulttry sa prepasazuju centrifugdciou. Tym, Ze virusy potrebu-
ja pre svoju replikdciu Zivé bunky, musia byt bunky pestované
submerzne v tekutych kultivaénych médidch, s nutriénym zlo-
Zenim vhodnym pre rast buniek (fyziologické a izotonické
zloZenie cukrov, tukov, bielkovin, vitaminov, horménov, kati6-
nov Na, K, Mg, chloridov, fosfore¢nanov a pod.). Ich kultivicia
umoZiiuje udrZanie podmienok pre optimdlny metabolizmus
konkrétneho typu buniek pomocou vhodnych kultiva¢nych
podmienok (teplota, pH od 7,2 do 7,4, osmoticky tlak, tenzia
0, a CO,). Pre ndzornost - kompletné médium pre kultiviciu
buniek obsahuje napr.:

a) 10% tepelne inaktivovaného fetdlneho hovddzieho séra,
b) anorganické soli,
c) ATB a ATM, napr. penicilin a streptomycin (v koncentricii

100 U/ml, resp. 100 pg/ml) a amfotericin B (0,5 ug/ml),

d) upravené pH 7,2 a inkubuje sa pri 35 - 37 °C, v atmosfére

5% CO,.

Najcastejsie pouzivané médid pre bunkové kultiry vo viro-
16gii st bazdlne Eaglovo médium (BEM), alebo Dulbeccom mo-
difikované Eaglovo médium(DBEM).

Niektoré kultiry si vyZaduju aj neustdly pohyb kultiva¢nej
nadoby, ktory bunkdm zabepe¢i rovnomerné prostredie kulti-
vaéného média a pristup k Zivindm. Zabréni sa tak aj pripadnej
sedimentdcii buniek pri planktonickej kulttre. V metabolizme
kultivovanych buniek vznikd CO,, ktory zniZuje pH média, pre-
to sa don priddva bikarbonétovy alebo fosfore¢nanovy pufor
a indikator pH. Najcastejsie pouzivanym indikatorom pH je fe-
nolovd cerven, ktord pri fyziologickom pH 7,4 zostdva svetlo-
cervend, v kyslom prostredi farbi médium do oranZova az Zlta
a v zdsaditom do fialova.

Pokial sa tyka samotného virologického vySetrovania klinic-
kych vzoriek na bunkovej kulttre (napr. nazofaryngedlné sek-
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réty, mo¢, mozgovomiechovy mok, BAL, obsah pluzgierov
atd.), musi byt biologicky materidl, z ktorého mé byt virus izo-
lovany a identifikovany, dezintegrovany, homogenizovany vo
vortexe a odstredeny centrifugdciou eSte pred jeho naockova-
nim na pripravent bunkovt kultdru. V pelete, ktory sa po cen-
trifugécii usadi na dne skiimavky, ostdvajd bunky tkaniva, bak-
térii, hib a podobné kontaminujtice elementy. V supernatante
ostdvaji viriony, ktoré sa pouziji na inokuldciu bunkovej
Kkultiry. T4 musi byt oSetrend antibiotikami a antimykotikami,
ktoré zabrdnia kontamindcii bunkovej kultiry baktériami, hu-
bami, plestiami, ale najmd mykoplazmami. Tie predstavuju ¢as-
té riziko biologickej kontamindcie v laboratériu bunkovych kul-
tar. Vyuzitie bunkvych kultdr v rdmci mikrobioldgie sa tyka
najmd kultivdcie virusov, ale ich vyuZitie je omnoho S§irsie,
napr. na kultivdciu intraceluldrnych baktérii, htib a parazitov.
Rovnako sa vyuZivajd na biologicky dokaz bakteridlnych toxi-
nov (napr. shiga-like toxinu pri niektorych enterovirulentnych
kmeriov E. coli na liniach Vero buniek, preto je aj jeho pdvodny
ndzov Verotoxin) a na iné diagnostické postupy.

Virusy sa v bunkdch replikuji rdézne dlho v zdvislosti od
druhu virusu (napr. herpes simplex virus je rychlo sa mnoziaci
virus s replika¢nym cyklom cca 1-2 dni do vzniku cytopatické-
ho efektu, cytomegalovirus naopak pomalsie, cca 10 - 30 dni).
Infekcia buniek virusmi mo6Ze prebiehat v dvoch formach -
bud v lytickej, pocas ktorej virus bunku usmrti, alebo lyzogén-
nej, kedy sa virus moZe replikovat bez toho, aby doslo k jej
lyze alebo inym morfologickym zmendm. Lytickd infekciu na
adherovanej bunkovej kulttre vidno ako tvorbu plakov - vy¢i-
rené miesta sférického tvaru v monovrstve buniek, podobné
ako pri lytickej infekcii baktérii bakteriofdgom. Pri bunkéch,
v ktorych sa virusy rozmnoZili, pozorujeme pomocou svetelné-
ho mikroskopu typické morfologické zmeny - tzv. cytopaticky
efekt, ktory sa prejavuje napr. lyzou infikovanych buniek,
tvorbou inklizii v cytoplazme alebo jadre infikovanej bun-
ky, tvorba mnohojadrovych buniek, ktoré vznikli delenim
jadra bez ndsledného delenia cytoplazmy(polykaryocyty),
splyvanim jednotlivych buniek do mnohojadrovych ttvarov
- syncytii alebo degeneraciou tvaru buniek ich zagulatenim,
odlupovanie vrstvy adherujticich buniek od podkladu a pod.
Na vytvorenie viditelného cytopatického efektu sa nie vzdy
mozno spofahntt, najmd ak ide o lyzogénnu infekciu. V pri-
pade niektorych virusov, ktoré sa pomnozili v bunkdch, sa vo
svetelnom mikroskope neprejavi cytopaticky efekt. Vtedy moz-
no na ddkaz rozmnoZenia virusu v bunkach pouzit tzv. feno-
mén interferencie, ktory spoc¢iva v tom, Ze bunka, ktord uz
bola nainfikovand jednym typom virusu sa stdva nepermisiv-
nou pre iny virus. Inymi slovami - virusové interferencia je
fenomén, pri ktorom sa bunka infikovand jednym virusom sté-
va rezistentnou vodi infekcii druhym virusom (superinfekcii).
Na superinfekciu sa pouZije virus, ktory zvycajne na danom
type buniek vytvéara vyrazny CPE, no vdaka interferencii kultu-
ra primdrne infikovanych buniek zostane neporusend. Dal$im
postupom, ktorym sa mdZe dokdzat permisivna infekcia niekto-
rymi virusni (morbili, mumps, chripka) na bunkovych kulti-
rach, si hemadsorpcia. Virusom infikované bunky na svojom
povrchu exprimuji hemaglutinin, ktory pri kontakte s erytro-
cytmi (kuracie, husacie, morcacie a iné) tieto krvinky na seba
viaZe (adsorbuje). Ak teda na infikované bunky nalejeme né-
plav prepranych erytrocytov a nechdme ich spolu inkubovat,
erytrocyty sa naviazu na infikované bunky a po zliati ndplavu
zostdvaju na tychto bunkdch adsorbované, ¢im sa pri pozoro-
vani pod zvd¢senim potvrdi replikdcia virusu v danych bun-
kach.

Na potvrdenie infekcie buniek virusom sa velmi ¢asto pou-
Zivaji aj mnohé sérologické metddy, napr. virus neutraliza¢ny
test, nepriama aglutindcia a imunoanalyza (pozri subkapitolu
1.21, imunochemické met6dy). Patri tam aj priama imunoflu-
orescen¢nd mikroskopia, pri ktorej sa znacené monoklondlne
antivirusové protildtky viaZu na povrch infikovanych buniek,
resp. na ich vnutorné $truktiry a vznikd na nich fluorescen¢ny

signdl, pozorovatelny pod fluorescenénym mikroskopom. To
mozno vyuZif aj pripade niektorych virusov, pri ktorych sa CPE
v bunkéch vyvinie aZ za dobu dlhsiu ako 2 tyZdne, ako je to
v pripade cytomegalovirusu, av$ak antigény tohto virusu (napr.
pp65) mozu byt dokdzané v bunkdch pomocou imunofluores-
cencie uz po jednom az dvoch diioch.

Dal$im Zivym systémom, aviak dnes Coraz menej vyuZiva-
nym na rozmnoZzovanie virusov, si laboratérne zvieratd. V su-
Casnosti vzhlfadom na lepsSiu dostupnost inych lepsie reprodu-
kovatelnych systémov a v dosledku prisnejsej legislativy
z humdénnych dovodov sa v diagnostike virusovych ochoreni
pouzivaju v praxi zo zvierat najmad mysi a to len v tych pripa-
doch ak neexistuje iny vhodny kultiva¢ny systém. Met6dy mo-
lekuldrnej biolégie taktieZ uz dnes umoziiuju detegovat in vitro
aj také virusové infekcie, pre ktoré boli v ich diagnostike v mi-
nulosti vyuZivané laboratérne zvieratd. Na izoldciu sa vyuZiva-
ji novorodené alebo dospelé mysi, napr. na izoldciu a identi-
fikdciu niektorych sérotypov virusov coxsackie skupiny
A a niektorych arbovirusov. Niekedy, a to nielen vo virolégii, je
pre izoldciu a kultivdciu mikroorganizmov potrebny gnotobio-
ticky organizmus - zfskany za nepritomnosti akychkolvek fo-
riem mikrobidlnych zdrodkov. Gnotobiotické zvieratd (gnoto-
bionti) si Zivotaschopné plody zvierat ziskané prenatdlnym
odberom z maternice a chované v $pecidlnych aseptickych pod-
mienkach.

Vseobecny princip kultivicie virusov s pouzitim laboratér-
nych zvierat spoc¢iva v inokuldcii vySetrovanej vzorky napr. in-
tracerebrdlne, intraperitoneédlne alebo subkutdnne stcasne via-
cerym zvieratdm. Za pozitivny vysledok sa povazuju $pecifické
prejavy, ako st napr. spastické alebo chabé obrny, ulcericia,
thyn zvierat alebo odumretie embrii, odmietanie potravy
a iné zmeny spravania. Virus sa ndsledne izoluje zo suspenzie
orgdnov, do ktorych bol inokulovany, alebo v ktorych predpo-
kladdme jeho pritomnost. Najcastejsie sa jednd o suspenzie pri-
pravené z mozgového tkaniva, srdca, pec¢ene a kostrového sval-
stva. Tkanivd a orgdny sa najprv opakovane zmrazia, rozmrazia,
pridd sa k nim tlmivy roztok obsahujtci antibiotikum a suspen-
zie orgdnov sa pripravia bud v trecej miske po zmie$ani so ste-
rilnym pieskom, pouZitim mixéru, alebo pomocou ultrazvuku.
Po centrifugdcii sa virus z takto pripravenej suspenzie identifi-
kuje sérologickymi testami.

Virusy mozno taktiez kultivovat v kuracom embryu, ktoré
je sterilnym systémom obsahujicim rézne druhy rychlo sa
mnoziacich buniek. Po inokuldcii vySetrovanej vzorky injek¢-
nou striekackou do kuracieho embrya sa povrch Skrupinky uza-
vrie voskom alebo adhezivnou paskou. Zarodky sa kultivuji po
dobu 72 hodin pri 37 °C. Po otvoreni vajicok sa sterilnou strie-
kackou odoberie na identifikdciu tekutina ziskand zo zaro-
doc¢nych obalov. Na plodovych obaloch ako chérioalantoicka
a amniovd membrdna mozno badat cytopaticky efekt preja-
vujici sa charakteristickymi uzlikmi. Ak je to nevyhnutné,
tak sa kuraci zdrodok moze vyuzit na izoldciu virusu chripky,
popripade na rozmnoZenie herpetickych virusov, poxvirusov,
togavirusov a mnohych retrovirusov. Takisto ho mozZno vyuZit
aj k izol4cii a kultivécii intraceluldrnych baktérii ako napr. chla-
mydif a ricketsii. V st¢asnosti sa kuracie embryd vyuzivaju oje-
dinele a to hlavne na tcely pripravy virusovych vakcin (vak-
cina proti chripke), kedy sa pre poZadované vyznamné
pomnoZenie virusu oc¢kuje virusovd suspenzia do alantoickej
dutiny. Na izoldciu herpetickych virusov a poxvirusov sa infek¢-
ny materidl o¢koval na chérioalantoickii membrdnu a na izolé-
ciu togavirusov a ricketsii do ZItkového vaku. Kuracie embry4,
napriek ich vyuZitiu pri priprave vakcin, st pre rutinnu izoldciu
virusov v laboratéridch ¢oraz viac nahrddzané bunkovymi kul-
tdrami.

Na kvantitativne urcevanie infekénej aktivity virusov sa vy-
uziva titrdcia virusu (ale aj inych mikroorganiznov, napr. para-
zitov). Infekénd jednotka virusu sa stanovuje ako najmensie
mnoZstvo virusovych ¢astic, ktoré je schopné v prisluSnom bio-
logickom substréte vyvolat pre virus typickua $pecifickd reakciu.
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Vyjadruje sa vZdy vo vzfahu k objemovej jednotke (obvykle 1
ml alebo 0,1 ml). Stanovenie mnoZstva virusu - titrdcia - sa robf
pomocou vzostupného riedenia (obvykle 10-ndsobného) viru-
sového materidlu, kazdé riedenie sa potom naockuje na 4 kul-
tary vnimavého detekéného systému (napr. bunkové kultiry,
kuracie embrya alebo laboratérne zvieratd). Najvyssie riedenie,
pri ktorom sa prejavi typickym spOsobom pritomnost virusu
(cytopaticky efekt, plaky na membrdnach kuracieho zdrodku,
uhynutie laboratérneho zvierata), je potom oznacené ako titer
virusu. Na naockovanie kazdého riedenia pouZivame vzdy nie-
kolko skiimaviek s bunkovou kultirou alebo niekolko kuracich
zérodkov je preto obvyklé, Ze sa na niektorych z nich v najvys-
$om riedeni prejavi pritomnost virusu a na inych pri tom istom
riedeni virusu sa ucinok neprejavi. Je to dané nerovnakym roz-
delenim virusovych jednotiek v danom objeme materiélu a roz-
dielmi vo vnimavosti individudlnych buniek. Kone¢ny titer sa
potom ur¢i ako také riedenie, ktoré vyvold v 50% pouZitych
kultur prejavy pritomnosti virusu. Oznaci sa ako ID,,.

1.13.2 Kultivacia parazitov

Kultiv4cia in vitro na bunkovych kultdrach, resp. v umelych
médiach a in vivo pomocou zvierat sa vyuZiva aj v parazitolégii.
Kultivacia parazitov v klinickej diagnostike u nds je v porovna-
ni s kultivdciou baktérii, kvasiniek a mikroskopickych vlakni-
tych hub zriedkavou metédou. Na kultivaciu parazitov sa moéZu
pouzit tri typy kultivacie:

e Xenickd Kkultdra - kultivdcia parazitov s nedefinovanou
mikroflérou, napriklad na vzorke stolice (Entamoeba histoly-
tica).

* Monoxenickd kultira - parazity si kultivované s jednym
druhom znédmej baktérie, napriklad vzorka biopsie rohovky
kultivovand s Escherichia coli ako postup na izoldciu druhov
Acanthamoeba.

* Axenickd Kkultdra - ide o ¢isttd kultivdciu na definovanych
médiach bez bakteridlnych alebo inych buniek. PouZiva sa
ako izola¢né médium pre parazity, ako aj na pomnoZenie
(T. vaginalis).

Z parazitov, ktoré sa vyskytuji u nds, mozno na $peci-
dlnych axenickych kultiva¢nych po6dach kultivovat améby
(E. histolytica, Dientamoeba fragilis, Balantidium hominis
and B. coli, ale aj volne Zijice améby) a Trichomonas vagi-
nalis. V diagnostike trichomonézy ako parazitdrneho ocho-
renia sa na dokaz pdvodcu rutinne pouziva kultivdcia na
axenickom Diamondovom médiu v anaer6bnych podmien-
kach. Kultivdcia tychto parazitov na médiu trvd 5 dnf a rast
sa overuje denne mikroskopicky. Toto médium je vhodné aj
pre kultiviciu G. intestinalis a E. histolytica. Leishmdnie
a trypanozémy je tieZ mozné kultivovat v $pecidlnych axe-
nickych médiach, napr. NNN médium (Novy, Mc Neal, Ni-
colle, bifdzické médium - jedna fdza je tuhd, druhd nad tfiou
je kvapalnd). Na dokaz volme Zijicich améb (Naegleria
fowleri, Acanthamoeba spp., Balamuthia mandrillaris) sa
pouziva metéda monoxenickej kultivicie na nevyZivhom
agare so suspenziou Zivej alebo teplom usmrtenej nemukdz-
nej kultary enterobaktérii druhov Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, resp. Enterobacter aerogenes. Po tyzdinovej kul-
tivacii mozZno v pripade pozitivneho nédlezu pozorovat pod
mikroskopom vyvojové $tddid améb - cysty a trofozoity.

Kultivacia parazitov in vitro pre iné dcely ako je klinickd diag-
nostika, napr. pre tcely Stidia a vyskumu, overovania antimik-
rébnej Gc¢innosti antiparazitik a podobne vychddza zo zdsad:

1. Parazitické helminty sa tazsie kultivujui ako prvoky (Plasmo-
dium spp., Babesia spp.). ZloZitost organizmu a metaboliz-
mu helmintov, ako aj neschopnost splnit zdkladné environ-
mentédlne podmienky na priebeh ich jednotlivych vyvojovych
féz spdsobuju, Ze v mnohych pripadoch nedokdzu dokoncit
ich Zivotné cykly za umelych podmienok. U nds sa za ic¢elom
vyskumu a ziskavania diagnostickych antigénov kultivuje

napr. Trichinella spiralis alebo Toxocara canis na laborator-
nych mysiach (Parazitologicky tstav SAV).

2. Na kultivéciu striktne intraceluldrnych parazitov sa pouziva-
ja bunkové kultiry, napriklad Plasmodium spp. a kokcidie
(napr. Toxoplasma gondii na Vero bunkéch alebo Tudskych
fibroblastoch).

3.V axenickych kultivaénych médidch sa pouZzivaji rdzne
druhy Zivin ako krv, sérum, hemin, slepacie vajcia, peptén,
minerély a sacharidy.

4. Teplota pozadovand pre optimdlny rast je zvycajne 37 °C,
hoci v niektorych pripadoch mézu byt potrebné nizZsie tep-
loty, napr. 25 °C pre promastigoty leiSmdnii.

S. Inkubdcia pri kultivacii parazitov je aerébna s niektorymi
vynimkami, ako st mikroaerofilné podmienky pre améby
a Giardia spp. a atmosféra s 5% CO, pre Plasmodium spp.

6. Pri identifikdcii parazitov sa sleduje charakteristickd morfo-
légia a vysledky vySetren{ pomocou priamej imunofluores-
cencie, PCR, enzymovd imunoanalyza a pod.

7. Pri kultivécif sa vykondvaju paralelné pozitivne kontroly ras-
tovych médii a pouzitej metddy.

XENODIAGNOSTIKA

V krajindch JuZnej Ameriky je ku xenodiagnostike pévodcu
Chagasovej choroby pouZivany ich prirodzeny vektor - plostice
rodu Triatoma. Na diagnostikovanie povodcu tejto infekcie pri
Tudoch, bic¢ikovca Trypanosoma cruzi v pripadoch, kedy nebo-
lo moZné preukdzat parazita v krvnych ndteroch. Laboratérne
nekontaminované plostice sa nechaji nasat krvi pacienta
a 0 10 aZ 30 dni je ¢revny obsah triatém vySetreny na pritom-
nost parazitov. Tento materidl sa moZe nédsledne naoc¢kovat my-
$iam na dalSie kultiva¢né potvrdenie.

V minulosti sa aj v byvalom Ceskoslovensku laboratérne
kultivoval zbierkovy kmen T. gondii na mysiach, z ktorych sa
ziskavali Zivé virulentné trofozoity pre klinickd diagnostiku
toxoplazmdzy pomocou Sabin-Feldmanového farbiaceho tes-
tu. Test je zaloZeny na dokaze pritomnosti $pecifickych protila-
tok v sére pacienta, ktoré po ich naviazani na trofozoity aktivu-
ja pridany komplement a dodjde k ich lyze. Pri lyzovanych
trofozoitoch nemo6ze dojst k vstupu metylénovej modrej do cy-
toplazmy buniek. Pri testovani klinickych vzoriek st séra pa-
cientov inkubované s trofozoitmi toxoplazmy aj s aktivdtorom
(komplement). Po inkubdcii sa pridd metylénovd modra. Ak st
v sére pritomné anti-toxoplazmové protildtky, dojde k Ijze mem-
brdny parazita, tniku cytoplazmy do prostredia a k sten$eniu
bunky. Také schranky trofozoitov toxoplazmy zostatnt nezafar-
bené (pozitivny vysledok). Ak nie s v sére pacienta Specifické
protildtky, trofozoity s intaktnou membranou sa zafarbia a pod
mikroskopom sd modré a a normélne tvarované (negativny vy-
sledok). Test sa robi v rade dvojndsobnych riedeni a vysledok
sa uddva v titroch. Je vysoko citlivy a $pecificky, preto bol vel'mi
dlho povazovany ako zlaty Standard v diagnostike toxoplaz-
mozy. V sicasnosti sa vykondva uZ len ojedinele.

1.13.3 Kultivdcia mikromycét

V pripade mykotickych ochoreni sa biologicky materidl pri po-
dozreni na povrchovi mykdézu inokuluje na Sabouraudov agar
bez alebo s antibiotikom, resp. cykloheximidom (Actidione). Na
dokaz dermatofytov sa pddy kultivuju aer6bne pocas 10 - 28 dni,
pri teplote 25 °C a ich rast sa kontroluje v tyZdnovych intervaloch.
Rast sa v pripade najrychlejsie rasticich dermatofytov prejavi do
7 dni. Ostatni pdvodcovia slizni¢nych a koZnych mykdz ako napr.
kvasinky z rodu Candida spp. a Malassezia spp. sa kultivujui pa-
ralelne pri 25°C a 37°C a ich rast sa vyhodnocuje kazdé 2 dni.
Pri kultivécii pdvodcov systémovych mykéz sa biologicky mate-
ridl inokuluje na Sabouraudov agar a na pomnoZenie aj do Sabou-
raudovho glukézového bujénu. Takto nao¢kované médid sa kul-
tivuji aerébne paralelne pri 25°C a 37 °C. Pri rychlo rasticich
mikroskopickych vldknitych hubéch ako je napriklad rod Asper-
gillus spp. sa rast kontroluje kazdé 2 dni. Na zdchyt niektorych
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pomaly rasticich povodcov (napr. Blastomyces spp. a Histo-
plasma spp.) je potrebné kultivaciu predlZif aZ na 4 tyZdne.

Kultivacia baktérii na kultivaénych pédach umoziiuje ich rast
a rozmnoZovanie v laboratérnych podmienkach. Jej ciefom
v mikrobiologickej diagnostike je zachytenie, izoldcia a roz-
mnoZenie skimanych mikroorganizmov. Ziskanie ¢istej kultiry
(subkulttdry) je nevyhnutnou podmienkou pre vaé$inu dal$ich
diagnostickych postupov ako s napr. biochemickd identifikdcia
a sérotypizdcia.

1.13.4 Kultivacia baktérii a kvasiniek

Medicinsky vyznamné baktérie a kvasinky st chemoorgano-
trofné organizmy, ktoré sd svojimi rastovymi ndrokmi adapto-
vané na podmienky episomatického a vnutorného prostredia
Tudského tela. Hoci cely rad z nich je schopny preZivat alebo
sa dokonca mnozZit aj v cudzorodom prostredi, ich spolo¢nou
vlastnostou je, Ze optimdlne prostredie pre ich rast a rozmno-
Zovanie predstavuje prdve [udsky organizmus (samozrejme ten
s ¢o najmenej funkénym imunitnym systémom). Ich kultivacia
in vitro si preto vyZaduje vytvorenie podobného chemického
a fyzikdlneho prostredia, aké poskytuje nase telo a jeho jednot-
livé kompartmenty. Potrebné chemické prostredie vytvorime
dodanim potrebnych zdrojov biogénnych prvkov, stopovych
prvkov a suplementov do rastovych médii. Fyzikdlne podmien-
ky pre kultivaciu vytvorime vhodnou teplotou, vlhkostou, pH,
pristupom ku kysliku a inym zloZzkdm atmosféry, oxido - re-
dukénym potencidlom a izotonickym prostredim pocas potreb-
nej dizky kultivicie. Zdmernym nastavenim konkrétnych pod-
mienok kultivacie preto moZeme vytvarat poZadovany selekény
tlak prostredia tak, aby sme dosiahli optimalny rast predpokla-
danych patogénov, umoznili ich izoldciu a identifikdciu, ale zd-
roveii potlacili rast sprievodnej fléry.

Pre rast a rozmnoZovanie mikroorganizmov in vitro je potreb-
né zabezpecit im vhodné podmienky zodpovedajtce ich nutrié-
nym ndrokom. Medzi tieto patri zvolif si vhodnu kultivaéni
podu s optimdlnym pH obsahujicu potrebné Ziviny, rastové
faktory a vitaminy. Pocas prace s klinickym materidlom, pri jeho

spracovani a o¢kovani na kultiva¢né pddy pracujeme za aseptic-
kych podmienok a dodrziavame predpisany postup. Zakladné
chemické zlozky potrebné na rast baktérii v prirodzenom pro-
stredi makroorganizmu a in vitro su uvedené v tabulke 1.13.1.

vacsine patogénnych mikroorganizmov vyhovuje pH
v rozmedzi 6 aZ 8. Pri vac¢sie kultiva¢nych pod sa pH upravuje
Iihom ¢i kyselinou na hodnoty 7,2 - 7,4. Niektoré klinicky vy-
znamné rody vsak vyZaduju pri kultivécii kyslé prostredie (su
acidofilné, napr. Lactobaccilus spp., pH 3), alebo naopak, vyza-
duju zasadité prostredie (alkalofilné, napr. Vibrio spp., pH 8).
Takisto je dolezité zabezpecit dostato¢nt vlhkost pody, ktord je
nevyhnutnd pre diftiziu Zivin a metabolické procesy, optimalnu
teplotu, dobu kultivicie a vhodné zloZenie atmosféry. V tabul-
ke 1.13.2 je uvedené rozdelenie jednotlivych druhov baktérii
podla ich rastovych ndrokov na teplotu.

Tab. 1.13.2. Rozdelenie baktérii podla ich optimdlnej teploty rastu.

Psychrofilné |Psychro- |Mezofilné | Termofilné
(0-20°Q) tolerantné | (20-40°C) | (>40°C)
(tolerujuce
ajt>0°C)
baktéria |nepatogénne |napr. vacsina baktérie
MO chladnych | Listeria sp. | medicinsky | hortcich
oceanskych mnoziaca |vyznamnych | pramenov
ajazernych sa MO (Thermus
vod v §irokom | (S. aureus, aquaticus)
teplotnom | E. coli...) a napr.
rozmedzi Campylo-
(4-45°C) bacter sp.
teplotné |uvedené 30-35°C |cca37°C T. aquaticus-
optimum | teplotné >45°C
rastu rozpdtie Campylo-
bacter spp.
42°C

Kultivdcia mikroorganizmov prebieha v elektricky vyhrieva-
nych termostatoch alebo pri laboratérnej teplote, pricom opti-
mdlna teplota kultivicie pre vdésinu Tudskych patogénov je

Tab. 1.13.1. Chemické rastové zlozky pre rast baktérii v prirodzenom prostredi makroorganizmu a in vitro.

Biogénne Substraty, ktoré sa zvycajne biogénne Chemické latky bezne priddvané do mikrobiologickych médii ako
(esencidlne) prvky | prvky nachddzaja v prirode zdroje biogénnych prvkov
a suplementy
C - Uhlik Oxid uhli¢ity (CO,), uhli¢itany (HCO?*), Organické: jednoduché cukry (napr.glukéza), acetét alebo pyruvét;
organické zliceniny extrakty ako peptén, tryptén, kvasnicovy extrakt atd.
anorganické: oxid uhli¢ity (CO,)
alebo hydrogenuhli¢itanové soii (HCO*)
H - Vodik Voda (H,0),
organické zliceniny
O - Kyslik Voda (H,0), kyslik (O,) atmosfericky,
N - Dusik Amoniak (NH,), dusi¢nan (NO*) Organické | organické: aminokyseliny,
zlaceniny dusikaté bazy
napr. aminokyseliny anorganické: NH,CI, (NH,),S0,, KNO,
P - Fosfor Fosfore¢nany (PO,*) KH,PO,, Na,HPO,
S - Sira Sirovodik (H,S), Na,s0,, H,S
sirany (SO,*),
Organické zltc¢eniny,
napr. cystein
K - Draslik K* KCI, K,HPO,
Mg - Hor¢ik Mg* MgCl,, Mgso0,
Ca - Véapnik Ca* CaCl,, Ca (HCO,)
Na - Sodik Na* NaCl
Fe - Zelezo Fe¥* Organické komplexy Zeleza,
FeCl,, Fe (NH) (SO,),, Fe-chelaty
Stopové prvky Zvycajne st pritomné vo velmi nizkych CoCl,, ZnCl,, Na,MoO,, CuCl,, Mn§0,, NiCl,, Na,SeO,, Na,WO,, Na,VO,
Co, Zn, Mn.... koncentrdcidch
Organické rastové Zvycajne sa vyskytujd vo velmi nizkych Vitaminy, aminokyseliny, puriny, pyrimidiny
faktory koncentraciach
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37 °C. Vacsina medicinsky vyznamnych baktérii sa kultivuje 24
az 48 hodin. V pripade anaerébov je kultivacia dlh$ia, trvd cca
2 a viac dni. Kultivécia kvasiniek a mikroskopickych vldknitych
hib vratane dermatofytov je prediZena a rast baktérie Mycobac-
terium tuberculosis trvd dokonca az 3 - 12 tyzdiov. Vacsina
patogénov vyrastd v kultiva¢nom prostredi s beZnym zloZenim
atmosféry. V tabulke 1.13.3. je uvedené rozdelenie baktérif pod-
la poZiadaviek na pritomnost kyslika, resp. jeho odstrdnenie
v kultiva¢nom prostredi.

Podmienkou pre anaerébnu kultivdciu mikrébov je nizky
oxida¢no-redukény (redox) potencidl kultivaéného prostredia,
nakol'ko pri kultivicii anaerébov v prostredi s nevhodnym re-
dox-potencidlom v ich bunkdch neprebiehaju fosforyla¢né reak-
cie, ktoré st nevyhnutné na ziskanie energie. Pri striktnych
anaeréboch je limitujici potencidl -200 mV, pri menej nédro¢-
nych anaeréboch sa pohybuje v rozmedzi 0 az + 150 mV, pody
pre aerébnu kultiviciu maji hodnotu redox-potencidlu asi
+ 300 mV. Redukéné prostredie (so zdpornou hodnotou redox-
potencidlu) sa dosahuje v tekutych a polotuhych pddach jednak
tym, Ze sa Cerstvo pripravené pody rychlo ochladia, alebo tym,
Ze po prevareni (20 min.) a rychlom ochladeni sa pridaju do
pody redukujtce latky a povrch tekutej pody sa prevrstvi ste-
rilnym parafinovym olejom. Je moZny aj postup, pri ktorom sa
pridd malé mnoZstvo agaru (0,1 - 0,3%), ktory podstatne ob-
medzi diftziu vzdu$ného kyslika do p6dy. Pri tuhych pddach
pouzivame Cerstvo pripravené alebo tesne pred pouZitim rege-
nerované médid. Kultivdcia sa po naockovani deje za anaerdéb-
nych podmienok (pozri dalej). Kultivaéné prostredie pre mik-
roorganizmy musi byt izotonické (roztok latok s rovnakym
osmotickym tlakom, ako mé sérum), ¢o sa zabezpe¢i pridanim
NaCl do vacsiny pod (0,5% roztok).

Tab. 1.13.3. Rozdelenie baktérii podla ich poziadaviek ku kysliku.

Mikroorganizmy podla poziadaviek na pritomnost kyslika (na
zloZenie atmosféry)

mikroorganizmus
Aerébne Pseudomonas spp., Mycobacterium spp., Vibrio spp.,
kvasinky a mikroskopické vldknité huby
Anaerébne striktne Clostridioides difficile,
anaerébne C. botulinum, C. tetani, C. novyi,
Bacteroides fragilis
aerotolerantné | Clostridium perfringens,
C. histolyticum, C. septicum
Fakultativne vdcsina medicinsky vyznamnych baktérii:
anaerdébne Staphylococcus spp.,Streptococcus spp. ¢elad
Enterobacteriaceae, Listeria monocytogenes
Mikroerofilné | Helicobacter pylori, Campylobacter spp.
Kapnofilné* Neisseria
meningitidis,
Neisseria
gonorrhoeae,
Haemophilus
spp.

*Pozndmka mikroorganizmy vyZadujuce pri kultivacii vy$8iu tenziu
CO, v prostredi (5 - 10 %), kultivdcia prebieha v CO, termostatoch.

KULTIVACNE PODY

PouZivaja sa ako médium na zachytenie, izoldciu a rozmno-
Zenie baktérif. Podla daného zloZenia kultivaénych pdod moze-
me pocas kultivdcie urcif vybrané fyziologické a biochemické
vlastnosti skimaného mikroorganizmu. Kultiva¢né pddy pris-
lu$ného zloZenia a konzistencie si vyberdme podla tcelu, na
ktory ich chceme pouzit.

Kultiva¢né pody (médid) sa rozdeluji podla roznych hladisk
do niekol'kych skupin. Podla pévodu a sp6sobu ich pripravy ich
mozno rozdelit na prirodzené (pozostdvaju zo zloZiek Zivocis-
neho a rastlinného pdvodu), syntetické (obsahuji chemicky

definované zltceniny) a polosyntetické (okrem definovanych
chemickych latok st zloZené aj z prirodzenych zloZiek).

Podla konzistencie ich delime na pody tekuté, polotekuté
a pevné.

Prikladom tekutych péd st napriklad pomnoZovacie médid
(zivny bujon, selenitovd poda, VL bujén, alkalickd pepténova
voda a tioglykoldtovy bujon). Existuji urcité vyhody a nevy-
hody vyuzitia tekutych pdd. Medzi vyhody patri Tahky pristup
zivin a vody k baktéridm nésledne sa rychlo mnoZiacich v te-
kutom médiu. Nevyhodou tekutych pdd je skuto¢nost, Ze rast
mikroorganizmov v takychto pédach sa vdésinou prejavuje vy-
tvorenim zdkalu, na zdklade ktorého nemozno jednoznac¢ne
urcit, ¢i sa jednd o ¢istd kultiru pomnozZenych baktérii, alebo
zmes réznych bakteridlnych druhov.

Medzi polotekuté médid patri napr. MIU pdda a Hajnov
agar. MIU podda (z anglickych slov motility-indole-urea) je
poda, ktord sa nalieva do skiimaviek a vySetrovany mikroorga-
nizmus sa do nej oc¢kuje vpichom. Na tejto pode sa u vysetro-
vanych baktérii zistuje schopnost pohybu (tzv. motilita), pro-
dukcia indolu a tzv. uredzovd aktivita (schopnost Stiepit ureu
produkciou enzymu uredza). MIU pdda v spojeni s Hajnovou
pddou umoziiuju predbeznt diferencidciu identifikdciu entero-
baktérii. Prikladom dalSej polotekutej pody je Hajnov agar. Je
to nasikmo naliaty agar v skimavkdach, ktory sa pouziva hlavne
na odliSenie salmonel a $igel od inych enterobaktérii. Hajnov
agar obsahuje ako substraty mensie mnozstvo glukdzy, laktézu
a sachar6zu, pricom indikdtorom ich Stiepenia je fenolovd cer-
ven. Poda tak isto obsahuje substrdt pre produkciu sirovodika
(tiosulfat sodny) a indikator citrdt Zelezitoaménny. Na Hajno-
vom agare mozno u baktérii (napr. v pripade Escherichia coli)
detegovat aj tvorbu CO,.

Medzi pevné pody patri napr. Zivny agar, krvny agar, Sa-
bouraudov agar, ¢okoladovy agar, Levinthalov agar, Mac
Conkeyov agar, Endov agar, Dezoxycholatovd pdda a dalsie.

Obr. 1.13.2. Krvny agar.

Obr. 1.13.3. Krvny agar krémové
koldnie Staphylococcus aureus.

Obr. 1.13.5. Sabouraudov agar
Candida sp.

Obr. 1.13.4. Sabouraudov agar.

Na kultivaciu baktérii sa vyuZivaju rézne druhy pevnych
agarov (kultiva¢nych pod), pri¢om ich vyhodou je, Ze umoziu-
ju ziskat ¢istd kultiru daného mikréba a takisto izolovat jed-
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notlivé bakteridlne Kkolénie. Kultiva¢né pddy mozZno rozdelit
podla ich pouzitia (resp. Gcelu) na pody zdkladné, obohate-
né, transportné, pomnoZovacie, selektivne, diagnostické, se-
lektivno-diagnostické, chromogénne a pody na stanovenie
citlivosti mikroorganizmov vo¢i antibiotikdim. Medzi zdklad-
né (univerzdlne) pody mozno zaradif napr. krvny agar, na
ktorom vyrastd vidc¢Sina medicinsky vyznamnych baktérii bez
$pecidlnych rastovych ndrokov. Nakol'ko krvny agar okrem Ziv-
ného zdkladu obsahuje aj krv je tiez p6dou obohatenou. Na
krvnom agare mozno zdroveni sledovat aj niektoré diagnostické
vlastnosti ako napr. typ hemolyzy (hlavne u grampozitivnych
kokov), preto ttto podu povazujeme aj za pddu diagnosticka.

Obohatené pody umoZziiujd rast vdc¢Siny mikroorganizmov,
ktoré rasti zle na zdkladnej pode- Zivnom agare, alebo tu ne-
rasti vobec. Na obohatenej pode porastu lepSie rastovo ndroc-
nejsie baktérie ako st napr. streptokoky. Rastovo ndro¢né bak-
térie ako st napr. hemofily a patogénne neisérie pre svoj rast
vyslovene potrebuji obohatené pody. NajCastejsim obohaco-
vadlom tychto pdd je zvieracia krv (napr. barania, ov¢ia,
konskd). Krvny agar sa pripravuje zmie$anim na cca 50°C
ochladeného ,vyautokldvovaného“ agarového zdkladu a defib-
rinovanej baranej krvi. Obsahuje zmes roéznych vitaminov
a rastovych faktorov ako hovaddzi odvar, peptén (zdroj bielko-
vin), kvasni¢ny autolyzdt, $krob, NaCl a agar (polysacharid
vyextrahovany z cervenych morskych rias). Z patogénnych
neisérif na nom porastie iba Neisseria meningitidis. Naro¢né
baktérie, ako st hemofily a Neisseria gonorrhoeae kultivujeme
na c¢okolddovom alebo Levinthalovom agare, lebo nie su
schopné rastu na krvnom agare. Cokolddovy agar je modifikaciou
krvného agaru, md rovnaké zloZenie, avsak mierne sa odliSuje
sposobom pripravy. Krv sa primie$ava e$te k horticemu (80 °C)
agarovému zdkladu. Nasledkom vysokej teploty dojde
k rozruSeniu erytrocytov, vznikne hnedy nepriehladny
¢okolddovy agar. Levinthalov agar vznikd z ¢okolddového agaru
jeho prefiltrovanim e$te za horuca. Prikladmi diagnostickych
pod st napr. Endova pdda a Mac Conkeyov agar, ktoré obsa-
huji vhodny indikétor, ktory odhali charakteristické metabolic-
ké alebo fyziologické vlastnosti vySetrovaného mikroorganizmu
(skvasovanie lakt6zy). Na dezoxycholdtovej pdde sme schopni
okrem Stiepenia laktézy navys$e u niektorych baktérii pozorovat
tvorbu sifrovodika (ako napr. u salmonel) a pri Proteus spp. po-
tlacenie jeho plazivého rastu.

CLED poda (z anglictiny cystine-lactose-electrolyte deficient
agar) je diagnostickou pédou urcenou na zdchyt patogénov
z mocu pacientov pri infekcidch mocovych ciest. Je to laktézo-
vé poda obsahujtca L-cystein, lakt6zu a farebny indikator brém-
tymolovi modrd. Kmene Stiepiace laktézu okysluji médium
a menia jeho poévodné zelené zafarbenie na zlté. Prikladom
baktérii Stiepiacich laktézu je napr. Escherichia coli a Klebsiella
spp., ktoré tu vyrastaji v podobe Zltych koldnif a navyse kleb-
siely st aj mukézne. Kmene, ktoré laktézu nestiepia (napr. Sal-
monella spp., Proteus spp., Pseudomonas spp.) tvoria na CLED
pode modré alebo modrozelené kolénie. Charakteristickou
vlastnostou tejto pddy je, Ze tu dochddza k potladeniu plazivé-
ho rastu u Proteus spp.

Na selektivnych pdédach (ako napr. dezoxycholatova poda
pre izoldciu gramnegativnych baktérii, Claubergova pdda pre
z4chyt Corynebacterium diphtheriae, Z1¢-eskulinovy agar a Sla-
netz-Bartley agar pre enterokoky) rastd len urcité mikréby
(vacsinou patogény), zatial' ¢o rast neziaducich (napr. bezna
fléra) je potlaceny. Tieto pddy obsahuji latky, ktoré cielene
potldcaju rast urcitych mikroorganizmov alebo celych skupin
mikroorganizmov, pri¢om sa ako inhibi¢né faktory pouZivaja
soli tazkych kovov, antibiotikd, farbiva a pod., alebo st naopak
ochudobnené o nejaké latky (napr. im chyba nejakd aminoky-
selina). K zdchytu povodcu zaskrtu sa pouziva Claubergova
poda, obsahujtica inhibitor telluri¢itan draselny, ktory inhibuje
rast gramnegativnych baktérii. Ako selektivnu podu na izoldciu
enterokokov mozno okrem Zzl¢-eskulinového agaru pouZit aj
Slanetz-Bartleyho agar s azidom sodnym ako inhibitorom, kto-

ry je pre vSetky mikroorganizmy okrem enterokokov toxicky.
Medzi selektivne médid radime aj Lowenstein-Jensenovu va-
jeénu podu, uréendt k selektivnemu zdchytu Mycobacterium tu-
berculosis, pricom ako inhibitor rastu grampozitivnych baktérii
sa do tejto pddy priddva malachitova zelen. Na izoldciu atypic-
kych mykobaktérii ako napr. Mycobacterium avium a Mycobac-
terium kansasii z pddy ako ich potencidlneho zdroja sa pouZiva
selektivne médium Middlebrook 7H10 s inhibitorom rastu
malachitovou zeletiou. Tiosulfat-citrat-zlé-sacharézovy agar
(TCZS) sa pouZiva k selektivnemu zachytu Vibrio cholerae
a taktiez inych vibrii. Sachar6za Stiepiace vibrid (Vibrio chole-
rae) vyrastaju na péde v podobe velkych Zltych kolénii. Tie,
ktoré sachar6zu nestiepia (V. vulnificus, V. parahaemolyticus)
tu tvoria velké modrozelené koldnie. K selektivhemu zdchytu
baktérii moZno pouzit aj disky napustené antibiotikom, voci
ktorému st dané baktérie rezistentné. Prikladom je napr. selek-
tivny zdchyt hemofilov na ¢okolddovom/Levinthalovom agare
po pridani disku s bacitracinom, voc¢i ktorému st hemofily re-
zistentné, pri¢om dochddza k potlaceniu sprievodnej bakteridl-
nej fléry (bacitracin inhibuje hlavne grampozitivne koky). Na
odclonenie beznej fléry pri selektivnom zdchyte Neisseria me-
ningitidis z faryngeédlnych vzoriek sa vzorky vyockovavaji na
krvny agar s VK diskom (disk s vankomycinom a kolistinom).

Selektivno-diagnostické pddy spliaji sti¢asne vlastnosti se-
lektivnych aj diagnostickych pod. Umoziiuji simultdnnu selek-
ciu vybranych patogénov a potlacenie neZiaducich mikroorga-
nizmov, a takisto zdchyt urcitého diagnostického znaku
hladanych baktérii. Vac¢sinou sa pouzivaju k zachytu obligat-
nych patogénov zo stolice ako st napr. salmonely a Sigely. Me-
dzi selektivno-diagnostické pddy zaradujeme napr. Endov
agar, Mac Conkeyov agar a dezoxycholatovi podu. Selektiv-
nou vlastnostou tychto pdd je, Ze umoZziujd rast gram negativ-
nych baktérii (rastd tu hlavne enterobaktérie), zatial ¢o rast
grampozitivnych baktérif je inhibovany pridanim prislu$ného
inhibitora do pddy. Endov agar obsahuje ako inhibitor rastu
zdsadity fuchsin. Inhibitorom rastu grampozitivnych baktérif na
Mac Conkeyovom agare st Zl¢ové soli a krystalicka violet. En-
dov agar, Mac Conkeyov agar a dezoxycholdtovd poda su
zérovenn aj pody diagnostické, mozno na nich detegovat
Stiepenie laktézy u baktérii na nich rasticich. Vdaka tejto
diagnostickej vlastnosti - schopnosti baktérif na nich rasticich
Stiepif laktézu - ich voldme aj ako pddy laktézové. Baktérie
Stiepiace laktézu tu vyrastaji v podobe ruZovych az tmavo Cer-
venych kolénii. Typickym zdstupcom laktéza pozitivnych (lak-
tézu Stiepiacich) baktérii je napr. Escherichia coli, ktord na
lakt6zovych médidch (ako napr. na Endovej po6de) rastie
v podobe tmavocervenych koldnii, pricom aj samotnd pdda sa
v okoli kolénii sfarbuje do Cervena. Baktérie, ktoré lakt6zu
nestiepia (lakt6za negativne) tvoria na lakt6zovych pddach
bledé bezfarebné kolénie.

Obr. 1.13.6. Mac Conkeyov agar.

Obr. 1.13.7. Mac Conkeyov
agar lakt6za+ cervené kolénie
Klebsiella pneumoniae.

Medzi lakt6za negativne baktérie sa zaraduju napr. rody Sal-
monella, Shigella, Proteus a Pseudomonas. Dalsim diagnostic-
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kym znakom baktérii Proteus mirabilis a Proteus vulgaris je ich
tzv. plazivy rast na povrchu Endovej pddy, rovnako ako aj na
krvnom agare. Dezoxycholdtovd pdda je selektivne-diagnostic-
k4 pdda, ktord umoziiuje rast gramnegativnych baktérii a inhi-
buje grampozitivne baktérie. Jej diagnostickym znakom je
umoznenie produkcie sirovodika, ktory tu vytvarajd napr. sal-
monely a baktérie z rodu Proteus.

Obr. 1.13.8. Dezoxycholdtova
poda.

Obr. 1.13.9. Dezoxycholdtova
poda ruzové kolénie. Citrobacter
freundii sfarbujtce sa do ¢ierna
produkciou sirovodika H,S.

Chromogénne pddy si pody, ktoré obsahuju tzv. chromogé-
ny. Jednd sa o substrdty ako napr. laktéza alebo glukéza, na
ktoré je naviazand molekula farbiva (chromofér). Mikroorga-
nizmus absorbuje a enzymaticky Stiepi chromogén na dve po-
vodné casti, z ktorych sa skladd. Mikroorganizmus vyuZije sub-
strdt pre svoj metabolizmus a uvolneny, nerozpustny farebny
chromofér sa zhromazduje v mikrobidlnej bunke. Vysledkom
je, Ze mikréb vyrastd na chromogénnom médiu vo forme fareb-
nych kolénif. Chromogénne médid ¢asto obsahuji dva a viac
chromogénov, ¢ize rozne mikroorganizmy vyrastaji na chro-
mogénnom médiu v podobe réoznofarebnych kolénii. Prikladom
chromogénneho média je tzv. Uriselect médium, ktoré sa pou-
Ziva v diagnostike mocovych patogénov. Obsahuje dva chromo-
gény, ktoré sliZia na detekciu B-galaktoziddzy a B-glukozidazy.
Kmene produkujtce f#-galaktoziddzu (ako napr. Escherichia
coli) tvoria na Uriselect médiu ruzové kolénie. Tie, ktoré pro-
dukuju B-glukoziddzu (napr. enterokoky, Klebsiella spp., Ente-
robacter spp.) vyrastaji na tejto pode vo forme tyrkysovomod-
rych, alebo modrofialovych kolénii. V Uriselect médiu je
takisto pritomny tryptofdn. Kmene, ktoré ho $tiepia (Proteus
spp., Morganella spp., Providencia spp.), produkuji enzym
tryptofdn deamindza a na podde vytvdrajui oranzovohnedé kolé-
nie.

e
Obr. 1.13.10. Uriselect médium.

Obr. 1.13.11. Uriselect médium
tyrkysové koldnie Klebsiella
pneumoniae.

Medzi najzndmejsie transportné média s univerzalnym po-
uzitim zaradujeme Stuartovo a Amiesovo médium. Transport-
né médid maju vac¢sinou (za icelom udrZania dostato¢nej vlh-

kosti prepravovaného materidlu) polotekutd konzistenciu

a namiesto zivin obsahuju latky, ktoré brdnia metabolizmu bak-
térii (napr. redukujtice latky) a latky absorbujtice toxické pro-
dukty metabolizmu baktérii (napr. aktivne uhlie).

Obr. 1.13.12. Uriselect médium
staroruzové kolénie Escherichia
coli.

Obr. 1.13.13. Uriselect médium
oranZovohnedasté koldnie
Pseudomonas aeruginosa.

Obr. 1.13.14. Uriselect médium zmes tyrkysové kolonie Enterococcus
faecalis a naruzovelé Escherichia coli.

Hlavnou tlohou transportného média je udrzat mikroor-
ganizmy pocas ich transportu do laboratéria Zivotaschopné
(odtial ndzov transportné médium), a uchovat ich v takom
stave (v rovnakej kvantite, bez pomnoZovania), v akom boli
vo vzorke pocas samotného odberu. Stuartovo transportné mé-
dium bolo vyvinuté na transport klinického materidlu pri podo-
zren{ na kvapavku a trichomonézu. Amiesovo transportné mé-
dium je vhodné na transport aj tych najviac chulostivych
mikroorganizmov. Transportné médium Cary-Blair je vhodné
na transport anaerébnych baktérii, mykobaktérii a gramne-
gativnych baktérif.

Na rutinné stanovenie citlivosti rastovo nendro¢nych bakté-
rif voci antibiotikdm kvalitativnym diskovym diftiznym testom
sa pouZiva Mueller-Hintonovej agar (MH agar) bez pridavku
krvi.

Obr. 1.13.15. MH agar
antibiotickej citlivosti.

Obr. 1.13.16. MH agar stanovenie
Pseudomonas aeruginosa

s charakteristickym zelenym
pigmentom.
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V pripade baktérii, ktoré pre svoj rast vyZzaduji obohatené
médid (krv) sa aj ich citlivost stanovuje na médiu, v ktorom je
obsiahnutd (MH agar s pridavkom zvieracej krvi). K urceniu
minimdlnych inhibi¢nych koncentracii (MIC) v kvantitativnom
teste citlivosti sa vyuziva MH bujén rovnakého zloZenia ako
jeho pevnda forma bez pridavku krvi.

Pre pripad nizkeho poc¢tu mikrébov v odobratom materiali
sliZia pomnoZovacie pody. Su to tekuté médid, ktoré sliZia na
pomnoZenie baktérif pred ich izoldciou na pevnej pdde. Prikla-
dom takychto pdd je napriklad Zivny bujén obsahujtci hovddzi
odvar, peptén a NaCl, sliZiaci na pomnoZenie beznych bakté-
rii bez $pecidlnych rastovych ndrokov. Selenitova pdda sa po-
uziva na selektivne pomnoZenie salmonel zo vzoriek stolice.
Obsahuje latky (ako napr. peptén, selenicitan sodny a sachari-
dovt zlozku), ktoré potlacuji mnozenie koliformnych baktérii
a umoznuju mnoZenie salmonel a niektorych druhov Sigel. Na
selektivne pomnoZenie vibrii sa poZiva alkalickd pepténova
voda. Tioglykolatovy bujén slizi ako pomnoZovacie médium
pre aerébne a anaerébne baktérie. Existuju jeho viaceré modi-
fikdcie, ale vd¢$inou obsahuje kazein, glukézu, kvasni¢ny ex-
trakt, cystein a tioglykoldt sodny. Pri jeho obohateni o hemin
a vitamin K sa stdva vhodnym médiom pre pomnoZenie anae-
rébov. Pre anaeréby sa taktieZ pouziva VL (Viande-Levure) bu-
jon.

Medzi jednotlivymi kultivaénymi pddami neexistuji ostré
hranice. Niektoré pody mézu sticasne slizit ako pddy zakladné
a diagnostické (napr. rast streptokokov a ich hemolyza na krv-
nom agare). Existujui viaceré pddy, ktoré spdjajui sticasne selek-
tivitu s diagnostickymi vlastnostami (napr. rast E. coli a $tiepe-
nie laktézy na Endovom agare). V tabulke 1.13.4. sa uvddza
prehlad castej$ie pouZivanych kultiva¢nych pod.

Il\lOKULACIA MIKROORGANIZMOV NA KULTIVACNE
PODY

Ockovanie mikroorganizmov - inokuldcia je prenesenie sku-
manych mikroorganizmov do sterilného kultivatného média.
Sposob ocCkovania materidlu na kultiva¢né pody (obr. 1.13.17.)
z4visi od toho, ¢i chceme mikroorganizmus zachytit a rozmnoZit
(tekuté kultivacné pddy) alebo sticasne ziskat aj izolované kol6-
nie pre dalsiu diagnostiku (kultivdcia na pevnych poddach). Rast
baktérii v navzdjom od seba dobre izolovanych kolénidch ziska-
me prenosom buniek z kolénie primokultiry pomocou bakterio-
logickej klIucky a ich rozo¢kovanie na povrchu novej pddy. Kulti-
vacné médium volime podla predpokladaného povodcu ochorenia.

Primokultira sa obycajne zakladd na pevnej pdde. Jednd sa
o zmie$anu kultdru viacerych druhov baktérii, ktord je vysled-
kom prvotnej kultivdcie mikroorganizmov priamo z infekéného
materidlu. Ak sa predpokladd pritomnost nizkeho poc¢tu pévod-
cu ochorenia v odobratej vzorke, vzorku o¢kujeme okrem pev-
nych pdd aj do tekutych médii a po pomnoZeni baktérii ich
nésledne vyockujeme na nové pevné pody.

Z primokultiry (vidc¢sinou ide o zmes viacerych bakteridl-
nych druhov, pripadne kvasiniek) sa zakladaji subkulttry.
Subkultira vznikd preockovanim kolénii potenciondlnych
patogénov na nové pevné pody s ciefom ziskat ¢istii bakteri-
dlnu kultdru pre ndslednu identifikdciu prislusného patogénu
diagnostickymi postupmi ako sd napr. biochemické testy a né-
sledné stanovenie citlivosti voc¢i antimikrobidlnym latkam.

Rast mikroorganizmov sa vyhodnocuje v zdvislosti od rych-
losti rastu mikrobidlneho druhu najcastejsie za 18 - 24 hodin.
Kultivacia anaerébnych baktérii trvé pribliZne 48 hodin aZ nie-
kolko dni a v pripade mykobaktérii rast pozorujeme aZ za nie-
kol'ko tyzdnov. V zévislosti od konzistencie p6dy hodnotime
rozne formy rastu. Rast baktérii v tekutych médidch (napr. en-
terobaktérif) sa zvycajne prejavi vytvorenim zdkalu. Menej
Casto baktérie vyrastaju v tekutych médidch vo forme blanky
na povrchu p6dy (napr. pseudomonas), alebo vo forme sedi-
mentu (napr. streptokoky). Casto moZno pozorovat aj kombi-
ndcie ich jednotlivych foriem rastu. Baktérie izolované na pev-
nych pddach vyrastaji vo forme koldnii. Charakteristické érty

rastu niektorych baktérii na pevnych pdédach umoZiiuja ich
predbeznu diagnostiku aj na zdklade samotnej kultivdcie. Pri
hodnoteni rastu baktérii si v§Simame ich charakteristické vlast-
nosti ako je napr. farba, velkost kol6nii, zdpach resp. voiia, typ
hemolyzy na krvnom agare a ich diadnostické vlastnosti (napr.
schopnost $tiepenia laktézy na tzv. laktézovych podach).

ANAEROBNA KULTIVACIA

Nevyhnutnou a neoddelitelnou st¢astou anaerébnej kultiva-
cie pre zdchyt anaerébnych baktérii z klinického materidlu je
odber materidlu vykonany sprdvnou technikou a zabezpecenie
transportu v anaerébnom prostredi (napr. odber materidlu do
skimavky s transportnym médiom pre anaerébne baktérie - t.j.
transportné médium so zniZenym oxida¢no-redoxnym potenci-
dlom (Eh) v prostredi bez pritomnosti kyslika a s indikdtorom
Eh, alebo odber tekutého materidlu do striekacky, z ktorej sa
po nasati vytesni vzduch a nésledne sa ihla zapichne do steril-
nej gumenej zatky, pricom sa upevni pred odpadnutim prele-
penim lepiacou paskou).

Predpokladom tspe$nej anaerébnej kultivacie je vyber vhod-
nej pddy pre anaerébne baktérie a zabezpecenie atmosféry bez
pritomnosti kyslika. PouZzivaji sa kultiva¢né pddy, ktoré maji
zniZzeny Eh (obsahuju redukujtce latky - cystein, tioglykolat, vi-
tamin C). Tieto pody mo6Zu obsahovat aj rastové faktory podpo-
rujtce rast anaerébnych baktérii (hemin, vitamin K) a selektivne
¢inidl4, ktoré potld¢aju rast sprievodnej fléry. Pody sltZiace k za-
chytu anaerébnych baktérii st napr. VL-agar, Schaedlerov agar,
tioglykoldtovy bujén, VL-bujén. Kultivdcia trvd priblizne 2 - 7
dni, v zavislosti od rastu jednotlivych druhov baktérii. Zaroven
sa simultdnne overuje aj rast tychto baktérii na kultivaénom mé-
diu ur¢enom pre rast aerébnych baktérif v pritomnosti kyslika,
(ak nerastd v pritomnosti kyslika potvrd{ sa ich striktne anaerdéb-
ny metabolizmus alebo v opa¢nom pripade sa identifikuji ako
fakultativne anaerdby. Testované vzorky sa mozu ockovaf napr.
aj do tekutych médii (napr. VL-bujén) v skiimavkéch, ktoré sa po
inokuldcii okamzite prevrstvia parafinovym olejom.

Na kultivdciu anaerébov sa na zabezpecenie vhodnej atmo-
sféry pouZivaji anaerostaty so $pecidlnymi setmi, pomocou
ktorych sa chemickou cestou vytvori presne definovand anae-
rébna atmosféra (napr. Gas-pack). Anaerostaty si hermeticky
uzatvaratelné nadobky, do ktorych mozZno naukladat vicsie
mnozstvo Petriho misiek (priblizne 10), ku ktorym sa prilozi
generdtor plynov. Jednd sa o plastové vrecko obsahujtice zmes
chemikélif, do ktorého sa noZnicami urob{ otvor a ndsledne sa
sem pridd uréené mnozstvo vody, ¢im sa aktivuje generdtor
plynov a anaerostat je potrebné rychlo uzavriet. Sti¢astou ana-
erostatu je aj palddiovy katalyzdtor. V dosledku chemickych
reakcii v anaerostate dochddza k vzniku zmesi dusika, vodika,
CO, a vodnej pary a k vytvoreniu anaerébneho prostredia.

Obr. 1.13.18. Anaerostat
s agarovymi miskami
a generdtorom plynov.

Obr. 1.13.19. Anaerdbna kultivacia za
pouzitia plastového vrectska.

Na anaerébnu kultivdciu mensieho poctu platni mozno
pouzit $pecidlne vrect$ka, ktoré vyuzivaji rovnaky princip
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Tab. 1.13.4. Prehlad vybranych kultiva¢nych pod.

Poda/zaradenie podla ucelu Zakladné zlozky Pouzitie

Zivny bujén mdsovy extrakt, 0,5 % NaCl, tekutd poda pre beZne rasttice baktérie
zdkladna 1% peptén

Zivny agar ako Zivny bujoén + 1,5 % agar pevnd poda pre beZne rasttice baktérie
zdkladnd

Krvny agar
univerzdalna/zdkladna
diagnosticka

zivny agar, 2-5% barania defibrinovand krv

a rastovo naro¢nejsich, ur¢ovanie hemolyzy

Cokolddovy/Levinthalov agar
obohatend

Zivny agar, barania krv pridand do 80 °C/100 °C agaru

kultivdcia hemofilov a patogénnych neissérif

Claubergova pdda
selektivno-diagnosticka

zivny agar, barania krv, glycerin, kdlium telurit, cystin

selektivno-diagnostickd pdda pre korynebaktérie

Selenitovy bujén
selektivno-pomnoZovacia

pepton, lakt6za, selenicitan sodny

selektivna a pomnoZovacia pdda pre salmonely

Endova poda
selektivno-diagnostickd

zivny agar, laktéza, fuchsin (indikator), siri¢itan
sodny

kultivicia enterobaktérif, rozliSenie skvasovanim
laktézy

Dezoxycholatovd poda
selektivno-diagnostickd

zivny agar, pepton, laktéza, soli Zeleza, dezoxycholat
sodny, neutrdlna cerven

kultivacia enterobaktérii, rozli$enie skvasovanim
laktézy a tvorbou sirovodika

Mac Conkeyov agar
selektivno-diagnostickd

zivny agar, pepton, laktéza, indikatory pH, Zl¢ové soli

kultivicia enterobaktérif, rozlienie skvasovanim
laktézy

Wilsonova-Blairova poda
selektivno-diagnosticka

Zivny agar, bizmut-sulfitovy roztok

izolacia salmonel

Meullerov-Hintonovej bujén/agar
poda na stanovenie citlivosti MO

mdsopepténovy bujén, skrob, agar, (barania krv)

poda pre urcovanie citlivosti na antimikrébne lie¢iva

Slanetz-Bartley agar
selektivna

pepton, laktdza, tetrazoliva sol

kultivacia enterokokov

Sabouraudova poda

po pridani antibiotik selektivna
pre plesne a kvasinky (inhibuje
rast baktérii

agar, pepton, 4 % glukéza, pH5,6 (antibiotikd)

kultivacia plesni a kvasiniek

Tioglykolatovy bujon
pomnoZovacia

kazein, glukéza, kvasni¢ny extrakt, cystein,
tioglykoldt sodny, hemin, vitamin K

pomnoZenie anaer6bnych baktérii

VL bujén/VL agar
pomnozovacia/obohatend

peptén, kvasni¢ny autolyzat, hovadzi odvar, cystein,
NaCl, glukdza, (agar)

pomnoZenie a kultivdcia anaer6bnych baktérii

Schaedlerov bujén/agar
pomnozovacia/obohatend

kazeinovy hydrolyzat, peptén, kvasni¢ny extrakt,
hydrolyzdt zo s6jovej mucky, glukéza, NaCl, K,HPO,,
Tris (hydroxymethyl) aminomethan, L-cystein, hemin
(agar)

pomnoZenie a kultivdcia anaerébnych baktérif

CLED poda
diagnosticka

agar, pepton, tryptén, lakt6za, L-cystein, suseny
masovy vytazok, bromtymolovd modra

pdda pre zdchyt mocovych patogénov

Lowenstein-Jensenova pdda
selektivna

agar, KH, PO,, malachitova zelen, citrdt hore¢naty,
L-asparagin, glycerin, destilovand H,O

poda pre selektivny zadchyt mykobaktérif

Tiosulfét-citrat-ZI¢-sacharézovy
agar TCZS
selektivna

agar, kvasni¢ny autolyzat, peptén, NaCl, sacharéza,
tiosiran sodny, citrénan sodny, citrénan Zelezito-
aménny, hovddzia susend ZI¢, bromtymolova modré

selektivny zdchyt Vibrio spp.

Uriselect chromogénne médium
diagnosticka

agar, zmes pepténov, tryptofdn, zmes chromogénov,
oxid kremicity

pdda pre zdchyt mocovych patogénov

Stuartovo médium
univerzdlne transportné médium

agar, glycerolfosfat sodny, L-cysteinhydrochlorid,
tioglykoldt sodny, CaCl,, metylénovd modré

poda pre transport aj rastovo naro¢nych baktérii
vratane Neisseria gonorrhoeae

Amiesovo médium
univerzdlne transportné médium

Agar, NaCl, KCl, CaCl, tioglykolat sodny, MgCL,
KH,PO, Na,HPO, aktivne uhlie

poda pre transport aj rastovo naro¢nych baktérii
vratane Neisseria gonorrhoeae

Alkalickd pept6nové voda
selektivno-pomnoZovacia

NaCl, pepténovy hydrolyzét zvieracieho tkaniva

selektivna a pomnoZovacia pdda pre vibrid

MIU pdda
diagnostickd

Agar, enzymaticky kazeinovy hydrolyzat, NaCl,
KH,PO,

polotekutd poda na dokaz motility, tvorby indolu
a dokazu uredzovej aktivity u enterobaktérii

Hajnov agar

agar, kazeinovy hydrolyzat, pepton, laktdza,
sacharéza, glukéza, NaCl, fenolova Cerven, Na,
citrat Zelezitoamoénny

S,0

2742

polotekutd poda na dokaz Stiepenia glukdzy, laktézy
a sacharozy, produkcie CO, a H,S u enterobaktérif

tvorby anaerdébnej atmosféry. Anaerébna atmosféra sa da
cestou,
napojeny na zariadenie na fyzikdlnu evakudciu vzduchu
a na plnenie zmesou inertnych plynov (80% N,, 10% CO,,

vytvorit aj fyzikdlnou

10% H,).

kedy je anaerostat

V pripade ak nedisponujeme generdtorom plynov (plastové
vrecti$ko obsahujice zmes chemikdlif) ani pristrojom na eva-
kudciu vzduchu a fyzikdlnym plni¢om zmesi plynov, je alterna-
tivou pre fyzikdlne vytvorenie mikroaerobnej atmosféry je

sviecka, kedy po jej vloZeni do anaerostatu a zapdleni sa ana-



76

LEKARSKA MIKROBIOLOGIA

Vypdlit klucku a

Vypdlit klucku a

Vypélit klu¢ku a

= ochladit na S ochladit na ochladit na
i \ vnutornom ; — . vnltornom 2 vnutornom "
{ \ okraji agaru / — ", okrajiagaru okraji agaru ¢ ot
| ————— [N ¥ =Ziar/
— | [ ==
J J =4 | |
5 /'r s
r ."*-_\__.__.--"' ';’ -
l

Obr. 1.13.17. Schéma postupu ockovania na pevnu kultiva¢ni podu.

erostat uzavrie. Princip takejto kultivdcie potom spociva v tom,
Ze po spotrebovani vSetkého kyslika obsiahnutom v anaerosta-
te plamen sviecky zhasne.

Obr. 1.13.21. Anaer6bna
kultivacia Propionibacterium
spp.

Obr. 1.13.20. VL agar krémové
kolénie Propionibacterium spp.

Dal$ou moZnostou ako biologickou metédou navodit ¢&ias-
to¢ne anaer6bne (mikroaer6bne) podmienky je naockovat na
polovicu agaru s vySetrovanou vzorkou aj baktériu Serratia
marcescens, ktord po preciznom utesneni Petriho misky spotre-
buje vSetok kyslik, ktory v nej bol obsiahnuty. Najdokonalejsi
spOsob anaerébneho spracovania materidlu a anaerébnej kulti-
vdcie umoZiuje anaerébny box, ktory obsahuje hermeticky
uzavrety anaerébny priestor s termostatom. Laboratérny pra-
covnik pri prdci pouziva vzduchotesné gumené pracovné névle-
ky na ruky, ktoré sa pripevnené k otvorom v prednej stene
boxu.

Tvar

O *

nepravidelny

Okraj
N W
zvineny rovny lalo¢naty

Profil
—— e
plochy mierne vypukly vypukly

pravidelne okrihly vaknity/plstovity

korefovity/rhizoidny

vyrazne vypukly

1.13.4.1 Rast mikroorganizmov

pode a jeho hodnotenie

Rast mikroorganizmov sa vyhodnocuje v zavislosti od rych-
losti rastu mikrobidlneho druhu najcastejsSie za 18-24 hodin.
Kultivicia anaerébnych baktérii trva priblizne 48 hodin aZ nie-
kolko dni a v pripade mykobaktérii rast pozorujeme aZ za nie-
kol'ko tyzdrnov. V zdvislosti od konzistencie pody hodnotime
rozne formy rastu. Rast baktérii v tekutych médidch (napr. en-
terobaktérif) sa zvycajne prejavi vytvorenim zdkalu. Menej
Casto baktérie vyrastaju v tekutych médidch vo forme blanky
na povrchu pdédy (napr. Pseudomonas spp.), alebo vo forme
sedimentu (napr. streptokoky). Casto mozno pozorovat aj kom-
bindcie ich jednotlivych foriem rastu. Baktérie izolované na
pevnych podach vyrastaji vo forme kolénii. Pocas inkubécie
naockovanych agarovych médii sa za vhodnych podmienok
z kazdej bunky rozmnoZovanim geometrickym radom vytvorf
kolénia. Kolénia teda predstavuje bakteridlnu masu, ktord je
potomstvom jednej bunky (klon). Za konstantnych podmienok
je vzhlad kolénii charakteristicky pre urciti skupinu alebo do-
konca rod, pripadne druh baktérii. Charakteristické ¢rty rastu
niektorych baktérif na pevnych pddach umoziuju ich predbez-
nu diagnostiku aj na zdklade samotnej kultivédcie. Pri hodnote-
ni rastu baktérii si v§imame ich charakteristické vlastnosti ako
je napr. farba, velkost koldnii, zdpach resp. vona, typ hemolyzy
na krvnom agare a ich diagnostické vlastnosti (napr. schopnost
Stiepenia laktézy na tzv. laktézovych pdédach).

Pri posudzovani bakteridlnych koldnii si teda vS§imame na-
sledujice znaky:

1. Velkost - kolénie mozu byt bodkovité alebo sa ich meratel-
né velkost vyjadri (priemerom v mm); v mikrobiologickej

rhizoidny

il

s vybezkami

v strede
preliaceny

pupkovity

Obr. 1.13.22. Hodnotenie rastu mikroorganizmov na agare podla tvaru, okraju a profilu kolénii (upravené podla https://microbiologyonline.

org/teachers/observing-microbes/observing-bacteria-in-a-petri-dish).
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praxi sa konvencne velkost kolénii hodnoti na velmi malé,
malé, stredne velké a velké.

. Tvar - kolénie su pravidelne okrihle, nepravidelné, vldknité.

. Okraje - rovné, zvinené, s vybezkami, korerovité, lalo¢naté.

. Profil - plochy, mierne vypukly, vypukly, vyrazne vypukly,
pupkovity, vyvyseny (obr. 1.13.22).

. Povrch - leskly, hladky, matny, drsny, zvrdskaveny a pod.

. Transparencia - priehfadnd, priesvitnd, nepriesvitnd.

. Farba - bezfarebné, sivobiele (vd¢$ina medicinsky vyznam-
nych druhov), vlastnd farba kolénoii (farba dané tvorbou pig-
mentu, napr. Micrococcus luteus alebo S. aureus - ZIta, M.
roseus - Tuzovd, Sérratia marcescens - kordlovo Cervend,
Chromobacterium violaceum - fialova a iné) a arteficidlne vi-
zuélne zmeny koldnii , napr. vznik kovovo zrkadliacich pig-
mentov na vyrastenych koléniach E. coli na EMB agare (eozin
metylénovovd modrd), alebo farebnou zmenou indikétora
v Zivnej pode (napr. lakt6zu Stiepiace a nestiepiace entero-
baktérie na selektivne diagnostickych podach s laktézou).

8. Zmeny okolia kolénii - posudzujeme zmenu farby (produk-
cia vo vode rozpustnych pigmentov Pseudomonas aerugino-
sa - obr. 1.13.23), zmena pH média - zmena farby indikato-
ra, na KA si v§imame stupeni hemolyzy erytrocytov:

- Ciasto¢na hemolyza - oo hemolyza (zozelenanie okolia ko-
I6nie - viridécia),

- Uplnd - B hemolyza,

- bez viditeI'nej hemolyzy - y hemolyza.

=N

N o v

Obr. 1.13.23. MH agar - uvolmniovanie vo vode rozpustnych pigmentov
(pyocyanin, pyoverdin a pyorubin) do média u niektorych kmetiov
P. aeruginosa).

9. Konzistencia - mazlavd, maslovitd, drobiva, voskovd, hlie-
novit4.

10. Zapach - fekdlny, hnilobny, kysly, sladkasty, jazminovy
a pod. (vo velkej miere je hodnotenie ¢i ide o vonu ¢i zdpach
subjektivny znak, zavisly od hodnotitela, ale tak ¢i onak, je
vZdy pre kazdého charakteristicky a nezamenitelny).

11. Fenomény rastu - ako napr. satelitizmus - rast Haemophi-
lus influenzae. v zéne B-hemolyzy Staphylococcus aureus
v podobe drobnych priehladnych kolénii a Rausov fenomén,
ktory je charakterizovany tzv. plazivym rastom Proteus spp.
(rast v pribojovych vlnach, kedy Proteus spp. v priebehu jed-
ného dia pokryje od miesta inokuldcie celd Petriho misku)
na krvnom agare ako aj na Endovej pode.

12. Niektoré druhy mykobaktérii vykazuji schopnost fotochro-
mogenity. Fotochromogénne mykobaktérie, M. kansasii
a M. marinum, obsahuji nefarebné prekurzory, ktoré sa po
expozicii viditelnou c¢astou svetla a za pritomnosti vzduchu
meni na Zlté aZ oranZovo sfarbené derivdty beta karoténu.
Kultivacia prebieha v dvoch séridch. Prva séria skimaviek sa
kultivuje zabalend do tmavého papiera, druhd sa ponechd
nezabalené. Po troch tyZdiioch inkubdcie sa nezabalené

skimavky vystavuji na dve hodiny d¢inku svetla. Fotochro-
mogenita sa preukdZe, ak maji kolénie v oZiarenych sku-
mavkach zZItd pigmentdciu kolénii, v porovnani s neexpono-
vanymi, v ktorych rastd kolénie krémovej farby.

Je potrebné si uvedomit, Ze kolénie rovnakého bakteridlneho
druhu, dokonca aj toho istého bakteridlneho kmeila m6Zzu mat
na pevnych pddach rézny charakter tzv. rastovej ¢i disocia¢nej
fazy. Spravidla rozozndvame tri zdkladné rastové fazy, oznaco-
vané ako fdza M, S, R.

Kol6nie v M-faze (mucous - hlienovity) st koldénie hlieno-
vitého vzhladu a konzistencie, pologulovité vypuklé, ostro
ohrani¢ené, majui tendenciu sa zlievat. V prepardte z tychto
kolénii su baktérie opuzdrené, palickovité baktérie su kratsie,
bunky streptokokov v tejto faze s CastejSie po jednej, dvoch
alebo len v kratkych retiazkach. Mikréby rastice v tejto faze
su spravidla najvirulentnejsie, predovsetkym vdaka pritomnos-
ti ptzdra. V tekutej pode rastd tieto mikréby difiznym zdka-
lom.

Kolénie v S-faze (smooth - rovny, hladky) st hladké, lesklé
a plochejsie ako kolénie v M-fadze. Mikroskopicky st palicky
dlhsie, streptokoky tvoria dlh$ie retiazky kokov. V tejto faze
baktérie netvoria ptizdra. Virulencia kmeniov v S-fize je niZsia
ako kmenov v M-faze. V tekutej pdde rastt tieto mikréby naj-
Castejsie takisto difiznym zédkalom.

Kolénie v R-fadze (rough - drsny) st na povrchu drsné, s ne-
pravidelnym okrajom, byvaja ¢asto radidlne zbrdzdené, s vyvy-
Senym stredom. Tieto mikréby rastt v tekutej kultivaénej pode
najcastej$ie vo forme zrnitého sedimentu. Mikroskopicky ide
o dlhé palicky az vldkna, koky byvaji Castokrdt pretiahnuté,
usporiadané do dlhych retiazok. Virulencia tychto mikrébov je
zniZend, alebo im tplne chyba. Mikréby v R-faze sa lisia od
mikrébov toho istého kmerna v M-fdze alebo S-fdze i antigénne.
Majt obmedzend antigénnu vybavu.

Fédza, v ktorej rastie urcity bakteridlny kmen, nie je jeho sta-
bilnd vlastnost. Okolité vplyvy mdzu viest k zmene disocia¢nej
fdzy jednym alebo druhym smerom. PasdZovanie kultiry na
pevnych pddach vedie mnohokrédt k postupnej degradécii po-
vodnej M-fadzy do fdzy S alebo R, podobne, ako pasdZovanie
mikroorganizmov na nevnimavych jedincoch. Naopak, pasdzo-
vanie na vnimavych jedincoch, napr. vhodnych laboratérnych
zvieratdch, vedie k zvySeniu virulencie daného patogéna.

Okrem uvedenych ,klasickych” metéd kultivdcie sa do po-
predia dostavaji moderné metédy, ktoré vyznamne urychluji
izolaciu, pomnoZenie a identifikdciu kultivovateInych mikroor-
ganizmov. Takymi st napr. impedan¢né met6dy (pozri subka-
pitolu 1.18 - Elektrochemické metddy v lekdrskej mikrobiol6gii)
alebo radiometrickd metéda, ktord sa uz niekolko rokov pouZi-
va na zrychlenu kultivdciu mykobaktérii. Je zaloZend na rddio-
metickom merani “CO, produkovaného metabolizmom myko-
baktérii. Ten vznikd premenou kyseliny palmitovej znacenej
izotopom C, ktord je pritomnd v kvapalnom kultivaénom mé-
diu.

Na principe merania CO, tieZ neradiometricky pristroj
MB/Bacto. Metdéda spociva v sposobe detekcie CO,, ktord pre-
bieha kolorimetricky. Na dne kultiva¢nych flasti¢iek st zabu-
dované terc¢iky, ktoré naratajicim mnozstvom oxidu uhli¢itého
menia svoju farbu. Kultiva¢né automaty st vybavené senzormi,
ktoré svetelne a zvukovo hldsia zmeny farby jednotlivych terci-
kov. Dalgie novsie neradiometerické pristroje vyuzivaju podob-
ny spdsobu detekcie, ale zaloZeny na merani.Kultiva¢ni systém
MGIT (Mycobacterium Growth Indicator Tube) je systém, ktory
meria spotrebu kyslika. Biologickd vzorka sa ddva do $pecidl-
nych flasti¢iek, vybavenych kyslikovym senzorom. Ako kulti-
vacné médium je vyuzivané selektivne Middlebrookovo 7H12B
médium a v kultivd¢nej nddobe je na silikénovom uzdvere
upevneny fluorescen¢né indikdtor. Vyslednd intenzita fluores-
cenc¢ného ziarenia je merand UV translumindtorom. Je priamo
umernd spotrebe kyslika, a tym mnoZstvu pritomnych myko-
baktérii.
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1.14

IDENTIFIKACIA IZOLOVANYCH BAKTERII POMOCOU

TESTOV NA URCENIE METABOLICKYCH VLASTNOSTI

Horniackova M.

Mikrobiologické laboratérne vySetrenie je zamerané na urce-
nie infekéného agensa, ktory modze byt etiologickou pri¢inou
ochorenia alebo sa mo6Ze na ochoreni podielat.

Priama mikrobiologickd laboratérna diagnostika je zamerand
na dokaz povodcu ochorenia stanovenim pritomnosti mikroor-
ganizmov alebo ich sicasti (antigénov, toxinov) v biologickom
materidli. Sti¢astou priamej mikrobiologickej diagnostiky je mi-
kroskopické vysetrenie biologického materidlu, kultivicia bakté-
rif a ich identifikdcia do rodov a druhov, pripadne biotypov,
sérotypov, antigénnych typov a stanovenie citlivosti voci anti-
mikrobidlnym ldtkam. Presnd, vo vac¢Sine pripadov druhovd,
identifikdcia izolovanych bakteridlnych pdvodcov ochoreni je
dolezitd pre urcenie pévodcu ochorenia, vo vztahu k testovaniu
citlivosti voc¢i antimikrobidlnym ldtkam a k interpretdcii testov,
ktoré je pre jednotlivé skupiny, rody a druhy baktérii a antimik-
robidlne latky rozna. Ako priklad mozno uviest uréovanie meti-
cilinovej rezistencie kmeniov Staphylococcus aureus a koaguldza
negativnych stafylokokov prostrednictvom rozdielnych velkosti
inhibi¢nych zén cefoxitinu v diskovom diftiznom teste alebo
hodnét MIC v diluénych testoch. Vyhodnotenie testu vyZaduje
presnud druhovi identifikdciu na zvolenie sprdvnych testovacich
a interpretaénych kritérii. Druhovd identifikdcia baktérii je aj
zdkladom pre re$pektovanie prirodzenej (vrodenej) rezistencie
bakteridlnych rodov alebo druhov vo¢i antimikrobidlnym ldtkam
(napr. prirodzend rezistencia enterokokov a Listeria monocyto-
genes voci cefalosporinom). Presnd identifikdcia tvori zdklad pre
epidemiologické sledovanie vyskytu pdvodcov nozokomidlnych
ndkaz a rezistentnych kmertiov.

Podmienkou sprdvnej identifikdcie baktérii je okrem vyberu
vhodnych a relevantnych testov pre prislusny bakteridlny druh
prdca s ¢istou bakteridlnou kultidrou v exponencidlnej faze rastu.

Identifikdcia bakteridlneho druhu sa zvycajne vykondva tes-
tovanim enzymatickej vybavy a metabolickej aktivity pomocou
metabolickych biochemickych testov (biochemickd identifika-
cia baktérii), ktoré sa pre jednotlivé druhy baktérii charakteris-
tické a prejavuju sa vo fenotype bakteridlneho kmeria.

Identifikdcia sa vykondva bud orienta¢ne jednoduchym ale-
bo viacerymi metabolickymi testami alebo pomocou komeréne
vyrdbanych zostav testov.

Princip testovania:

V teste je pritomny $pecificky substrat a chemicky indikator.
Zdakladnym principom, pouzivanym pri vac¢$ine metabolickych
testov, je sledovanie pdsobenia baktérie a jej enzymatickej vy-
bavy na dodany definovany substrat, ktory sa vplyvom enzy-
matickej aktivity mdZe menit na $pecificky produkt odli$ny od
substratu. Vzniknuty produkt sa méze lisit zmenou farby (chro-
mogénnou zmenou substrdtu z bezfarebného na farebny pro-
dukt) alebo skupenstvom alebo ho mdZeme dokdzat pomocou
vhodného indikdtora vzniknutého produktu. Stiepenie, utiliza-
cia substrdtu moze viest k zmene pH prostredia (acidifikacia
alebo alkalizdcia média) a tito zmenu preukdZeme zmenou
farby pH indikatora.

Pri testovani sa vyuZiva detekcia enzymatickych schopnosti
baktérii:

* Stiepit sacharidy (cukry), napr. laktézu, glukézu, sacharézu,
maltézu a iné,

* degradovat bielkoviny a aminokyseliny, napr. ornitin, lyzin,
arginin,

e tvorit zo substratu dal$ie dokdzateIné produkty (indol, siro-
vodik),

* Stiepit lipidy,

e utilizovat niektoré substrdty, napr. vyuZit citrdt sodny ako
jediny zdroj uhlika,

* menit niektoré anorganické substrty.

Testy mozno pripravit ako:

» skdmavkové testy - pridanim konkrétneho substrdtu do zé-
kladného média v skimavke (tekuté, polotuhé, tuhé - sikmo
naliate), napr. tzv. pestry rad cukrov alebo pridanim diskov
s obsahom substrdtu do roztoku s bakteridlnou kultdrou -
ONPG test, VP (Voges-Proskauer) test, tributyrinovy test,

¢ pridanim substratu/substratov do pevnych kultiva¢nych pod
alebo pridanim diskov s obsahom testovanej ldtky (obsah
cukrov v kultiva¢nej pode),

e samostatné a rychle vykonanie niektorych testov pouZitim
substrdtu (kataldzovy test, plazmakoaguldzovy test),

e samostatné a rychle vykonanie niektorych testov pomocou
plastickych stripov s reakénou ploskou s obsahom substratu,
pripadne indikétora - oxiddzovy test, PYR test, dokaz pro-
dukcie indolu,

e mikrotesty - testy moZno pripravit miniaturizované (analo-
gicky ako na mikrotitra¢nej platnicke), substaty s priprave-
né komercne v lyofilizovanom stave, kombinuje sa viacero
testov v definovanom stbore testov,

¢ automatizované testovanie - kazety obsahujtce definované
stibory testov na polo- alebo automatické spracovanie v au-
tomatizovanych systémoch.

Testy mo6Zu prebiehat na pevnej kultiva¢nej pode, v tekutom
médiu v skiimavke, testovat m6Zeme pomocou testovacich dis-
kov alebo priizkov.

Pre jednotlivé skupiny baktérii je potrebné vybrat vhodny
stbor rozliovacich testov, ktoré umoznuju identifikdciu bakté-
rif. Na zdklade viacerych charakteristtk mozu byt vyvinuté
pravdepodobnostné modely identifikacie. Principom vyhodno-
tenia je zaradenie izoldtu do taxénu.

Priamo z izolovanych koldnii mozno testovat:

Kataldzovy test

Aerébne baktérie si schopné rozkladat peroxid vodika
(H,0,) vznikajtci v priebehu aerébnej respirdcie bud pomocou
enzymu peroxiddza (bez vzniku plynného kyslika) alebo ka-
taldza (za vzniku plynného kyslika). Kataldza tym chrédni bak-
térie pred toxickym dcinkom H,0,.

Principom testu je schopnost enzymu kataldza Stiepit H,0,
na vodu a kyslik.

Na test sa pouziva 3% H,0,. Test vykondme tak, Ze na pod-
loZné sklicko (alebo do skimavky) kvapneme malé mnoZstvo
H,0, a priddme testovant bakteridlnu koléniu. V pripade pozitiv-
nej reakcie pride k Stiepeniu H,0, a tvorbu kyslika mozeme po-
zorovaf ako pritomnost bubliniek (unikanie kyslika) (obr. 1.14.1).

Test pouZivame napr. na rychle orienta¢né odliSenie stafylo-
kokov a streptokokov. Stafylokoky st kataldza pozitivne (tvoria
kataldzu), streptokoky a enterokoky su kataldza negativne. Po-
trebné je jemné nabratie testovanej koldnie, aby sme sa vyhli
nabratiu krvného agaru s obsahom erytrocytov, ¢o by mohlo
viest k falo$ne pozitivnej reakcii.
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Obr. 1.14.1. Kataldzovy test. VIavo v kvapke H,0, negativna reakcia
po pridani testovanej kulttdry (streptokoky), vpravo pozitivna reakcia
(stafylokoky) (foto M. Straka).

Oxiddzovy test

Oxidadzovy test je rychly diagnosticky test, vhodny na prvot-
né odliSenie oxiddza negativnych enterobaktérii od vibrif a ae-
romondd a tieZ na rozliSenie oxiddza pozitivnych gramnegativ-
nych nefermentujtcich pali¢iek Pseudomonas spp. od oxiddza
negativnych gramnegativnych nefermentujucich pali¢iek Acine-
tobacter spp. Test umoZiiuje aj odliSenie oxiddza pozitivnych
kolénii rodu Neisseria a Moraxella.

Principom testu je detekcia enzymu cytochrémoxiddza.

Test sa vykondva bud pomocou filtracného papierika, ktory
je napusteny zmesou alfa-naftolu a tetrametyl-p-fenyléndiami-
nu alebo komeréne vyrdbanym prizkom s reakénym ter¢ikom
obsahujicim reakénd zmes (obr. 1.14.2). Reakény terc¢ik sa
zvlh¢i vodou a na jeho povrch sa platinovou alebo plastovou
kFuc¢kou nanesie testovand koldnia. V pripade pozitivnej reakcie
(pritomnost cytochromoxiddzy) pride v mieste ndnosu takmer
okamzite k zmodraniu reakénej plochy.

Obr. 1.14.2. Oxidazovy test. VIavo pozitivna reakcia (zmodranie
reakénej plosky po naneseni testovanej bakteridlnej kultiry)
Pseudomonas spp., vpravo negativna reakcia Enterobacteriaceae E. coli.

PYR test

PYR test je rychly kolorimetricky test na predbeznu identifi-
kéciu a rozliSenie niektorych skupin baktérii.

Principom PYR testu je detekcia enzymu pyrolidonyl amino-
peptiddza (pyrolidonyl arylamiddza, PYR4za), ktorej pritom-
nost je charakteristicka pre vsetky druhy enterokokov. Zo strep-
tokokov produkuje tento enzym iba Streptococcus pyogenes (sk.
A). Test sa preto vyuziva na rychle odliSenie enterokokov (sk.
D) od ostatnych streptokokov a tieZ na odli$enie S. pyogenes od
ostatnych skupin beta-hemolytickych streptokokov (obr. 1.14.3).

Obr. 1.14.3. PYR test. VIavo pozitivna reakcia (scervenanie reakénej
plosky) v mieste nanesenia testovanej kultdry Streptococcus pyogenes,
vpravo nezmenené sfarbenie po naneseni kultiry betahemolytického
streptokoka skupiny C.

Princip testu je hydrolyza f3-naftylamidu kyseliny pyrogluté-
movej bakteridlnou pyrolidonyl arylamiddzou a reakcia je dete-
govana reakciou s p-dimetylaminocinamaldehydom, obsiahnu-
tym v roztoku cinidla pre test PYR, za vzniku cerveného
sfarbenia.

ONPG test

Test sliZi na detekciu beta-galaktoziddzy.

Princip testu: substrdtom je o-nitrofenyl-p-D-galaktopyrano-
sid, ktory sa bakteridlnym enzymom beta-galaktoziddzou roz-
kladd za uvolnenia Zltého o-nitrofenolu. Test sa pouZiva na
odliSenie salmonel, ktoré si ONPG negativne, napr. od ONPG
pozitivnych citrobakterov (obr. 1.14.4). ONPG test moZno pou-
Zit aj v diagnostike Neisseria meningitidis.

Obr. 1.14.4. ONPG test. Po pridani reakéného pdsika pre ONPG test do
suspenzie bakteridlnej kulttry vo fyziologickom roztoku a po inkubdcii
mozno vlavo pozorovat pozitivnu reakciu (Zlté sfarbenie) Citrobacter
spp., vpravo negativna reakcia (bez zmeny sfarbenia) Salmonella spp.
(foto J. Havelova).

Dalgie metabolické testy

Testovanie sacharolytickych vlastnosti

Termin fermentdcia je volne pouzivany na oznacenie schop-
nosti baktérif utilizovat cukry, napr. laktézu (laktézu fermentu-
jace a laktézu nefermentujtce baktérie).

Fermentécia je definovand ako oxida¢no-redukény metabo-
licky proces prebiehajici v anaerébnom prostredi, kde na-
miesto kyslika je termindlnym akceptorom vodika (elektrénov)
organicka zlicéenina. V bakteriologickych testoch je tento pro-
ces detegovany zmenou farby pH indikatora, pretoZze dochddza
k tvorbe kyslych produktov.

K acidifikdcii testovacieho média moze dojst aj degradédciou
sacharidov inymi procesmi ako fermentdciou alebo moze testo-
vacie médium obsahovat iné substrdty, ktoré vedu k tvorbe
kyslych koncovych produktov.

Sacharolytické vlastnosti sa dokazuja v pddach s 1% obsa-
hom sacharidu (cukrové pody). Pri skvasovani sacharidu do-
chddza k okyseleniu poédy vplyvom Kkyslych medziproduktov
a produktov, ktoré sa deteguje zmenou farby pouzitého pH in-
dikétora (fenolova Cerveri, brémtymolovd modrd).

K ¢asto pouZivanym reakcidm patri Stiepenie laktézy. Lakt6za
je priddvand ako substrdt do niektorych diagnostickych, resp.
selektivno-diagnostickych médii, ako je MacConkey agar, dezo-
xycholdtovd pdda na odliSenie laktézu skvasujtcich (lakt6za
pozitivne) a laktézu neskvasujtcich (lakt6za negativne) bakté-
rif. Laktéza pozitivne baktérie skvasovanim lakt6zy vedd k zme-
ne pH média, ¢o sa prejavi zmenou farby pH indikatora a vedie
k tvorbe ruZovo sfarbenych kolénii, laktéza negativne baktérie
rasti v bledych, transparentnych kolénidch (obr. 1.14.5).

Test Stiepenia laktézy sa vyuZiva ako jeden z prvych orien-
ta¢nych testov napr. na odliSenie ¢revnych patogénnych baktérif
sposobujucich infekcie gastrointestindlneho traktu. Rody Salmo-
nella, Shigella a Yersinia patria medzi lakt6za negativne baktérie
na rozdiel od mnohych dalSich enterobaktérii, napr. E. coli,
Klebsiella spp., Enterobacter spp., ktoré su laktéza pozitivne.
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Obr. 1.14.5. MacConkey agar. V hornej polovici kultiva¢nej platne
naockované laktéza pozitivne baktérie E.coli tvoriace ruzovo sfarbené
kolénie, v dolnej polovici platne lakt6za negativne baktérie Salmonella
spp. tvoriace bledé transparentné koldnie (foto J. Havelovd).

Test Stiepenia arabindzy sa pouZiva ako jednoduchy test na
rozliSenie Enterococcus faecalis (ne$tiepi arabinézu) a Entero-
coccus faecium (Stiepi arabinézu za vzniku zltého sfarbenia
média).

Podobne moZno dokdzat vyuzitie dalSich cukrov, napr.
glukéza, maltdza, sachardza, xyléza a i.

Testy S$tiepenia cukrov su stucastou stiprav metabolickych
testov.

Tvorba plynu pri stiepeni sacharidov

Kone¢nym produktom oxidativnej fosforylacie sacharidov je
voda a CO,. Vznik plynu sledujeme v skimavke s tekutym mé-
diom s obsahom prislu§ného cukru, do ktorej je hore dnom
vloZend naplnend mald skimavka, tzv. Diirhamova plynovka.
Po 24 - 48 hod inkubdcii sa zachytdva bublinka vznikajiceho
plynu v plynovke. Reakcia je typicky negativna pri dokaze Shi-
gella spp., ktoré na rozdiel od vacsiny enterobaktérii netvoria
plyn.

Dokaz dekarboxylaz

Na dokaz dekarboxyldz pouzivame roztok prislusnej amino-
kyseliny, napr. ornitin, lyzin, arginin. Pri ich degraddcii v ana-
erébnych podmienkach vznikaji aminy, ktoré vedu k alkaliza-
cii prostredia, ¢o sa deteguje zmenou farby pH indikdtora (napr.
brémtymolovd modrd). Test je sticastou stiprav testov na iden-
tifikdciu napr. enterobaktérii, vibrii, stafylokokov.

Test deamindcie fenylalaninu je typickym testom (typickd
vlastnost) rodu Proteus spp., vyuZivame ho najma na odli$enie
Proteus spp. od Salmonella spp.

Detekcia tvorby sirovodika

Sirovodik (H,S) sa tvori pri odbtiravani aminokyselin s obsa-
hom siry (cystin a cystein). Tvorbu H,S dokazujeme pridanim
soli Zeleza (citrat Zelezity, Zelezitoaménny) do média, ktoré
reaguji so vznikajicim H,S na Cierne soli sirnika Zelezitého.
Reakcia sa prejavi na pevnych kultivaénych médidch, napr. de-
zoxycholdtovd pdda, XLD agar, Hajnova podda rastom koldnif
s ¢ierno sfarbenym stredom (obr. 1.14.6 a 1.14.7). Dokaz tvorby
H,S sa pouZziva ako jedna z reakcii v diferencidcii salmonel od
ostatnych enterobaktérii (H,S produkuje aj rod Proteus a Citro-
bacter, potrebné su dalsie diferenciacné testy).

Tvorba indolu

Indol vznikd ako degradac¢ny produkt bakteridlneho metabo-
lizmu aminokyseliny tryptofdnu ($tiepenie bielkovin, deamind-
cia tryptofdnu) tryptofandzou. Pri reakcii dochddza k hydrolyze

tryptofdnu za vzniku indolu (a pyruvitu a amoniaku). Indol
dokdZeme pridanim indikétora, ktorym je Kovacsovo alebo Ehr-
lichovo reagens (zdkladom je p-dimetylaminobenzaldehyd),
s ktorym tvori cerveny prstenec (p-dimetylaminobenzaldehyd
a aldehydové skupina). Reakciu moZeme pekne preukdzat aj
v skiimavke s podou MIU (motility, indol, urea) (obr. 1.14.8).
Je to polotuhd poda, pomocou ktorej zistujeme schopnost po-
hybu baktérii, tvorbu indolu a uredzovu aktivitu (obr. 1.14.10).

Obr. 1.14.6. Tvorba sirovodika, dezoxycholdtova poda. V hornej
polovici kultiva¢nej platne bakteridlna kultdra E. coli, netvori sirovodik,
rastie vo forme ruzovych (laktéza pozitivnych) koldnii, v dolnej
polovici platne kulttira Salmonella spp. tvoriaca sirovodik, rastie

vo forme bledych kolénii (laktéza negativnych) s ¢ierno sfarbenym
stredom (foto J. Havelova).

Obr. 1.14.7. Tvorba sirovodika, poda podla Hajna. Cierne sfarbenie
dolnej Casti pody pri raste kultiry Salmonella Enteritidis (vlavo),
negativna reakcia pri raste kulttry E. coli (vpravo), kde zdroven vidiet

fermentdciu cukrov (Zlté sfarbenie v celom objeme pddy) a tvorbu
plynu (roztrhanie pody, bubliny v pode; foto M. Horniac¢kovd).

Dokaz tvorby indolu sliZi na diferencidciu indol pozitivnych
druhov enterobaktérii (napr. E. coli, Klebsiella oxytoca, Proteus
vulgaris) a indol negativnych druhov (napr. Klebsiella pneumo-
niae subsp. pneumoniae, Proteus mirabilis), reakcia je stcastou
testovacich stprav.

Test mozno pripravit aj ako rychly samostatny test pomocou
indikdtorovych prizkov s reakénou ploskou, reakénym kruhom
a pod., na ktoré sa nandsa vySetrovand bakteridlna kolénia.
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Obr. 1.14.8. Detekcia produkcie indolu v skimavke s pédou MIU.
Po pridani Kovdcsovho reagens je vpravo viditelnd pozitivna reakcia
(vytvorenie ¢erveno sfarbeného prstenca pri raste E. coli, vlavo
negativna reakcia (ZIty prstenec) Klebsiella pneumoniae (foto J.
Havelova).

Testovanie uredzovej aktivity

Uredzovd aktivita, ¢iZze schopnost enzymu uredza $tiepif mo-
¢ovinu za vzniku amoniaku vedie k alkalizdcii média, ktortu
detegujeme pomocou pH indikétora (fenolovd cerveri). Test sa
¢asto vykondva na Christensenovej pode, péde MIU, na ktorej
sa uredzova aktivita prejavi zmenou farby pddy z bledoZltej na
ruzovu (obr. 1.14.9). Uredzova aktivita je typickd napr. pre rod
Proteus spp., ale je negativna u Salmonella spp., deteguje sa aj
u Helicobacter pylori.

Na pode MIU je moZné aj testovanie pohyblivosti baktérii.
Baktérie sa oc¢kuju vpichom do pody a inkubuji 24 h. Nepo-
hyblivé baktérie rastu iba v mieste primdrnej inokulacie - v ¢ia-
re vpichu a pdda v skiimavke zostdva priehladnd. Pohyblivé
baktérie sii schopné rast v celom objeme pody, aj mimo Ciary
vpichu, ¢o sa prejavi zakalenim pody. Medzi nepohyblivé bak-
térie typicky patri rod Klebsiella a Shigella.

e

Obr. 1.14.9. Detekcia uredzovej aktivity na péde MIU. Vpravo
pozitivna rekacia Proteus mirabilis, ktord sa prejavi ruZovym sfarbenim
média, vlavo negativna reakcia Salmonella Enteritidis.

Schopnost utilizdcie substritu

Schopnost vyuzivat substrat citrdt sodny ako jediny zdroj
uhlika sa deteguje na pode oznacovanej ako Simmons-citratova
poda. Indikdtorom alkalizdcie pH pri utilizdcii citrdtu je brém-

tymolovd modréd (zmena farby zo zelenej na modru). Utilizdcia
citrdtu je charakteristickd pre rody enterobaktérii Klebsiella, En-
terobacter, Citrobacter, Proteus, negativna, resp. na pode ne-

rastie E. coli.
v pvy
'ﬁ’;

Obr. 1.14.10. Péda MIU. VIavo Proteus mirabilis, pozitivna uredzova
aktivita (ruzové sfarbenie pddy) a negativny test na produkciu indolu
(zIlty prstenec po pridani Kovdcsovho reagens), vpravo E. coli, negativna
uredzova aktivita (ZIté sfarbenie pody) a pozitivny test produkcie
indolu (Cerveny prstenec po pridani Kovdcsovho reagens).

Oxida¢no-fermentacny test (O/F test)

OF test je urCeny na rozliSenie fermentativneho a oxidativ-
neho metabolizmu glukézy. Oxidativne mikroorganizmy moézu
metabolizovat glukézu alebo ostatné cukry v aerébnych pod-
mienkach (aerébnym spdsobom), t.j. kyslik je termindlnym ak-
ceptorom vodika (elektrénov), vznikaju slabé kyseliny. Ostatné
organizmy fermentuji glukézu a akceptorom vodika (elektré-
nov) je organickd latka, vznikajd silné kyseliny. Na detekciu
slabych kyselin pri oxidativnom metabolizme je potrebné pou-
zitie citlivého polotuhého Hugh-Leifsonovho média (OF mé-
dium) so zniZenym obsahom pepténu, s obsahom testovaného
cukru (glukéza) priblizne 1% a indikdtorom pH (brémtymolova
modrd).

Vpichom sa inokuluji dve skiimaky a jedna sa ihned prelie-
va parafinovym olejom na vytvorenie anaerébneho prostredia
a inkubuju sa 24 aZ 48 hod. Tvorba kyselin v médiu sa prejavi
jeho zoZltnutim.

Oxidativne baktérie charakterizuje tvorba kyselin (ZIté sfar-
benie) v aerébnej skiimavke a zelené (nedochddza k fermenté-
cii) v anaerébnej skimavke.

Fermentujice baktérie charakterizuje tvorba kyseliny (zIté
sfarbenie média ) v oboch skiimavkach - aerébnej aj anaerébne;j.

V pripade nesacharolytickych baktérii nedochddza v médiu
k Ziadnym zmendm ani v jednej skimavke.

Test sa pouZiva najmd na odliSenie enterobaktérii a nefer-
mentujacich gramnegativnych pali¢iek. Enterobacteriaceae vy-
tvoria kysli reakciu v celom objeme média v oboch skimav-
kdch.

Mikroorganizmy, ktoré nemdzu S$tiepit cukry aerdbne ani
anaer6bne, napr. Alcaligenes faecalis, vytvoria alkalickd reakciu
v otvorenej skiimavke a v zatvorenej skiimavke nebude pritom-
na ziadna reakcia.

V diagnostike mykobaktérii sa ako skriningové testy vyuzi-
vaju metédy zaloZené na odliSnych biochemickych vlastnos-
tiach jednotlivych druhov mykobaktérii. Medzi zdkladné bio-
chemické testy patria produkcie niacinu, redukcia nitrdtov
a schopnost rastu na pddach s pridavkom hydrazidu kyseliny
tiofén-2-karbénovej (TCH).

Na zdklade schopnosti tvorit niacin odliSujeme M. tubercu-
losis od inych druhov mykobaktérii. Niacin produkovany my-
kobaktériami tvori derivaty s kyanidmi a za pritomnosti anilinu
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sa vytvdra zIté zafarbenie. Pozitivny vysledok tohto testu indi-
kuje M. tuberculosis, pozitivny byva aj pri niektorych kmertioch
M. bovis BCG. MoZnd je aj tvorba niacinu aj pri M. microti,
M. chelonae u pre niektorych kmenioch M. africanum
a M. simiae. M. bovis a ostatné mykobaktérie niacin netvoria.

Enzymatické vlastnosti niektorych mykobaktérii sa zistuju aj
pomocou redukcie nitrdtov na dusi¢nany, ktoré ndsledne vy-
tvdraju s detek¢énymi reagenciami ¢ervenu zliceninu. Pozitivne
vzorky sa tak prejavia jasnocervenym zafarbenim. Kontrola ne-
gativity testu sa vykond pridanim zinkového prachu, kedy sa
negativny vysledok zafarbi na ¢erveno. Pozitivita tohto testu
uréuje druhy M. tuberculosis, M. kansasii, M. fortuitum
a M. szulgai. Typicky negativny vysledok vychddza pri M. bo-
vis, M. avium-intracellulare, M. xenopi, M. chelonae alebo
M. simiae. Pri M. bovis BCG, M. scrofulaceumn a M. marinum
moZe byt vysledok variabilny.

Test citlivosti na TCH sltaZi najma k odliSeniu M. tuberculosis
a M. bovis. Vzorka mykobakteridlnej kultiry sa naockuje na
vajecnt pddu pridavkom 1 mg TCH a sticasne na kontrolnd
p6du bez TCH. Rast M. bovis za pritomnosti TCH inhibovany.
Na pode s TCH nerastie ani M. bovis BCG, ani M. africanum.
M. tuberculosis a iné mykobaktérie sa na pode s pridavkom
TCH rozmnoZuju.

Okrem tychto testov sa k druhovému urcenie mykobaktérii
vyuzivaju este dalSie testy zaloZené na dokaz biochemickych
a rastovych vlastnosti.

Testovacie stipravy, automatizované testovanie

Samostatné jednotlivé testy nie st na druhovi identifikdciu
baktérii dostato¢né. Potrebné je pouzivat kombindciu vhodnych
testov, ktoré umoznia dostato¢né rozlienie baktérii podla ich
metabolickych vlastnosti. Podla identifika¢nych algoritmov
baktérii sa testy mézu skombinovat napr. do tzv. pestrej rady
(skiimavkové testy) alebo mozno pouzit komeréne pripravené
zostavy testov uspdsobené na identifikdciu napr. grampozitiv-
nych kokov, stafylokokov, enterokokov, gramnegativnych pali-
¢iek, enterobaktérii, nefermentujtcich baktérii, anaer6bnych
baktérii a pod. Takéto identifika¢né stpravy obsahuju lyofilizo-
vané substrdty v miniaturizovanych mnozstvach, ku ktorym sa
priddva bakteridlna suspenzia ¢istej kulttry izolovaného kmeta
vo fyziologickom roztoku alebo vyrobcom urfenom sus-
penznom médiu, upravend na predpisani hustotu inokula
(mnoZstvo kolénie tvoriacich jednotiek (KTJ)/ml). Potrebnd
hustota inokula je stanovend vyrobcom testu a vyjadrend optic-
kou denzitou podla tzv. McFarlandovej stupnice. Meria sa po-
mocou denzitometra. Inkubdcia prebieha zvidc¢sa 18 - 24 hod
pri teplote 37 °C, niektoré testy umoziiuju aj skor$ie od¢itanie
po niekolkych ($tyroch) hodindch. Mikrotesty v zostave bud
obsahuju indikdtory reakcie alebo sa reakcie hodnotia po pri-
dani indikatora alebo chemickej zlticeniny na dokaz vzniknu-
tého produktu. Vysledkom je farebnd zmena a kazdé reakcia sa
vyhodnocuje ako pozitivna alebo negativna (+ alebo -). Vyhod-
notenie sa mdze robit volnym okom - sleduju sa farebné zme-
ny pri kazdej reakcii alebo je mozné spektrofotometrické odci-
tanie pomocou spektrofotometra (obr. 1.14.11).

Cimrobacter

Kiebsiefle preumanioe

Klebsinlo prvurnomoe

Obr. 1.14.11. Identifika¢nd stiprava na identifikdciu gramnegativnych
enterobaktérii stipravou MIKROLATEST ENTEROtest 16 (Erba
Lachema s.r.0., CR) (foto: J. Havelova).

Samotnd identifikdcia baktérii kombindciou viacerych testov

sa potom mozZe vykonat:

¢ manudlne porovnanim s identifika¢nymi alebo frekven¢nymi
tabulkami (uvddzajui frekvenciu vyskytu testovanych zna-
kov);

e pomocou numerického kdédovania;

e pocitaCovym spracovanim.

Manudlne porovnanie ziskanych pozitivnych a negativnych
vysledkov s identifika¢nymi alebo frekvenénymi tabulkami je
realizovatelné, iba ak zostava obsahuje maly pocet testov (napr.
Sest).

Castejsie vSak zostavy obsahuji aspoii 16, 24 alebo aj viac
testov na zvysSenie pravdepodobnosti spravnej identifikdcie. Vy-
skytovat sa mozu aj atypické kmene, ktoré reprezentuji dany
druh, av8ak v niektorych vlastnostiach sa mézu od typického
kmena li$it. Vdc¢sina metabolickych charakteristik bakteridlneho
druhu nema4 striktne dant bud len pozitivhu (100 %) alebo ne-
gativnu (0%) hodnotu pre dany bakteridlny rod (biotyp), pri
mnohych reakcidch urcité percento kmenov moéZe vykazovat
konkrétnu metabolickd aktivitu a malé percento kmetiov ju ne-
vykazuje (alebo opacne). Napriek tomu md zostava umoZnit
s ¢o najvacsou pravdepodobnostou spravnu identifikaciu izolo-
vanej baktérie a identifikovat aj atypické kmene, pripadne na-
vrhnut dal$ie dodatkové testy na spresnenie identifik4cie.

Sposoby identifikdcie st zaloZené na tdajoch identifika¢nej
matice (frekven¢nej matice a pod.), t.j. tabulky obsahujtce ta-
x6ny, testy a percentd pozitivnych reakcii jednotlivych testov
pre kazdy taxon.

Vyhodnotenie testov sa realizuje pomocou numerickych ké-
dovacich systémov, ktoré st uvddzané v kédovych knihach ale-
bo st vyhodnocované pocitacovym identifika¢nym programom.
Numericky kdd je systém, pomocou ktorého st viaceré identi-
fikacné charakteristiky baktérii preloZené do poradia cislic, tzv.
¢fselného (numerického) kédu, ktory reprezentuje jeden alebo
viacero bakteridlnych druhov.

Tvorba numerického kédu vychddza z identifika¢nych cha-
rakteristik a teda zo zdpisu pozitivnych a negativnych reakecii,
oznacenych + alebo -. Identifika¢né charakteristiky si prenese-
né do bindrneho kédu (vyjadrené zdpisom ¢islic 1 a 0). Princi-
pom identifikdcie je prevedenie bindrneho refazca pozitivnych
a negativnych vysledkov do kratSieho oktalového kédu a urce-
nie hodnoty tzv. profilu. Profily si usporiadané v kédovej kni-
he a umoziuja jednoduché vyhladanie vysledkov.

Tvorba numerického kdédu: jednotlivé metabolické bioche-
mické testy v zostave si zoskupené do trojic. Negativne reakcie
v kazdej trojici nadobtdaja ¢iselni hodnotu 0, pozitivne vy-
sledky hodnotu 1, 2 alebo 4 (dané vyrobcom testovacej stpra-
vy). S¢itanim pozitivnych hodnét jednotlivych reakcif v kazdej
trojici sa ziska oktdlovy kéd (obr. 1.14.12).
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Obr. 1.14.12. Vyhodnotenie jednotlivych pozitivnych a negativnych
reakcii testovaného izolatu Klebsiella pneumoniae subsp. pneumo-
niae a vytvorenie numerického kédu v stiprave MIKROLATEST
ENTEROtest 16 (Erba Lachema s.r.o., CR; foto M. Straka).
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Oktédlové kédy, zndme aj ako biotypové ¢isla, st ¢iselnym
vyjadrenim prejavenych fenotypovych charakteristik a su jedi-
necné pre jednotlivé bakteridlne druhy. Kazdé ¢islo v oktélo-
vom kdde reprezentuje tri biochemické metabolické vlastnosti
a C¢islo samotné predstavuje vzorec pozitivnych a negativnych
reakcii. Oktalovy kéd, ktory zodpovedd urcitému taxénu, pred-
stavuje najpravdepodobnejsiu identifikdciu testovaného kmenia.
Baktérie st zoskupené do tzv. taxénov, ktoré reprezentuji sku-
piny mikroorganizmov na trovni druhu alebo biotypu s rovna-
kymi, resp. velmi podobnymi vlastnostami.

Vyrobca testovacich stprav predpisuje spdsob hodnotenia
jednotlivych testov v stiprave a poskytuje prislusnd kédovi kni-
hu alebo vyhodnocovaci pocita¢ovy program.

Pri vyhodnoten{ testov pomocou pocita¢ového programu ne-
mus{ byt potrebné zistovanie kédu. Po spektrofotometrickom
odc¢itani jednotlivych reakcii st tieto prevedené priamo do po-
¢ftacového programu a vyhodnotenie je urobené automaticky.
Mozné je aj odcitat reakcie vizudlne a zadat vysledky (+ a -)
do pocitacového identifikacného programu.

Identifika¢ny program poskytuje aj dalsie tidaje, ktoré je tre-
ba brat do tvahy pri identifikdcii baktérie. Je to percento prav-
depodobnosti (identifikacné skére) a index typickosti (obr.
1.14.13).

Percento pravdepodobnosti vyjadruje pravdepodobnost,
s akou sa jednd o dany taxén, resp. s akou ziskany vysledok
zodpovedd danému taxénu. Vyjadruje sa v percentédch.

Index typickosti uréuje mieru zhody testovaného kmena
s najtypickej$im kmeriom pre dany taxén, uvddza teda, do akej
miery vysledok zodpovedd najtypickej$iemu vysledku pre dany
tax6n. Nadobtida hodnotu 0 az 1 (1 znamend tplnd zhodu
s typickym kmeniom). Nemd priamu suvislost s percentom
pravdepodobnosti. Ako uZ bolo spomenuté, atypické kmene
mo6Zu mat vysoké percento pravdepodobnosti, Ze patria k da-
nému taxénu. MoZe ist aj o kmeri, pri ktorom nie je jasné roz-
lisenie medzi dvoma velmi podobnymi druhmi a je potrebné
zvazit atypické znaky (testy) a/alebo vykonat dodatkové rozli-
Sujuce testy.
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Obr. 1.14.13. Pouzitie vyhodnotenia reakcii identifika¢nej sipravy
baktérii pomocou pocitacového programu (Erba Lachema s.r.0., CR;
foto A. Longauerovd).

Stcastou akejkolvek met6dy mikrobiologickej diagnostiky je
sprdvna interpretdcia ziskanych vysledkov. Plati to aj pre iden-

tifikdciu baktérii, preto mechanické odpisanie vysledku nemusi
byt postacujice a sprdvne ani pri pouZiti poc¢itacového progra-
mu alebo numerického profilu. Uvedené kédy predstavuji cha-
rakteristické metabolické vlastnosti Zivych baktérii, ich jedinec-
ny fenotypovy prejav. Aj pri automatizovanom a pocitacovom
hodnoteni identifikdcie je potrebné interpretovat identifikacné
testy v stilade s ostatnymi informdciami, charakteristikami ne-
zndmeho mikroorganizmu, ako st morfolégia kolénii, schop-
nost rastu a reakcie na rdoznych kultivaénych médidch, morfo-
légia buniek v Gramovom farbeni, vysledky predbeZnych
biochemickych testov, citlivost vo¢i antimikrobidlnym ldtkam

a klinicky obraz infekcie (morfologické, kultiva¢né a klinické

charakteristiky).

Mozné chyby pri identifikdcii m6zu vyplyvat z:

* nesprdvne zvolenej zostavy testov pre dany bakteridlny izo-
14t (chyba v identifikaénom algoritme) - napr. pouZitie gram-
pozitivnej sady pre gramnegativne baktérie, pouZitie zostavy
iba pre enterobaktérie pre nefermentujtce gramnegativne pa-
licky a pod., pouzitie zostavy nezhffiajicej dany izolét,

* pouzitie zmie$anej, kontaminovanej bakteridlnej kulttry,

* nesprdvne pripravené inokulum,

¢ nesprdvne vykonanie testu,

« nevyrie$enie diskrepancii testovania, napr. vykonanim dodat-
kovych testov.

Identifikdcia m6Ze byt nesprdvna alebo netiplnd, ak testova-
ny mikroorganizmus nie je sic¢astou pouZitej zostavy testov.

Testovanie sa ¢asto vykondva/vykondvalo v automatickych
systémoch identifikdcie baktérif. V sticasnosti je identifikdcia
baktérii pomocou metabolickych enzymatickych vlastnosti na-
hrddzand inou metédou - hmotnostnou spektrometriou, ktord
maé tieZ svoje silné a slabé stranky a vysledky je potrebné hod-
notit celistvo. Baktérie s meniace sa Zivé organizmy, preto
v identifikécii je potrebné zvaZovat aj ich fenotypové charakte-
ristiky a na identifikdciu najmd zriedkavo sa vyskytujucich ale-
bo atypickych kmeriov, kmetniov s nejasnou klinickou relevan-
ciou modzZe byt potrebnd aj kombindcia jednotlivych met6d
identifikacie.
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Fagotypizdcia sa uplatiiuje pri priamej diagnostike mikro-
bidlnych pdvodcov ochoreni. Tdto metéda vyuZiva prirodze-
nych bunkovych parazitov (virusy) baktérii - bakteriofdgy (ale-
bo skrdtene fagy). Kazdy bakteriofdg potrebuje pre inicidciu
infekcie baktérie $pecificky antigén (receptor), ktory sa nachd-
dza na jej povrchu. Bakteriofdgy teda napddaji bakteridlne
kmene $pecificky (len urcité kmene baktérii, ktoré maji dany
receptor). Schopnost fdgov infikovat bakteridlnu bunku preto
odzrkadluje jej antigénové vybavenie a moZe sa tak vyuzit pri
poddruhovej typizdcii bakteridlneho kmena.

Fagotypizdcia sa vykondva v Petriho miskdch s agarovym
médiom, ktoré je vhodné pre rast vySetrovaného bakteridlneho
kmena. Na povrch média sa rovhomerne naockuje bakteridlna
suspenzia so $tandardnou velkostou inokula. Po jej zaschnuti
sa aplikuju typizacné lytické bakteriofdgy, ktoré sui nariedené
na pracovnud koncentrdciu (minimdlne mnoZstvo bakteriofdgov,
ktoré spolahlivo lyzuje prislusny druh baktérie). Takto pripra-
vené platne sa inkubuju pri 37°C 7 - 8 hodin. Citlivost bakte-
ridlneho kmera sa prejavi lyzou buniek a vznikom plaku
v mieste inokuldcie fdga, ktory je viditelny voInym okom. Pod-
Ia vnimavosti vySetrovaného bakteridlneho kmena na typiza¢né
fdgy sa urci jeho fagotyp.

Ind modifikacia fagotypizdcie vyuziva fakt, Ze niektoré fagy
nelyzujui bakteridlnu bunku, ale prechddzaji do lyzogénie, pri-
¢om sa ich nukleovad kyselina stdva sa sticasfou bakteridlnej
bunky. Takéto kmene baktérii si potom nevnimavé voci fagu,
ktorym su lyzogenizované (fenomén interferencie).

Obr. 1.15.1. Plaky vzniknuté v mieste inokuldcie bakteriofdga
v dosledku lyzy bakteridlnych buniek (foto Z. Hubendkova).

FAGOTYPIZACIA BAKTERII

Vyuzitie fagotypizdcie spoéiva v epidemiologickej charakte-
ristike zdroja a ciest $irenia bakteridlnej infekcie. NajCastejsie
sa uplatiiuje pri typizdcii salmonel, najma sérovarov Salmonella
Typhimurium a Salmonella Enteritidis, ale aj dal$ich. TieZ sa
vyuziva pri charakterizacii $igel, stafylokokov a vynimoc¢ne aj
inych baktérii. V sti¢asnosti je vSak fagotypizdcia nahrddzana
molekuldrno-genetickymi typiza¢nymi metédami.
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TESTOVANIE CITLIVOSTI MIKROORGANIZMOV VOCI

ANTIMIKROBIALNYM LATKAM

Horniackova M.

Stanovenie citlivosti mikroorganizmov vo¢i antimikrobidl-
nym latkam je doleZitym krokom a vysledkom mikrobiologickej
laboratérnej diagnostiky. Tvori neoddelitelni stic¢ast algoritmov
priamej mikrobiologickej diagnostiky patogénnych mikroorga-
nizmov a je zdkladom racionélnej lie¢by infekcii.

V sicasnosti sme svedkami enormného $irenia sa rezistencie
baktérii vo¢i antimikrobidlnym ldtkam (antibiotikdm), ktord
predstavuje globdlnu hrozbu pre verejné zdravie. Antimikrobi-
dlna rezistencia vedie k ohrozeniu Zivota a zdravia pacientov,
je spojend so zvySovanim chorobnosti a letality, sfaZuje aZ zne-
moznuje liecbu infekcii a infekénych komplikdcii a prispieva
k nérastu vydavkov na zdravotnicku starostlivost.

Na vzniku antimikrobidlnej rezistencie sa podiela nadmerné,
neoddvodnené a neindikované poddvanie antibiotik, ktoré vytvé-
ra selekény tlak na vznik rezistentnych kmertiov. K vzniku rezis-
tencie vyznamne prispieva aj pouZzivanie antibiotik v inych sek-
toroch, ako je =zdravotnictvo; vo veterindrnej medicine
a v pol'nohospodarstve za inym tcelom, ako je liecenie infekcii.
Vaznost situdcie a potreba jej globdlneho rie$enia viedla k prija-
tiu viacerych dokumentov a programov na trovni Eurépskej ko-
misie a Svetovej zdravotnickej organizdcie (SZO). Predchddzanie
antimikrobidlnej rezistencii a jej zniZovanie vyZaduje koordino-
vané usilie mnohych organiza¢nych (svetové, narodné, miestne
manazérske struktiry) a vykonnych zdravotnickych zloZiek. Vel-
ky doraz je kladeny na timovt spoluprdcu pri tvorbe a dodrzia-
vani pravidiel sprdvneho pouZivania antibiotik, ktoré je oznaco-
vané ako ,antimikrobidlny stewardship“, sprdvne pouZivanie
antibiotik. Podporuje sa tvorba timov pre sprdvne pouZivanie
antibiotik a antibiotickych komisif s ti¢astou zdstupcov viacerych
medicinskych $pecializdcif - klinicky farmaceut, klinicky farma-
koldg, klinicky mikrobioldg, infektolég, anestezioldg - intenzivis-
ta, zdstupcovia chirurgickych odborov, pripadne konzultant pre
antibiotickd lie¢bu, nemocni¢ny epidemiolég alebo hygienik,
ktori spolupracuji s oSetrujtcimi lekdrmi. TaktieZ sa podporuje
tvorba timov na kontrolu $irenia infekcii, nozokomialne infekcie,
tloha nemocni¢ného epidemioléga alebo hygienika. Timy majd
mat manaZérsku podporu vedenia zdravotnickych zariadeni. D6-
lezitym opatrenim na zabrdnenie $irenia rezistetnych mikroorga-
nizmov v zdravotnickom zariadeni je mozZnost izoldcie pacien-
tov, ktori majd infekciu alebo su kolonizovani epidemiologicky
z&vaznymi alebo multirezistentnymi mikroorganizmami, na sa-
mostatnych (jednolozkovych) izola¢nych izbdch.

V procese sledovania vyvoja antimikrobidlnej rezistencie, sle-
dovania a hodnotenia prijatych intervencii na predchddzanie jej
vzniku, vyskytu a $irenia md nezastupitelnd tdlohu klinicky
mikrobiolég a mikrobiologickd laboratérna diagnostika, posky-
tujtca zdkladné tdaje ziskané testovanim citlivosti mikroorga-
nizmov voc¢i antimikrobidlnym latkam.

Preco je teda potrebné mikrobiologické vySetrenie a testova-
nie citlivosti na antibiotika?

Klinicky mikrobiolég na zdklade mikrobiologického vysetre-
nia poskytuje idaje o pévodcovi ochorenia a jeho citlivosti voci
antibiotikdm, konzultuje ndlezy s klinickym lekdrom. Testova-
nie citlivosti poskytuje idaje na vyber vhodného antibiotika pre
individudlnu lie¢bu infekcie u pacienta, ktoré umoznuji pred-
povedat (predpokladat) tspech alebo zlyhanie lie¢by konkrét-
nym antibiotikom, teda pre raciondlnu lie¢bu infekcii. Testova-
nie citlivosti zdrovenl vytvdra nevyhnutné podklady pre

empiricki (kalkulovanu) lie¢bu v pripadoch zdvaZnych infekcii
(infekcie centrdlneho nervového systému, sepsa, ventilatorova
pneumoénia) a u pacientov v tazkom stave, kedy je potrebné
okamzité zahdjenie sprdvnej antimikrobidlnej lie¢by. Vyber
vhodného antibiotika pred vySetrenim citlivosti konkrétnych
mikroorganizmov izolovanych z biologického materidlu pacien-
ta je zaloZzeny na zdklade sledovania vyskytu rezistentnych
kmeriov a mechanizmov rezistencie v danej oblasti, nemocnici,
na nemocni¢nom oddeleni a podla predpokladaného pévodcu
ochorenia. Pre rychlu a spravnu volbu antibiotik sti nevyhnut-
né prehlady citlivosti/rezistencie. Lokdlne (miestne) prehlady
citlivosti a rezistencie vypracovdva na zdklade testovania citli-
vosti mikrobiologické laboratérium pre jednotlivé nemocnic¢né
oddelenia, JIS, OAIM a pod. za urcité ¢asové obdobie (Stvrtroc-
ne, mesacne, tyZdenne). Konkrétne tidaje st nevyhnutné pre
antimikrobidlne ,stewardship programy*.

Klinicky mikrobiolég poskytuje tieZ konzulta¢ni ¢innost
o sprdvnom odbere a transporte materidlu, zabezpecuje posky-
tovanie klinicky relevantného a spravneho laboratérneho testo-
vania. Zucastiiuje sa na klinickom manaZmente pacienta, ako
stcast konzilidrnej ¢innosti priamo pri 16zku, zic¢astriuje sa vizit
na vybranych oddeleniach a poskytuje konzultaéni ¢innost
ohladom sprdvnej antimikrobidlnej lie¢cby. Ako ¢len komisif
v zdravotnickom zariadeni (antibiotickd komisia, nozokomidlna
komisia a pod.) sa aktivne podiela na tvorbe antibiotickej poli-
tiky (antibiotické formuldre, antibiotickd profylaxia) na réznych
drovniach s vyuzitim tdajov mikrobiologického testovania.

Detekcia rezistentnych kmeriov, ich vyskyt u pacienta alebo
v zdravotnickom zariadeni je doleZité tieZ z epidemiologického
hladiska. Poskytuje okamzité (rychle, v€asné) informadcie o vy-
skyte nebezpe¢nych kmenov nemocni¢nym timom, ktoré sa
zaoberaju vyskytom nozokomidlnych infekcif, na prijatie G¢in-
nych opatreni (izoldcia pacientov, protiepidemické opatrenia).
UmoZiiuje sledovanie dlhodobych trendov vyskytu rezistencie
a kontrolu d¢innosti prijatych opatreni.

Standardizované vykonavanie testov citlivosti umozZiiuje nie-
len ndrodné, ale aj medzindrodné porovndvanie vyskytu anti-
mikrobidlnej rezistencie. Takéto udaje sledovania rezistencie
mikroorganizmov izolovanych z krvi pri infekcidch krvného
rieciska alebo pri infekcidch centrdlneho nervového systému st
pre krajiny Eurépskej tinie zapojené do testovania a zberu tda-
jov dostupné v databdze EARSNET.

Spracovanie tdajov o vyskyte bakteridlnej rezistencie (testo-
vania citlivosti) sa pouZiva na tvorbu antibiotickej politiky na
roznych drovniach, lokdlnej, nemocni¢nej - nemocni¢né proto-
koly, antibiotické formuldre a ndrodnej politiky preskripcie lie¢iv.

Testovanie citlivosti vedie aj k ziskaniu informdcii o pdsobe-
ni novych druhov lieciv.

Fenotypova detekcia rezistencie/citlivosti umoZiiuje zistit vy-
skyt novych, dovtedy nezndmych mechanizmov rezistencie ale-
bo rezistentnych mikroorganizmov, ktoré moézu vzniknudt
v konkrétnych podmienkach (napr. selekénym tlakom antibio-
tik) alebo modzZe prist k ich rozsireniu z inych oblasti (medicin-
ska turistika, cestovanie a pod.).

K zdsaddm sprdvnej antibiotickej lie¢by patri sprdvna indik4-
cia antibiotickej lie¢by a kontrola spotreby antibiotik. Antibio-
tickd liecba by sa mala riaditf mikrobiologickymi testami citli-
vosti. Ak je to mozZné, odber biologického materidlu na
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mikrobiologickd diagnostiku je vhodné vykonat pred zacatim
lie¢by antibiotikami. Pri vybere a podédvani antibiotika je po-
trebné braf do dvahy aj charakter ochorenia, lokalizdciu infeké-
ného procesu, prestup antibiotika na miesto infekcie v organiz-
me, trvanie a sposob poddvania lieciva.

V ostatnych rokoch sme svedkami pribiidania novych mecha-
nizmov rezistencie, ktoré sa prejavuji enormnym ndrastom re-
zistencie voc¢i antibiotikdm. ZvySuje sa vyskyt multirezistent-
nych baktérii (MDR) charakterizovanych rezistenciou na
najmenej jedno antibakteridlne lie¢ivo v troch a viac antibiotic-
kych skupindch. Ako Siroko (extrémne) rezistentné (XDR) su
oznacované kmene, ktoré su citlivé iba na lieky v jednej, nanaj-
vys dvoch kategéridch. Nebezpecné je Sirenie karbapenemdzy
produkujtcich enterobaktérif (CPE), ktoré spolu s inymi mecha-
nizmami rezistencie mozu viest az k vzniku panrezistentnych
kmeriov (PDR), ktoré st necitlivé na vsetky antibiotikd vo vset-
kych skupinach antibiotik. CPE m6Zu byt odhalované iba pros-
trednictvom mikrobiologického testovania fenotypovymi testami
a ndsledne st detegované ich genetické determinanty. Okrem
lie¢ebnych stratégii vyZaduju aj prijimanie komplexnych protie-
pidemickych opatreni a aktivne vyhladdvanie nosi¢ov CPE.

Sirenie rezistentnych kmetiov je rychle nielen medzi pacient-
mi vrdmci jedného zdravotnickeho zariadenia, ale aj medzi jed-
notlivymi nemocnicami, $tdtmi a kontinentmi, hovorime teda
skuto¢ne o globdlnom Sireni antimikrobidlnej rezistencie.

Testovanie citlivosti na antimikrobidlne latky (MIC a inhibi¢né
z6ny) md vyznam, ak s stanovené kritérid hodnotenia. Mikro-
biologické laboratérne testovanie citlivosti voéi antimikrobidlnym
ldtkam sa preto vykondva stanovenymi metédami a postupmi
v prisne dodrziavanych podmienkach a hodnoti a interpretuje sa
podla medzindrodne platnych kritérii. Slovenska republika sa ria-
di pravidlami Eurépskeho vyboru pre testovanie antimikrobidlnej
citlivosti (The European Committee on Antimicrobial Susceptibi-
lity Testing, EUCAST), ktoré moZu byt doplnené ndrodnymi pra-
vidlami a postupmi, ktoré vyddva Narodné referen¢né centrum
pre sledovanie rezistencie mikroorganizmov na antibiotikd zria-
dené na Urade verejného zdravotnictva SR. V inych krajindch
sveta (USA, americky kontinent) moZno pouZivat odportcania
a kritérid Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI).

Postupy stanovovania citlivosti vo¢i antimikrobidlnym 14t-
kam a dodrZiavanie zdvaznych pravidiel testovania a interpre-
tcie testov sa kontroluji internymi a externymi ndrodnymi
(NRC pre sledovanie rezistencie mikroorganizmov na antibioti-
k4, UVZ SR) alebo medzindrodnymi kontrolami kvality labora-
térneho testovania citlivosti. Interné hodnotenie met6d pouzi-
vanych v diagnostickej praxi laboratéria sa vykondva pravidelne
v stanovenych ¢asovych intervaloch pomocou Standardnych re-
feren¢nych bakteridlnych kmeniov so zndmymi hodnotami MIC
a inhibi¢nych zén pre jednotlivé antimikrobidlne liec¢iva.

1.16.1 Metody testovania citlivosti mikroorga-

nizmov vocCi antimikrobidlnym latkam

Na testovanie citlivosti mikroorganizmov vo¢i antimikrobidl-
nym ldtkam moZeme pouZit fenotypové a genotypové met6dy

(tab. 1.16.1). Pracujeme s vhodnymi vybranymi druhmi
antimikrobidlnych ldtok definovanymi postupmi na urcenie
citlivosti/rezistencie mikroorganizmov (fenotypovy prejav) ale-
bo pomocou molekuldrno-biologickych metéd vo vybranych
pripadoch uréujeme prislusné genetické determinanty rezisten-
cie.

Zostavy testovanych antibiotik

Zostavy testovanych antibiotik na testovanie citlivosti st tvo-
rené tak, aby obsahovali vhodné antibiotikd pre jednotlivé sku-
piny mikroorganizmov, napr. pre grampozitivne koky, stafylo-
koky, enterokoky, streptokoky (betahemolytické; Streptococcus
pneumoniae), gramnegativne palicky, enterobaktérie, nefer-
mentujlice gramnegativne pali¢ky (Pseudomonas spp.; Acineto-
bacter spp.), anaerébne baktérie. Zostavy su vytvorené aj podla
lokaliz4cie infekcie v organizme, napr. pre liecbu infekcii mo-
¢ového traktu alebo lokdlne pouZivané lie¢ivd. Spektrum testo-
vanych antibiotik sa 1i8i aj podla pouzitia na liecbu infekcif
u pacientov v ambulantnej starostlivosti alebo hospitalizova-
nych pacientov so zdvaznymi infekciami.

Hraniéné hodnoty koncentrdcie antibiotik - klinické
break-pointy

Stanovené hrani¢né hodnoty koncentracie antibiotik - klinic-
ké break-pointy (hrani¢né koncentrécie) indikuji pravdepodob-
nost uUspechu alebo zlyhania antibiotickej lie¢cby na zédklade
mikrobiologického vy$etrenia. Definuji rozhranie medzi citli-
vostou a rezistenciou mikroorganizmu vo¢i antimikrobidlnej
latke. Pouzivaju sa v kaZzdodennej praxi pri liecbe pacienta.
Klinické breakpointy pre interpretdciu minimdlnej inhibi¢nej
koncentrdcie (MIC) (mg/1) st zaloZené na farmakokinetickych
a farmakodynamickych parametroch, distribticii hodnét MIC
jednotlivych mikroorganizmov a lie¢iv, na mechanizmoch rezis-
tencie a na klinickych skusenostiach s lie¢cbou konkrétnych ty-
pov infekcie danym antibiotikom. V pripade diskového diftiz-
neho testu st reprezentované priemermi inhibi¢nych zén
(mm). Klinické breakpointy urcuju kategoérie citlivosti, re-
zistencie a intermedidrnej citlivosti.

Doteraz platné definicie:
¢ Klinicky citlivy (C) mikroorganizmus je definovany ako cit-

livy pri takej koncentrécii antimikrobidlnej 1atky, ktord je spo-

jend s vysokou pravdepodobnostou terapeutického tispechu.

¢ Klinicky rezistentny (R) mikroorganizmus je definovany
ako rezistentny pri takej koncentrdcii antimikrobidlnej latky,
ktord je spojend s vysokou pravdepodobnostou terapeutické-
ho zlyhania.

¢ Klinicky intermedidrny (I) mikroorganizmus je definova-
ny ako intermedidrne citlivy pri takej koncentrdcii antimik-
robidlnej latky, pri ktorej je neisty terapeuticky d¢inok.

Interpretdcia vysledkov testovania citlivosti

Interpretéciu ziskanych vysledkov testovania citlivosti vyko-
nava lekdr mikrobiol6g. Interpretativne odc¢itanie testov citlivos-
ti zohladiiuje vedomosti o vrodenej (prirodzenej, intrinsic) re-
zistencii testovanych baktérii na testované antibiotikd, skrizenej

Tab. 1.16.1. Metédy testovania citlivosti/rezistencie mikroorganizmov vo¢i antimikrobidlnym litkam a molekuldarne metédy stanovenia

faktorov rezistenie (autor J. Predny)

Kultiva¢né (rastové) metddy testovania citlivosti/rezistencie

Molekuldrne metédy stanovenia faktorov rezistencie

Fenotypové metody

Fenotypové metédy Genotypové metédy

Kvalitativne Kvantitativne Dokaz antigénnej Struktiry proteinu (napr. PCR

(C,LLR) Stanovenie MIC/MBC (mg/1) zmeneného PBP2, resp.roznych druhov Hybridizacné metod
karbapenemdz imunochemickou metédou) ¥y y

Diskovy diftizny test Agarova dilu¢nd metdda Funkéné testy - napr. betalaktamdzovd aktivita | Sekvendcia

Breakpointové met6dy | Bujénova dilu¢nd metéda enzymov (napr. nitrocefinovy test) Genomické biocipy

Bujénova mikrodilu¢nd metéda

Gradientovy test (¢ test)

Kolorimetrické a automatizované metddy
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rezistencii (citlivosti) medzi jednotlivymi antibiotikami, o tes-
tovani ziskanych mechanizmov rezistencie a ich interpretacii
v kone¢nom vysledku testovania.

Na interpretdciu vysledkov sti vyddvané expertné pravidla
EUCAST na testovanie a interpretdciu vysledkov testov. Pra-
vidld sa m6Zu menit v zavislosti na zmendch Kklinickych brea-
kpointov, novych poznatkoch z klinickych $tddii, vyvoji rezis-
tencie a novych mechanizmov rezistencie, zavddzani novych
latok a pod. Expertné pravidld vychddzaji zo stanovenych ak-
tudlnych breakpointov a znalosti 0 mechanizmoch rezistencie.

Pri testovanf{ citlivosti je potrebné brat do tivahy prirodzenu
(vrodenq, intrinsic) rezistenciu mikroorganizmov, ktord je
charakteristicky pritomnd u vSetkych izoldtov v rdmci bakteri-
dlneho druhu, napr. prirodzend rezistencia Enterobacteriaceae
voci glykopeptidom a linezolidu, Proteus mirabilis vo¢i nitrofu-
rantoinu a kolistinu, Stenotrophomonas maltophilia voci karba-
penémom, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter sp. voci
ertapenému, enterokokov a Listeria monocytogenes voci cefalo-
sporinom a i.

Vynimoc¢né fenotypy rezistencie su také fenotypy rezistencie
bakteridlnych izoldtov vo¢i konkrétnym antibiotikdm, ktoré sa
este nevyskytli alebo je ich vyskyt extrémne zriedkavy. V ta-
kychto pripadoch je potrebné testovanie opakovat a starostlivo
preverit, ¢i je vysledok spravny a vylucit laboratérnu chybu
(napr. zmie$and kulttra, nesprdvna identifikdcia mikroorganiz-
mu, nedodrZanie pravidiel testovania a pod.). Izolat
s vynimoénym fenotypom rezistencie sa md =zaslat do
prislusného referen¢ného centra na jeho dal$ie overenie
a preskimanie. Vynimoc¢né fenotypy rezistencie sa moZu
postupne vyvijat a menit, napriklad ndrastom rezistencie
v priebehu ¢asu. Prikladom vynimoc¢ného fenotypu by bola
rezistencia Streptococcus pyogenes voci penicilinu (rezistentné
kmene sa nevyskytuji).

Pravidld obsahuji aj odportcania na odvodenie citlivosti
podla testovania jedného antibiotika, ktoré moZe reprezentovat
zastupcu skupiny. Podla vysledkov testovania jedného antibio-
tika je teda v niektorych pripadoch mozné odvodit citlivost pre
skupinu alebo vybrané antibiotikd. Prikladom mdZe byt testo-
vanie citlivosti stafylokokov vo¢i norfloxacinu diskovym difiz-
nym testom (DDT), ktoré moZe byt pouzité ako skriningovy
test fluorochinolénovej rezistencie. Izolaty stafylokokov citlivé
voci norfloxacinu mdzu byt povazované za citlivé aj na cipro-
floxacin, moxifloxacin, levofloxacin a ofloxacin; izoldty katego-
rizované ako necitlivé voci norfloxacinu musia byt testované
voci jednotlivym fluorochinolénom osobitne.

Interpretativne odcitanie citlivosti zahfiia/predstavuje od-
vodenie mechanizmov rezistencie z vysledkov testovania citli-
vosti a interpretdciu klinickej citlivosti na zdklade mechanizmu
rezistencie. Niektoré pravidld su relativne jednoduché (napr.
testovanie MRSA), iné bert do Givahy viaceré vztahy medzi an-
tibiotikami alebo vysledky viacerych testov (napr. Enterobacte-
riaceae a aminoglykozidy).

Nikdy sa neodportca tprava intermedidrneho alebo rezis-
tentného vysledku testu na citlivy alebo rezistentného na inter-
medidrny, pretoZze moZe byt pritomny novy, dovtedy nezndmy
mechanizmus rezistencie (a liecba by mohla zlyhat).

Vdc¢sina pravidiel interpretativneho od¢itavania vyzaduje
presnt (druhovi) identifikdciu testovaného mikroorganizmu.
Na testovanie je ¢asto potrebné pouzit $iroké spektrum testova-
nych antibiotik a interpreta¢né pravidld mozu vyZzadovat testo-
vanie takych antibiotik, ktoré sa klinicky nepouzivaju (v liecbe
testovaného mikroorganizmu alebo sltaZia iba na detekciu me-
chanizmu rezistencie).

Sprdvne odc¢itanie, zhodnotenie a najmad interpretdcia testu
citlivosti teda vzhladom na jeho klinicky vyznam a antimik-
robidlnu rezistenciu vyZaduje mnoZstvo poznatkov, ktoré je
potrebné pri interpretécii brat do tivahy. Niektoré vyznamné
mechanizmy rezistencie a ich detekcia a interpretdcia
mozu byt obsiahnuté v niektorych systémoch na testovanie
citlivosti.

1.16.1.1 FENOTYPOVE METODY TESTOVANIA
CITLIVOSTI MIKROORGANIZMOV NA
ANTIMIKROBIALNE LATKY

Na fenotypové testovanie citlivosti baktérii sa pouzivaji kva-
litativne a kvantitativhe metody. Fenotypové metddy testova-
nia s zaloZené na stanoveni minimdlnej inhibi¢nej koncentra-
cie (MIC) v mg/l (kvantitativny parameter).

Minimdlna inhibi¢nd koncentricia je definovana ako naj-
niZsia koncentrdcia antimikrobialnej latky, ktord v standard-
nych podmienkach inhibuje vol'nym okom pozorovany rast
testovaného mikroorganizmu v bujéne alebo na povrchu pev-
ného média. Kvalitativne metddy (diskovy diftizny test) sd ka-
librované podfa MIC. Na interpretdciu vysledkov testovania je
potrebné pouzit medzindrodne stanovené breakpointové hodno-
ty (podla EUCAST) a podla nich kategorizovat mikroorganizmy
ako citlivé, intermedidrne citlivé alebo rezistentné (C, I, R).

Kvalitativne metody

Kvalitativne metédy (C, I, R) st:

a) diskovy diftizny test,
b) breakpointové metédy.

Pri kvalitativhom stanoveni citlivosti ur¢ujeme, ¢i je dany
mikroorganizmus voc¢i antimikrobidlnej latke citlivy, rezistent-
ny alebo intermedidrne citlivy a zaradujeme ho do niektorej
z uvedenych kategorii (C, I, R).

Kvalitativne testovanie citlivosti sa vyuZiva rutinne a vykona-
va sa pomocou diskového diftizneho testu (DDT). Je vhodné
pre testovanie vdcSiny aerébnych a fakultativne anaerébnych
bakteridlnych patogénov, vratane rastovo naro¢nych baktérii, az
na urcité vynimky lieCiv a baktérii, kedy je potrebné stanovit
MIC, napr. kolistin u Enterobacteriaceae; vankomycin (glyko-
peptidy a lipoglykopeptidy) u stafylokokov. DDT je flexibilny
vo vybere testovanych antibiotik, vzdjomné interferencie medzi
niektorymi antibiotikami umoZiiuji aj testovanie niektorych
mechanizmov rezistencie. Nevyhodou je poskytnutie iba kvali-
tativnych tudajov (C, I, R).

A. DISKOVY DIFUZNY TEST

Princip testovania: podstatou DDT je diftizia testovanej anti-
mikrobidlnej latky (antibiotika) z antimikrobidlneho (antibiotic-
kého) disku do pevného kultivaéného média a postidenie jeho
vplyvu na testovany bakteridlny izoldt, ktory je nao¢kovany na
kultivatné médium. Hodnoti sa pritomnost (nepritomnost)
a vel'kost zény inhibicie rastu okolo antibiotického disku, ktora
vznikd posobeni antibiotika na testovany izolat.

Na diskovy diftizny test st potrebné:

e Antibiotické disky

Antibiotické disky su filtracné papieriky s presne definova-
nym obsahom antimikrobidlnej latky (podla EUCAST, event.
CLSI). MnoZstvo latky je vyjadrené v mikrogramoch alebo
v jednotkdch (U, penicilin). Pri testovani sa pouZivaji komer¢-
ne vyrdbané antibiotické disky, ktoré musia splitat poziadavky
na kontrolu kvality diskov.

* Kultiva¢né médium

Ako kultivaéné médium je podla EUCAST predpisané pouZi-
vanie Mueller-Hintonovej agaru (MHA) pre rastovo nendro¢né
baktérie alebo Mueller-Hintonovej agaru s 5% pridavkom me-
chanicky defibrinovanej konskej krvi a 20 mg/1 f-nikotinamid
adenin dinukleotidu (B-NAD) (MHF) pre testovanie Streptococ-
cus spp. (vratane Streptococcus pneumoniae), Haemophilus in-
fluenzae, Moraxella catarrhalis, Listeria monocytogenes, Cam-
pylobacter jejuni a Campylobacter coli, Pasteurella multocida,
Corynebacterium spp., Aerococcus sanquinicola a Aerococcus
urinae a Kingella kingae.

P6dy mozno pripravit v laboratériu alebo sa vyrdbaju ko-
mercne. DoleZité je dodrzanie spravnej pripravy kultivac¢né-
ho média. V Petriho miske s definovanym priemerom je po-
trebné dodrZat presne stanoveny objem kultiva¢nej pody tak,
aby pdda v kultiva¢nej miske dosahovala predpisant vysku
4,0 £ 0,5 mm. ZloZenie pddy, jej vyska, ako aj r6zny obsah
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a charakter antibiotika v disku ovplyviiujd diftiziu antibiotika
a tym aj vysledok testovania citlivosti. Na kultiva¢nu platiiu
s priemerom 90 mm je odpordcané uloZenie maximadlne Sies-
tich antibiotickych diskov. Disky sa ukladaji pomocou steril-
nej pinzety alebo automatickym dispenzerom diskov (obr.
1.16.1).

Obr. 1.16.1. Dispenzer antibiotickych diskov (foto J. Havelova).

Testovand bakteridlna kultira a priprava bakteridlneho
inokula

Na sprdvne odc¢itanie a interpretované hodnotenie testu citli-
vosti je nevyhnutné pracovat s ¢istou bakteridlnou kulttrou,
z ktorej sa pripravuje bakteridlne inokulum.

Na testovanie citlivosti sa pouziva inokulum s optickou den-
zitou 0,5 McFarlandovej stupnice pripravené v sterilnom fyzio-
logickom roztoku (FR), ktoré zodpovedd priblizne 1 - 2 x10®
kolénie tvoriacich jednotiek (KTJ)/ml Escherichia coli.

Inokulum pripravime tak, Ze bakteriologickou kluc¢kou vybe-
rieme dobre izolované koldnie, ktoré rozotrieme vo FR na sus-
penziu a zmeriame jej optickd denzitu. Pridanim FR alebo bak-
teridlnej kultdry upravime opticki denzitu inokula na
poZadovand hodnotu. Na meranie optickej denzity inokula je
potrebné pouzit kalibrovany denzitometer (fotometer), aby
bolo zaistené presné dodrZanie predpisanej hustoty inokula
(mnoZstva KTJ/ml) (obr. 1.16.2). Odchylky mnoZstva baktérif
vedu k skresleniu ziskanych vysledkov a nesprdvnemu stano-
veniu citlivosti, ¢i uzZ v DDT alebo pri stanoveni MIC.

Obr. 1.16.2. Denzitometer na meranie optickej hustoty inokula (foto
J. Havelova).

Pri vykondvani testovania je potrebné dodrziavat pravidlo
157-15°-15", ktoré hovori o pripustnych ¢asovych intervaloch
medzi jednotlivymi krokmi vy$etrenia. Vyznam tohto pravidla
je zrejmy hlavne pri praci s velkym poc¢tom testovanych kme-
nov. Pripravené inokulum je potrebné do 15 min od pripravy

naockovat na povrch kultivaéného média, do 15 min od inoku-
lacie je potrebné aplikovat antibiotické disky a do 15 min od
aplikdcie diskov treba vlozit platne do bakteriologického inku-
batora. Porusenie ktoréhokolvek kroku modze viest k ziskaniu
nespravnych vysledkov testovania. Ak st napr. platne s inoku-
lovanou bakteridlnou kultirou ponechané dlhsi ¢as pri labora-
térnej teplote (pri teplote prostredia), mikroorganizmy zaénd
rést, pride k ovplyvneniu velkosti inokula a zmen$ovaniu inhi-
bi¢nych zoén, ¢o vedie k nesprdvnym vysledkom testovania.

Inokulum nand$ame na kultivatné médium sterilnym vato-
vym tampénom. Oc¢kujeme na pripravené platne MHA alebo
MHF so suchym povrchom, bez pritomnosti kondenzovanej
vody. Tampén ponorime do skiimavky s pripravenym inokulom
a v pripade gramnegativnych baktérii odstrdnime prebyto¢nu
tekutinu z tampoénu tak, Ze ho pritlacime a otd¢ame po vnttor-
nej strane skiimavky. Tampénom naoc¢kujeme cely povrch plat-
ne v troch smeroch. Postupujeme vZdy po celom povrchu plat-
ne od jedného okraja po druhy, potom platiiu v ruke o tretinu
pootoc¢ime, opadt rozockujeme po celom povrchu platne, opaf
platiiu v ruke o tretinu pooto¢ime a rozockujeme. Tampén pri
ockovani tieZ pooto¢ime. Pri ockovani na podu dbdme na to,
aby bol rovnomerne naoc¢kovany cely povrch kultiva¢nej pody
v Petriho miske, aby neboli pritomné volné miesta alebo me-
dzery medzi ockovacimi liniami. Ciefom je ziskanie tzv. sply-
vavého rastu bakteridlnych kolénif - kolénie sa majti dotykat
svojim okrajom. Rast nemd byt prili§ husty ani prili§ riedky
(nemajt byt pritomné prdzdne miesta). Rovnomerne nanesené
inokulum poskytne reprodukovatelné priemery inhibi¢nych
z6n. Na naockovanie platne mozno pouzit aj automaticky plat-
flovy inokuldtor.

Po naockovani inokula sa na povrch platne po jej obvode
umiestnia (manudlne sterilnou pinzetou alebo automatickym
dispenzerom) antibiotické disky tak, aby boli od okraja misky
vzdialené priblizne 2 cm. Ak sa uZ raz disk dotkol povrchu
platne, je potrebné ho na danom mieste nechat, nesmie sa nim
hybat, ani ho tahat po povrchu platne, pretoZe diftizia antibio-
tika z disku je velmi rychla. Pocet diskov, ktoré moZno umiest-
nit na platiu je dany jej velkostou, napr. na platiiu s prieme-
rom 90 mm mozno umiestnit $est diskov. Potrebné je dodrZaf
maximélny pocet aplikovanych antibiotickych diskov, aby sa
neprekryvali zény inhibicie rastu a aby nedochddzalo k neZe-
lanej interferencii medzi jednotlivymi antibiotikami. Disky je
potrebné naloZit na platiiu do 15 min od vyoc¢kovania inokula
a do 15 min od umiestnenia diskov je potrebné platiiu vlozit
do bakteriologického inkubdtora. Kultivdcia prebieha pri 35 +
1 °C za pristupu vzduchu 16 - 20 hod alebo pri 35 + 1 °C za
pristupu vzduchu v 4 - 6% CO, 16 - 20 hod, podla druhu tes-
tovanych baktérii.

OkamZite po kontakte antibiotického disku s kultiva¢nou po-
dou dochddza k difdzii antibiotika do média. Jeho pdsobenie
na rastice baktérie sa prejavi vytvorenim zdény inhibicie rastu
(inhibi¢nd zéna) rovnomerne okolo antibiotického disku, teda
zony, v ktorej baktérie vplyvom tcinku antibiotika nie su
schopné rdst. Rovnomerne rastiice bakteridlne kolénie vytvéra-
jui ohranic¢ené inhibi¢né kolénie, s neporusenymi okrajmi (obr.
1.16.3).

Hodnotenie a interpretdcia testu

Na vyhodnotenie testu je potrebné kalibrovanym meradlom
zmerat priemer z6ny inhibicie rastu okolo antibiotického disku,
ktory sa vyjadruje v milimetroch. Od¢itanie testu (meranie in-
hibi¢nych zén) robime volnym okom (od¢itame okraje inhibic-
nej zény v mieste tplnej inhibicie rastu baktérii, ak nie je sta-
novené inak). Inhibi¢né zény v DDT na MHA meriame zo
spodnej strany platne oproti ¢iernej podlozke v odrazenom
svetle, testy na MHF platniach meriame po otvoreni vrchného
viecka z prednej strany platne v odrazenom svetle.

Dosiahnuté hodnoty inhibi¢nej zény porovndme s breakpo-
intovymi hodnotami inhibi¢nych zén pre jednotlivé mikroorga-
nizmy a jednotlivé antibiotikad podla aktudlnych kritérii EUCAST.
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hodnote, potom testovany kmeii je vo¢i danej antimikrobidlnej
latke in vitro citlivy. Ak je hodnota mens$ia ako breakpointova
hodnota pre stanovenie rezistencie, je testovany kmen voci da-
nej antimikrobidlnej latke in vitro rezistentny. Ak sa namerand
hodnota inhibi¢nej zény nachddza medzi hodnotami pre citlivé
a rezistentné kmene, ide o intermedidrnu citlivost.

Obr. 1.16.3. Diskovy difizny test (foto M. Horniackovd).

B. BREAKPOINTOVE METODY

Pri tzv. breakpointovych metédach sa testuje obmedzené
mnoZstvo koncentrdcii daného antibiotika, alebo koncentricie
na drovni klinickych breakpointov. Aj ked ide o dilu¢né metoé-
dy, neobsahujui dostato¢né mnozstvo riedeni antibiotika na sta-
novenie MIC a pripadné odhalenie mechanizmov rezistencie,
jednd sa o kvalitativne testovanie. Breakpointové metédy su
vyuZzivané v niektorych automatizovanych systémoch, vyhodné
st pri spracovdvani velkého mnoZstva testov, ak nie je potreb-
né stanovenie MIC, od ktorého sa odvija stanovenie farmakolo-
gickych prediktivnych parametrov (Pk/Pd).

Na rozdiel od MIC a DDT (ak sd zaznamendvané velkosti
inhibi¢nych z6n) neumoZiiuji zaznamenanie trendov v posune
MIC, napr. postupny ndrast MIC aj vrdmci jednotlivych kategé-
rif (C, I, R).

Kvantitativne metédy (MIC, MBC)
STANOVENIE MINIMALNEJ INHIBICNEJ KONCENTRACIE
(MIC v mg/1):
a) agarova dilu¢nd metdda,
b) bujénové diluénd metéda,
c) bujénové mikrodilu¢né metddy,
d) gradientovd metdda.

Pri kvantitativnej metéde stanovujeme hodnotu MIC anti-
mikrobidlnej latky, vyjadrenej v mg/l1, na zdklade ktorej je moz-
né posudenie citlivosti, rezistencie alebo intermedidrnej citli-
vosti izolovaného kmeria voci testovanej latke.

Kvantitativne stanovenie citlivosti sa vykondva na pevnych
médidch - agarovou dilu¢nou metédou, gradientovym testom
alebo v tekutych médiach - bujénovou diluénou metédou,
v praxi najcastejSie rd6zne modifikovanymi bujénovymi mikro-
dilu¢nymi metédami, niektorymi automatizovanymi metédami.

Hodnota MIC je potrebnd aj pri vypocte farmakokinetickych
a farmakodynamickych parametrov (Pk/Pd), ktoré st pouZziva-
né v individudlnej lie¢be pacienta a ovplyviiuji vyber a poda-
vanie antibiotika (ddvkovanie, sp6sob poddvania lie¢iva, ddvko-
vaci interval, trvanie lie¢by) a pod. Farmakologické prediktivne
parametre spdjaju farmakodynamické a farmakokinetické cha-
rakteristiky lie¢iva a aktudlnu hodnotu MIC testovaného kmena.

NajcastejSie pouzivané su tri prediktivne parametre pre roz-
ne skupiny antibiotik:

¢ (as, pocas ktorého koncentrédcia lie¢iva presahuje hodnotu
MIC (T > MIC). Je to dolezity parameter pre lie¢ivd bez ale-
bo len s nevyznamnym postantibiotickym t¢inkom. Potreb-
né je upravit aplikdciu lie¢iva tak, aby ploché inhibi¢né hla-
diny pokryvali ¢o najvacsiu (dostatocnt) cast ddvkovacieho
intervalu na dosiahnutie adekvatnej klinickej a mikrobiolo-
gickej tcéinnosti. T > MIC teda vyjadruje percento ddvkova-
cieho intervalu, v ktorom hladina liec¢iva by mala byt nad
hodnotou MIC daného mikroorganizmu. Tento parameter je
hlavnym parametrom pre betalaktdmové lie¢iva;

e pomer maximdlnej dosiahnutej koncentracie lie¢iva k MIC
povodcu ochorenia (C,,,,/MIC) je vhodnym parametrom pre
antibiotikd s vyraznym postantibiotickym tc¢inkom. Pri po-
ddvani lie¢iva je snaha o dosiahnutie ¢o najvys$sej ndrazovej
koncentrécie lie¢iva. Tento parameter je hlavnym determi-
nantom pri liecbe aminoglykozidmi;

e plocha pod davkovou krivkou lie¢iva ohrani¢enou MIC
(AUC > MIC) za 24 hod, je parameter oznac¢ovany ako AUIC,,
(plocha pod inhibi¢nou krivkou pocas 24 hod). AUIC,, je ku-
mulativny parameter, povaZuje sa za najlepsi prediktor G¢in-
nosti chinolénov, makrolidov a vankomycinu (blizZ$ie uvede-
né v kapitole Principy raciondlnej antiinfekénej lie¢by).

Stanovenie MIC sa povaZuje za zlaty Standard fenotypového
testovania citlivosti vo¢i antimikrobidlnym ldtkam. Testovanie
sa robi kvantitativhymi diluénymi metédami in vitro, pri kto-
rych sa riedi testované antibiotikum v poZadovanom rozpati
koncentracii dvojndsobnym riedenim od koncentrédcie antibio-
tika 1 mg/1 smerom nadol a nahor (0,03; 0,06; 0,125; 0,25; 0,5;
1; 2; 4; 8; 16; 32; 64 mg/1). MIC umoziiuje kategorizovat bak-
térie na citlivé, intermedidrne citlivé alebo rezistentné, ako aj
detekciu niektorych mechanizmov mikrobidlnej rezistencie.
Doéraz sa kladie na presné vykonanie metédy stanovenia MIC
(pouzité testovacie médium, inokulum, podmienky inkubdcie
a pod.). MIC predstavuje kvantitativny tdaj potrebny pre vypo-
cet farmakologickych prediktivnych parametrov - Pk/Pd para-
metrov (stanovenie breakpointov, individualizdcia ddvkovania
lie¢iv), poskytuje aj doleZité tidaje pre kontrolu $irenia infekcif
a epidemioldgiu (surveillance, trendy rezistencie a pod.).

a) Agarovd diluénd metéda

Agarové diluénd metdda pouziva rad pevnych médii (MHA)
s pridanymi vzostupnymi koncentrdciami antibiotika v jednot-
livych agarovych médidch, na ktoré sa naockuju testované bak-
teridlne kmene a po inkubdcii sa vyhodnocuje pritomnost rastu
baktérii. Ako MIC je urfend najniZ$ia koncentrdcia pritomnda
v médiu s najniz§im obsahom antibiotika, kde nie je pritomny
rast testovaného bakteridlneho kmeria.

Ak je zistend hodnota MIC mensSia alebo rovnd breakpointo-
vej hodnote pre stanovenie citlivosti, potom testovany kmen je
voc¢i danej antimikrobidlnej latke in vitro citlivy. Ak je hodnota
MIC vyssia ako breakpointovd hodnota pre stanovenie rezisten-
cie, je testovany kmen voci danej antimikrobidlnej latke in vit-
ro rezistentny. Ak sa namerand hodnota inhibi¢nej z6ny naché-
dza medzi hodnotami pre citlivé a rezistentné kmene, ide
o intermedidrnu citlivost.

b) Bujonovd dilu¢nd metéda, mikrodilucné metédy

KedZe agarova dilu¢nd metdéda je ndro¢nd na pripravu médii
s obsahom antibiotika a je pomerne pracnd, v beznej laboratér-
nej praxi sa pouziva testovanie v tekutom médiu. Antibiotikum
sa riedi v tekutom médiu v skiimavkach (bujénova dilu¢nd me-
téda) alebo v mikrotitra¢nej platni¢ke (bujénovd mikrodilu¢na
metéda) v malych objemoch. Odpori¢anym médiom podla
EUCAST je Mueller-Hintonovej bujén s upravenymi katiénmi
(MHB) pre rastovo nendro¢né baktérie alebo Mueller-Hintono-
vej bujén s upravenymi kationmi obohateny pridavkom 5% ly-
zovanej konskej krvi a 20 mg/1 B-NAD (MHF bujén) pre testo-
vanie Streptococcus spp. (vrdtane Streptococcus pneumoniae),
Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, Listeria mono-
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cytogenes, Campylobacter jejuni a Campylobacter coli, Pasteurel-
la multocida, Corynebacterium spp., Aerococcus sanquinicola
a Aerococcus urinae a Kingella kingae a niektorych dal$ich ras-
tovo ndro¢nych baktérii.

Do média s nariedenou koncentrdciou antibiotika sa pridd
definované mnozstvo baktérii ziskané predpisanym riedenim
bakteridlneho inokula. Po inkubdcii sa hodnoti pritomnost ras-
tu baktérii vizudlne voI'nym okom, fotometricky (turbidimetric-
ky) alebo kolorimetricky.

Vizudlne hodnotime pritomnost rastu baktérii v tekutom mé-
diu, ktory charakterizuje tvorba sedimentu, blanky alebo zdka-
lu; fotometricky meranim zdkalu v tekutom médiu a kolorimet-
ricky pomocou pridania farebného indikdtora rastu baktérii
(tetrazoliové soli). MIC je najniz$ia koncentrdcia antibiotika
v skiimavke, kde uZ nie je pritomny viditeny rast baktérii.

V rutinnej praxi sa pouZivaji komer¢ne pripravené testy za-
loZzené na mikrodilu¢nej metéde, obsahujtice vzostupné riede-
nia lyofilizovanych antibiotik v mikrotitra¢nej platnicke alebo na
inom nosic¢i (kazeta, panel antibiotik). Pocet riedeni antibiotika
v komer¢nych systémoch je rozny a je potrebné odlisif break-
pointové metddy (jedno riedenie alebo obmedzeny pocet riede-
ni antibiotika (séria dvojndsobného riedenia antibiotika, 8 - 15
riedenf). Vyhoda komeréne pripravenych platni¢iek spociva
v ich jednoduchom pouziti, re§pektovani poziadaviek na zacho-
vanie stability antibiotik (obsah iénov, pH) a udrZani deklarova-
nych parametrov pri ich sprdvnom skladovani a pouZivani, aby
nedochddzalo k odchylkam (chybdm) v testovani. Vyhodnoco-
vané modzu byt v automatickych systémoch, pripadne spolo¢ne
s identifikdciou testovaného bakteridlneho izoldtu. Niektoré
z automatickych systémov umoziiujui tieZ interpretativne odci-
tanie citlivosti re$pektovanim prirodzenych rezistencii bakterial-
nych rodov a druhov vo¢i konkrétnym antibiotikdm a detekciou
a vyhodnotenim ziskanych mechanizmov rezistencie.

Kolorimetrickd metéda stanovenia citlivosti predstavuje modi-
fikdciu bujénovej mikrodiluénej met6dy, ktord vyuZiva na detek-
ciu rastu baktérii ako farebny indikétor tetrazéliové soli (tetrazé-
lium bromid). Pri tejto metéde sa pouZiva plastovy panel
s netransparentnymi nylonovymi mikrokomorkami - reak¢énymi
ter¢ikmi (na sposob mikrotitracnej platnicky). Reakéné terciky
obsahuji 8 vzostupnych riedeni jednotlivych antibiotik v stlp-
coch a stiprava pre jeden bakteridlny kmen umoziiuje otestovat
az 20 roznych antibiotik (obr. 1.16.4). Po pridani inokula testova-
ného kmena a inkubdcii (18 - 24 hod) sa prida rastovy indikdtor
a platnicka sa inkubuje este 30 min. Rast baktéri{ v pritomnosti
antibiotika sa prejavi zmenou farby indikitora zo Zltej (Ziadny
rast) na modru (rast pritomny). MIC reprezentuje najniZsia kon-
centrdcia antimikrobidlnej latky, ktord inhibuje rast testovanych
baktérii (bezfarebny teréik s najniZs$im riedenim antibiotika).

Obr. 1.16.4. Modifikovana bujénova mikrodilu¢na metéda. Rast
baktérii je detegovany farebnym indikdtorom rastu - tetrazéliovymi
solami. Komer¢nd diagnostickd sdprava in vitro na stanovenie citlivosti
na antibiotikd Miditech (Bel-MIDITECH, SR; foto J. Havelova).

Odc¢itanie testu sa robi pomocou skenera a stanovenie citlivos-
ti sa interpretuje pomocou expertného interpreta¢ného pocitaco-

vého systému, ktory zahfiia interpretdciu prirodzenej rezistencie
baktérii a detekciu a interpretaciu testovanych mechanizmov re-
zistencie. Expertny systém obsahuje aj farmakokineticky/farma-
kodynamicky systém (modul), ktory umoZiiuje vypocet/sta-
novenie prediktivnych farmakologickych parametrov a navrh
ddvkovania lie¢iva (plazmatické hladiny) podla aktudlnej hodno-
ty MIC. Zbieranie a uchovdvanie tidajov umoziuje tvorbu pre-
hladov citlivosti/rezistencie podla poZadovanych parametrov.

¢) Gradientovy test

Kombindciou diftizie antimikrobidlnej latky do média a stano-
venia MIC je gradientovd met6da, oznacovand aj ako E-test (obr.
1.16.5). Predstavuje komer¢ny produkt vo forme plastového pa-
siku impregnovaného postupne sa zniZujicou koncentraciou tes-
tovanej antimikrobidlnej latky (antibiotikum, antimykotikum).
Pésik sa umiestni na povrch vyrobcom predpisaného kultiva¢né-
ho média s naockovanym testovanym kmefiom. OkamZite po
priloZeni pédsiku na povrch média dochddza k diftzii antibiotika
a vytvdra sa jeho exponencidlny gradient. Po inkubdcii vznikd
posobenim antibiotika na testovand bakteridlnu kultiru elipso-
vitd z6na inhibicie rastu. Ako MIC je urcend hodnota testovanej
latky pritomnd v mieste, kde okraj vytvorenej inhibi¢nej zény
pretina plastovy prazok (mg/1). Tato met6da je v rutinnej mik-
robiologickej diagnostike vhodné (aZ na urcité vynimky) na tes-
tovanie jednotlivych antibiotik, ktoré nie st stcasfou komerc-
nych zostdv alebo automatizovanych systémov, na testovanie
rastovo ndro¢nych baktérii, na testovanie pomaly rasticich mik-
roorganizmov vrdtane anaerébnych baktérii a kvasiniek.

=
¥
|
-
b
¥
b
b
E
E
K

i

Obr. 1.16.5. E-test Gradientovd metéda stanovenia MIC (foto M. Straka).

d) Automatické systémy na stanovenie citlivosti

V sticasnosti je k dispozicii viacero automatickych alebo po-
loautomatickych komerénych systémov na stanovenie citlivosti
na antibiotikd. PouZivaji sa Standardne pripravené komerc¢né
mikrotitra¢né platnicky, resp. ich modifikécie, v ktorych si in-
korporované antibiotikd. Po pridani bakteridlneho inokula a po
inkubdcii umoZnuji stanovenie citlivosti. Rast mikroorganiz-
mov sa deteguje spektrofotometricky alebo turbidimetricky.
Niektoré systémy obsahuju zdroven testy na identifikdciu mik-
roorganizmu. Potrebné je ddsledné poznanie principu testu
a rozsahu rieden{ daného antibiotika na postdenie, ¢i je mozné
stanovenie MIC alebo sa jednd o breakpointovii metédu, umoz-
fiujtcu iba kvalitativne testovnie (C, I, R kategéria) bez presné-
ho stanovenia hodnoty MIC.

Pri ktorejkolvek z uvedenych metéd je dolezité dodrziavat
Standardizované postupy testovania (pouZitie odporii¢anej me-
tédy; praca s Cistou izolovanou bakteridlnou kulttrou; pravidlo
157-15°-15"; postup podla odportcéani vyrobcu testu; spravne
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odcitanie a interpretdcia testu), aby nedochddzalo k variabilite
a odchylkam v testovani. Chyby by mohli mat zdvazny dopad
na vysledok a interpretéciu testovania. NajdoleZitejsie chyby st
oznacené ako ,velmi vyznamnd chyba“, kedy je rezistentny
izolat chybne oznaceny ako citlivy; ,,vyznamnd chyba“ predsta-
vuje oznacenie citlivého izoldtu ako rezistentny (v porovnani
s referen¢nou metdédou).

STANOVENIE MINIMALNEJ BAKTERICIDNEJ KONCEN-
TRACIE (MBC)

Okrem stanovenia MIC moZeme stanovit aj minimdlnu bak-
tericidnu koncentrdciu (MBC) lieciva.
ktord v standardnych podmienkach usmrti minimdlne 99,9 %
testovanych baktérii. Hodnoty MBC byvajui pri baktericidnych
antibiotikdch blizke hodnotdm MIC (zvdc¢$a dva az Styrikrat
vy$sie ako MIC), v pripade bakteriostatickych antibiotik st ove-
la vyssie (aZ 16- az 64-krat vyssie ako hodnota MIC).

MBC sa stanovuje vyockovanim skimaviek alebo jamiek
mikrotitra¢nej platnic¢ky s koncentrdciami antibiotika, v ktorych
doslo k inhibicii rastu baktérii, na pevné kultivatné médium.
Po inkubécii sa hodnoti nérast baktérii a MBC predstavuje naj-
niz$iu koncentrdciu antibiotika v médiu, kde nie je pritomny
viditeIny rast baktérii.

1.6.1.2 GENOTYPOVE METODY

Genotypové metddy s zaloZené na detekcii Specifickych gé-
nov kédujicich mechanizmus rezistencie alebo jeho produkt.
Genotypové metddy predpovedaju iba rezistenciu, nie st kvan-
tifikovatelné. Na detekciu génov rezistencie sa pouZzivaji mole-
kuldrno-biologické metédy a pre epidemiologické ucely tiez
met6dy molekuldrnej epidemiolégie.

DoleZité je upozornit, Ze nie vzdy sa pritomnost génu rezis-
tencie prejavi vo fenotype baktérie a nemusi sa rovnat in vivo
klinickému zlyhaniu lie¢by infekcie. Prislusny produkt génu
nemusi byt exprimovany vobec alebo iba na vel'mi nizkej trov-
ni. Na druhej strane absencia génu rezistencie nevylucuje pri-
tomnost iného mechanizmu rezistencie voci urcitej latke.

V rutinnej praxi sd genotypové metédy vhodné na rychlu
detekciu niektorych génov rezistencie s ohladom na rychle za-
Catie u¢innej antimikrobidlnej lie¢cby (MRSA, VRE) a tieZ kvoli
detekcii prislusnych mechanizmov rezistencie pre tcely kontro-
ly infekcii, zabrdneniu $irenia rezistentnych kmetiov (CPE)
a prijifmani u¢innych opatreni v dalSom manaZmente pacienta.

Genotypové metddy sa tieZ vykondvaja v referen¢nych labo-
ratéridch na potvrdenie nezvycajnych fenotypov rezistencie, na
monitorovanie $irenia kmenov s nebezpe¢nymi mechanizmami
rezistencie, surveillance rezistencie.

Pouziva sa metéda PCR na stanovenie jednotlivych génov,
multiplexovd PCR, PCR v redlnom case (real-time PCR), DNA
sekvendcia, hybridiza¢né metédy a genomické biocipy.

Vyhodou molekuldrnych metéd je ich rychlost (real-time
PCR) a presnost urcenia zndmych genetickych determinantov
rezistencie. Nevyhodou je, Ze nedokdzu zachytit nové, novo sa
vyskytujtce, dosial nezndme genetické determinanty rezisten-
cie, nové varianty zndmych génov rezistencie. Zachytdvajui aj
gény rezistencie bez fenotypového prejavu. Citlivost na anti-
mikrobidlne latky musi byt vo vdc¢Sine pripadov potvrdend fe-
notypovymi met6édami.

1.16.2 Testovanie vybranych mechanizmov
rezistencie

Okrem stanovenia citlivosti baktérii na antibiotikd je pri tes-
tovanf citlivosti na antimikrobidlne 14tky moZné pomocou inter-
ferencie medzi antibiotikami pri testovani daného kmernia zisto-
vat aj pritomnost niektorych mechanizmov rezistencie, napr.
stanovenie betalaktamdz s rozsirenym spektrom uc¢inku ESBL
a betalaktamdz typu AmpC u enterobaktérii, karbapenemdz
u enterobaktérii (CPE), MLSB fenotyp rezistencie a pod.

DDT alebo hodnota MIC sa mdZe pouZit aj ako test (skrinin-
gové antibiotikum), kde vysledok testovania pomocou ur¢itého
antibiotika sa modze vztahovaf na celd antibiotickd skupinu,
teda pomocou testu jedného antibiotika moZno odvodit citlivost
vo¢i inym antibiotikdm alebo antibiotickej skupine. Pomocou
skriningového testovania moZeme odhalit mechanizmy rezis-
tencie, napr. MRSA.

METICILIN REZISTENTNY STAPHYLOCOCCUS
AUREUS - MRSA

Kmen MRSA je rezistentny na vSetky betalaktdmové antibio-
tikd okrem cefalosporinov piatej generdcie (ceftarolin, ceftobi-
prol). Podstatou rezistencie je zmena penicilin-viaZucich prote-
inov (PBP), ktoré su ciefovou $trukttrou ti¢inku betalaktdmovych
antibiotik. Rezistencia je podmienend pritomnostou génu (mecA
alebo mecC), ktory kéduje tvorbu zmenenych PBP2°, ktoré sa
vyznacuju nizkou afinitou pre betalaktdimové antibiotikd. Aj ked
by sa niektoré betalaktdmové antibiotikd mohli pri testovani in
vitro javit ako citlivé, ich klinické pouZitie vedie k zlyhaniu liec¢-
by infekcie in vivo, a preto je kmene S. aureus (a aj koaguldza
negativnych stafylokokov) s pritomnostou tohto typu rezistencie
potrebné interpretovat ako rezistentné voc¢i betalaktdmovym an-
tibiotikdm (s vynimkou cefalosporinov piatej generdcie). Hovo-
rime o tzv. interpretativnom od¢itani citlivosti.

Detekcia meticilinovej rezistencie bola v minulosti realizova-
néd in vitro testovanim meticilinu, nésledne prostrednictvom
oxacilinu. V sti¢asnosti sa zistilo, Ze najspolahlivejsie vysledky
sa ziskavaju testovanim pomocou disku s cefoxitinom, ktory
spolahlivo predpovedd meticilinovi rezistenciu. Cefoxitin rezis-
tentné kmene S. aureus su interpretované ako MRSA.

MLSB FENOTYP REZISTENCIE VOCI MAKROLIDOM
A LINKOZAMIDOM

Rezistencia typu MLSB predstavuje sticasnu rezistenciu voci
makrolidom, linkozamidom a streptograminu B. MéZe byt kon-
Stitutivna alebo inducibilnd. Pritomnost inducibilnej rezistencie
moZeme testovaf pomocou vzdjomného blizkeho uloZenia dis-
ku s erytromycinom a klindamycinom. V pripade vyskytu
inducibilnej MLSB rezistencie nie je okolo disku s erytromyci-
nom vytvorend Ziadna zoéna inhibicie rastu, okolo disku
s klindamycinom sa sice inhibi¢nd zéna vytvori, ale na strane
k erytromycinu pride k oplosteniu tejto zény (indukcia rezis-
tencie) v tvare pismena D, preto tento test byva oznacovany ako
tzv. D-test. V pripade pozitivheho D-testu sa test citlivosti da-
ného izoldtu voc¢i klindamycinu interpretuje ako rezistentny.
Test sa pouziva na detekciu MLSB fenotypu u stafylokokov,
streptokokov (betahemolytickych, viridujicich a Streptococcus
pneumoniae).

VANKOMYCIN-REZISTENTNY STAPHYLOCOCCUS
AUREUS

Rezistencia S. aureus voc¢i vankomycinu moZe byt rdézna. Pri-
tomnost génu van-A, exogénne ziskaného od enterokokov, sa
prejavuje ako Van-A podmienend vysokd troven rezistencie
S. aureus vo¢i vankomycinu (VanA-mediated high-level vanko-
mycin resistant S. aureus) a vyznacuje sa vysokymi hodnotami
MIC>8 mg/]l (vankomycin rezistentny Staphylococcus aureus,
VRSA).

Oznacenie vankomycin intermedidrny S. aureus (VISA) a he-
terorezistentny vankomycin intermedidrny S. aureus (hVISA)
predstavuje non-VanA podmienent nizku trovenl rezistencie
(non-VanA low-level resistance to vankomycin). VISA izolaty
maji MIC vankomycinu 4 - 8 mg/1 a hVISA izolaty st voci van-
komycinu citlivé (MIC < 2 mg/l), ale obsahujt pritomnost mi-
noritnej populdcie buniek (1 z 10° buniek) s MIC > 2 mg/l.

Rezistencia izoldtov VISA a hVISA je endogénne podmienend
(chromozomadlne mutécie) s komplexnym mechanizmom vzni-
ku. VISA a hVISA izolaty sa vyznacujui zhrubnutim bakteridlnej
bunkovej steny (asociovanej s hyperprodukciou vdazbovych cie-
Tovych miest pre glykopeptidy).
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Vsetky uvedené kategérie maju byt povaZované za klinicky
rezistentné voc¢i vankomycinu. Vyskyt takychto izolatov je vzac-
ny, VRSA (vynimoc¢ny fenotyp rezistencie) v Eurépe eSte nebo-
li opisané. Vicsina izoldtov s vy$§imi hodnotami MIC vanko-
mycinu (VISA) alebo s pritomnostou heterogénnej populdcie
(hVISA) st kmene MRSA.

Na testovanie MIC vankomycinu vo¢i S. aureus je odporic¢and
bujénova mikrodilu¢nd metéda (nie DDT). Izolaty s potvrdenou
MIC > 2 mg/]l maja byt zaslané do referen¢ného laboratéria.

VANKOMYCIN REZISTENTNY ENTEROCOCCUS
FAECIUM A ENTEROCOCCUS FAECALIS

Izoldty vankomycin rezistentného Enterococcus faecium
a Enterococcus faecalis (VRE) vykazuji MIC > 4 mg/l. KedZe
enterokoky si vSeobecne rezistentné na mnohé antimikrobidl-
ne latky, rezistencia na vankomycin vyrazne komplikuje moz-
nosti liecby. VRE st v stcasnosti pritomné prevazne ako mik-
roorganizmy kolonizujice pacientov, moZu perzistovat a S$irit
sa v nemocni¢nom prostredi. Rezistencia vo¢i vankomycinu je
sprostredkovand plazmidicky k6édovanymi VanA a VanB ligdza-
mi, ktoré zamienaji termindlny D-Alanin v peptigoglykdne za
D-Laktét, ¢o vedie k redukcii vazbovych miest pre glykopeptidy.
VanA kmene sa prejavuju rezistenciou na vankomycin aj teiko-
planin, VanB kmene zvycajne zostdvaji na teikoplanin citlivé.

VRE fenotypy rezistencie mézu byt zistené stanovenim MIC,
DDT alebo breakpointovou agarovou metédou, problematickej-
Sia je detekcia vanB rezistencie. V DDT je dolezité postdenie
charakteru okraja inhibi¢nej zény, ktory md byf v pripade
citlivych izoldtov ostry a priemer zény mé byt nad stanoveny
breakpoint. Potrebné je ddsledné dodrZiavanie pravidiel testo-
vania podla EUCAST, vritane 24 h trvajticej inkubdcie na
detekciu inducibilnej rezistencie.

DETEKCIA BETALAKTAMAZ

Pomocou nitrocefinového testu mozno stanovit tvorbu beta-
laktamdazy u kmenov Haemophilus influenzae, Moraxella catarr-
halis a Neisseria gonorrhoeae. Test nie je spolahlivy u stafyloko-
kov. Nitrocefin je chromogénny cefalosporinovy substrét, ktory
pri hydrolyze amidovej vdzby beta-laktdmového kruhu pdsobe-
nim bakteridlnej betalaktamdzy meni svoje sfarbenie na cerve-
no. Pozitivny test predpovedd rezistenciu na niektoré betalakta-
mové antibiotikd, pozitivne izoldty H. influenzae si povazZované
za rezistentné na ampicilin, amoxicilin a piperacilin bez inhibi-
torov betalaktamdz; pozitivne izoldty N. gonorrhoeae st povazo-
vané za rezistentné na benzylpenicilin, ampicilin a amoxicilin.

Testovanie produkcie sirokospektrdlnych betalaktamdz
- betalaktamadz s rozsirenym spektrom iicinku ESBL

Testovanie produkcie ESBL je vyznamné pre kontrolu $irenia
infekcie a epidemiologické tcely, ale v sti¢asnosti neovplyviiu-
je samotnu interpretdciu testovania citlivosti.

ESBL su enzymy, ktoré hydrolyzuju vaésinu penicilinov a ce-
falosporinov vratane oxyimino-B-laktdmovych zltéenin (cefuro-
x{m, cefalosporiny tretej a Stvrtej generdcie a aztreonam), ale
nehydrolyzuji cefamyciny ani karbapenémy. Vic¢$ina ESBL
patri do skupiny A podla Amblerovej klasifikdcie betalaktamdz
a je inhibovand inhibftormi betalaktamdz (kyselina klavuldno-
vd, sulbaktdm, tazobaktdm) a avibaktdmom.

Tento mechanizmus rezistencie je ¢asto zdruZeny aj s inymi
mechanizmami rezistencie vo¢i inym skupindm antibiotik (iné
betalaktamdzy, aktivny eflux, zmenend permeabilita bakterial-
nej bunkovej steny), ¢o vedie k velkej variabilite fenotypovych
prejavov rezistencie. ESBL su rozsirené u enterobaktérif, najma
u Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae a E. coli. Liekom
volby na terapiu nimi vyvolanych infekcii ostdvaji/ostavali
¢asto len karbapenémové lieciva.

V testovani ESBL sa pouZivaji skriningové (vyhladévacie)
testy a konfirmacné testy, potvrdzujuice ich samotni produkciu.
Ako skrining sa pouZiva testovanie voci cefalosporinom (ich

zniZen4 citlivost) v rutinnom testovani pomocou tzv. skriningo-
vych breakpointovych hodnét MIC alebo priemerov inhibic-
nych zén v DDT (cefotaxim alebo ceftriaxon a ceftazidim; alebo
cefpodoxim).

Samotnd produkcia ESBL moze byt potvrdend/dokdzand po-
mocou viacerych fenotypovych metéd, napr. dvojitym disko-
vym testom synergie (DDST, angl. double disc synergy test);
kombinovanym diskovym testom (CDT, angl. combined disc
test); bujéonovymi mikrodiluénymi metédami; gradientovymi
testami. Dokazuje sa Stiepenie substratu, najcastejsie cefalospo-
rinov cefotaxim alebo ceftriaxon, ceftazidim a cefepim a inhibi-
cia ESBL kyselinou klavuldnovou. V DDST sa vyuZiva synergic-
ky 1c¢inok medzi inhibitorom betalaktamdzy kyselinou
klavuldnovou a cefalosporinmi III. generdcie alebo aztreona-
mom, ktory sa pri uloZeni diskov v sprdvnej vzdialenosti v po-
zitivnom pripade prejavi rozsirenim (deformdciou) inhibi¢nej
zény (obr. 1.16.6).

Obr. 1.16.6. Dvojitym diskovy test synergie, dokaz tvorby
betalaktamdz s rozsirenym spektrom tu¢inku ESBL E.coli
(foto M. Horniackova).

V kombinovanom diskovom teste sa pouzivaju cefalosporiny
s a bez kyseliny klavuldnovej a hodnoti sa velkost inhibi¢nych
z6n alebo v mikrodilu¢nom teste rozdiel v MIC antibiotika bez
inhibitora betalaktamdézy a antibiotika s inhibitorom betalakta-
madzy, ktory v pripade pozitivnej detekcie ESBL je >3log2 (rie-
denia). Stanovenie je mozZné aj pomocou komerénych gradien-
tovych testov ESBL.

Testovanie produkcie betalaktamdz typu AmpC

Podla Amblerovej Klasifikdcie patria AmpC cefalosporindzy
do triedy C. Hydrolyzuju peniciliny, cefalosporiny a cefamyciny
(vratane cefalosporinov tretej, ale nie $tvrtej generdcie) a mo-
nobaktdmy. St slabo inhibované klasickymi inhibitormi beta-
laktamdz ESBL, obzvldst kyselinou Kklavuldnovou. Prenosné
plazmidické p-laktamédzy typu AmpC si v SR rozsirené
u E. coli, Klebsiella pneumoniae spp. pneumoniae, Klebsiella
pneumoniae subsp. oxytoca, Salmonella enterica a Proteus mi-
rabilis, pre terapiu ostdvaju u¢inné cefalosporiny $tvrtej gene-
rdcie a karbapenémy. Obvykle sa zdruzujui s dal$imi mechama-
mi rezistencie. Vyskyt AmpC betalaktaméz je v8ak v porovnani
s ESBL ovela nizsi. Fenotypovy dokaz produkcie AmpC modze
prebiehat pomocou skriningovych breakpointov cefalosporinov
(cefoxitin, ceftazidim, cefotaxim) a konfirmdciou pomocou fe-
notypovych testov, ktoré st vSeobecne zaloZené na inhibicii
AmpC betalaktaméz kloxacilinom alebo kyselinou borénovou.



94

LEKARSKA MIKROBIOLOGIA

Testovanie produkcie karbapenemdz

Karbapenemdzy patria medzi betalaktamdzy, ktoré hydroly-
ticky Stiepia betalaktdmové antibiotikd - peniciliny, vo vd¢$ine
pripadov cefalosporiny a s roéznou aktivitou karbapenémy
a monobaktdmy (okrem metalobetalaktamdz). NajcastejSie sa
vyskytujtce typy karbapenemdz st KPC, NDM, OXA-48, VIM
a IMP. Produkcia karbapenemdz moéze viest k rezistencii na
vSetky betalaktdmové antibiotikd, je prenosnd a zvycajne sa
zdruzuje aj s mechanizmami rezistencie voc¢i inym antibiotic-
kym skupindm (fluorochinolény, aminoglykozidy, ko-trimoxa-
zol). Mo6Ze sa vyskytovat hlavne u zdstupcov ¢elade Enterobac-
teriaceae, najma Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae
a E. coli, vyskyt bol v8ak opfsany aj u dalsich rodov enterobak-
térif (napr. Enterobacter spp.); oznacuju sa ako CPE (carbape-
nemase producing Enterobacteriaceae). CPE fenotyp je spojeny
s vyrazne obmedzenymi mozZnostami liecby, Castejsim zlyha-
nim lie¢by a zvySenou letalitou.

Dokaz tvorby karbapenemdz je zaloZeny na skriningovych
testoch pri rutinnom vySetreni citlivosti pomocou skriningo-
vych hodnét MIC alebo inhibi¢nych zén pre meropeném s na-
slednym potvrdenim produkcie konfirma¢nymi testami. Ako
konfirmacny test sa moZe pouZif dokaz karbapenemadzovej ak-
tivity UV spektrofotometricky; doékaz karbapenemdzovej aktivi-
ty hmotnostnou spektrometriou (MALDI TOF); dokaz karbape-
nemadzovej aktivity pH-metrickym (kolorimetrickym) testom
(napr. Carba-NP test) (obr. 1.16.7).

Obr. 1.16.7. Dokaz produkcie karbapenemdz bakteridlnymi izolatmi
pomocou kolorimetrického testu. VIavo negativna kontrola (ervené
sfarbenie média), v strede a vpravo skiimavky s pozitivhym testom (zlté
sfarbenie média pri hydrolyze imipenému) u karbapenemdzu tvoriacich
Enterobacteriaceae Klebsiella pneumoniae (foto A. Zakova).

Fenotypovy kolorimetricky test je rychly test, zaloZeny na
detekcii enzymatickej hydrolyzy karbapenémového antibiotika
karbapenemadzou, ¢o vedie k zmene pH média, ktord sa prejavi
zmenou farby pH indik4tora (fenolova cerveri). Uvedené zmeny
sa prejavia a umoZnuju odcitanie testu do 2 hod.

Na konfirmdciu sa pouZivaju aj fenotypové testy , ktoré nie
su zaloZené na dokaze enzymatickych vlastnosti pomocou sub-
strdtov, ale dokazuju pritomnost, resp. identitu tychto enzymov
ako proteinov na zdklade ich antigénnych vlastnost{ , teda po-
mocou. imunochemického dokazu (napr. imunochromatogra-
fickymi stipravami).

Na dokaz produkcie a jednotlivych typov karbapenemdz sa
pouziva dokaz génov rezistencie molekuldrnymi metédami
(PCR, multiplexovéd PCR, real-time PCR, sekvendcie).
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Hmotnostnd spektrometria je semikvantitativna analytickd
metdda, ktord umoziuje identifikovat pritomnost a molekular-
nu Struktdru nezndmych latok vo vzorkdch. Metéda je zaloZena
na presnom stanoveni molekulovej hmotnosti molekdl vo vzor-
ke. Pri analyze vzoriek pomocou hmotnostnej spektroskopie je
prvym krokom ionizécia a odparenie jednotlivych zloZiek ana-
lyzovanej zmesi. V druhom kroku ionizované molekuly putuji
vo vdkuu pod vplyvom elektrického napdtia v zavislosti od po-
meru ich ndboja a hmotnosti, ¢o umoznuje zhotovit profil jed-
notlivych molekul vo vzorke, nazyvany hmotnostné spektrum.
Vyhodnotenie spektier nezndmych vzoriek sa najéastejsSie usku-
to¢niuje porovndvanim s referen¢nymi spektrami v databédze
analytického identifika¢ného programu.

MALDI-TOF MS (MATRIX-ASSISTED LASER
DESORPTION IONIZATION TIME-OF-FLIGHT MASS
SPECTROMETRY)

V mikrobioldgii sa na rutinnt identifikdciu baktérif a hub
vyuZiva jedna z modifikdcii hmotnostnej spektrometrie -
MALDI-TOF MS (matrix-assisted laser desorption ionization ti-
me-of-flight mass spectrometry). Pri identifikdcii mikroorganiz-
mov sa vyuziva analyza spektra mikrobidlnych proteinov
v hmotnostnom rozsahu 2 - 20 kDa. St to prevaZne intracelu-
larne proteiny, v prvom rade ribozémové proteiny, proteiny via-
zuce nukleové kyseliny, alebo proteiny chladového a tepelného
Soku. Vo vdc¢sine mikrobidlnych spektier MALDI-TOF su zahr-
nuté konzervativne proteiny zdkladného metabolizmu (,,house-
-keeping“ proteiny), ktoré st len velmi nepatrne ovplyviiované
vonkaj$imi podmienkami a ktoré st preto idedlne pre rutinni
identifikdciu. Metéda MALDI-TOF je jednoduchd a rychla
a umoznuje identifikovat na troveni rodu, druhu a potencidlne
umoziuje aj poddruhovi Klasifikaciu.

Analyticky postup pri MALDI-TOF MS zacina nanesenim ma-
lého mnozZstva mikroorganizmov, ktoré sa maja identifikovat
(staci aj cast dobre izolovanej kolénie priamo z pevného kulti-
va¢ného média), do jednej z jamiek vodivej kovovej platnicky
(nosica vzoriek). Vzorka mikroorganizmov sa najcastejsie apli-
kuje priamo, bez opracovania $pecidlnym ¢inidlom pre dezin-
tegraciu bunkovej steny. Vac¢sina mikroorganizmov totiz lyzuje
v dalsom kroku pracovného postupu po pridani matrixového
roztoku, ktory obsahuje vodu, organické rozpustadla a kyseli-
ny. Proteiny z rezistentnejsich mikroorganizmov, napr. niekto-
rych virusov, bakteridlnych spér a buniek hub, sa pred analy-
zou uvolnia po pridani organickych kyselin (napr. kyseliny
mravcej) alebo alkoholov. Tieto ¢inidld sa priddvajui priamo ku
vzorke mikroorganizmov v jamke nosica vzoriek (tzv. semiex-
trakény postup). Extrakénd metéda sa vyuZiva pri analyze nie-
ktorych druhov baktérii (napr. aktinomycét), alebo pri priprave
vlastnych kniZnic spektier. Pri tomto postupe sa extrakcia mik-
robidlnych proteinov uskutoc¢iiuje eSte pred nanesenim vzorky
na nosic¢. Vo vsetkych troch pripadoch sa vzorky analyzovanych
mikroorganizmov po aplikacii na nosi¢ nechaji zaschntt. Dal-
$fm krokom je prevrstvenie zaschnutej vzorky matrixovym roz-
tokom, ktory obsahuje organické rozpustadlo a organické kyse-
liny masivne absorbujtice svetelné spektrum vlnovej dlzky
lasera pouzitého v MALDI-TOF ionizétore (najCastejSie sa pou-
Ziva kyselina 2,5-dihydroxybenzoové alebo alfa-kyano-4-hydro-
xy$koricovd). Pri zasychani matrixu sa odparia pritomné roz-
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pustadla a matrixové kyseliny krystalizuji spolu s proteinmi
vzorky. Molekuly kyselin pritomnych v matrixe zachytdvaju
vdésinu ionizac¢nej energie pri ionizdcii a splyiiovani analyzo-
vanej vzorky a chrdnia tak molekuly proteinov vo vzorke pred
fragmentdciou (tzv. mdkka ionizdcia; ,soft ionization“). Na je-
den nosi¢ vzoriek sa dd aplikovat vac¢si pocet analyzovanych
vzoriek (24 az 96; podla typu analyzdtora) a celd priprava az
po zaschnutie matrixu trvd 10 azZ 20 mindat. Po Gplnom za-
schnuti matrixu je platni¢ka pripravend na analyzu a vkladd sa
do MALDI-TOF spektrometra, kde sa jednotlivé vzorky nanese-
né na platnicke postupne analyzujui. Cely analyticky proces je
Uplne automatizovany.

Hmotnostny spektrometer MALDI-TOF je zloZeny z troch
funkénych jednotiek: z ioniza¢nej komérky s pulznym ionizac-
nym laserovym zdrojom, z hmotnostného analyzétora rozdelu-
juceho zlozky analyzovanej zmesi na zdklade ich ndboja
a hmotnosti a z detektora, ktory registruje ¢as priletu jednotli-
vych frakcii analyzovanej zmesi proteinov a ich kvantitu (obr.
1.17.1).
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Obr. 1.17.1. Schéma MALDI-TOF MS.

V ioniza¢nej komorke na vzorku pdsobia rychle pulzy Ziare-
nia vlnovej dlzky 337 nm z ultrafialového nitrogénového lasera,
ktoré rozptylia molekuly matrixu a vzorky do plynného sku-
penstva a zdroveil ich ionizuji. Vaésinu Ziarenia zachytia mo-
lekuly matrixu, ktoré ziskavaji kladny néboj. Pri ndhodnych
kolizidch nabitych molekul matrixu s proteinmi vzorky sa ndboj
prenesie aj na tieto molekuly.

Mrak ionizovanych proteinov sa urychli elektrostatickym po-
Tom a usmerni sa do komory hmotnostného analyzétora, ktory
tvori vdkuové trubica zakoncéend i6énovym detektorom. Analy-
z4tor zaznamendva Cas, za aky preletia jednotlivé molekuly od
zaciatku po koniec trubice (TOF - time of flight - detektor).
Rychlost s akou sa jednotlivé molekuly dostand na koniec ko-
mory k detektoru z4visi v prvom rade od hmotnosti ¢astic (ich
naboj je vo vdcsine pripadov jednotny). Na zdver pristroj vyge-
neruje grafické zndzornenie hmotnostného spektra, ktoré zo-
brazuje pritomnost jednotlivych proteinov (os X) a ich relativne
mnoZzstvo (os Y) (obr. 1.17.2).
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Samotné identifikdcia sa uskutoc¢iiuje porovnanim hmotnost-
ného spektra identifikovaného mikroorganizmu s referenénymi
hmotnostnymi spektrami jednotlivych taxénov uloZenych v da-
tabdze identifikacného poc¢itacového programu. Vyhodnocovaci
softvér urci taxén, ktorého hmotnostné spektrum najviac zod-
povedd spektru identifikovaného mikrobidlneho izoldtu ako aj
pravdepodobnost sprdvnej identifikdcie. Presnost a spolahli-
vost identifikdcie je okrem kvality ziskaného spektra zévisld aj
od kvality referen¢nej databdzy, ktord sa vyrobcami priebezne
rozdiruje a doplia. Izolaty, ktoré nemoZno zatial' presne iden-
tifikovat ani metédou MALDI-TOF, sa m6zu dorie$it molekular-
no-biologickymi metédami, z ktorych je najcastejsie vyuzivana
(@ uZ aj komerc¢ne dostupnd) metdda sekvenovania génu pre
16S rRNA baktérii alebo 18 S rRNA mikroskopickych hub.
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Obr. 1.17.2. Priklad grafického zndzornenia hmotnostného spektra.

Okrem druhovej identifikdcie baktérii a hiib pomocou MAL-
DI-TOF MS, ktord je v sti¢asnosti beZnou stcastou rutinnej mik-
robiologickej diagnostiky, je tito metéda vhodna aj na dalsie
analyzy. MoZe sa pouzit pri rychlej diagnostiske povodcov in-
fekénych chor6éb priamo zo vzoriek krvi, likvoru, mocu alebo
vzoriek z dolnych dychacich ciest pacientov s cystickou fibro-
zou. Umoziiuje detegovat baktérie s klinicky vyznamnymi me-
chanizmami rezistencie - stafylokoky rezistentné voci meticili-
nu, enterokoky rezistentné voc¢i vankomycinu, producentov
rozliénych typov betalaktamdz, vratane ESBL a karbapenemadz,
ako aj kmene baktérii, ktoré enzymaticky modifikuji aminogly-
kozidy. Poddruhovd identifikdcia baktérii a typizdcia baktérii
a mikroskopickych hib pomocou MALDI-TOF MS je uZito¢nou
pomodckou epidemiolégov. Tato spektrometrickd metéda nasla
svoje uplatnenie aj v lekdrskej virolégii pri detekcii virusov
v biologickych vzorkdch, typizdcii virusov, alebo pri detekcii vi-
rusovych mutdcii, veducich k rezistencii voci antivirotikdm.
MALDI-TOF MS je vyuZitelnd pri rychlej identifikdcii agensov
potencidlne zneuzitelnych vo forme biologickej zbrane (Brucella
spp., Coxiella burnetti, Bacillus anthracis, Francisella tularensis,
Yersinia pestis) a pri detekcii bakteridlnych toxinov, ktoré sa
mozu aplikovat vo forme aerosélov (botulinicky toxin, epsilon
toxin C. perfringens, stafylokokovy enterotoxin B, $igatoxin).

PCR-ESI/MS (PCR-ELECTROSPRAY IONIZATION
MASS SPECTROMETRY)

Analyza nukleovych kyselin mikroorganizmov metédou
PCR-ESI/MS je dal$ou moZnostou vyuZitia hmotnostnej spek-
trometrie v mikrobiologickej diagnostike. Tdto metéda kombi-
nuje amplifikdciu nukleovych kyselin pomocou polymerazovej
refazovej reakcie (PCR) s detekciou PCR produktov pomocou
hmotnostnej spektrometrie. Prvym krokom PCR-ESI/MS je ex-
trakcia DNA z ¢istych mikrobidlnych kultdr alebo priama izo-
l4dcia nukleovych kyselin z klinickych vzoriek. V druhom kroku
sa ziskané DNA amplifikuju pomocou PCR, naj¢astejsie s vyu-
zitim $irokospektrdlnych primérov zacielenych na konzervativ-
ne gény (napr. 16S rRNA gény baktérii alebo 18S rRNA gény
hub). Produkty PCR maji mali velkost (80 - 150 bp) a ich
dlZka a sekvencia sa liSia v zdvislosti od druhu mikrooganizmu.
Poslednym krokom je analyza PCR produktov pomocou hmot-
nostnej spektrometrie. Vzorky nukleovych kyselin sa aplikuji
do analyzatora pomocou elektrospejovej idnizacie (ESI; electro-
spray ionization) a presnd molekulovd hmotnost jednotlivych
molekdl sa stanovi principom TOF (time of flight), podobne
ako pri identifikdcii mikroorganizmov metédou MALDI-TOF. Pri
analyze sa ur¢i presnd molekulovd hmotnost oboch vldkien
DNA, z ktorej sa vypocita pocet jednotlivych baz (A, C, G, T)
v molekule. Ziskané vysledky sa porovnaji s databdzou refe-
ren¢nych PCR produktov a tym sa identifikuji prislusné mik-
roorganizmy pritomné vo vzorke. Metéda PCR-ESI/MS umoz-
fiuje na zdklade zvoleného panelu PCR primérov v jednom
kroku detegovat priamo v klinickej vzorke viacero roznych dru-
hov mikroorganizmov (baktérii, mikroskopickych hub, virusov)
a stanovit aj niektoré dolezité vlastnosti tychto mikroorganiz-
mov - napriklad pritomnost génov kédujtcich toxiny alebo re-
zistenciu voc¢i antimikrobidlnym lie¢ivdm (napr. blaKPC, mecA,
vanA, vanB). Nevyhodou met6dy PCR-ESI/MS je vysokd cena
pristrojového vybavenia a pomerne vysoké ndklady na diagnos-
tické stpravy potrebné pre spracovanie vzoriek. Preto sa tato
metéda dnes vyuziva prevazne vo vyskume a jej zavedenie
do rutinnej praxe v klinickych diagnostickych laboratéridch je
zatial obmedzené.
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Pre kvantitativne a kvalitativne stanovenie mikroorganizmov
(baktérii a hib) moZno pouZit elektrochemické metédy. Elek-
trochemické met6dy v mikrobioldgii patria medzi tzv. rastové
testy. V konvenénych rastovych testoch je vysledkom tvorba
ohranicenych, dobre rozlisitelnych kolénii na povrchu pevnych
médii, ktoré su spocitatelné alebo zdkal kvapalnych médii, kto-
1y je niekedy sprevadzany aj zmenou ich farby. Tieto met6dy su
vsak ¢asovo zdlhavé, pracné a zataZzené mnohymi subjektivnymi
chybami. Preto sa vyvinuli rychle metdédy, zaloZené na impedan-
cii, ktoré si v spojeni s miniaturizovanymi mikroelektrédami
Casto pouZité v biosezoroch na laboratérne a aj terénne sledo-
vanie napr. mikrobidlnej kontamindcie potravin alebo vody.

V pripade elektrickych metdd ide o mikrobidlnu metaboliza-
ciu elektricky neutrdlnych substrdtov v Zivnych roztokoch na
vodivé molekuly, ¢im sa zmenia hodnoty elektrickych paramet-
rov v roztoku. Elektrické met6dy st zaloZené na merani odozvy
metabolizmu mikrobidlnych kultdr na striedavy prad pri urci-
tych frekvencidch. Meracie elektrédy st umiestnené priamo do
Zivného média a monitorovanymi parametrom je impedancia.
Impedancia méze byt zjednodusene definovand ako odpor voci
striedavému pridu pri prechode cez vodivy materidl. Ak je roz-
tok elektrolytu vystaveny elektrickému polu, katiény migruju
k zédpornej elektrode (katéde) a anidény k kladnej elektréde
(anéde). I6novy tok tvori elektricy prad v roztoku, pricom kaz-
dy i6n nesie zlomok pridu v pomere k jeho pohyblivosti a kon-
centrdcii. Impedancia sa meria v jednotkdch Ohm Q). Impe-
dancia md vZdy dve zloZky - kapacitu a vodivost. Kapacita viac
odrdZa vlastnosti a zmeny na elektrédach, zatial ¢o vodivost
zmeny prostredia (roztoku, gélu) medzi elektr6dami. Obe kom-
ponenty zavisia od frekvencie striedavého pridu aplikovaného
na elektrédovy systém. Pri nizkych frekvencidch je impedancia
vo velkej miere ovplyvnend kapacitou, zatial' ¢o pri vysokych
frekvencidch je prevazne zavisld od vodivosti. Impedancia je
taktieZ velmi z4visld od teploty, preto pri merani impedancie je
potrebné velmi presné sledovanie teploty (zvy$enie teploty
0 1°C bude mat za nésledok priemerny ndrast kapacity o 0,9%
a vodivosti 1,8%). Kazdé rastové médium md urcitd hodnotu
impedancie, ktord zavisi od jeho chemického zloZenia (obsah
solf a makromolekul) a zloZenia inokula. Faktorom, ktory vy-
razne ovplyviluje meranie impedancie je koncentrdcia soli
v roztoku, vysoky obsah soli nad urcitd koncentrdciu znemoz-
fluje priame meranie impedancie.

METODA MERANIA PRIAMEJ IMPEDANCIE

Substraty pouZzivané v zivnych médidch pre impedanéni mik-
robiolégiu su zvycajne bez elektrického nédboja (nie sd ionizo-
vané) alebo majui nizky ndboj. Pri ich metabolizme produkuji
mikroorganizmy vodivé metabolity a tym zvyS$ujd vodivost mé-
dia (napr. vznik aminov a amoniaku, spésobeny $tiepenim pro-
teinov alebo kyseliny mlie¢nej v dosledku Stiepenia uhlohydré-
tov). ZloZenie Zivného média je preto velmi dolezité. Musi byt
selektivne pre testovany mikroorganizmus, podporovat jeho rast
a byt musi byt optimalizované pre tvorbu elektrického signalu.
Po inokuldcii vzorky sa skimavky inkubujt pri teplote zodpo-
vedajicej ndrokom sledovanému mikroorganizmu. Merac{ sys-
tém sa skladd z inkubac¢nej a meracej jednotky pripojenej k po-
¢itaCu. Impedan¢ny systém meria impedanciu Zivného média
v pravidelnych intervaloch (zvyc¢ajne kazdych 6 mintt). Na za-

ELEKTROCHEMICKE METODY V LEKARSKEJ

Ciatku testu pouZivatel' definuje kritérid testu (teplota, kapacitu
a vodivost, ¢as). Pocita¢ zobrazuje priebeh merania kazdej vzor-
ky vo forme rastovej krivky a tiez sleduje ¢as na dosiahnutie
hodnoty zvoleného parametra u pozitivnych vzoriek ¢i prekro-
¢enie ¢asového limitu pri negativnych vzorkdch. Ziskané tdaje
mozno archivovat a dalej spracovédvat. Zvoleny ukazovatel sa
primdrne zobrazuje ako zdvislost zmeny daného parametra
v Case (rastovd krivka). Miesto na krivke a zodpovedajtci cas,
kedy bola najprv zaznamenand odchylka rastovej krivky, sa
oznacuje ako detek¢ény cas. Detekény cas je funkciou velkosti
povodnej mikrobidlnej populdcie, kinetiky rastu testovaného
mikroorganizmu a vlastnosti rastového média. Je nepriamo
umerny pociato¢nej mikrobidlnej hustote inokula. V ¢ase detek-
cie sa obvykle o¢akava pribliZzne 10° az 10° KTJ.ml! pozorova-
nych mikroorganizmov v testovanej kulttre. Vysledné krivky su
reprodukovatelné pre druhy a kmene mikroorganizmov. Cas ur-
Cenia je rddovo niekolko hodin, v zavislosti od poc¢tu vitdlnych
mikrobidlnych buniek vo vzorke. Zdvislost Casov detekcie od
po¢tu mikroorganizmov v inokule je linedrna. Preto moZe byt
detekény €as pouZity na uréenie poc¢tu mikroorganizmov po vy-
konani prislu$nych kalibra¢nych merani.

Moderné technolégie umoznili miniaturizdciu zariadeni na
meranie impedancie do formdtu biosenzorov, pri ktorych sa ¢as
na detekciu vyrazne skratil.

NEPRIAMA METODA MERANIA IMPEDANCIE

MnozZstvo selektivnych Zivnych médii obsahuje vysokd kon-
centrdciu soli, rovnako aj niektoré vySetrované potraviny. Vysled-
né hodnoty vysokej impedancie tychto médif presahuji normadl-
ny meraci rozsah metédy priamej impedancie. Tento problém
mozno odstrdnitf met6dou nepriamej impedancie, pri ktorej sa
mikrobidlny metabolizmus hodnoti na zdklade produkcie oxidu
uhli¢itého. Do trubice elektréd sa priddva hydroxid draselny,
meranie impedancie sa vykondva v tejto trubici. Inokulované
kultiva¢né médium je v oddelenej komore bez priameho kontak-
tu s elektrédami alebo KOH. Cely systém je pevne uzavrety tak,
aby bol vSetok CO, vznikajtci pri metabolickej ¢innosti mikro-
organizmov absorbovany do roztoku KOH, ¢o spdsobuje vysled-
ny pokles impedancie. Metéda moZe tieZ detegovat niektoré
mikroorganizmy, ktorych rast sposobuje iba malé alebo nedete-
govatelné zmeny impedancie (napr. kvasinky a plesne). To je
CiastoCne spOsobené tym, Ze nevytvaraju silno ionizované meta-
bolity, alebo tvoria neionizované konec¢né produkty, ako je eta-
nol. Nepriama met6da sa moZe pouZit aj pre vzorky, ktoré mozu
v priamom kontakte nepriaznivo ovplyvnit elektr6dy. Je dobre
vyuZitelnd najmd v potravindrstve pri ddkaze kontamindcie
potravin mikroorganizmami S. aureus, L. monocytogenes,
E. faecalis, B. subtilis, E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Aeromo-
nas hydrophila, Salmonella spp., kvasiniek a plesni.
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VyuZzitie analyzy latok pomocou svetla predstavuje princip
mnohych analytickych met6d. Optické metédy sa pouZivaju
v mnohych oblastiach lekdrskych vied, vratane mikrobioldgie.
Napr. denzitometria (nepriame meranie hustoty bakteridlnych
buniek podfa Mc Farlanda, tzv. velkost inokula), turbidimetria,
nefelometria alebo imnoanalyzy (ELISA, CLIA a pod.), sd mik-
robiologické metddy zaloZené na optickych analyzach. Rovnako
aj kultivacné mikrobiologické automaty, ktoré automaticky vy-
konévaju vsetky kroky potrebné na identifikdciu a urcenie citli-
vosti na antibiotikd izolovanych kmetiov maji detekéné zaria-
denia (readre, ¢itacky) zaloZené na fotometrickych metddach.
Umoziiuja kinetickd analyzu od¢itanim jednotlivych biochemic-
kych testov kazdych 15 mintt. Zabudovany opticky systém spé-
ja viackandlové meranie fluorimetra a fotometra na zaznamend-
vanie fluorescen¢nych, zdkalovych a kolorimetrickych signélov,
ktoré st vyhodnotené cez zabudovanu pocitadovi jednotku
a softvér. Identifikdcia pomocou nich tak trvd len 2 - 4 hodiny.

Vyhoda optickych metéd je v tom, Ze analyzovany materidl
nie je optickymi analyzami poskodzovany ani ovplyviiovany
a moZe tak byt vyuzity pre iné analyzy (napr. stanovenie MIC).

Povaha svetla je v sticasnej fyzike definované dvoma teéria-
mi - v klasickej fyzike ako elektromagnetické Ziarenie, resp.
elektromagnetické vinenie, v ktorom kmitaji vzdjomne priec-
ne vektory elektrického a magnetického pola kolmo v smere
$irenia svetla. V kvantovej fyzike je svetlo povaZované za prad
Castic - foténov, ¢iZe kmitajtcich ddvok energie (korpuskuldrny
model). Na dualizme povahy svetla sa delia aj jednotlivé met6-
dy analyzy latok pomocou svetla. Ak povazujeme svetlo za
elektromagnetickd vinu ktord sa §iri v priestore, je charakteri-
zované vinovou dlZkou (A, uddvand v nanometroch - nm), frek-
venciou (v, podet vin na jednotku dizky) a intezitou elektro-
magnetického pola. Ak svetlo povaZzujeme za priad foténov,
teda korpuskuldrnych ¢astic, je charakterizované energiou fo-
ténov (E, v jednotkdch eV = 1,6. 10 J) a ich po¢tom. Podla
povahy Ziarenia je jeho intenzita dand bud velkostou vektora
elektrického pola alebo poctom foténov (s). Vlnovd dlzka A,
frekvencia v a energia foténu E st spolu spriahnuté vztahy:

E = hv = hc/A

h - je Planckova konstanta, c - je rychlost svetla vo vdkuu.

Na opis povahy svetla sa pouZiva teéria korpuskuldrno-vino-
vého dualizmu, ktord je zdkladnou dogmou kvantovej mecha-
niky. Vlnovy charakter opisuje svetlo ako elektromagnetické
vinenie, opisatelné pomocou Mawellovych rovnic a pre ktoré
st typické znaky vlnenia ako napr. interferencia alebo lom svet-
la. Zaroveni je vsak svetlo opisatelné diskrétnymi kvantami
energie- foténmi, ktoré sa pri vzajomnej interakcii spravaju ako
Castice. Tento dualizmus je principom Einsteinovho fotoelek-
trického javu, podla ktorého E = h.f pre ur€enie energie foténu
(diskrétneho kvanta energie svetla), pricom h je Planckova kon-
Stanta a f je frekvencia svetla. Podla tejto teérie sa teda pri emi-
sii alebo absorpcii svetla atémom, energia nepreddva spojito,
ale diskrétne po kvantach- foténoch. Z toho vyplyva aj to, Ze
energia emitovanych ¢astic nezdvisi od intenzity zdroja svetla.

Pre niektoré analytické metddy je ddleZita je aj moZnost svet-
lo polarizovat, teda primat ho kmitat v presne urcenej rovine,
¢o umoznuje odstranit nedostatky diflizne sa $iriaceho sa svet-
la pri analyzach.

Optické analytické met6édy predstavuji fyzikdlno-chemické
metddy, ktoré sa zakladaji sa na interakcii elektromagnetického
Ziarenia, resp. foténov s analyzovanou latkou (analytom - mole-
kuly, ¢astice alebo celé bunky, naj¢astejsie rozptylené vo vodnom
prostredi). V dosledku tejto interakcie dochddza bud k zmene
smeru (odrazu a rozptylu), k vyZiareniu alebo pohlteniu ener-
gie. Preto pri optickych analyzach meriame intenzitu svetla, resp.
mnoZstvo foténov dopadajticich na detektor v zdvislosti od kon-
centrdcie niektorého z reaktantov, alebo v zavislosti na ¢ase. Me-
ranie z4vislosti intenzity signalu pri uréitej vinovej dizke od zlo-
Zenia meranej vzorky nazyvame meranie spektra. Podla toho, ¢i
v priebehu merania dochddza k emisii alebo absorpcii Ziarenia,
sa jednd o emisnu alebo absorpénu spektrdlnu analyzu.

Svetlo vo viditelnej oblasti je zloZené zo vSetkych farieb
(spektrum). Kazda latka prepusta, odrdZa a absorbuje svetlo tro-
chu inak. Tak, ako odtlacok prsta identifikuje kazdého jednotliv-
ca, tak kazdéa latka je charakteristickd tym, kol'ko absorbuje cer-
veného, zeleného, modrého svetla alebo niektorej inej farby
svetelného spektra. Kazda farba v svetelnom spektre md ind vl-
novt dizku, takze ked svetlo zasiahne merany objekt, napr. roz-
tok v skiimavke, niektoré vinové dlzky sa absorbuji a iné sa
odrazaju. To, ktoré svetlo je v roztoku pohltené a ktoré odrazené,
je dané chemickym zloZenim roztoku. Ludské oko vnima len
odrazené farby. Napr. list stromu na jar vnimame iba zelene,
pretoze vsetky ostatné farby boli biomasou listu absorbované.
Meranim absorbancie svetla pri urcitej vinovej dlzke danou lat-
kou umozriuje identifikovat a kvantifikovat rdzne latky. Fotomet-
ria a spektrofotometria si metddy, ktorymi sa meria mnoZstvo
svetla s definovanymi vlastnostami absorbovaného skiimanou
latkou a z toho sa odvodi aj mnoZstvo meranej latky vo vzorke.
Pri fotometri sa na ziskanie monochromatického svetla pouZzije
farebny filter, ktory po vniknuti polychromatického svetla pre-
pusta dalej len svetlo urcitej vinovej dlzky a ostatné vinové dlz-
ky pohlti. Ziskany monochromaticky li¢ je nasmerovany tak,
aby zasiahol analyt (v kyvete, skiimavke, v jamke mikrotitra¢nej
platni¢ky a pod.) a po prechode sa vystupujuci 1i4¢ zachyti na
detektore (foto¢lanok, ktory meni opticky signdl na elektricky).
Ten zmeria jeho intenzitu a takto vytvoreny signdl sa zobraz{ na
meracom zariadeni. Pri spektrofotometri svetelny zdroj emituje
svetelné lice smerom na vzorku. V drdhe liéa je umiestnend
prizma (obvykle skleneny hranol, rozkladajtci dopadajtce svet-
lo), ktory rozdeluje biele (napr. slne¢né) svetlo do spojitého fa-
rebného spektra (podobne, ako kvapky dazda rozkladaju svetlo
na dihu). Ak sa do drdhy rozloZenych licov umiestni clona -
monochromadtor s nastavitelnou $trbinou, umozni sa tym pre-
chod ldéov len s jednou zvolenou $pecifickou vlnovou dlzkou
svetla a ziska sa tak monochromatické svetlo.

ZDROJE SVETLA

Meranie spektier vyZaduje pouZitie polychromatického zdroja,
aby sa mohla zvolit potrebnd vinovd dlzka svetelného lica pre
danu analyzu. Ako zdroj svetla pritom najcastjsie slizi lampa (Zia-
rovka alebo Ziarivka), ktord vyZaruje svetlo v $irokom spojitom
rozsahu vlnovych dlZok. Spektrdlna oblast Ziarenia méZe dand po-
uzitym plynom (napr. xenén) vnutri lampy. Silné vysokotlakové
xenénové lampy sice poskytujd vysoky vykon, ale ten zahfmia $iro-
kua oblast spektra. Po zvoleni uzkej oblasti spektra monochroma-
torom bude v8ak vykon pre vlastné meranie o niekolko rddov men-
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§i, ¢o moZe byf pre fotometricki analyzu nedostato¢né.
Najvykonnejs$im zdrojom monochromatického svetla su lasery (po-
zri dalej), ktoré vyZaruju svetlo v jednej alebo niekolko mélo vl-
novych dizkach. Lasery nachddzaju uplatnenie v aplikdcidch, kde
meriame za presne uréenych podmienok (uréend vinovéd dlzka).
Vysoky vykon lasera potom umoZiiuje meranie vzoriek, ktorych
signdl je slaby. Kompromisom medzi uvedenymi dvoma zdrojmi
svetla st kvalitné LED diédy. V sti€asnosti sa ako zdroje vyuZzivaji
LED diédy a laserové diddy, ktoré emitujt v Casti spektra v rozsa-
hu niekolkych desiatok nm a maji vlastnosti tak lampy, ako aj
lasera, pricom ich velkou vyhodou je nizka cena, lacné prevadzka
a dlhd Zivotnost.

Vzorka v kyvete

Skleneny hranol
/\
\

Detektor \

Clona so Strbinou

[ r
4
y
r

Zdroj svetla Spektrofotometer -

Obr. 1.19.1. Princip spektrofotometrickej analyzy.

DETEKTORY

Na detekciu svetla sa najcestejsie pouzivaji fotondsobice. St
zaloZené na tom principe, Ze pri dopade foténu je zo svetlocitlivej
fotokatddy uvolneny elektrén, ktory je potom urychleny v silnom
elektrickom poli a multiplikovany pomocou systému dynéd. Elek-
trény st pritom postupne urychlované elektrickym napatim me-
dzi jednotlivymi elektrédami (dynddami). Vplyv urychlenych
elektrénov na dynédu vyvoldva emisiu vac¢sieho poctu elektronov
(tzv. sekunddrne emisie). Vysledkom je zndsobenie poctu
elektrénov, ktoré st urychlované smerom k dalSej dynéde. Po
sérii zosilnenie prid elektrénov dopadéd na anédu. Celkové zosil-
nenie moéZe v niektorych pripadoch dosiahnut rddovo az 108, ¢o
umoziiuje pomocou fotondsobica detegovat aj jednotlivé fotény.

Vzhladom na to, Ze dopadajuci fotén musi mat k vyvolaniu
pozadovaného efektu dostato¢nt energiu (tj. istd maximdlnu
vlnovi dizku, pritom plati, e ¢m nizsia je vlnova dizka
Ziarenia, tym vy$$ia energia a vice versa), maju detektory svoje
limity svojej na dlhovlnnej strane spektra - pri bezZnych fotona-
sobicoch je to 820 nm, pri fotodiédach 1100 nm.

METODY ZALOZENE NA ABSORBCII A EMISII
SVETLA

V sti€asnosti s v klinickej mikrobiolégii u nds najrozsirenej-
ie optické metédy pre nekultiva¢né postupy prave ELISA, za-
loZené na absorbcii svetla. VyuZivaji polystyrénové mikrotitrac-
né platnic¢ky ktoré sliZia aj ako mninitaurizované kyvety, aj ako
absorb¢ny povrch (pevnd fdza) na imobilizdciu analyzovanych
molekil (antigény, protildtky). St vSak coraz viac nahrddzané
inymi formdtmi, ktoré si omnoho vhodnejSie pre automatické
a rychle analyzy na modernych automatoch. Na imobilizaciu
analytu sa pri nich vd¢$inou pouzivaju gulicky s magnetickym
jadrom a ich optickd analyza je zaloZend na emisii svetla pros-
trednictvom imunofluorescencie alebo imunoluminiscencie. Pri
fluorometrickych reakcidch vedie pohltenie energie foténov ku
excitdcii atébmov, molekil, iénov alebo radikdlov a to vyvolad

spontdnnu emisiu Ziarenia. Pri chemolumiscencii vytvori svetel-
ny signdl chemickd reakcia medzi enzymom a substrdtom (napr.
luciferdza a luciferin alebo elektrochemicka excitdcia). Tieto me-
tédy nasli Siroké uplatnenie nielen pri imunochemickych analy-
zach, ale aj v molekuldrno-genetickych, ktoré sa v sicasnosti
v mikrobiolégii pouZzivaja.

Pri kultivaénych postupoch sa uplatnilo meranie absorban-
cie pri poloautomatickom a automatickom od¢itavani metabo-
lickych vlastnosti mikrooganizmov na mikrotitra¢nych platnic-
kdch (napr. Enterotest). T4dto metéda sa uplatnila (spolu
s fluorimetriou pri metabolickych testoch, kde Stiepenim sub-
stratu bakteridlnym metabolizmom dodjde k tvorbe k fluorogén-
neho produktu) aj pri technolégiach na identifikdciu a automa-
tické stanovenia citlivosti baktérii na ATB, napr. automaty
Phoenix 100 (BD Biosciences) and the Vitek 2 (bioMérieux).

1.19.1 Absorpéna spektroskopia v ultrafialovej

oblasti a oblasti viditeIného svetla
(190 - 400 nm/400 - 800 nm, UV/VIS)

Absorpénd spektroskopia (fotometria) je zdkladnou a najpo-
uzivanejSou spektroskopickou technikou. Meranie pri jednej
vinovej dizke alebo len pri niekolkych, presne definovanych vl-
novych dizkach monochromatického svetla nazyvame fotomet-
ria. Meranie, pri ktorom sa dé vlnova dlZka monochromatického
svetla fubovolne nastavit alebo merat ¢ast absorbéného spektra
v uréitom dseku vlnovych diZok, sa nazyva spektrofotometria.

Pri prechode svetelného ltica vzorkou dochadza k exponen-
cidlnemu poklesu intenzity svetla podla Lambert-Beerovho za-
kona, ktory matematicky vyjadruje zavislost absorbcie svetla
od vlastnosti materidlu, cez ktory Ziarenie prechddza (absor-
bancia):

1) =1, (h) 1050 ¢!

kde I,znamend intenzitu dopadajtceho luca, I intenzitu pre-
chddzajiceho laca, 1 (v exponente) optickd drdhu (tj. hribku
vzorky) a ¢ koncentrdciu vzorky.

Zdakon plati pre monochromatické Ziarenie, preto musi byt
zariadenie na tieto analyzy vybavené svetelnym monochromé-
torom alebo filtrami. Extinkény koeficient ¢ (moldrny absorpc¢-
ny koeficient) a jeho zavislost na vinovej diZke st charakteris-
tické pre kazdy druh molekuly a jeho meranim sa daji ziskaf
informdcie o chemickom zloZeni vzorky. Pri vlastnom merani
spektrometre zvycajne ukazuji hodnoty absorbancie A, ktord
je priamo imernd koncentracii vzorky.

A=log/D =5 cl

Hodnoty koeficientu extinkcie byvaji pre jednové latky uda-
vané vo fyzikdlnych tabulkch v jednotkach cm®.mol.l, a ak sa
meria v Standardnej kyvete s optickou drdhou 1 cm, tak vypc-
tom podielov A/e dostdvame Kkoncentraciu vzorky v jednot-
kach mol.I". Nakolko vykonanie analyzy, ako aj obsluha pristro-
jov st jednoduché, je meranie absorbancie najéastejSou metédou
pre stanovenie koncentrécie ldtok v roztokoch. D4 sa pouZit na
dokaz pritomnosti (kvalitativne analyzy) a meranie kvantity
urcitych zloziek v sére a inych telesnych tekutindch (kvantita-
tivne analyzy), teda aj dokaz, identifikdcia, meranie mnoZstva
a sledovanie rastu baktérii. V stcasnosti na tychto principoch
pracuje vdésina automatov v rdmci mikrobiolégie. Absorp¢né
spektrometre v nich sa Standardne skladji z polychromatického
zdroja (lampy), monochromadtora, drziaku vzorky a detektora.
V mikrobiolégii sa pouZivaju va¢sinou metédy umoziujtce ana-
Iyzu desiatok vzoriek, napr. v mikrojamkovych platni¢kdch, kto-
ré predstavuji ¢asovi Usporu a efektivitu, na druhej strane vsak
vyZaduje kvalitnu technolégiu a softvér na vyhodnocovanie dat.
DoleZity je aj vyber materidlov, napr. vyberu vhodnej platnicky,
ktord musi musi byt transparentnd v oblasti spektra, v ktorej
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chceme sa md merat. Mikrotitra¢né platnicky sd jednorazové
a vzhladom k vdc¢Siemu poc¢tu naraz meranych vzoriek st pod-
statne lacnejsie ako plastové kyvety.

Pri meran{ na platnicke je 1a¢ svetla smerovany vertikdlne,
s premenlivou optickou drdhou (je dana vyskou hladiny vzorky
v jamke). Udaje o absorbancii a koeficiente extinkcie k uréeniu
absolitnuej koncentrdcie vzorky nepostacuji. Vychddza sa
z relativneho porovnania vzoriek (blank kontrola), pri¢om ob-
jem roztoku vo vSetkych jamkach by byt identicky. Na rozdiel
od Klasickych fotometrov, v ktorych sa absorbancia meria vo-
dorovnym li¢om kolmo na os mernej kyvety a optickd drdha
je dand Standardnym rozmerom Kkyvety, pri merani pomocou
zvislého luda dizka optickej dréhy zavisi od vyky hladiny te-
kutiny v jamke. Ak ku vzorke priddime urcité mnoZstvo bezfa-
rebného rozpustadla, znizi sa koncentrdcia absorbujtcej latky,
z4roveni sa ale timerne zvy$i hladina roztoku v jamke (predizi
sa optickd drdha) a vyslednd absorbancia bude rovnaka. Nao-
pak, ak by sa zo vzorky odparila ¢ast bezfarebného rozpustad-
la, optickd drdha sa skréti a zdroven stiipne koncentracia absor-
bujtce latky, preto sa absorbancia nezmeni. Pri Kklasickej
fotometrii absorbancia zodpovedd koncentrdcii absorbujtice lat-
ky v roztoku, pri merani zvislym li¢om zavisi absorbancia na
latkovom mnoZstve absorbujtcej latky vo vzorke.

Pre fotometriu zvislym licom je potrebné mensi objem vzor-
ky - jamky sa spravidla plnia len 100 az 300 ml roztoku. Zme-
ranie vSetkych 96 jamiek (pri plnom vyuZiti pevnej platnicky,
resp. zvolenom pocte 8-jamkovych stripov v rdmceku), trva len
niekolko sektnd. Pri fotometrii zvislym lti¢om sa okrem pojmu
absorbancia pouZiva e$te termin optickd hustota (OD - z an-
glického optical density), pre ktord plati:

OD = A/1
OD - optickd hustota, A - absorbancia, 1 - diZka optickej drahy.

Prikladom metdd v klinickej mikrobioldgii, kde sa bezne
vyuzivajlce vertikdlne meranie absorbancie v mikrojamkovej
platnicke je prdve metéda ELISA, ktord je postavend na zdkla-
de imunochemickej reakcie s reakénym clenom (antigén,
protildtka) s naviazanym enzymom, ktory katalyzuje vznik fa-
rebnej latky zo substrdtu. N& zdklade vzniku optickej hodno-
ty signélu v dosledku chemickej reakcie ide teda o fotochemic-
ku reakciu. Reader (rider, ¢ita¢) ELISA testov ma fotometer so
sadou farebnych filtrov, ktoré umoZznuji merania farieb svetla
najbeznejs$ich chromogénnych substrdtov. Meranie analytu
v mikrotitra¢nej platnicke sa vykondvaju dvojicou licov s dvo-
ma vlnovymi dlzkami, aby sa odfiltrovali ne$pecifické signdly
pozadia z mikrotitra¢nej platni¢ky, zdkal a pod. VyZaduje si
to zistit rozdiel vysledkov merania tzv. blank kontroly pri
druhej vinovej dlZke, preto musi druhd vinova dlzka (referenc-
nd) byt ¢o najdalej od maximdlnej absorbancie substratu. Ak
je napr. substrdtom TMB (3,3,5,5"-tetrametylbenzidin, ktory je
Casto pouzivanym substrdtom pre detekciu imunokomplexov
v ELISA testoch, konvertujici enzym je chrenové peroxiddza),
je maximalna absorbancia pri 492 nm a referenéna vlnova diz-
ka je pri 620 nm. Pri kvantitativnej analyze (napr. stanovenie
hladiny protildtok proti predpokladanému patogénu) sa hod-
noty z fotometrického merania radu kalibrdtorov (riedeni ana-
lytu so zndmou koncentrdciou) vyuZivajd na vytvorenie tzv.
Standardnej kalibra¢nej krivky, pomocou mozno stanovenie
hodnot dokazovanej molekuly v klinickej vzorke. Namerané
hodnoty kalibratorov sa pritom nanesu na graf, kde ich spoje-
nim vznikne krivka (manudlne vyhodnocovanie je mozné, ale
dnes uZ obsolétne) alebo sa z kalibro¢nych merani vypocita-
vaju hodnoty pacientskych vzoriek pomocou rovnice linedrnej
regresie (automaticky vypocet).

Okrem Standardov a diagnostikovanych vzoriek sa v testoch
musia vzdy pouzit pozitivne a negativne kontroly, aby sa jed-
nak vypocitala hrani¢nd hodnota (medznd hodnota, cut off)
a jednak aby sa overil sprdvny priebeh celej analyzy. Vi¢sina

ELISA automatov, resp. imunoanalyzéitorov dokdZe bez zdsahu
obsluhy spracovat materidl osadeny na nosnik v primarnych
skimavkach autonémne, vratane vypoctu kvalitativnych alebo
kvantitativnych vysledkov a ich expedicie vo forme datového
vystupu do laboratérneho informa¢ného systému.

Hadnoty absorbancie (0, 1) pre Zandardy (kalibratory) so
rmamou koacentraciou soalyveovanej Litky
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g A
£
é € KS ‘/
0
= Ka
=~ 0.1- K3
Q
o K2
K1
0.0146.— : v
100 1000 10000

Analyzovana litka, napr. IL, IFN (pg/mL)

& Meraci rozsah

Obr. 1.19.2. Princip kvantitativneho stanovenia latok pomocou
spektrofotometrie a ostatnych optickych metéd. Meranim absorbancie
(resp. svetelného signdlu) sady kalibratorov sa ziska hodnota pre
jednotlivé koncentrdcie stanovovanej latky (analytu, napr. antigén,
potildtka, CRP, ASLO, presepsin, neopterin, interferén a pod.)

v meratelnom rozsahu. Priradenim hodnoty absorbancie (signélu)

k prislusnej koncentracii analytu v kalibratore (napr. v pg/mL pre
cytokiny), vznika kalibraény bod. Spojenim radu kalibra¢nych bodov
vznikne kalibra¢nd ($tandardnd) krivka. Ak meranim spektrofotometrom
ziskame hodnotu absorbancie pre vzorky pacientov, pomocou
kalibrac¢nej krivky vypocitame nezndmu hodnotu analytu vo vzorke.

K1 — K7 su kalibratory (Standardy)

U netransparentnych vzoriek moZeme urcit ich absorpéné
spektrum nepriamo, pomocou tzv. reflexnej spektroskopie. Me-
téda vychddza z toho, Ze reflexné spektrum (zavislost intenzity
odrazeného svetla na vinovej dizke) je doplnkovym spektrom
k spektru absorpénému.

1.19.2 Fluorescen¢nd spektroskopia

Absorpciou foténu z li¢a vo viditelnej ¢i utrafialovej oblasti
spektra (UV/VIS) sa molekuly niektorych latok dostdvaji do
excitovaného stavu, ktory je nestabilny. Molekula sa tak ziska-
nej prebytoc¢nej energie zbavi tym, Ze pri ndvrate do zdkladné-
ho stavu vyZziari (emituje) iny fotén. Tento dej nazyvame (foto)
luminiscencia a prislu§né latky sa nazyvaji luminoféry. Exci-
tovany stav mozno dosiahnut nielen svetlom (foténovy Iic), ale
aj dodanim elektrického ndboja, chemickou alebo biologickou
reakciou. Pri uvedenom procese dochddza pocas odlisne dlhej
doby zotrvania molekul luminiférov v excitovanom stave k roz-
nym relaxaénym procesom, teda ku strate energie. Pri relaxdcii
sa emitovany fotén vyznacuje mensou energiou, a teda vacSou
vinovou dlzkou, ako mal fotén absorbovany molekulou lumini-
féru. Tato vlastnost luminoférov znamend schopnost ich mole-
kdl menif farbu svetla. V zdvislosti na mechanizme névratu
molekuly do zdkladného stavu rozlisujeme dva typy fotolumi-
niscencie - fluorescenciu a fosforescenciu. Pre prvy je typicky
jednoduchsi prechod excitovaného singletového elektrénu do
zdkladného stavu a krat$ia doba emisie foténu po ukonceni ex-
citdciae (asi 10°az 107 s). Latky so schopnostou fluorescencie
nazyvame fluoroféry. U niektorych molekul vSak mdZe doché-
dzat k relaxdcii molekul z tzv. tripletného (metastabilného)
stavu a ndvrat do zdkladného stavu potom vyZaduje stcasnu
zmenu elektrénového aj spinového stavu molekuly. V tomto
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pripade ide o fosforescenciu a tento typ luminiscencie je vyraz-
ne pomalsi.*

Pristroje pre fluorescen¢né spektroskopiu vdc¢sinou pracuju
v tzv. L-usporiadani, kedy je emisia svetla zo vzorky snimand
v smere kolmom na smer dopadajiceho excitaéného lica.
V r6znych technikdch st vyuzivané monochromatické aj poly-
chromatické, kontinudlne, pulzné aj modulované zdroja svetla.
Pouzitie emisného monochromdtoru umoziiuje odfiltrovanie
rozptyleného excitujtceho svetla, ¢o ddva fluorescenénym tech-
nikdm vysokau citlivost (detekcia aZ femtomolarnych koncentra-
cif analytu, napr. pri digitdlnej PCR).

Co sa tyka poctu meranych veli¢in, aj vyuZivanych technik,
je fluorescenc¢nd spektroskopia v porovnani s absorpénou spek-
troskopiou ovela pestrejsia, ¢o vidno aj na vyvoji technoldgif
urénych pre diagnostiku na pracoviskach klinickej mikrobiolé-
gie v poslednych rokoch. Medzi sledované veli¢iny analyz patri
intenzita fluorescencie pre dant vlnovt dizku, excitdcie a emi-
sie, teda excitacné spektrum (zdvislost intenzity na vlnovej dlz-
ke excitdcie pri pevne danej vinovej qiike emisie), emisné spek-
trum (zdvislost intenzity na vinovejdlzke emisie pri konstantnej
vinovej dlzke excitdcia), anizotropia fluorescencie (otocenie po-
larizdcie emisie vo¢i smeru polarizdcie excitujicého svetla)
a doba zotrvania v excitovanom stave. K dispozicii je velké
mnozstvo fluoroférov pokryvajtcich vinové dlzky od ultrafialové
az po blizku infracervent oblast spektra. RozliSujeme fluores-
cen¢né znacky, tj. fluoroféry kovalentne naviazané na skiimant
molekulu a nekovalentne interagujtce fluorescen¢né sondy, kto-
ré menia svoje fluorescen¢né vlastnosti v zdvislosti na interakcii
s molekulami analytu. VyuZitie oboch skupin ldtok spociva pre-
dovsetkym v odlisenie alebo $pecifické zviditelnenie urcitych
molekudl buniek alebo tkaniv, v sledovani molekuldrnych inte-
rakcii a v $pecifickej detekcii vybranych analytov alebo opisu
fyzikdlnych parametrov systému, ako je velkost molekuly, pola-
rita, pH alebo viskozita okolitého prostredia. Fluorescen¢né zna-
Cenie vybranych biomolekil moZno vykondvat bud priamo (ak
je ich mozno izolovat), alebo nepriamo, pomocou oznacenia
inej molekuly, ktord s danou molekulou S$pecificky interaguje.
Ak je vybrand latka antigénnej povahy, interaguje so znac¢enou
protildtkou; v pripade nukleovych kyselin mozno na znacenie
vyuzit oligonukleotid s komplementdrnou sekvenciou.

Na fluorescenénom znacen{ je zaloZené velmi citlivé a $pe-
cifické farbenie vybranych molekil alebo ¢asti bunky - fluores-
cen¢né mikroskopia. K velkému rozvoju fluorescené¢jne mikro-
skopie doslo potom, ¢o sa podarilo vyuZit zvlastny druh
znaciek, tzv. fluorescen¢né proteiny, ktoré umoznili farbit jed-
notlivé bunkové komponenty s vysokou S$pecificitou. Vysoka
$pecificita znacCenia sa dd dosiahnut aj pripojenim génu pre
fluorescen¢ny protein ku génu vybraného bunkového proteinu.

* Formou luminiscencie je aj laser, ktory sa pouZiva na zosilnenie
svetla. Zosilnenie svetla vznika vdaka stimulovanej emisii fot6nov.
Pri nej elektrény z vybudenych stavov (do ktorého sa dostali
pohltenim foténu, ktory mé presne ti energiu, ktord je potrebna
na prechod elektrénu do vys$sej energetickej hladiny) prechddzaja
na zdkladné stavy za sprievodu spontdnne (ndhodne) vyZiareného
foténu. Pri lasere vplyvom interakcie vybudeného elektrénu s dal$im
foténom zodpovedajicej vinovej dlzky je elektrén dontiteny vratit
sa do povodnej energetickej hladiny, pricom uvolni pohlteny
prvy elektrén, ktory dalej let{ v smere druhého interagujticeho
foténu. Takto vyZiareny ,novy“ fotén ma rovnaku frekvenciu aj
fdzu ako druhy fotén. Fotény maju tak Casticovy, ako aj vinovy
charakter. PretoZe medzi vinenim oboch foténov nie je fazovy
posun, ich vinenie sa spoji (skladanie vIn), a tak sa ich amplitida
zdvojnésobi. Rovnako sa zdvojndsobi ich energia. Vdaka umiestneniu
do rezonétora (napr. dve rovnobezné zrkadld), spontdnne vyZiareny
fotén opakovane prechddza svetlo zosiliiujicim materidlom, napr.
krystdl Al O, s primesou chrému (korund, resp. rubin), polovodic,
kvapalina, plyny ako neén, argén, hélium a iné, ¢o vyvolava
stimulovant emisiu a tak vznikaji nové a nové fotény s rovnakym
smerom letu a fdzou, ktoré vyvoldvaji dal$iu stimulovant emisiu
a dochddza k retazovému efektu a vzniku pridu koherentnych
foténov s vysokou energiou. Tak vznikne I4¢ najjasnejSieho zndmeho
svetla (dokonca este jasnejsie neZ slne¢né svetlo) - laser.

Bunka neskor exprimuje tzv. fizne proteiny, ktoré vdaka
fluorescenénému proteinu emituji v oblasti viditelného svetla
(pozri pseudotypy HIV, subkapitola 1.13: Kultivdcia mikroorga-
nizmov). Existencia farebnych variantov fluorescen¢nych pro-
teinov umoZnuje viacfarebné znacenie. Fluorescen¢né znacenie
je tieZ suicastou inych metdd, napr. western-blotting, metéd EIA
alebo prietokovej cytometrie.

V spracovavanych biologickych vzorkdch okrem priddvanych
diagnostickych fluoroférov existuji v tkanivach nativne mole-
kuly, ktoré st po oZiareni prirodzene schopné fluorescencie.
Hovorime o vlastnej fluorescencii (angl. intrinsic fluorescence),
¢ize autofluorescencii. V rutinnom laboratérnom vysetrovani
v mikrobiolégii moZe mat tento fenomén skor charakter inter-
ferencie, ktory staZuje interpretaciu nalezu.

1.19.3 Chemiluminiscencia

Inym principom fotochemickej analyzy je chemiluminiscen-
cia, ktord vznika ako vysledok chemickej, elektrochemickej ale-
bo biochemickej reakcie. Luminiscencia preto nevyzaduje sve-
telny zdroj na excitdciu alebo optiku na vyber diskrétnych
excita¢nych vinovych dlZzok. Luminiscen¢ny opticky systém po-
zostdva zo svetelne izolovanej komory a detektora (analégovy
detektor alebo detektor foténov). Foténové ¢itanie je najcitlivej-
§i prostriedok detekcie luminiscencie. Niektoré ridre pre che-
moluminiscenciu majt sadu voliteInych optickych filtrov alebo
laditeIné optické systémy monochromatickych vinovych dlzok
pre zdznam a vyhodnotenie $pecifickych luminiscen¢nych vl-
novych dizok. Schopnost merania viacerych vinovych diZzok
alebo dokonca rozsahov vlnovych dlZzok umoziiuje detekciu
testov, ktoré obsahujui viac luminiscen¢nych reportérovych mo-
lekul. Jednym z mnohych prikladov vyuZitia chemilumiscincie
je pyrosekvendcia mikrobidlneho genému (pozri 1.20.4.31 Sek-
venovanie nukleovych kyselin).

1.19.4 Metddy elastického rozptylu svetla

Pri elastickom rozptyle dochddza iba k zmene smeru svetla
na Casticiach s indexom lomu odlis$nym od okolitého prostredia,
bez zmeny vlnovej dlzky svetla. Podla velkosti ¢astic, na kto-
rych dochddza k rozptylu, hovorime o Rayleighovom rozptyle
(velkost analyzovanych &astic je mensia neZ 1/20 vinovej dizky
svetla, ¢o sa tyka biomolekdl, napr. reaktantov zdpalu), alebo
Mieovom rozptyle (velkost ¢astic je porovnatelnd s vlnovou
dlkou svetla alebo je vic§ia, ¢o je pripad buniek alebo organel,
napr. pri merani hustoty inokula baktéridlnej kulttry pri stano-
veni citlivosti na antimikrobidlne latky).

Zakalometria je optickd metéda, zaloZend na merani inten-
zity svetelného lica prechddzajiceho zdkalom, resp. jeho tbyt-
ku, teda absorpciou alebo rozptylom svetla na ¢iasto¢kach za-
kalu. Zdkal moze byt sposobeny rdoznymi Ciasto¢kami, napr.
suspenzia baktérii, ¢o sa vyuZiva aj v bakteriol6gii na priame
metodiky, akymi st napr. stanovenie hustoty inokula (analogic-
kého McFarlandovej stupnici) alebo na sledovanie rastovej kriv-
ky danej bakteridlnej kulttry (vrdtane citlivosti na antimikréb-
ne latky). V séroldgii je zdrojom meraného zdkalu (turbidity)
precipitdt, vzniknuty imunochemickou reakciou medzi antigé-
nom (stanovovany protein) a protildtkou, reagujticou $pecificky
s dokazovanym proteinom. Turbidimetrické a nefelometrické
postupy sud analytické zdkalomerné metédy, ktoré sa pouZzivaju
aj v klinickej mikrobiol6gii najmd aj na stanovenie celkovych
protefnov v sére, likvore a inych telesnych tekutindch, ktoré
maju priamo vztah k infekénym ochoreniam, napr. ASLO, anti
DNdza B, ale aj inych proteinov, ktorych hladiny sa menia v su-
vislosti s priebefom infekciou napr. CRP, celkové IgG, IgM, IgA
a IgE . Podstatou je meranie zdkalu alebo rozptylu, ktory
v roztoku vytvoril precipitdt po imunochemickej reakcii medzi
prislusnym proteinom vo vzorke pacienta (v sére, likvore
a pod.), ktory predstavuje antigén a prislusnou protildtkou, ob-
siahnutou v diagnostickych reagencidch (obr. 1.21.8).

Tato reakcia musi byt vysoko $tandardizovand, aby bol zdkal
dostato¢ne stabilny a merania reprodukovatelné vo velkom me-
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Tab. 1.19.1. Priklady fluorescenénych latok (farbiv, fluoroérov), ktoré sa vyuzivaji na mikrobiologicku diagnostilku a $tadium

mikroorganizmov.

Farbivo Excita¢nd vinovd | Emisnd vlnova Ligand alebo substrat VyuZzitie

dlzka (Amax) dlzka (Amax)

(nm) (nm)
TOTO-3 642 660 DNA, RNA kvantifikdcia DNA, $tadie bunkového cyklu
SYTOX Green 504 525 DNA, RNA zivotaschopnost, kvantifikacia DNA
PI 536 625 DNA, RNA zivotaschopnost, kvantifikdcia DNA, $tadie
bunkového cyklu
Etidium bromid 510 595 DNA, RNA kvantifikdcia DNA, $tidie bunkového cyklu
Hoechst 33258/33342 340 450 DNA (pary GC) studie bunkového cyklu
SYTO 13 488 509 DNA, RNA zivotaschopnost, kvantifikdcia DNA, $tadie
bunkového cyklu
Mitramycin 425 550 DNA $tadie bunkového cyklu
Pyronine Y 497 563 RNA kvantifikdcia RNA
FITC 495 525 protein detekcia mikrébov
Texas Red (sulforhodamin 580 620 protein detekcia mikrébov
izotiokyandt)
Oregon Green izotiokyandt 496 526 protein detekcia mikrébov
Indo-1 340 398-485 Ca* mobilizcia Ca®*
Fura-2 340 549 Ca* mobiliz4cia Ca*
Fluor-3 469 545 Ca* mobilizcia Ca®"
BCECF 460-510 520-610 pH metabolické varidcie
SNARF-1 510 587-635 pH metabolické varidcie
DIOCG6(3) 484 501 membrdnovy potencial citlivost na antibiotikd, metabolické zmeny
Oxonol [DiBAC4(3)] 488 525 membranovy potencidl citlivost na antibiotikd, metabolické zmeny
Rodamin 123 507 529 membranovy potencidl citlivost na antibiotikd, metabolické zmeny
Fun-1 508 525-590 kvasinkové vakuoldrna metabolicky stav kvasiniek
enzymova aktivita
Nilska Cerven 490-550 540-630 lipidy
Lektiny zdavisi od z4visi od membranové oligosacharidy | zloZenie bunkovej steny, detekcia mikrébov
konjugovaného | konjugovaného

fluorochrému fluorochrému
Fluorescenc¢ne znacené zavisi od zavisi od nukleotidové sekvencie identifikdcia mikrébov
oligonukleotidy konjugovaného | konjugovaného

fluorochrému fluorochrému
Calcofluor white 347 436 chitin a iné uhlovodikové | detekcia hiib

polyméry

Substréty spojené enzymové aktivity metabolickd aktivita
s fluorochrémami
Protildtky znacené zdavisi od z4visi od antigény detekcia mikrébov
fluorochrémami konjugovaného | konjugovaného

fluorochrému fluorochrému

racom rozsahu. Preto sa v reakcii pouZzivaji ochranné polyméry
(napr. polyetylénglykol). Pri zdkalomernych metédach meranie
rusi pritomnost cudzorodych latok (chyl6zne alebo hemolytické
sérum). Prejavuje sa to najmd pri nefelometrii, ktord je aj analy-
ticky citlivejsia a dokdZe meratf aj velmi nizke koncentrécie, pri-
blizne 10x citlivej$ie ako turbidimetria. Turbidimetria je v tomto
zmysle robustnejsia, teda menej citliv4, ale zdroven je aj menej
ovplyviiovand ru$ivymi faktormi. Turbidimetria meria ubytok
svetla v 1ci, ktory prechddza priamo cez zdkal, ¢iZze meria ab-
sorbanciu. Svetlo je pri turbidimetrii merané fotometrom a stano-
vované proteiny, resp. ich imunokomplexy sa meraju pri vlnovej
dlzke priblizne 340 nm. Nefelometria meria diftizny odraz sve-
telného luca, dopadajticeho na dispergované castice vytvoreného
zédkalu. Na rozdiel od turbidimetrie meria odrazené svetlo, teda
pod inym uhlom, ako je smer dopadajiceho svetla, va¢sinou pod
uhlom 70 - 90°. Zdrojom svetelného ltic¢a pri nefelometrii je laser
(hélium-nednovy alebo argénovy), signdl sa zachytdva na fotodié-
de alebo fotondsobic¢i. Obe techniky st schopné merat bud po
ukonceni reakcie (end point), alebo pocas reakcie meranim zme-

ny ubytku ¢i rozptylu svetla v zdvislosti od ¢asu - teda kinetiku,
ktoré je priamo umerné rychlosti vzniku imunokomplexu Ag-Ab.

Zdakalomerné techniky sa vykondvaju zvdc¢sa na pristrojoch,
ktoré su schopné automaticky upravit proces riedenia vzorky
a merania tak, aby sa vyhli problémom, vyplyvajticim jednak
z nadbytku protildtok (efektu prozény) alebo rozpadu imuno-
komplexu pri prebytku antigénu (efekt postzény), jednak
z vplyvu rusiacich faktorov (hemolytické vzorky).
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ANALYZA NUKLEOVYCH KYSELIN A MOLEKULARNO-

-GENETICKE METODY ZISTOVANIA PRITOMNOSTI,
IDENTIFIKACIE A VLASTNOSTI MIKROORGANIZMOV

Predny J.

| MOLEKULARNQ-GENETICKE METODIKY
® V MIKROBIOLOGII

Konvené¢na mikrobiolégickd diagnostika (mikroskopia, kulti-
vdcia...) je vd¢Sinou cenovo priaznivd, ale ¢asto sd s 1iou spo-
jené mnohé zdsadné obmedzenia, napr. to, Ze uzatvorenie vy-
Setrenia trvd aj niekolko dni, alebo Ze niektoré mikroorganizmy
nemozno kultivovat. Niektoré z tychto obmedzen{ pretrvavaji
aj po zavedeni rychlej kultiva¢nej automatizovanej diagnostiky,
MALDI-TOF metdéd a rychlych sérologickych metéd. Preto sa
v sti¢asnosti v mikrobiologickych laboratéridch coraz castejsie
pouzivaji molekuldrne-genetické (MG) techniky, hoci sd ceno-
vo ndroc¢nejsie. Molekuldrne-genetické metddy su zaloZené na
dokaze Specifickej sekvencie DNA alebo RNA a patria medzi
metodiky priameho d6kazu mikroorganizmuov. Patria sem:
* hybridizdcia pomocou génovych sond,
» amplifikdcia $pecifickych sekvencii NK,
» sekvendcia nukleovych Kkyselin,
* analyza enzymaticky S$tiepenych fragmentov NK,
* génové mikrocipy,
* kombinované metédy.

Vdaka automatizdcii pristrojov na MG testy si v stic¢asnosti
tieto met6dy nielen vysoko citlivé a Specifické, ale aj rychle.
Mnohé z tychto modernych technik méd uz komerény formdt,
a to tak vo forme kvalitnych diagnostickych setov, ako aj sério-
vo vyrdbanych automatov s vysokou turovilou S$tandardizécie
metodik, urcenych pre klinické vyuzite. V rdmci klinickej mik-
robioldgie sa uplatiiuji najmd amplifika¢né techniky, prevazne
polymerazovd retazové reakcia (PCR), resp. polymerdzova re-
tazové reakcia v redlnom case (real time PCR), nielen na dékaz

Pofet CD4
lymfocytov v ml
2000 = —

a identifikdciu, ale aj na genotypizaciu a kvantifikdciu. Ampli-
fikdcia je aj predstupriom sekvenovania nukleovej kyseliny mik-
roorganizmov na ich druhové, resp. este detailnejsie taxonomic-
ké urcenie.

MG metddy sa pouzivaji predovSetkym na urgentnd diag-
nostiku pdvodcov ochoreni vyvolanych ndro¢nymi, pomaly
rasttcimi, nekultivovatelnymi organizmami v klinickych vzor-
kdch, ale aj na detekciu, identifikdciu a urcenie vlastnosti nie-
ktorych izoldtov. Umoziiuji odhalit a identifikovat pdvodcu aj
v pripadoch, kedy ide o neZivotaschopné mikrorganizmy (napr.
ktoré boli inhibované vplyvom poddvanych antimikrobidlnych
latok). Ddvaji moZnost identifikovat nielen Zivé, ale aj mftve
alebo dezintegrované baktérie, najma po ATB terapii. Tyka sa
to aj identifikdcie inak Zivotaschopnych, ale v danom case
nekultivovatelnych baktérii alebo tych, ktoré sa adaptovali na
perzistentnu infekciu ¢i prezivane tlaku antibiotik vo forme
SCV (small colony variant). MG diagnostikou sa dokazuju vlast-
nosti mikroorganizmov, ktoré sa nedaju urcit konvenénymi kul-
tivaénymi, mikroskopickymi alebo sérologickymi technikami
a urcenie tychto vlastnost{ je dolezité pre rozhodnutie o sposo-
be dalgej lie¢by (napr. genotyp HCV). Dal$ou vyhodou MG me-
téd je moznost kvantifikovat pocet képii danej sekvencie vo
vzorke, a tym je umoZnené sledovat mnozstvo infekéného
agens (zvySenie alebo naopak ubytok, teda dynamika) napr.
virémie (obr. 1.20.1). To mdZe byt znakom progresie ochorenia
(napr. reaktivaciu virusu este pred nastupom klinickych prizna-
kov), alebo naopak, poklesom sa preukdze tc¢innost zvolenej
antivirusovej terapie. Pokrok v diagnostike najmd virusovych
patogénov a lie¢ba nimi vyvoldvanych ochoreni by boli bez MG
diagnostiky nepredstavitelné. Molekuldrno-genetické testy do-

Virusowva nalof
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kadzu priniest v priebehu niekolkych mintt az hodin vysledky
o mikrobidlnej etioldgii, ktoré st redlne vyuziteIné pre diferen-
cidlnu diagnostiku a urcit vhodnu zdravotndt starostlivost o kri-
ticky chorych pacientov, napr. novorodencov, pri akttnych
pneumoniach, pri pacientoch s neuroinfekciami, pri niektorych
hemoragickych virusovych ochoreniach a pod. Pri ndro¢nych,
Zivot zachraniujicich lie¢ebnych postupoch, ako sd transplan-
tdcie krvotvornych buniek alebo aj orgdnovych transplantd-
ciach by ich lege artis vykon bez MG metodik nebol moZny.
Vysledky MG diagnostiky sd kltic¢ové aj pre cely manaZment
terapie zdvaZznych chronickych infekcii, napr. pri liecbe viruso-
vych hepatitid B a C a HIV infekcie.

Uplatnenie hybridizaénych metdéd v klinickej mikrobioldgii
sa tyka najmd rychlej identifikdcie patogénov v pozitivnych he-
mokultirach a gramnegativnych poévodcov pneumonii metédou
FISH (fluorescen¢nd in situ hybridizacia). Pri detekcii met6da-
mi PCR, ktord sa doteraz najviac uplatnila v MG diagnostike,
mozZno vyvoj rozdelit na dva pridy. Doteraz najcastejSie vyuzi-
vanym postupom je identifikdcia mikroorganizmov pomocou
$pecifickych PCR reakcif, umoZnujtcich detekciu bud konkrét-
neho druhu baktérie, alebo nanajvys niekolko desiatok druhov
(multiplex PCR). Druhym, ¢oraz ¢astejSim postupom v bakte-
riolégii je vyuZitie panbakteridlnych PCR s primérmi zamerany-
mi do oblasti 16S rRNA, ktoré st spolo¢né pre vSetky baktérie.
Vzniknuté PCR produkty si ndsledne osekvenované a zistend
sekvencia je porovnand so typovymi sekvenciami baktéri{ v po-
¢itacovej databdze. Tak moZzno urcit druh akejkolvek baktérie,
pritomnej vo vySetrovanom biologickom materidli. Najcastejsie
takto vySetrované biologické materidly sd biofilmy (vid kap.
Klinickd mikrobioldgia, Infekcie stvisiace s biofilmom a cu-
dzim telesom), chlopiiové nahrady, kibové ¢ iné punktaty,
abscesy, likvor, stery, plodovad voda, ale aj krv. Pre uvedenu
detekciu patogéna v krvi je dolezitd preanalytickd fdza, najmd
nacasovanie odberu, nakolko baktérie st z krvi velmi rychlo
eliminované. Zdsadny vyznam mé sekvenovanie 16S rRNA pri
kultiva¢ne negativnych infekcidch, kedy umoziiuje nielen iden-
tifikovat etiologického p6vodcu ochorenia, ale predov$etkym
nasadit ¢o najskor cielend antibiotickd terapiu.

Horeuvedené vyhody MG diagnostiky mnohych nezasvéte-
nych (aj $tudentov) zvadzaju k ilizii o moZnosti vyuZzivat ju ako
absolitnu a univerzdlnu metodiku ddkazu vSetkych
mikroorganizmov a ich vlastnosti (hlavne ako zdchrannd for-
mulka odpovede v pisomnych testoch z mikrobiolégie na otdz-
ku, akd je mikrobiologickad diagnostika pri danej infekcii). Nie
je tomu tak a velmi dlho nebude. Okrem stdle vysokej ceny
jednotlivych MG vySetreni (v porovnani s konvenénymi meté-
dami) a osobitnych preanalytickych poZiadaviek je to tak preto,
Ze v praxi neumoziuje komplexne testovat vlastnosti identifiko-
vaného mikroorganizmu (napr. zloZenie a kvantitativne charak-
teristiky mikrobioty, v ktorom dany druh patogénu existuje, jeho
pocetnost, rastové, makro - a mikroskopické vlastnosti, citlivost
na ATB a pod.). Je to dané aj tym, Ze ponuka komeréne dostup-
nych MG diagnostik s prislusnym klinickym certifikdtom (,for
clinical use“) je vo¢i po¢tu mikrobidlnych druhov velmi obme-
dzend. Su to diagnostikd, ktorych $pecificita a senzitivita voci
$pecifickému ochoreniu bola laboratérne a klinicky overend
a potvrdend niektorou z vlddnych a institucidlnych medzinarod-
nych autorit, napr. US FDA - Sprava potravin a lie¢iv USA alebo
Paul - Ehrlich Institut v Nemecku. Mnoho potrebnych MG me-
todik je preto iba na tirovni experimentédlnych postupov, pri kto-
rych sa pouZivaju diagnostikd bez klinického certifikdtu (,for
reserch use only“) a nie $tandardizovand diagnostika. Staci si
predstavit kol'ko desiatok drahych MG analyz a prislusného ¢asu
by bolo potrebné na mikrobiologické vySetrenie jednej vzorky
mocu pri cystitide v porovnani so $tandardnym kultivaénym vy-
Setrenim a stanovenim tGéinnych ATB, resp. ich @¢innych hladin
pre zvolenie spravnej terapie. Z praktického hladiska treba po-
dotknut, Ze napriek obrovskému rozvoju za poslednych 20 ro-
kov je ponuka certifikovanych MG diagnostik a in$trumentél-
nych platforiem pre klinickdi mikrobiolégiu, ktoré si jednak

bilan¢né (priaznivé porovnanie ndkladov voci vyske tihrady za
vyS$etrenia), jednak dostupné, stile obmedzend. Mnoho mikro-
biologickych vySetreni v oblasti MG diagnostiky je realizovand
pomocou tzv. in house“ metodik. Ide o upravené postupy pod-
la $tandardizovanej metédy (zverejnenej domdcou autoritou,
napr. referen¢nym laboratériom alebo medzindrodnou autori-
tou, napr. WHO) a upravené tak, aby sa dala vykonat v ramci
podmienok daného pracoviska. Uvedené ,uZivatel'ské“ delenie
diagnostickych stprava a metodik na klinické, vyskumné a ,,in
house” plati v laboratérnej diagnostike univerzdlne, ¢iZe pre
vSetky testy (nielen pre mikrobioldgiu).

MG analyzy za beZnych podmienok nie st metédou volby
pri kultivovateInych mikroorganizmoch vo vacésine klinic-
kych materidlov. Na rozdiel od kultiva¢nej diagnostiky, napr.
pri vySetreni vzorky tampodnu tonzil pacienta, nezodpovie MG
analyza otdzku, akd mikrofléra a v akom mnoZstve sa v nej
nachddza a neumoZiiuje ani pripadni izol4ciu vitdlneho mik-
roorganizmu na dalSie analyzy. Zodpovie len na $pecifickd
otdzku: “Je vo vzorke geneticky materidl konkrétneho druhu
mikroorganizmu s vopred $pecifikovanymi vlastnostami?*“ Mno-
hé mikroorganizmy, ktoré mozu za uréitych podmienok vyvolat
ochorenie (endogénna infekcia), st beZnou druhovou stcastou
mikrobioty ¢loveka a st pre dany typ vzorky autochténne (t. j.
povodné, vyskytujtce sa bezne v mieste svojho pévodu), resp.
sa tam pravidelne objavia ako tranzientnd mikrofléra alebo kon-
tamindcia. Ich patogénny vyznam moZno objasnit lacnejsi-
mi, rychlejsimi, nendro¢nej$imi a niekedy klinicky vypovednej-
$imi testami v rdmci dennej rutiny (napr. potvrdit pévodcov
vaginéz, vaginitid a pod.). Osidlenie koZe a sliznic fyziologic-
kou mikrobiotou a pritomnost tranzientnej fléry v spojeni s ex-
trémnou citlivostou MG analyz a s rizikom kontamindcie vzor-
ky stazuje (niekedy aZ znemozZiiuje) interpretaciu MG vysledku
ako dokazu etiologického agens ochorenia. To musi lekdr kri-
ticky zohladnit vopred pri vybere vySetrenia. Bud sa rozhodne
pre vypovednejsie kultivacné, sérologické, mikroskopické vy-
Setrenie na jednej strane alebo rychlejsi a citlivejsi MG dokaz
na strane druhej. Na zdklade toho vykond odber prislusnej
vzorky pomocou vhodnej odberovej stipravy. Ak sa napr. roz-
hodne pri uretritide pre rychly dékaz N. gonorrhoeae pre MG
diagnostiku, musi zvaZit vopred viac okolnosti, napr. ¢i ide
o diagnostiku na zistenie povodcu hnisavého vytoku pri pacien-
tovi na prvej navsteve v ambulancii uroléga. MG ddkaz ribozo-
madlnej RNA (neamplifikaénymi metédami) alebo DNA gonoko-
kov (amplifikaénymi metédami) je v tomto pripade vhodny,
najmd dudlnym testom pre gonokoky a chlamydie (resp. troj-
testom, spolu s genitdlnymi mykoplazmami), lebo mdzZe ist
0 negonokokovu uretritidu alebo ¢astd koinfekciu s C. tracho-
matis, resp. M. genitalium). Naopak, pre kontrolny odber po
ATB liecbe je MG dokaz nevhodny, lebo amplifika¢ny dokaz
DNA gonokoka moZe byt pozitivny aj tri tyZdne po prelieceni
a v pripade zlyhania lie¢cby neumozni stanovit jej pri¢inu. Ak
sa po zvazeni lekdr rozhodne pre MG dokaz, zariadi bud sprav-
ny odber prvej porciu moca pacientom do sterilnej nddobky
(vhodny pre amplifika¢ny MG ddkaz), alebo si vyberie rychlej-
§f neamplifika¢ny MG test a odoberie mu sdm vyter z uretry na
sterilny tampdn s plastovymi vldknami (nie vatovy, ani kalcium
algindtovy). Takto odobraty materidl moZno uchovdvat pri iz-
bovej teplote aZ dva tyZdne. Ak sa rozhodne pre kultiva¢né
vySetrenie, pouZzije sterilny tampén s plastovymi vldknami,
resp. vatovy s transportnym médiom a zivo¢isnym uhlim. Za-
bezpeci bezprostredny transport do laboratéria pri najmenej
izbovej teplote tak, Ze materidl bude spracovany najneskor do
6 hodin (optimdlne do 30 min). Uvedeny priklad poukazuje na
potrebu znalosti lekdrov o dostupnych moZnostiach aktudl-
nej mikrobiologickej diagnostiky v danom priestore, vrdtane
MG met6d, preanalytickych poZziadaviek na odber a transport
vhodného materidlu a na zdklade toho zvolif vySetrenia vhodné
pre daného pacienta. Zo strany mikrobiol6ga je zase potrebné
sprdvne nastavenie metdd, zabezpecenie redlnej dostupnosti
tychto vySetreni, ich Standardného vykonu v laboratériu a pri
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vdcsine MG vySetreni v neposlednom rade aj vytvorenie sprav-
nej interpretdcie v zmysle danej indikdcie. Pre obe strany
vyplyva v zdujme pacienta potreba vzdjomnej komunikécie,
presahujicej vymenu Ziadanky z jednej strany a z druhej stra-
ny prosté vyjadrenie ndzvu mikréba alebo hodno6t analytu v la-
boratérnom vysledku.

Pomerne jednoznacnd je interpretdcia v pripade dokazu pri-
mdrnych patogénov pri exogénnej infekcii (napr. baktérif
T. pallidum, M. tuberculosis, C. trachomatis a ludskych pato-
génnych virusov, napr. HIV a pod.). Vdésinou zrejmd je inter-
pretdcia pri vd¢$ine MG analyz likvoru, krvi a pri vzorkdch
z inych primdrne sterilnych miest. Ale aj tam sa mo6Ze vyskyt-
nut problém, napr. Ze v stcasnosti dostupné MG metodiky
v Klinickych laboratériach nedokazu odlisit ¢asti genému z roz-
padnutych mikrébov alebo kontamindcie vzorky od nukleovej
kyseliny vitdlneho mikroorganizmu, ktory je zodpovedny za
aktudlnu infekciu. Podobne problematické st z hladiska inter-
pretdcie pozitivnych vysledkov MG analyz patogény vyvoldva-
jace latentni alebo chronicki infekciu. Navyse, pri niektorych
ochoreniach sa po niekolkych rokoch pouzivania metodik MG
diagnostiky empiricky zistilo, Ze nie st tak senzitivne, ako iné
(napr. pri neuroboreliéze je ddkaz B. burgdorferi sensu lato
v likvore pomocou PCR menej citlivy ako dokaz pomocou sta-
novenia protildtkového indexu). Preto je potrebné aj pri MG
diagnostike vidiet problém komplexne a vZdy zohladnit klinic-
ky stav pacienta a vysledky ostatnych vySetreni.

1.20.1 Sucasné vyuzitie molekuldrno-genetic-

kych technik v lekdarskej mikrobioldgii

Na pracoviskdch Kklinickej mikrobiolégie sa MG techniky
uplatnili najma na:

1. dokaz nekultivovatelnych agens ako napr. Tropheryma
Whipplei, Tudské papilomavirusy, virusy hepatitid B a C, Iud-
ské herpetické virusy 6 - 8 atd’;

2. urgentnu diagnostiku pri Zivot ohrozujucich stavoch ako su
sepsa, meningitidy a encefalitidy (HSV1/2, VZV, CMV, EBV,
enterovirusy, fudsky parechovirus, Streptococcus agalactiae,
H. influenzae typ b, S. pneumoniae, N. meningitidis skup.
A, B, C, Y, W135, E. coli K1, Cryptococcus neoformans a iné),
respira¢né infekcie novorodencov virusového poévodu, pre-
matirnych a inak stigmatizovanych deti, ale aj niektorych
dospelych pacientov (influenza virus typu A a B,virusy para-
influenzy, RSV, adenovirusy, rhinovirusy, enterovirusy, me-
tapneumovirusy, parechovirusy, koronavirusy a iné), niekto-
ré respiracné infekcie bakteridlneho pévodu (S. pneumoniae,
Chlamydophila penumoniae, Mycoplasma penumoniae, Le-
gionella pneumophilla, B. pertusis), hnacky virusového (ade-
no-, NOro-, rota-, astro- a enterovirusy), bakteridlneho (Cam-
pylobacter spp., salmonelly, shigelly, E. coli 0157,C. difficile,
yersinie, V. cholerae, Aeromonas hydrophila a iné), resp. pa-
razitarneho pévodu (Cryptosporidium spp., Entamoeba his-
tolytica, Blastocystis hominis, Giardia lamblia a iné) a kritic-
ké stavy pri imunokompromitovanych pacientoch (HSV1/2,
VZV,CMV, EBV, JC polyomavirus, BK polyomavirus, T. gon-
dii, P. jirovecii, kvasinky, vldknité mikromycéty a iné). Pri
tejto diagnostike, zameranej na rychly dokaz pdvodcov orgé-
novych infekcii, je vyslovene vhodné pouZzit multiplexové
MG met6dy;

3. rychly a priamy d6kaz povodcov niektorych sexudlne pre-
nosnych ochoreni, napr. Chlamydia trachomatis, N. go-
norrhoeae, T. pallidum, atd.;

4. rychly doékaz rastovo naro¢nych alebo pomaly rasticich pa-
togénov, napr. Mycobacterium tuberculosis, Legionella pneu-
mophilla a iné;

5. sledovanie virusovej ndloZe (na urcenie prognézy ochorenia
alebo odpovede na lie¢bu): napr. virusy hepatitidy B a C,
HIV, CMV atd’;

6. diferencidcia antigénne podobnych variantov patogéna: napr.
na detekciu $pecifickych genotypov Tudského papilloma vi-

rusu, indikujuicich potencidl na tvorbu tumorov a vznik ra-
koviny;

7. potvrdenie alebo vylicenie kongenitdlnej infekcie, napr. plo-
du a séropozitivnych novorodencov HIV pozitivnych matiek,
CMV a pod.;

8. detekciu vysoko virulentnych agens, ktorych kultivacia je ri-
zikovd a ndro¢nd: napr. Ebola virus Francisella tularensis,
Brucella abortus, Coccidioidis immitis atd.;

9. dokaz infekénych agens in situ: napr. Toxoplasma gondii,
virusy v tkanivach a bunkéach;

10. dokaz mikroorganizmov pritomnych vo vzorke v nizkom
pocte, napr. detekcia HIV u pacientov bez dokdzateInych
protildtok, vySetrenia vnuitrooc¢nej tekutiny, forenzné vzorky
atd.;

11. testovanie citlivosti, resp. rezistencie na antivirusové lie¢iva:
napr. HIV na stanovenie rezistencie voc¢i antiretrovirotikdm;

12. dokaz mutdcie génov, ktoré su pri¢inou rezistencie na anti-
biotikd, ako st napr. mutdcie génov Mec A (MRSA), Van
A a B gény (VRE), KPC 1-3 pri karbapeném rezistentnych
kmenioch K. pneumoniae, rpoB gén M. tuberculosis na rifam-
picin;

13. na dokaz urcitého faktora virulencie pri izolovanom kmeni
mikroorganizmov (napr. toxikogénne kmene Corynebacte-
rium diphterieae);

14. konfirmécia nezvycajnej fenotypovej identifikdcie kultivac-
ného vysledku (napr. optochin rezistentného kmenia Strepto-
coccus pneumoniae alebo uredza negativny kmen Klebsiella
pneumoniae.

V rdmci lekdrskej mikrobioldgie, teda nad rdmec potreby
lie¢by konkrétneho pacienta, sa MG met6dy uplatiiujd aj na:

« identifikdciu a charakterizdciu novych patogénov alebo no-
vych variantov (napr. rod Cronobacter pomocou MLST - Mul-
tilocus sequence typing),

 diagnostiku pre tcéely molekuldrnej epidemiolégie, napr. na
identifikdciau zdroja nozokomidlnej epidémie v nemocni-
ciach a ohnisk epidémii v komunitdch,

¢ analyzy v rdmci vakcina¢ného programu, napr. pri Zivej po-
liovakcine, kedy je virus vylu¢ovany do prostredia, koluje
a moZe dojst k revertovaniu vakcinaéného kmefia smerom
ku divému typu polivirusu s vysokou virulenciou,

« identifikdciu etiologického agensa pri hrozbe pouZitia biolo-
gickych zbrani a iné.

1.20.2 Odber a transport materialu

na MG vysetrenie

Hoci plati niekolko vSeobecnych zdsad pre odber materidlu
na MG vySetrenia, kazdé laboratérium vyddva a zverejiiuje svo-
je vlastné pokyny pre odber a transport biologickych vzoriek
pre konkrétne analyzy, ¢o je podmienené bud poZiadavkami
vyrobcov pouZivanych diagnostik a technoldgii, alebo napr.
v pripade in house metdd to je dané predpisanym postupom.
Vyrobcovia MG diagnostik vzdy odportcéaji alebo priamo
dodédvaju vhodné odberové stpravy, ako aj transportné
kontajnery s fixaénym roztokom, inhibitorom nukledz, pripad-
ne aj s lyza¢nym roztokom pre materidl vo vzorke a tak je vzor-
ka preanalyticky zabezpecend aZ po jej spracovanie.

Mikrobidlnu NK moZno ziskat z velkého mnoZstva roznych
typov biologického materidlu - z tekutin (krv, likvor, mo¢, plo-
dova voda, obsah vezikul, sklovec ¢i komorovd voda), sterov
sliznic, bunkového debris (zoskrab z rohovky) alebo z tkaniv
a pod. Pri MG analyzach z krvi, leukocytov a plazmy plati, Ze
vzorky sa odoberaji do sterilnych plastovych odberovych na-
dob s 0,05 M EDTA, alebo s 4% roztoku citrdtu sodného v po-
mere 500 pl krvi na 50 pl antikoagulantu (nie heparin!). Pri
analyzach zo séra sa plnd krv odoberie do sterilnej plastovej
skiimavky bez antikoagulantu a krv sa nechd odstét pri izbovej
teplote na dobu 30 mintt do vzniku koagula a oddelenia séra.
Pri odbere materidlu na tampdn je potrebné zvolit radiacne ste-
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rilizované tampoény bez RN4z a DN4z s plastovymi vldknami
(napr. polyesterovd alebo polyuretdnovd vata na tampénoch
typu Dacron alebo Rayon pre cervix, uretru a vaginu), nie s bu-
nicitou vatou alebo kalcium algindtovou vatou s hlinfkom (in-
terferujui s niektorymi MG analyzami). V stcasnosti sa do po-
predia dostdvaji univerzdlne tampény typu ,flocked”
(akumula¢né) s nylonovymi vdknami, ktorych paralalné uspo-
riadanie okolo konca ty¢inky pripomina chvost vystresovanej
macky, resp. kefu na ¢istenie flia§ s izkym hrdlom. Maji vse-
stranné vyuzitie (kultivdcia, MG vySetrenia a pod) a ich vytaz-
nost pri akumulécii biologického materidlu oproti inym odbe-
rovym tampoénom je vyrazne vyssia.

Tamp6ny s odobranym materidlom je ihned po odbere po-
trebné uzavrief v sterilnej skimavke alebo inom sterilnom
transportnom obale a dorucit ¢o najskor do laboratdria. Pri nie-
ktorych typoch steru, napr. steroch z konjuktiv, nosohltanu
a pod. sa niekedy nezasiela tampén, ale ster sa po odobrati vy-
trepe v sterilnej skimavke s pevnym uzdverom, zbytok vzorky
z tampoénu sa vytlac¢i (tampén otrieme o stenu skimavky), tam-
pon sa vytiahne a skiimavku sa uzavrie. Pri vzorke mocu, bron-
choalveoldrnej lavdzZe (BAL) ¢i vyplachu sa materidl umiestiiuje
priamo do sterilnej skimavky so skrutkovym uzdverom, pri
likvore alebo kisku tkaniva (biopsia) do sterilnej skimavky
typu Eppendorf. Odobraty materidl sa riadne oznaci (Stitkom,
kédom a pod.) a k nemu sa priloZi vyplnend Ziadanka (ak je
labratérium v spoloc¢nej sieti so zasielatelom a pouZzivaji kédy,
tento krok odpadd). Materidl, ktory sa musi odoslat este v den
odberu do laboratéria, vac¢$inou nie je potrebné zachladit. Hoci
dlh$iu expirdciu, akd sa vyzaduje pri inych diagnostickych
metédach, po odbere je potrebné materidl ¢o najskér dodat do
mikrobiologického laboratéria. Materidl na izoldciu RNA (napr.
pri HCV) a pri niektorych inych pripadoch je potrebné udrZiavat
vzorky v chlade, o ¢om je lekdr vopred informovany. Nukleové
kyseliny st vSeobecne citlivé na rézne formy elektromagnetic-
kého Ziarenia (UV, slne¢né, infracervené), preto musi byt odob-
rand vzorka chrdnend pred Ziarenim. RNA v odobranych vzor-
kdch je viac citlivd na degradaciu ako DNA.

Odber vzoriek biologického materidlu na dokaz respirac-
nych patogénov MG (PCR) analyzami je vhodné vykonat na
zaciatku ochorenia, ked je vylucovanie virusov maximélne. Ma-
teridl sa odoberd sterilnymi tampénmi. Vzorka nazofaryngedl-
neho vyteru sa ziskava pomocou flexibilného tampénu. Pacien-
tovi je potrebné vopred skontrolovat vzdialenost od nosovej
dierky k nazofaryngu (cca polovica vzdialenosti od nosovej
dierky k uchu) a potom zasundf tampén. Tampén sa jemne
vloZ{ pozdlZ jednej nosnej dierky (rovno dozadu, nie nahor)
a postva sa po spodine nosovej dutiny, aZ kym sa nedostane
do nosohltanu. Tampoén sa otoc¢i 2- az 3-krdt a podrZi na mies-
te po dobu minimdlne 5 sekiind. Tampény je potrebné umiest-
nit do skimaviek s médiami ur¢enymi pre transport virusov.
Prebyto¢nd dizka tampoénu sa skrati zalomenfm na znacke (z4-
reze), aby bolo mozné skiimavku uzavriet. Na ziskanie vzorky
na dokaz Mycoplasma pneumoniae sa pouziva vyter hrdla. Pri
materidli, ziskanym zo sterilnych miest alebo bronchoalveolar-
nym vyplachom, sa vzorky zbieraju do sterilnych, nepriepustne
uzatvératelnych nddob. Respira¢né patégény, pre ktoré su do-
stupné komerc¢ené MG analyzy, kde sa materidl ziskava horeu-
vedenymi postupmi, si: chripka A, chripka B, parainfluenza 1,
2, 3 a 4, respira¢ny syncycidlny virus A a B, respira¢né adeno-
virusy, ludsky metapneumovirus, fudské rinovirusy, enteroviru-
sy, koronavirusy, Chlamydia pneumoniae a Mycoplasma pneu-
moniae.

K dispozicii st aj komeréné PCR testy pre nasledujice viru-
sy: HSV1/2, VZV, enterovirusy (likvor), EBV (krv a likvor)
a CMV (krv, likvor alebo BAL). Testovanie nukleovych kyselin
virusov v krvi pomocou PCR vyZaduje jej odber do uréenej ste-
rilnej odberovej skimavky s EDTA. Pri ser6znom likvore, zis-
kanom z lumbdlnej punkcie, by mala byt vdé$ina pacientov
testovand panelom pre virusové meningitidy a encefalitidy (ide-

dlne multiplex PCR). Pre detekciu HSV 1/2 alebo VZV PCR st
vhodné materidly: likvor, vezikuldrna tekutina, tampén z ulce-
récii alebo BAL (sputum a trachedlne aspirdty st nevhodné).

Pre dokaz enterovirusov pomocou PCR je vhodné odobrat
likvor do sterilnej skiimavky. Vzorku je potrebné chladit na
lade a exportovat do laboratéria (RNA virusy).

Na odber krvi pre EBV PCR je vhodny objem 5 ml do sku-
mavky s EDTA. Pri likvore je potrebny objem minimdlne 1,0 ml
v sterilnej skiimavke a transport do laboratéria okamZzite po
odbere. Pri EBV je PCR vhodnd len na diagnostiku a monitoro-
vanie posttransplantacného lymfoproliferativneho ochorenia
a podobnych stavov, nie je vhodnd na diagnostikovanie mono-
nukleézy, a nie je ani prvoliniovou diagnostikou meningitidy/
encefalitidy u imunokompetentnych pacientov.

Na monitoring CMV infekcie pomocou kvantitativnej PCR
je potrebny odber plnej krvi do 5 ml skiimavky (s EDTA). Pre
likvor je potrebny odber minimdlne 0,5 ml v sterilnej skiimavke
a okamzité dodanie do laboratéria. CMV kvalitativha PCR vy-
Zaduje odber minimélne 2,0 ml BAL alebo 1,0 ml plodovej vody
do sterilnej skimavky. Materidl je potrebné okamzite odoslat
do laboratéria.

Na sledovanie virusovej naloze HIV pomocou PCR, poétu
képii RNA virusu hepatitidy C pomocou RT PCR a poctu
képii DNA virusu hepatitidy B pomocou PCR sa pre kazdy
test odoberd najmenej 6 ml plnej krvi do sterilnej skimavky
s EDTA a vzorku je potrebné okamzite odoslat do laboratéria.
Pri HCV je vhodny transport vzoriek uloZenych na suchom
lade, pri potrebe dlhodobej$ieho skladovania je vhodnejsie ¢o
najskor izolovat RNA a zamrazit ju na -70°C. Vzorky je vo vse-
obecnosti potrebné spracovat do 6 hodin od odberu.

Na dokaz papilomavirusov v bunkach kr¢ka maternice po-
mocou MG sa materidl ziskava spristupnenim odberového
miesta pomocou spekula a Cistiaceho tampénu (spatula) na
odstrdnenie hlienovej zdtky na cervixe a odberom pomocou
cytobrasu (Stetockovy tampoén), zasunutého a rotovaného v en-
docervikdlnom kandli. Materidl na potom spolu s cytobraSom
(skrateny zalomenim) vloZi do skiimavky so sterilnym fyziolo-
gickym roztokom, uzavrie a transportuje v chlade (2 - 8°C) do
laboratéria. Po odobrati sa vzorky m6zu skladovat a prepravo-
vat pri teplote 2 aZ 30 °C az 14 dni. Je nevhodné ich uchovévat
v mraznicke.

Na detekciu Neisseria gonorrhoeae a Chlamydia trachoma-
tis pomocou amplifikdcie DNA (PCR) je vhodny mo¢, vyter
endocervixu, uretry, konjunktiv, dstnej dutiny alebo hltana
a rektdlny tampén. Nenahrddza kultivdciu gonokokov, ktord je
potrebnd kvoli zistovaniu stavu rezistencie a zdroveil pritomny
geneticky materidl moZe pochddzat z usmrtenych baktérii, pre-
to by mala byt odobrand aj paralelnd vzorka na kultivdciu. Rov-
nako pri septickej gonokokovej artritide sa odoberd materidl na
hemokultivéciu.

Pred odberom vzorky mocu by pacient nemal mocit aspoii
jednu hodinu. Mo¢ sa odobera do sterilného kaliska, z ktorého
je preneseny pomocou sterilnej plastovej pipety do skimavky
s tesnym uzdverom a odosle sa do laboratéria.

1.20.3 Izoldcia a purifikacia
nukleovych kyselin

Okrem pripadov dokazu mikroorganizmov in situ sa va¢sina
molekuldrno genetickych metodik zacdina izoldciou nukleovej
kyseliny zo vzorky biologického materidlu. 1zol4dcia NK sa za-
¢ina lyzou buniek, pomocou ktorej sa uvolni obsah bunky ale-
bo organel pomocou detergentov, pripadne pomocou ultrazvu-
ku. Nukleové kyseliny je potrebné chrénit pred degraddciou,
preto lyza bunky prebieha v tlmivom roztoku a vo vhodnych
teplotnych podmienkach. Separdcia NK z lyzdtu si vyZaduje ich
docasnui denaturdciu (napr. vyzraZanim organickymi rozpus-
tadlami teplotou, vysolovanim). Odstrdnenie zvyskov RNA
v pripade, ak chceme izolovat DNA, moZno zabezpecif pomo-
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cou enzymu ribonukledzy, proteiny v lyzate st rozkladané po-
mocou proteindzy K. NajcastejSou metéddou separdcie DNA
v minulosti bola fenol-chloroformovéd extrakcia, pri ktorej sa
vyuZziva rozdielna rozpustnost DNA a inych zloZiek lyzétu. Jej
podstatou je oddelenie vodnej fdzy s DNA od roztoku obsahu-
juceho fenol a chloroform s hydrof6bnymi zlozkami lyzatu po-
mocou vysokootdckovej centrifugdcie s ndslednou etanolovou
precipitdciou DNA. ZréZanie organickymi rozpustadlami (eta-
nol, polyetylénglykol) sa uskutoc¢iiuje na zdklade zniZenia roz-
pustnosti NK (zvy$enim intramolekulovej elektrostatickej inte-
rakcie). Vysolovanie je metéda zaloZend na principe zmeny
rozpustnosti molekil DNA v zdvislosti od zmeny koncentracie
i6énov v roztoku, napr. siranu aménneho. Na separdciu NK sa
uplatnia aj chromatografia na Zivicovych kolénkach, ktora vyu-
Ziva viazanie a ndsledne uvolnenie NK pomocou vymeny iénov
medzi pevnou fdzou a kvapalinou, ktord ju obklopuje. Ide
v principe o historickii met6du, ale s modernym dizajnom. Je
rychla, s vysokou vytaznostou a Cistotou DNA. Dal$ou je me-
téda chromatografie na kremiéitanovych kolénkach (SILIKA,
§i0,), ktoré v pritomnosti chaotropnych soli (teda latok, ktoré
rusia vodikové mostiky medzi molekulami, napr. jodid sodny,
guanidin tiokyandt) adsorbuje DNA na svoj povrch, z ktorého
je po opakovanom precisten{ uvolnend pomocou elu¢ného ¢i-
nidla. Oba opisané spdsoby st dostupné vo forme komerénych
kitov. Najnovsie metddy izoldcie vyuZivaji magnetické mikro-
Castice alebo nanocastice. Maji jadro tvorené magnetickymi
oxidmi Zeleza a st obalené organickymi polymérmi alebo Zivi-
cou, ktoré viazu NK. Po naviazani NK sa tieto magnetické cas-
tice separuju pdsobenim silného magnetu, potom st premyté
a uvolnenie NK z komplexu sa dosiahne pomocou elu¢ného
¢inidla. Tdto metéda vo forme komerc¢ne dostupnych setov
umoziuje pomerne v krdtkom case ziskat jednak DNA, ktord
nie je kontaminovand proteinmi, alebo vycistend RNA. Postup
nevyZaduje manipuldciu so $kodlivymi organickymi rozpustad-
lami, opakovant centrifugéciu, filtrdciu vo vdkuu alebo separé-
ciu pomocou koldn. Je preto idedlny na automatizovantd sepa-
rdciu. Pritom sa pouzivaja izola¢ne automaty, ktoré zabezpecia
v krdtkom case a Standardnych podmienkach izoldciu NK pre
vsetky vzorky, ktoré maja byt vySetrené, preto si vhodné aj
v rutinnych laboratéridch. Ich nevyhodou je finan¢nd ndro¢nost
(automat, kity, $pecidlny pomocny materidl).

1.20.4 Molekuldrno-genetické metddy,

ktoré sa uplatnili v lekdarskej mikrobiologii

MG metddy v mikrobioldgii sa delia na:

* metddy hybridizdcie - vhodné na identifikdciu mikroorga-
nizmov, si menej citlivé ako metéddy s amplifikdciou,

» amplifika¢né met6dy - najrozsirenejSie MG metddy, zlepsu-
ju citlivost v dosledku kroku amplifikdcie, umoziiuji kvan-
tifikaciu,

* sekvenacné metddy - umoZiiuji celogenémové analyzy,
identifikdciu novych taxénov (napr. polyomavirus z karciné-
mu Merkelovych buniek u Tudf v r. 2008), klinickd diagnos-
tiku kryptopatogénov (inymi metédami neodhaliteni povod-
covia ochorenia),

* metédy s enzymatickym stiepenim nukleovych kyselin -
reStrikéné mapovanie a porovndvanie spektier restrikénych
fragmentov najmd pri epidemiologickych sledovaniach,

* kombinované - kombindcie viacerych MG metéd, kombind-
cie s imunoanalyzou alebo prietokovou cytometriou, geno-
mické ¢ipy, biosenzory.

Uplatnenie jednotlivych MG met6d vo svete je podmienené
historicky a geograficky (zdravotnd a ekonomické situdcia oby-
vatelstva, technologickd tdrovenl v diagnostickom priemysle
a v zdravotnictve). NavySe, vyvoj niektorych z nich bol iba re-
akciou na aktudlne dianie v komercnej sfére, napr. bol podmie-
neny snahou prelomit patent. Prehlad, ktory uvddzame, bol
zostaveny skor pre systematické tcely a objasnenie princi-

pov, je limitovany svojim didaktickym poslanim a neodrdZa pre-
to aktudlne zastipenie met6éd MG diagnostiky v klinickej diag-
nostike na Slovensku. Niektoré platformy, ktoré dalej uvddzame,
sa u nds doteraz neuplatnili a asi sa ani v budicnosti neuplat-
nia, napr. ligdzové refazové reakcia (LCR), na rozdiel od etab-
lovanej PCR. Napriek tomu ich uvddzame, lebo s nielen mys-
liekou inovativhe a v inej geografickej oblasti sa rutinne
pouzivajui v Kklinickej diagnostike, ale st aj ¢asto uvddzané
v svetovej odbornej literatire. Podla autora tejto subkapitoly by
bolo $koda, keby pojem o nich slovenskym mikrobiol6gom chy-
bal, resp. by ich zaskocil.

1.20.4.1 METODY HYBRIDIZACIE NUKLEOVYCH
KYSELIN

Hybridiza¢né met6dy su zaloZené na koordinovanom spoje-
ni dvoch vldkien nukleovej kyseliny so vzdjomne komplemen-
tarnymi bdzovymi sekvenciami (t.j. na zdklade homolégie). To
je dané vlastnostou dusikatych bdz A (adenin), T (tymin), G
(guanin), C (cytozin) a U (uracil), ktoré tvoria vldkna NK, na-
vzdjom sa $pecificky naviazat do dvojic A-(T alebo U) a G-C
prostrednictvom vodikovych vdzieb a vytvorit dvojretazcovd
(hybridnt, duplexni) molekulu. Pri RNA vytvdra vdazbu s ade-
ninom namiesto tyminu ind dusikatd bdza - uracil, vdzba gua-
ninu s cytozinom v RNA je rovnakd ako pri DNA. Cim viac
vizieb pozdlZ vlakien vznikne, tym je homoldgia oboch vlakien
vy$Sia a spojenie silnejsie. Princip hybridiza¢nych testov je, Ze
jedno oligonukleotidové vldkno nukleovej kyseliny s naviaza-
nou znackou (reportérska molekula), md zndmu sekvenciu
(poradie) nukleotidov, jedine¢nu pre dany $pecificky gén (resp.
druh mikroorganizmu). Také vldkno sa nazyva sonda. Druhé,
cielové vldkno pochddza zo vzorky, v ktorej md byt dany gén
identifikovany. KedZe hybridizdcia dvoch vldkien DNA vyZadu-
je ich vzdjomnu sekven¢nt homoldgiu (presne urcéené poradie
baz na oboch partnerskych vldknach NK), pozitivna hybridizac-
na reakcia medzi tymito dvoma vldknami, teda vytvorenie vo-
dikovych vdzieb medzi nukleotidmi vldkna sondy a nukleotid-
mi cielového vldkna , potvrdi identitu zdroja cielového vldkna,
napr. identitu hfadaného mikroorganizmu.

Sondy su jednovldknové DNA alebo RNA, preto mozno hyb-
ridizdciou vytvaratf duplexy DNA-DNA, DNA-RNA a RNA -
RNA. St to vdcSinou oligonukleotidy, dlhé 20 aZ 50 bdz, ale
mozu mat dlzku aj niekolko sto az tisic bdz. Vyuzitie hybridi-
zaénych reakcii v klinickej mikrobiolégii bolo umoZnené jed-
nak postupnym vznikom databaz cielovych sekvencii pre jed-
notlivé gény (napr. GENBANK) a jednak komerénou vyrobou
sond pomocou chemickej syntézy a ich zna¢enim.

Hybridiza¢né metddy st vSeobecne chdpané ako neamplifi-
kacné, ale sondy mozu byt vyuZité pri amplifika¢nych meto-
dach, napr. FRET sondy (pozri real time PCR) pri kvantifikacii
poctu képii mikrobidlnej NK v odobranej vzorke biologického
materidlu.

Priprava znacenych sond

Cielom pripravy sondy je dokonald komplemetarita vlakna
sondy s cielovou sekvenciou mikrobidlnej nukleovej kyseliny.
To pri syntéze sond urcuje tak presné poradie nukleotidov, ako
aj jej dlzku. Vyber sondy je zdvisly od toho, ktory mikroorga-
nizmus, resp. jeho gén chceme identifikovat. Cielovéd sekvencia
pre sondu musi byt preto jedine¢nd pre dany gén a takyto
gén sa nesmie vyskytovat pri inych taxénoch.

V minulosti sa génové sondy ziskavali pomocou rekombind-
cie a klonovania nukleovych kyselin. V sti¢asnosti sa vyrdbaju
chemickou syntézou pomocou sofistikovanych priemyselnych
technolégif presne podla poZiadaviek zaddvatela, predovsetkym
na presnost sekvencif bdz, ich stablitu pri skladovani, neZiadu-
cej tvorby sekundarnych a intramolekuldrnych vazieb, poZado-
vanej denaturacnej teploty (melting) a podobne.

Sondy sa pri vyrobe oznac¢ujui pomocou rddioaktivnych alebo
nerddioaktivnych znaciek. Bezné rddioaktivne izotopy pouZiva-
né na znacenie sd ?°I, 3H, *?P, *°S. Napriek tomu, Ze sa vyuZitim
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rddioaktivnych izotopovych znaciek dosahuje vysokd citlivost
a umoziuju aj kvantifikdciu komplexov pomocou scintilaéného
merania, ich nevyhody su tazkosti s manipuldciou, ur¢ité zdra-
votné riziko, kratke expira¢né doby a problémy s likvidaciou.
Preto sa na Slovensku v rdmci klinickej mikrobiol6gie neudo-
madcnili. Nerddioaktivne reportérske molekuly (znacky) su
napr. biotin - avidin, digoxigenin - antidigoxigenin, fluorescein,
akridinium ester a mnohé iné fluorescen¢né alebo chemolumi-
niscen¢né znacky. Prepojenie vldkna sondy s reportérskou mo-
lekulou sa dosiahne bud nepriamo cez protein (biotin, protilat-
ka), alebo priamo chemickou vdzbou znacky na deoxyuridin
trifosfat (dUTP), ktory sa zaclenuje do vldkna sondy namiesto
tyminu. Sondy sa ozna¢uji bud po celej dizke, alebo na ich
konci znacenymi nukleotidmi, ktoré st suicastou reakénej zme-
sy pri syntéze sondy. V sticasnosti sa enzymové znacenie sond
pouziva ¢oraz menej. Moderné hybridizaéné metédy pouZzivaji
bud priame znacenie sondy fluorescenénym reportérom, alebo
nepriame pomocou avidinu konjugovaného s fluoresceinom,
resp.biotinovou molekulou s naviazanou protildtkou, ktord mé
na sebe konjugovany fluorescein. Obdobne sa v mikrobiologic-
kej praxi do popredia dostdva chemilumiscen¢né znacenie sond
(napr. pomocou akridinium esteru alebo izoluminolu). Met6d
na znacenie sond je viacero, napr. metéda posunu jednoretaz-
cového zlomu (,nick translation” pozri obr. 1.20.3).

Priprava cielovej nukleovej kyseliny

Zdrojom cielovej nukleovej kyseliny moZe byt mikroorganiz-
mus v klinickej vzorke, v kulttre alebo fixovanom preparate.
Nukleovd kyselina je upravend tak, aby sa stabilizovala a za-
chovala sa jej integrita. Opis izoldcie ciefovej NK je uvedeny
vy$Sie, resp. aj v kap 5 Separacné techniky.

Zmiesavanie a hybridizdcia cielovej nukleovej kyseliny
a sondy
Spéjanie cielovej nukleovej kyseliny so zodpovedajicou $pe-
cifickou génovou sondou na zdklade komplementarity pri opti-
maélnej teplote a vhodnej koncentrécii soli sa nazyva hybridiza-
cia. RNA-RNA duplexy su stabilnej$ie ako duplexy RNA-DNA,
tie zas su stabilnejsie ako duplexy DNA-DNA. Hybridizdciu
ovplyviiuju vytvorené podmienky ako napr. koncentrdcia soli
a dezintegucich 14tok, resp teplota. Pri samotnej hybridizacii
musi byt DNA denaturovand tak, aby sa ziskali jednotlivé od-
delené vldkna (chemicky - napr. formamidom alebo moc¢ovinou
pri 40 °C, tepelne - inkubéciou pri 95 °C).
Stabilitu vzniknutych hybridov ovplyviiuju viaceré faktory,
napr.:
 teplota,
o dizka hybridizujtcich vldkien,
e stupen vzdjomnej homoldgie,
¢ zastipenie dvojic GC a AT v hybridizujucich vldknach,
e matrix, v ktorej hybridizcia prebieha,
* pPH,
¢ pritomnost latok, ktoré destabilizuji vodikové vizby medzi
retazcami(mocovina, formamid).

Detekcia hybridizacnej reakcie

Metddy detekcie hybridizac¢nej reakcie delime na rddiomet-
rické, t.j. autorddiografiou (sondami oznacenymi rddioaktivny-
mi izotopmi), kolorimetrické (enzymy konjugované na bioti-
nom alebo digoxygeninom znacené sondy), fluorometrické
(napr. s fluoresceinom, fluoresceinom znaceny avidin alebo
protildtka) alebo chemiluminiscenéné (napr. sonda znacena
esterom akridinu). Detekény limit je priblizne 10 cielovych
sekvencii. Biotinylované sondy sa deteguji aj pomocou enzy-
mov, naviazanych s avidinom a ich reakciou s chromogénnym
substrdtom. Pri tomto postupe sa sondy nechajd hybridizovat
so vzorkou. Nenaviazané sondy sa odstrdnia ich rozloZenim
pomocou $pecifikych nukledz, $tiepiacich jednovlaknové retaz-
ce a rozloZené zvys$ky Stiepenia nenaviazanych sond sa zo vzor-
ky odplavia premytim. Po premyti sa pridd komplex enzym-avi-

din, ktory sa naviaZe na sondu. Molekula biotinu na vzniknutom
hybride NK $pecificky viaZe $tyri molekuly pridaného komple-
xu avidinu s enzymom, ¢im sa zosiln{ signdl. Do hybridizac¢nej
reakcie sa prida substrat, ktory pri Stiepeni enzymom vytvori
farebny produkt. Farebny signdl tak potvrdi pozitivhu hybridi-
zac¢nu reakciu.

Hybridiz4cia s pouZzitim fluorescen¢nych latok na fixovanych
preparatoch sa pozoruje v mikroskopoch pod UV svetlom. Sig-
ndl z reportérskych molekidl v modernych automatoch a cyto-
metroch sa meria pomocou fluorometrov alebo luminometrov.

Hybridizédcia sa deli do dvoch typov:
¢ hybridiz4cia v roztoku (liquid phase),
 hybridizdcia na pevnych podkladoch (solid phase).

Hybridizdcia v roztoku

Zmes cielovej nukleovej kyseliny a sondy mdze volne inte-
ragovat vo vodnom prostredi. Vodné prostredie urychluje rych-
lost hybridizdcie. Po denaturdcii (uvolneni vldkien od seba) je
cielova jednovldknovd DNA zmie$and s jednovldknovymi son-
dami. Nehybridizované jednoretazcové nukleové kyseliny sa
odstrdnia pomocou nukledz, ktoré Stiepia iba jednovldknovi
NK a nie duplexy. Hybridizovand dsDNA (duplexy) sa izolu-
je zrdzanim v Kyseline trichléroctovej. Dal$ou etapou izolacie
je imobilizovat hybridizovant dsDNA na kolénu hydroxyapati-
tu, ktord sa selektivne viaZe s dsDNA alebo pomocou magne-
tickych mikroperli¢iek, ktoré prednostne viazu duplexy hybri-
dizovanej NK. Takto purifikované duplexy st potom
umiestnené v detek¢nom zariadeni, ktoré meria signdl z repor-
térskych znaciek na duplexoch.

Rovnako sa mozu pouZit aj znac¢ené protildtky proti hybrid-
nému DNA-RNA duplexu vo forme homogénnej analyzy v roz-
toku. Po denaturdcii ciefovej DNA sa do roztoku pridaja $peci-
fické RNA sondy, ktoré s homolégnymi DNA vldknami vytvoria
hybridné duplexy. Anti hybrid capture protildtky (protilatky
$pecifické pre duplexy RNA-DNA), ktoré maji na sebe chemo-
luminiscen¢nd reptortérsku molekulu sa naviaZzu na tieto
duplexy a intenzita vzniknutého signdlu sa meria v luminomet-
ri. Komer¢né systémy, ktoré st zaloZené na tomto principe,
detegujui napr. C. trachomatis, N. gonorhoeae a HPV (Quiagen)
vo vzorkdch z urogenitdlu.

Hybridizdcia v tuhej fdze

Hybridiza¢nd reakcia sa uskuto¢tiuje na pevnom nosici, ako
je napriklad nitrocelulézovd alebo nylonovd membrdna. Medzi
met6dy hybridizdcie na pevnej fdze patria hybridizdcia dot/
blot, sendvi¢ovd hybridizacia, hybridizdcia south blot a hybri-
dizécia in situ:

a) Bodovd hybridizdcia (,Dot“ blot)

,Dot“ blot je metéda vyuZitelnd pri vzorkdch, v ktorych sa
nukleové kyselina nachddzala v dostato¢nom pocte képii (10*
10° molekul/ml). Pri tomto type blotu sa nukleové Kkyseliny,
ktoré st predmetom detekcie, nedelia chromatograficky, ale
zmes identifikovanych disekov sa nanesie priamo na membrdnu
ako bod, resp. S$kvrna (angl. dot). Membrdna sa pri tom opra-
covéva tak, aby doslo k uvolneniu cielovej DNA z mikroorga-
nizmu a doslo k jej denaturdcii na samostatné retazce. Na
membrdnu sa nandsaju celé mikroorganizmy alebo ich izolova-
nd DNA. Nésledne sa ciefové sekvencia deteguje génovymi son-
dami. Membréna sa ponori do roztoku obsahujticeho znacené
sondy a nechd sa inkubovat, pricom dochddza ku hybridizacii.
Neviazané sondy sa ndsledne premyjut a hybridizované duplexy
sa deteguju podla povahy reportérovych znaciek (enzymu, flu-
oroféru, chemoluminoféru alebo rddioizotopu). Vyhodou tejto
techniky je, Ze na testovanie vzoriek od niekol’kych pacientov
moZe byt pouzitd jedna membrdna a naopak, na jednej mem-
brdne moZe byt testovand jedna vzorka pacienta na dokaz pri-
tomnosti niekol’kych organizmov, resp. genotypov naraz (napr.
ludské papilomavirusy).
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b) Sendvicovd hybridizdcia

VyuZziva dve sondy, pricom neznacend sonda, ktord je pripojend
k pevnej podlozke (napr. mikrotitra¢nd dosticka), slizi na zachyte-
nie cielovej nukleovej kyseliny z testovanej vzorky. Pritomnost toh-
to duplexu sa potom deteguje pomocou druhej sondy, ktord je zna-
¢end a zdrovenn homolégna pre int sekven¢nu Ccast cielovej
nukleovej kyseliny. Odstup dvoch miest komplementarnosti pre dve
sondy zniZuje riziko ne$pecifickych reakcii (zvySuje $pecifickost),
ale met6da je pracnejsia kvoli vac¢siemu poctu krokov spracovania
(vid obr. 1.20.2).

¢) Southern blot hybridizdcia

Pri tejto metéde sa DNA najprv extrahuje a ndsledne purifi-
kuje (vycisti). Potom sa s pouZitim restrikénych enzymov roz-
Stiepi na niekol'ko fragmentov roznych velkosti. Vzniknuté frag-
menty DNA sa v géli elektroforeticky rozdelia podla velkosti.
Fragmenty DNA su nésledne prenesené (blotované) na nitroce-
lul6zovt alebo nylonovi membranu, kde s zafixované (imo-
bilizované). Membrana sa ponori do hybridiza¢ného roztoku,
ktory obsahuje znacené génové sondy. Na zniZenie neSpecific-
kych vdzieb sond sa pouZiva deionizovany formamid (amid
kys. mravcej) a detergenty, ako napr. SDS (laurylsiran sodny).

Hybridizované duplexy sa deteguji pomocou rddiometric-
kych, enzymatickych alebo fluorometrickych technik (napr. flu-
orescencné farbivo etidium bromid) v z4vislosti od typu pouZi-
tej reportérovej molekuly. Pri ich detekcii sa v mieste
hybridizdcie sleduji detekéné prizky, oznacujice Specificky
cielovy fragment DNA.

d) Test linedrnej sondy (LIPA) - reverznd hybridizdcia

V LIPA sa séria sond, Specificky detegujicich sekvencie sle-
dovanych patogénov, naviaZe na nitrocelul6zovi membrdanu
alebo pésik, na ktory sa potom aplikujd amplikény z predcha-
dzajicej PCR. Ide teda o reverzny (obrdteny) Southern blot.
Biotinom oznac¢eny PCR produkt sa hybridizuje s imobilizova-
nymi sondami. Po hybridizacii sa pridd streptavidin znaceny
alkalickou fosfatdzou, ktory sa viaZe na biotinylované hybridné
duplexy, Tie sa farebne vizualizuji pridanim substrétu.

Klinické aplikdcie LIPA: genotypizdcia HCV a HBV, mutdcie
pri HIV a pri mykobaktériach, identifikdcia subtypov HPV, iden-
tifikdcia klinicky vyznamnych hib a iné.

e) Northern blot hybridizdcia

Je podobnd metéda ako Southern blot vo v8etkych krokoch,
ale cielovd nukleova kyselina je jednovldknovd RNA.
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f) In situ hybridizdcia
Hybridiz4cia in situ umoZiiuje identifikdciu patogénu priamo

v mieste vzniknutej patologickej 1ézie resp. na fixovanom pre-

paréte. Pri in situ hybridizacii p6sobi mikroskopické sklo s na-

nesenou vzorkou tkaniva ako pevna fdza. Vzorky tkaniva sa
spracovdvaju tak, aby sa zachovala Struktirna integrita tkaniva

a zaroven umoznila uvolmiovanie a denaturovanie nukleovej ky-

seliny patogénu na jednovldknové molekuly s intaktnou sek-

venciou, umoziujicou ¢o najlepsiu hybridizdciu. Pouzivaji sa
bud sondy znacené rddioizotopom, digoxinové, biotinové, ale
najma fluorescen¢né sondy (fluorescencna in situ hybridizacia

- FISH). FISH met6du je mozné vyuzit aj pri inych materidloch,

ako st solidne tkanivd, napriklad pri detekcii patogénov v krvi.
Vyhody hybridiz4cie in situ:

e pouzitim tejto metédy mozno identifikovat a lokalizovaf
mikrobidlneho pévodcu a sti¢asne sa da sledovat aj histopa-
tologicka Struktidra vzorky,

¢ metéda umoziiuje presnt detekciu infikovanych buniek
v tkanive alebo tekutine,

¢ metdda je pouzitelnd pri detekcii intraceluldrnych parazitov,
akymi su virusy, chlamydie a pod.,

e moznost kvantifikdcie mikroorganizmov v tekutych vzor-
kach pomocou prietokovej cytometrie.

g) Fluorescenénd in situ hybridizdcia (FISH)

Pri metdde FISH sa pouZiva sonda oznacend fluorescencne.
Znacenie sond moZno vykondvat enzymaticky a to pomocou
tzv. nick-translécie, kedy sa jednoretazcovy tisek DNA inkubu-
je v zmesi DNd4zy, ktora Stiepi v urcitych miestach vlakno NK,
DNA polymerédzy a deoxyribonukleotidtrifosfatov(dNTP) s che-
micky naviazanym fluorochrémami. V pritomnosti katiénov
hor¢ika st pomocou DNA polymerdzy postupne do vldkna
DNA v miestach naStiepenia zaclenené znacené dNTP. Met6-
dou priameho neenzymového znacenia sa ziskavaji velmi ho-
mogénne znacené hybridiza¢né sondy.

Vyuzitie a vyhody komerénych FISH kitov napr. pri identifi-
kacii povodcov infekcii krvného rieciska oproti klasickym kul-
tivatnym metédam dokdzali viaceré porovnavacie Stidie. Fluo-
rescencnd in situ hybridizdcia vyuZiva S$pecificki vazbu
fluorescen¢nych sond na komplementdrne DNA sekvencie -
16S rRNA pre baktérie a 18S rRNA pre huby, pricom sa mo6ze
uskuto¢nif priamo z pozitivhych hemokultir. Naviazanie sond
na fixovanom preparate sa pozoruje fluorescen¢nym mikrosko-
pom. Vyber sond zavisi od predchddzajticeho mikroskopického

Substrat
Farebny
Pridanie produkt
substratu
)
e 4
|

Obr. 1.20.2. Sendvicova
hybridizacia

s enzymatickym
znacenim.
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Obr. 1.20.3. Metéda fluorescenéne znacenej hybridizacie (FISH) pomocou tzv. nick-transldcie (,posun zlomu“) pozorovanej pomocou IF
mikroskopu (upravené podla: https://ccrhawaii.org/lessons/nucleic-acid-hybridization-expression-analysis/).

vy$etrenia pomocou Gramovo farbenia. Pri grampozitivnych
kokoch st to stafylokokové sondy (S. aureus/koaguldza-nega-
tivne stafylokoky), enterokokové sondy (Enterococcus faecalis/
Enterococcus faecium), pri gramnegativnych baktériach s to
sondy proti trom najcastejSim patogénom (Escherichia coli/
Pseudomonas aeruginosa/Klebsiella pneumoniae) a pri kvasin-
kéch su to sondy pre Candida albicans, Candida glabrata, Can-
dida parapsilosis a Candida krusei.

Vylep$enie povodnych FISH met6d predstavuji PNA sondy
(Peptide Nucleic Acid). Pri tychto sondach bola negativne na-
bitd kostra vldkna nukleovej kyseliny, ktord pozostdva z line-
drne prepojenych pentézofosfatovych jednotiek (ribézo-, resp.
deoxyrib6zo-fosfat) nahradend neutrdlnou polyamidovou ko-
strou, na ktord sa potom pripdjaju dusikaté bazy (A, C, G, T,
resp. U) v zvolenom poradi. To umoZiiuje PNA sonde hybridi-
zovat sa s NK vo vzorke podla prirodzenych zdkonitosti (A-T,
G-C. resp. A-U). Takéto umelé vldkna sond sa hybridizuju lep-
Sie a $pecifickejsie na ciefové sekvencie nativneho vldkna NK
vo vzorke, ako tradi¢né sondy s pentézofosfatovou kostrou.
Navy$e, nie si rozkladané ani nukledzami, ani protedzami,
teda su stabilnejsie, a to aj v zmysle dlhSej expirdcie ¢i uz
v diagnostickom kite, alebo aj po jeho otvoreni. Boli uz schva-
lené prostrednictvom FDA (US Food and Drug Administration)
na klinické pouZitie na priamu detekciu patogénov v hemokul-
tdrach. Pri tejto metéde rychlej diagnostiky povodcov sa kvap-
ka pozitivnej hemokultuiry fixuje na podloZznom skli¢cku a pre-
vrstvi roztokom fluorescen¢ne znacenych PNA sond. Po
ur¢enom case dojde k ich hybridizacii, sklicko sa nésledne
premyje (odstrdnenie nenaviazanych sond), preparat sa prevrs-
tvi fixaénym médiom, prekryje krycim sklickom a pozoruje sa

vo fluorescencnom mikroskope so sadou $pecidlnych optic-
kych filtrov.

Komer¢né sety PNA-FISH a Quick-FISH vyzaduju ¢as v roz-
medz{ 1,5 aZ 3 hodiny s citlivostou 97 - 100% a $pecificitou
90 - 100%. Systém AccuProbe je zaloZeny na DNA sondéach,
ktoré dokdzu detegovat S. aureus, Streptococcus pneumoniae,
Enterococcus spp. a streptokoky skupiny A a B. Citlivost a $pe-
cifickost dosahuju viac ako 97 %, s vynimkou sondy S. aureus,
ktoré vykazuju citlivost 99,8 % a $pecifickost 80,8 %.

Metddy zosilnenia signdlu

Zosilnuju signdl generovany znacenymi sondami. Pomocou
tychto postupov mozno detegovat 10 - 10° képif cielovej nuk-
leovej kyseliny. Reportérske znacky si funguji vac¢Sinou na
principe chemoluminiscencie.

a) Systém rozvetvenej DNA (branched - bDNA)

VyuZiva vzdjomné komplementdrne vazby niekolkych sond
podobne ako pri sendvicovych metddach. Cielova sekvencia je
zachytend, viazand a oznacend komplexom 3 sond. Prvou je
zachytdvacia sonda, ktord imobilizuje budici hybrid. Ciefova
sekvencia denaturovanej nukleovej kyseliny je tak zachytend
(captured) a nésledne hybridizovand s druhou, neznacenou
sondou, ktord ma dve ramend, teda dve hybridiza¢né sekven-
cie. Jedna je smerovana proti cielovej sekvencii a druhd je
schopnd hybridizovat so sekvenciou zachytdvacej (imobilizuji-
cej) sondy. S rovnakou sekvenciou, ako sa viazala so zachytd-
vacou sondou sa na inom viaZe aj tretou sondou, tzv. zosiltio-
vacom s multimérnym vetvenim molekuly, umoZnujticeho
vazbu velkého poctu reportérskych molekil (obr. 1.20.4).
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Obr. 1.20.4. Metdda zosilnenia signdlu pri hybridizdcii pomocou rozvetvenej DNA sondy.

Tento systém je vysoko citlivy, pretoZe cielovd nukleové ky-
selina hybridizuje tak so zdchytnou sondou, ako aj s medidr-
nou sondou, ktord sa inou Castou svojej molekuly hybridizuje
s vetvenou (branched) sondou amplifikujticou signdl. Zosilne-
ny signdl priamo zavisi od poc¢tu molekdl cielovej NK, pritom-
nych v pdvodnej vzorke. Aby nevznikal signdlny Sum z pripad-
nych nes$pecifickych vidzieb bDNA sondy s inymi, Ciasto¢ne
homologickymi sekvenciami NK vo vzorke, inkorporuje sa pri
syntéze bDNA sondy a komplementdrneho ramena druhej son-
dy do vldkna analégy baz - izocytidin (isoC) a izoguanidin
(isoG). Tieto syntetické anal6gy si vzajomne komplementarne,
takZe umoznuja vylu¢ne hybridizdciu sond, ale nie si komple-
mentdrne vo¢i prirodnym analégom - bdzam, pochddzajicim
zo vzork, teda guaniginu(G) alebo cytidinu (G). Preto sa tieto
sondy neviaZu na nativne sekvencie s podobnou homolégiou
a nevytvéraju tak $sum vo vzorke.

Obmedzenia hybridiza¢nych technik

Citlivost hybridizacie je niz$ia ako pri amplifika¢nych meté-
Tovej NK ~ 10* aZ 10° képif NK/ml. Vznikd tak riziko falo$ne
,negativnych® vysledkov vySetrenia vzoriek. Pri bunkdch bak-
térii a eukaryotov je vhodné pouzitie najmd ribozomadlnej NK,
ktord tam je v omnoho vaé¢som pocte képii ako DNA. Ak hyb-
ridizcii predchddza pomnoZenie mikroorganizmov, napr. pri
pozitivnych hemokultirach, moZe bakteridlne inokulum do-
siahnut 1x 10° aZ 2x 10° buniek/ ml pre grampozitivne koky
a 2x 107 az 1x 10°/ml pre gramnegativne baktérie, ¢o zabezpe-
¢i vysoku citlivost tejto metédy aj pre hybridizdciu s DNA pre
vzorky krvi, pokial neovplyvnené napr. antibiotikami. Hybridi-
z4cie, ktoré st metédami dokazu $pecifickych tisekov nukleo-
vej kyseliny bez amplifikdcie (ale aj iné neamplifika¢né met6dy,
napr. pomocou niektorych typov genémovych mikrocipov), st

na druhej strane menej ovplyviiované inhibitormi amplifikacie

a menej nachylné na kontamindciu, ako tomu je pri metédach

zaloZenych na PCR.
Klinické vyuzitie hybridiza¢nych technik

e priama detekcia patogénov vo vzorke, napr. streptokokov
skupiny A z tampénu tonzil pri faryngitide, N. gonorrhoeae,
Ch. trachomatis, pri ludskych papillomavirusoch a inych vi-
rusoch,

* pri bakteridlnych a mykotickych infekcidch réznych orgédnov
alebo krvného rieciska,

« identifikdcia kultdr izoldtov, napr. identifikdcia dimorfnych
hib, mykobaktérii atd.,

¢ moznost kvantifikdcie (v spojeni s prietokovou cytometriou).

1.20.4.2 AMPLIFIKACNE METODY
Amplifikaéné metddy zlepsujua citlivost diagnostiky cielové-
ho tseku nukleovej kyseliny v dosledku jeho amplifikdcie -
¢ize zmnoZenia poctu kopii $pecifickej sekvencie o niekolko
rddov viac, ako sa nachddzali v povodne vo vzorke. Amplifikac-
né metddy st rozdelené do troch kategorii:
e umoziujice amplifikaciu ciefovej sekvencie nukleovej kyse-
liny,
e amplifikdciu signdlu,
¢ amplifikdciu sondy.
Je vela amplifika¢nych metdd, ktoré si zaloZené na uvede-
nych troch principoch, dalej uvddzame niektoré, ktoré sa uplat-
nili v mikrobioldgii.

Amplifikdcia cielového tiseku

Tieto systémy zosiliiuji detekciu ciefovej sekvencie nukleo-
vej kyseliny tym, Ze cyklicky replikujt jej pocet na dvojndso-
bok, a tak sa v priebehu niekolkych desiatok cyklov (najcastej-
§ie 25 - 35) amplifikdcie vytvori velky pocet jej kopif
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(107 - 10" kopii, ¢iZze amplikénov) teoreticky z 1 povodnej mo-
lekuly. Tento princip vyuZiva vac$ina systémov detekcie
a kvantifikdcie mikrobidlnych NK. Molekuldrne met6dy st vo
vSeobecnosti rychlejsie ako fenotypové postupy identifikcie,
pretoZe s nezdvislé od kultivécie.

Pri pouziti metéd dokazu sekvencii nukleovej kyseliny na
baze amplifikdcie, ako je napriklad PCR, je potrebné zohladnift
obmedzenia spojené s niektorymi Specifikami daného materialu,
napr. so vzorkou plnej krvi:

1. pritomnost inhibitorov PCR (napr. EDTA, detergentny, vyso-
ka koncentrécia soli a pod.),

2. pritomnost vysokého mnoZstva nemikrobidlnej nukleovej
kyseliny,

3. pritomnost kontaminantujticej DNA,

4. pritomnost DNA z neZivych mikrébov.

Preto st na trhu r6zne komercéné sety na extrakciu a izoladciu
NK, vhodné pre dany typ vzorky.

Amplifikacné metody cielového tiseku sa daju delif na dve
skupiny - met6dy s termickym cyklom a izotermické metédy.

Tradi¢nejsie a rozsirenejsie st metddy s termickym cyklom
(polymerazova retazova reakcia, PCR), pri ktorych sa vyuZiva
tcelovy pristroj - cyklér s termoc¢ldnkom. Ten v priebehu reak-
cie meni teplotu troch etdp cyklu a tym usmernuje a postva
jednotlivé fazy amplifikdcie.

Izotermické metddy predstavuju amplifikacie, pri ktorych nie
je potrebné pouzivat termocyklér. BeZne pouZivané izotermické
metddy st NASBA (amplifikdcia zaloZend na sekvencii nukleo-
vej kyseliny) a TMA (amplifikdcia sprostredkovand transkrip-
ciou) a iné.

Amplifika¢né met6dy umoZinuji nielen jednoduchy dokaz
pritomnosti hfadanej sekvencie vo vy$etrovanom materidli (je-
noducha PCR), ale aj nepriamu alebo priamu kvantifikdciu po-
¢iato¢ného mnoZstva kopii cielového tseku qPCR (kvantitativ-
na PCR).

POLYMERAZOVA RETAZOVA REAKCIA (PCR)

PCR moZe enzymaticky amplifikovaf malé mnoZstvd DNA
alebo RNA na velky pocet képii (> 107 képif) v kratkom case,
ktoré je potom mozno fahko detegovat. Uspesny vysledok am-
plifikdcie moZno dosiahnut teoreticky z jednej ciefovej moleku-
ly nukleovej kyseliny (templdtovd NK, $abléna) z vySetrovanej
vzorky, pricom do PCR je ku vzorke izolovanej NK potrebné
pridat:

e priméry - dva kritke syntetické tiseky DNA (oligonukleoti-
dy, dlzka 20 - 30 nukleotidov), ktoré st komplementdrne

k 3”-koncom ciefovych DNA vldkien a na ktoré sa $pecificky

viazu (hybridizujd). Ich naviazanie na cielové sekvencie ter-

micky denaturovanych (jednovldknovych) retazcov NK sa
nazyva annealing. Do PCR sa priddvajui dva odli$né priméry

v rovnakej koncentrdcii a amplifikovany dsek DNA sa tak

ohraniéi favym (priamym, forward) a pravym (reverznym,

reverse) primérom. Oba by nemali byt vzdjomne komple-
mentdrne a teplota na ich anenalingu by mala byt priblizne
rovnaka. Ciefovy tisek md zvy&ajne dizku od 50 do 1000 ba-
zovych pdrov. Pouzitim dvoch primérov so sekvenciou nuk-
leotidov, ohranicujicich tsek génu $pecifického pre dany
mikroorganizmu, sa zabezpec¢i, Ze amplifikdciou vzniknd
produkty (aplikény) len v pripade, Ze sa vo vzorke nachddzal
ur¢eny templadt z dokazovaného mikroorganizmu;

¢ deoxynukleotidtrifosfaity (dATP, dTTP, dGTP a dCTP),

z ktorych sa pomocou polymerdzy syntetizuje nové vldkno

na podklade templdtovej NK;
¢ termostabilnti DNA polymerdzu, napr. Tag DNA polymeré-

za, ziskand génovou manipuldciou z extrémofila Thermus
aquaticus (takisto Pfu polymerédza z Pyrococcus furiosus ale-
bo Vent polymerdza, zndma aj ako Tli polymerdza z Thermo-
coccus litoralis a iné.) Je schopnd katalyzovat syntézu NK
vldkna pri teplotnom rozmedzi 60 - 95 °C (teplotné optimum
75 - 80 °C);

¢ pufrovany roztok s potrebnou koncentrdciou Mg* iénov.
Pufrovaci roztok ktory obsahuje KCI, Tris-HCI (pH = 8,5 pri
25°C) a MgCl, ako zdroj hor¢ika (Mg*). Spravna koncentrd-
cia horc¢ika v reak¢énej zmesi mé zdsadny vplyv na priebeh
PCR. Vyssia koncentracia Mg?* sposobuje hromadenie nespe-
cifickych produktov, nedostato¢nd koncentracia horéika zni-
zuje vyfaznost produktov reakcie.

Pre predstavu uvddzame priklad zloZenia reakénej zmesi
PCR pre 25 a 50 ul reakciu (tab 1.20.1) Jej priprava sa usku-
to¢niuje v sterilnej 0,5 ml skimavka, osadenej v chladiacom
paneli.

Tab. 1.20.1. Priklad zloZenia PCR reakénej zmesi.

ZlozKka reakénej zmesi | Pre 25 pul | Pre 50 pl Vysledna
reakciu reakciu koncentracia
ThermoPol, Standard 2,5 ul Sul 1
Taq alebo in house
reakény pufor
(50 mM KCl, 10 mM
Tris pufru (pH 8,4),
1,5 mM MgCL)
10 mM dNTPs 0,5l 1l 200 uM
(dATP, dCTP, dGTP,
dTTP)
10 pM forward primér 0,5 ul 1ul 0,2 pM (0,05-1 uM)
10 M reverse primér 0,5 ul 1ul 0,2 uM (0,05-1 uM)
Templdtovd DNA 10% - 10° 10% - 10° < 1,000 ng
kopii kopii
Taq DNA polymerédza* 0,125 pl 0,25l 1,25 jednotiek pre
50 ul PCR
Voda zbavend nukledz | Doplnit do | Doplnif
25ul do 50 ul

*Vzhladom na fazkosti s pipetovanim malych objemov enzymu sa Taq
DNA polymerdza moze pred pridanim do reak¢nej zmesi najpr zriedit
v reak¢nom pufri. Napriklad 1 ul Tag DNA polymerazy sa zmie$a s 4 ul
reakéného pufru a 1 ul tejto zmesi sa pridd k reakcii. Enzym, zriedeny
reakénym pufrom by sa nemal uchovévat na dalsie pouzitie.

Po pridani vsetkych zloziek do mikrokyvety je potrebné re-
akénu zmes jemne premie$at a odstredit v mikrocentrifige. Ak
termocyklér nemd vyhrievany kryt, priddva sa jedna kvapka
sterilného minerdlneho oleja do reakénej skiimavky, aby sa pre-
dislo odparovaniu rozpustadla.

Vhodné je pouzivat komeréné zmesy PCR reagencii, tzv.
master mix, ktoré obsahuji optimdlne zloZenie univerzdlnych
chemikaélif do reakcie a pri ich pouZiti sa uz len pridaji priméry
a templdtovd NK. Pri niektorych typoch PCR sa pouZziva aj tzv.
hot start PCR (hortici zaciatok). Ide o modifikdciu PCR, ktord
zabranuje ne$pecifickej amplifikdcii DNA (Tag DNA polymeré-
za predlZuje primer uZ pri laboratérnej teplote) a to pomocou
inaktivdcie DNA polymerazy pri niz$ich teplotdch. PouZivajui sa
na to protildtky alebo $pecifické proteiny, ktoré sa pri nizsich
teplotdch viazu na aktivne miesto polymerdzy. Anti-Tagq proti-
latky znizujui Taq polymerdzovi aktivitu pod 72 °C, ¢o je opti-
madlna teplota, pri ktorej enzym rozsiruje priméry. Na jej akti-
vaciu je tak potrebny pociato¢ny krok aktivacie pri 95 °C.
Tento krok tepelne denaturuje protildtky, resp. proteiny viazané
na aktivne centrum enzymu. Ked sa pri horticom $tarte dena-
turované protildtky oddelia od Tag-polymerazy, prebieha ampli-
fikdcia s vac¢Sou Specificitou.

Zdakladné kroky v PCR sti:

1. Termickd denaturacia DNA (95°C alebo vysSia pocas 15
sektnd az 2 mindt), ktord vedie k rozpleteniu dvojitej $piré-
ly DNA a vzniku samostatnych vldkien.

2. Annealing (hybridizdcia) primérov s komplemetdrnou cas-
tou temldtovej DNA (45 - 68 °C, 1 - 2 min). Naviazanim pri-
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mérov sa inicializuje syntéza dcérskeho vldkna polymerdzou
a novosyntetizované vldkno sa predlZuje v smere 5° - 3°.
Teplota annealingu je zdvisld od sekvencii nukleotidov v pri-
méroch a templétu, teda pomeru A, C, T a G nukleotidov. Od
sekvencif je zavisld aj teplota topenia (melting temperature,
Tm). Cim vidsi je podiel G-C, tym bude teplota topenia vys-
$ia (G-C ma tri vodikové vdazby, A-T len dve). Tm urcuje aj
teplotu annealingu a vypocitava sa podla vzorca:

2Xx (A+T) + 4x (G+C).

Optimdlne dvojice primérov su dizajnované tak, aby hybri-
dizovali (teplota annealingu) vo vzdjomnom odstupe teplot
1 - 5°C na zabranenie ne$pecifickych vizieb. Specificita an-
nealingu klesd vtedy, ak je aktudlna teplota vyrazne niz$ia
ako vypocitand Tm.

3. Dosyntetizovanie (extenzia, rozsirenie) priméru na kom-

plementdrne vldkno termostabilnou DNA polymerdzou
(72°C, 1 minuta na syntézu produktu s dizkou 1000 bazo-
vych pérov).
V dal$om kroku slizi novosyntetizované vldkno a aj povod-
na sekvencia ako templat pre dalsi cyklus reakcie. Preto kaz-
dy cyklus zdvojndsobi pocet ciefovych sekvencii. Cyklus sa
opakuje x-krdt (pocet cyklov je dany protokolom), ¢im sa
dosiahne konecény pocet priblizne 10° képii NK pocas 2 - 3
hodin. Proces nastavenia prislusnej teploty pre jednotlivé
fazy cyklu je dosiahnuty pouzitim automatizovanych pristro-
jov nazyvanych termocyklery. Po ur¢itom pocte PCR cyklov
dosiahne PCR tvorba amplikénov tzv. platé, kedy uZ nerastie
pocet koépii ako dosledok vycerpania zloZiek reakénej zmesy.
Dostatoénym poc¢tom cyklov PCR sa ziska potrebné mnoz-
stvo amplifikovanych produktov PCR (amplikénov) bez ohla-
du na pociato¢né mnozstvo templdtovej NK (Sablén), a tak
sa d& produkt reakcie detegovat a analyzovat.

Tab. 1.20.2. Priklad standardného priebehu PCR s hot Startom.

Cyklus Teplota Cas Pocet
cyklov
Inicidlna denaturécia 95°C 30 sekiind 1
Denaturécia 95°C 15 - 30 sekiind 30
Annealing (nasadanie 55-68°C | 15-60 sekiind
primérov na templat)
Elongdcia refazca (extenzia) 68°C 1 mintta na 1 kb
Zdavere¢nd extenzia 72°C S minut 1
UdrZiavanie produktu 4°C 0

Detekcia produktov PCR (amplik6nov)

Detekcia amplikénov sa deje na principoch opisanych pri
hybridizacii pomocou znacenych sond alebo elektroforeticky
s ne$pecifickym znacenim produktu interkalan¢nym fluores-
cen¢nym znacenim. Hybridizdcia produktu so sondami moze
prebiehat vo dvoch formdtoch - tuhom a kvapalnom (solid pha-
se, liquid phase). Pouzitim znacenych sond na detekciu pro-
duktu sa zabezpedi tak ich vizualizacia, ako aj overenie $peci-
ficity produktu.

Podstata elektroforézy pri detekcii produktov PCR spociva vo
vyuziti jednosmerného elektrického pridu a zdporného ndboja
nukleovych kyselin. Na zdklade tejto vlastnosti putuje DNA vzdy
od zdpornej anédy ku kladnej katéde. Zariadenie potrebné pre
elektroforetickd separdciu DNA rozdelujeme na dva typy. Prvd
skupinu predstavuji horizontdlne elektroforézy, pri ktorych sa
ako nosné médium vyuZiva agaréza. Druhd skupinu predstavuji
vertikdlne elektroforézy, pri ktorych nosnym separa¢nym mé-
dium je polyakrylamidovy gél (PAGE). Metdda sliZi na separdciu
(delenie) produktov amplifikdcie nukleovych kyselin, ktoré sa
ziskaja pri PCR. Umoziiuje stanovenie ich dlzky a molekulovej
hmotnosti porovnanim vo¢i hmotnostnému $tandardu (ladder),

¢o je zmes asi 15 - 20 fragmentov DNA, kazdy fragment s pres-
ne znamou velkostou. Tie putuju v elektorforéze paralelne s pro-
duktom a po ich rozdeleni zaujmu poziciu v zdvislosti od velko-
sti (molekulovej hmotnosti) fragmentu od najvdésieho po
najmensi{ (v smere od $tartu). Kazdy typ fragmentu vytvori jeden
pds v drdhe pohybu v elektrickom poli a vSetky produkty PCR,
ktoré sui po elektroforetickom rozdeleni na tdrovni niektorého
fragmentu leddera, maju tud ista velkost. Ak sa velkost PCR pro-
duktu zhoduje s metodicky udanou velkostou, potvrdi sa tym
jeho 3pecificita. Pri vizualizdcii fragmentov DNA je najastejSie
pouzivanou interkala¢nou latkou etidium bromid, ktory sa vcle-
ni medzi nukleotidy dsDNA (dvojvldknovej DNA) a pri pouZiti
UV translumindtora dochddza k vizualizdcii DNA (fluorescen-
cia). Nevyhodou etidium bromindu je jeho toxicita a mutagenita,
preto je potrebné dodrziavat bezpe¢nostné zdsady pri manipula-
cii s nim. Z tohto dévodu boli vyvinuté iné interkala¢né latky,
ktoré sa vyznacCuju vy$Sou bezpe€nostou aj citlivostou, napr.
SYBR green, ktoré maji navyse $irsie vyuZzitie. Pri pouziti kalib-
ratorov DNA so zndmou koncentrdciou (mnoZstvom képif) moz-
no po naviazani etidium bromindu porovnanim intenzity fluo-
rescencie kalibratorov a vzoriek stanovit aj priblizny obsah DNA
vo vzorkdch. Nazyvame to end point kvantifik4cia.

Metddy kvantifikdcie NK pouzivané v klinickej mikrobiolé-
gie musia byf ¢o najpresnejsie a aspon ¢iasto¢ne automatizo-
vatelné a preto si $tandardom qPCR (kvantitativha PCR)
a gRT-PCR (kvantitativna PCR s reverznou transkribciou),
ktord sa poziva pri stanoveni poc¢tu poctu cielovej RNA (napr.
HIV). Pri qPCR sa produkt kvantifikuje poc¢as toho, ako sa am-
plifikuje, preto sa tieZ oznacuje ako PCR v redlnom case (real
time PCR). Pri tychto metodikédch je vznik novej képie cielo-
vej sekvencie spojeny so vznikom svetelného signdlu. Na
gPCR su teda potrebné cykléry, ktoré vykondvaju nielen ter-
micky cyklus PCR, ale st schopné zaznamendvat svetelné sig-
nély a pocitaCovo spracovdvat zaznamendvané tdaje. Emisia
fluorescen¢ného signdlu je pocas qPCR Umernd mnoZstvu
syntetizovanej DNA a moZe byt zobrazend ako krivka, resp.
ako amplifika¢ény graf, zobrazujici zdvislost mnoZstva
fluorescen¢ného signédlu od poctu, resp. poradia termickych
cyklov. Prvd, plochejsia Cast krivky charakterizuje inicia¢nd
(laq) fdzu PCR pocas prvych cyklov, kde sa emitovand fluo-
rescencia neda odlisit od zdkladnej prahovej hodnoty prostre-
dia reakcie (prirodzend fluorescencia pozadia - cut off,
threshold a pod.). Pocas nasledujiicej exponencidlnej alebo
logaritmickej fidzy dochddza k exponencidlnemu zvy$ovaniu
poctu kopii, ktoré imerne sposobi aj prudké zvysenie fluores-
cencie. Kvantifikdcia produktov je moZn4 iba v tejto exponen-
cidlnej faze. Cim niz8i pocet cyklov je potrebnych na dosiah-
nutie ndstupu exponencidlnej fdzy, tym viac koépii bolo vo
vzorke, a naopak, ak bol pocet képii vo vzorke nizky, bude
pocet cyklov na dosiahnutie exponencidlnej fazy ovela vyssi.
Ndastup exponencidlnej fdzy sa prejavi vyraznym ndrastom
fluorescen¢ného signdlu. DoéleZite pre kvantifikdciu je teda ur-
¢it C, (threshold cyklus), teda poradové ¢islo cyklu, v ktorom
sa prejavil exponencidlny ndrast signdlu. Pri kvantifikacii poc-
tu képif vo vzorkach najprv zmeriame C, kalibra¢nych Stan-
dardov (rad vzoriek so zndmym poc¢tom képi cielovej sekven-
cie) a vynesieme hodnoty C, voci prisluSnemu kalibra¢nému
Standardu do grafu, ¢im ziskame kalibraénd krivku. Na
zaklade paralelného merania C, vzoriek pacientov moZno
z kalibra¢nej krivky vypocitat pocet koépii vo vzorkdch
a kvantifikovat tak napr. mnoZstvo virusu v pacientskej vzorke.

Ked sa po niekolkych desiatkach cyklov PCR spotrebuju
zloZky v reak¢nej zmesi, dosiahne sa platé faza. V tejto posled-
nej fdze v dosledku vycerpania reagencii nedochddza k dal3ej
amplifikdcii templatu ani k zvySovaniu fluorescencie, signdl zo-
stdva nezmeneny a PCR je ukoncenad.

Kontrola a rieSenie moZnych problémov pri PCR

Falo$ne negativna reakcia moZe byt v désledku pritomnosti
inhibitorov PCR (napr. heparin v o vzorke krvi, z ktorej bola
izolovand templdtovd NK), kontamindcia endonukledzami, ale-
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Obr. 1.20.5. Polymerdzova retazova reakcia (PCR): 1.Dvojzdvitnica DNA sa denaturuje (rozpoji, roztopi) pri teplote viac ako 90 °C a vldkna sa
vzdjomne oddelia. 2. teplota klesne tesne pod teplotu pre anealing (hybridizéciu) oboch primérovT a oba priméry sa naviaZzu na komplementdrne
tiseky uvol'nenych vldkien.Priméry si do reakcie priddvané v prebytku, ¢im sa zabréni rehybridizécii povodnych vldkien. 3. Nastanie polymerizdcia
dcérskych vldkien (extenzia) v smere 5° — 3 “na oboch pévodnych vldknach. 4. Pridané nukleotidy sa v¢letiuji do nového vldkna pozdlz

hfadaného dseku povodného vlakna DNA (templatu). 5. Novosyntetizované vldkna, rovnako aj pévodnd templdtovd DNA, sltzia v dal$ich cykloch

ako templaty, na ktoré sa viazu priméry. Pri novosyntetizovanych vldknach sa priméry viazu vice versa (na vldkno s forward koncom sa viaze
rverse primer a naopak).6. Polymerdza predlZuje nové vldknov smere 5° — 3 “aZ po koniec templdtového tiseku, ktorym sa ohrani¢i hladand
sekvencia... 7. V dalsich cykloch sa opakuje uz len syntéza hladanej sekvencie. 8. Na konci PCR dojde po zniZeni teploty k hybridizacii oboch
novosyntetizovanych vldkien DNA hladanej sekvencie a vznikd findlny produkt PCR - amplikény.

bo kvoli zlej izoldcii nukleovej kyseliny a zlej i¢innosti ampli-
fikacie. Naopak falo$ne pozitivny vysledok PCR méze byt do-
sledkom kontamindcie NK z iného zdroja, napr. z inej vzorky.
Existuji rozne metédy na validdciu amplikénov vygenerova-
nych v PCR, ktoré slizia na diferencidciu ciefovej amplifikacie
od nespecifickej amplifikacie. Tieto met6dy zahftiaji nielen ho-
reuvedend hybridizdciu komplementdrnymi sondami k ampli-
fikovanej ciefovej sekvencii a elektroforézu amplikénov, ktord
potvrdi zhodu medzi o¢akdvanou a dosiahnutou velkostou am-
plikénov, ale aj:
¢ analyza krivky topenia amplikénov. Pomer dvojic A-T
a G-C je urcujuci pre priebeh topenia a preto kazdé $pecific-
ka sekvencia md presne dant teplotu topenia, ktord sposobi,
Ze v 50% dvojvldknovych amplikénov dojde k odpojeniu
oboch vldkien od seba. To sa prejavi sa zvy$Senim absorban-
cie v roztoku, resp. ak boli na detekciu amplikénov pouzité
interkala¢né farbivd, po rozpleteni duplexov ddjde k poklesu
fluorescencie. Tieto zmeny pri urcenej teplote dokazuja $pe-
cifickost vzniknutych amplikénov. Vac¢sina modernych pri-
strojov pre real time PCR md modul pre analyzu krivky to-
penia amplikénov a umoziiuji tak kontrolu produktov
reakcie;
¢ sekvenovanie amplikénov.

Na kontrolu spravnosti priebehu sa do niektorych typov PCR
priddva do reakcie alebo paralelne kontrola. Je to vzorka NK so
inou sekvenciou, ako je cielovd (rovnako aj k nej komplemen-
tdrnych primérov), ktorej amplifikdcia potvrdi dodrZanie, resp.
odhali nedodrZanie poZadovanych podmienok PCR danych pro-
tokolom.

Aby sa zamedzilo kontamindcii (Sirenie amplikénov z jednej
PCR na inu), je potrebné jednotlivé procesy priestorovo oddelit,
a to pracou v PCR boxoch alebo lamindrnych boxoch a/alebo
rozdelenim etdp pripravy a spracovania do viacerych miestnosti.
Napriklad, izolovanu pripravu primérov, PCR pufrov a dNTP, izo-
lovanu priprava PCR testu (priprava tzv. master mixu) s vynim-
kou pridania cielovej nukleovej kyseliny v druhej miestnosti,
spracovanie vzorky, izoldcia, resp. priprava cielovej nukleovej
kyseliny a pridanie cielovej molekuly k PCR testu v inej miest-
nosti, oddelené PCR cyklovanie pri amplifikdcii a oddelent elek-
troforézu amplikénov na agarézovom géli alebo ind analyzu PCR
produktu. Amplifikované produkty by nikdy nemali byt prenese-
né do miestnosti pre pripravu PCR reagencii. Ultrafialové svetlo
degraduje nukleové kyseliny, preto je v kaZdom lamindrnom,
PCR boxe alebo miestnosti nutnd UV dekontamindcia. Na odstra-
novanie kontaminujticej NK sa pouZivaju aj niektoré Specifické
nukledzy, napr. uracil-DNA glykozyldza. Jej vyuZitie je umoz-
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nené zaclenenim dUTP do vSetkych produktov PCR (nahradenim
dTTP za dUTP alebo za¢lenenim uracilu namiesto tyminu pocas
syntézy primérov). Vymenou tyminu za uracil sa nijak neovplyv-
ni daldia analyza templdtovej sekvencie. Tato nukledza sa pridé-
va ku kazdej dalsej reakénej zmesi. Modifikuje PCR produkty
tak, Ze ak sa dostali v novej reakcii do zmesi (kontamindcia),
budu vsetky zvyskové produkty z predchddzajticich amplifikdcif
PCR rozstiepené a zabrdni sa tak ich amplifikdcii, pricom tem-
pladtové vldkna DNA nie st nijak ovplyvnené. Pri prvom cykle
PCR sa uracil-DNA glykozyldza v reakénej zmesi inaktivuje pri
teplote 95°C a dalej tak reakciu neovplyviiuje. Moderné PCR
automaty su schopné zabezpecit vSetky uvedené procesy auto-
maticky v jednom pristroji, resp. dvoch pristrojoch (v pripade
samostatnej automatickej extrakcie NK), vratane prevencie kon-
tamindcie. Alternativne sa daji amplifika¢né produkty inaktivo-
vat pomocou psoralénu alebo izopsoralénu (furokumarinové zli-
Ceniny), ktoré sa vmedzeruji medzi bdzové piry DNA
(interkala¢né litky). Pri UV svetle (320 - 400 nm) st tieto latky
excitované na reaktivne formy, ktoré vytvdraji komplexy s pyri-
midinovymi bdzami, blokujtcimi aktivitu DNA polymerazy.

Niektoré typy PCR

RT-PCR (PCR s reverznou transkripciou)

Na detekciu nukleovej kyseliny RNA virusov (napr HIV,
HCV, virus osypok a mnohé iné) v klinickej vzorke sa pred za-
Catim PCR cyklov musi uskutoc¢nit krok navy$e. PCR mdZe am-
plifikovat iba cielové sekvencie DNA, molekuly RNA musia byt
preto pred vlastnou amplifikdciou prepisané do DNA. Pritom sa
primér hybridizuje s templdtovou RNA a pomocou reverznej
transkriptdzy sa syntetizuje komplementdrne cDNA vldkno pri-
dpdjanim komplementdrnych pdrov bdz. Templdtovd RNA sa
odstrdni pouZzitim enzymu RNdaza H, ktory ju rozpusta a uvol-
ni tak z hybridného duplexu RNA-DNA novovytvorenu jedno-
vldknovi cDNA, ktord mo6Ze byt amplifikovand v PCR. Na ten-
to typ PCR sa pouZiva rekombinantnd DNA polymeréza,
odvodend z extrémofilnej baktérie Thermus thermophilus (Tth
pol). Mé polymerdzovu aktivitu, ako aj aktivitu reverznej tran-
skriptdzy.

Nested (,,vnorend“) PCR

Tato metéda PCR zvysuje citlivost aj $pecifickost. V nested
PCR sa pouzivaju dve sady amplifika¢nych primérov. Prva dvo-
jica vonkaj$ich primérov sa pouZije na ohrani¢eniae a amplifi-
Kkdciu cielovej sekvencie a druhd sada vnutornych primérov sa
pouZije na amplifikdciu $pecifického tseku vo vnttornej oblas-
ti prvej ciefovej sekvencie. PretoZe syntéza druhého, vnttorné-
ho amplikénu zavisi od Uspe$neho vytvorenia prvého ampliké-
nu, vytvorenie druhého automaticky potvrdi presnost syntézy
prvého amplikénu. Princip nested PCR robi reakciu velmi $pe-
cifickou a obmedzuje riziko falo$ne pozitivnej reakcie, ktoré sa
mozu vyskytnat pri inych PCR systémoch. Hlavnou nevyhodou
nested PCR je vysoké riziko kontamindcie.

Multiplex PCR

Multiplex PCR sa moZe pouZit na testovanie viacerych roz-
nych organizmov v jednej reakcii. USetr{ sa tym praca, diagnos-
tikd, ¢as a aj mnoZstvo vzorky potrebné pre analyzu. V multi-
plexnej PCR sa moZe sti¢asne amplifikovat niekol'ko jedine¢nych
cielovych sekvencii v jednej vzorke biologického materidlu spo-
lu, v jednej reakcii, napr. $pecifickych sekvencii 3 az 30 pato-
génov (bakteridlnych, virusovych a mykotickych pdvodcov me-
ningoencefalitid, gastroenteritid, respiracnych infekcif a pod.).
MozZe sa pouZit aj v diagnostickych testoch, ktoré pouZzivaja
jednu sadu primérov na vnuitornd kontrolu (overenie sprdvneho
priebehu PCR), zatial ¢o dalSie sady testovscich primérov su
komplementdrne voci sekvencidm DNA moznych etiologickych
agensov. Absencia kontrolného amplikénu signalizuje, Ze pod-
mienky PCR neboli splnené a PCR je potrebné zopakovat. Pri-
méry si navrhnuté tak, aby kazdy amplifikovany produkt mal
jedinec¢nu velkost, ktord umoziiuje detekciu a identifikaciu kon-

krétnych mikroorganizmov. Sady primérov, pouZitych v urci-
tom multiplex protokole PCR (napr. neuroinfekcie) by mali maf
podobné teploty annealingu (hybridizdcia priméru s templdto-
vym vldknom). Obmedzenie multiplexovej PCR spoc¢iva v tom,
Ze mieSanie réznych primérov méze sposobit urcitl interferen-
ciu v procese amplifikdcie a zvySovanie poc¢tu primérov stazuje
optimalizdciu podmienok reakcie.

Kompetitivna kvantitativna PCR (QC PCR):

Kompetitivna PCR je kvantitativnha PCR, ktord sa pouZiva na
kvantifikdciu mnozstva nukleovej kyseliny vo vzorke. Princi-
pom je stitaz medzi cielovou nukleovou kyselinou a kompeti-
tivnou DNA pri amplifikdcii. Kompetitivna DNA viaZe rovnaky
pér primérov ako cielovd, teda dochddza k stfazi s fiou o vdz-
bu s primérmi a do reakcie sa priddva v zndmej koncentracii.
Od ciefovej DNA sa odliSuje vo velkosti alebo v pritomnosti
jedinecného restrikéného miesta, ¢o umoziuje presné rozlise-
nie cielovej DNA od kompetitivnej DNA po ukonceni amplifi-
ka¢ného procesu. MnoZstvo ciefovej DNA sa potom stanovi
porovnanim s koncentrdciou kompetitivnej DNA.

PCR v redlnom case (real-time PCR)
Systém PCR v redlnom case sa odliSuje od beZnej PCR tym,
ze:

¢ je schopnd detegovat amplifikovanu ciefovi DNA fluores-
cencne znacenymi sondami pri tvorbe hybridov (t.j. detekcia
amplikénu v redlnom case;

e amplifikdcia aj detekcia produktu sa uskutociiuje v jednej
reakénej nddobe bez toho, aby sa musela otvdrat a dalej
spracovdvat, a tym sa zniZuje riziko kontamindcie(,,uzatvo-
reny systém®);

¢ akumulédcia amplikénov sa sleduje priebezne (real time) po-
Cas toho, ako s syntetizované, preto mozno kvantifikovat
mnoZstvo produktu a tieZ urcit pocet kopii ciefovej nukleo-
vej kyseliny v povodnej vzorke;

¢ Setri ¢as, lebo sleduje dynamiku reakcie uz poc¢as amplifika-
cie bez nutnosti vykondvat analyzu po ukonceni reakcie
(napr. elektroforézu).

Na priebeznd detekciu amplikénov pocas jednotlivych
cyklov real time PCR sa pouzivaji
1. Interkala¢né farbiva

Etidium bromid alebo kyaninové farbivd (napr. SYBR
Green I) su fluorescen¢né farbivd s nespecifickou vdazbou na
akukolvek dsDNA, bez ohladu na sekvenciu.

Pre kvantifikdciu amplikénov interkala¢nym farbivami sa po-
uzivaju aj fluorescen¢né kyaninové farbivd, napr. SYBR® Green,
ktoré postupne nahradili v minulosti pouzivany etidium bro-
mid. Obe sa viazu na vSetky dostupné molekuly DNA, ciZze
v porovnani s pouZzitim znacenych sond ide o ne$pecifické zna-
¢enie. Najcastejs$im mechanizmom tejto vdzby je interkaldcia
(vmedzerenie) farbicky medzi bdzy DNA alebo jej vdazba do
malého Zliabku DNA. Fluorescencia SYBR green je po vdzbe na
DNA (interkaldcii) az 100x vysSia a fluorescen¢ny signdl sa zvy-
Suje so vzrastajucim mnoZstvom PCR produktu. Signdl sa meria
na konci elongécie alebo kontinudlne. Farbivd, ktoré sa viazu
na DNA sa nemoézu uplatnit pri mnohondsobnych reakcidch
a ich nevyhodou oproti predchddzajticej metéde je nemoZnost
odlisenie nespecifickych produktov. Nespecifické signdly, ktoré
mozZu byt tvorené dimérmi primérov, negativne ovplyviiuji me-
ranie, preto je potrebny vyber primérov tak, aby netvorili di-
méry.

2. Fluorescenc¢né (fluorogénne) sondy, viaZice sa na stredo-

v ¢ast amplifikovaného dseku

Podstatou fluorogénnych sond je to, Ze na vytvédranie fluo-
rescen¢ného signdlu je potrebnd Specifickd hybridizdcia medzi
sondou a cielom, inymi slovami - fluorescencen¢ny signdl sa
vytvori len v pripade, Ze sa sonda $pecificky naviaZe na kom-
plementdrny usek cielovej DNA, nachddzajici sa priblizne
v strednej Casti. Signdl sa meria v kaZdom cykle. Fluorogénne
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sondy mozu byt oznaCené réznymi reportérovymi farbivami
s odliSitelnymi signdlmi (svetlo réznej vinovej dlzky) a tak sa
d4 amplifikovat viacero odlisnych sekvencii v jedinej PCR reak-
cii (multiplex real time PCR) a detegovaf pritom jedotlivé typy
produktov.

Sondy pouZzivané pri metéde PCR v redlnom case:

- hydrolyza¢né: TagMan sondy s Taq polymerazou,

- hybridizaéné: FRET, Molecular Beacons (majdky) Scor-

pions® ($korpiény).

Hydrolyzacné sondy

St oligonukleotidy s dvoma naviazanymi farbivami, kazdé
na inom konci sondy. Jedno sa nazyva reportér alebo donor
a ide o fluorescen¢né farbivo na 5“-konci (ako napr. FAM kar-
boxyfluorescein), druhé je zhdsac alebo akceptor (angl. quen-
cher) na 3° konci molekuly sondy. Ide tiez o farbivo, ako je
napr. TAMRA (tetrametyl-6-karboxyrédamin) alebo DABCYL
[kyselina 4-(dimetylaminoazo) benzén-4-karboxylovd]. Akcep-
torovy fluorofér ma schopnost potlacit fluorescenciu donorové-
ho fluoroféru (pohltenim jeho fluorescenc¢nej energie), ak su
dostato¢ne blizko seba. Pokial je sonda naviazand, jej priesto-
rovy tvar sposobuje taku fyzickd blizkost zhd$aca, Ze vyznam-
ne zniZuje fluorescenciu reportérového farbiva. Pokial je vo
vzorke pritomnd cielovd sekvencia DNA, sonda sa na 1iu napo-
ji v mieste, kde prebieha syntéza komplementdrneho vldkna
v smere od jedného z primérov. Tym, ako prebieha syntéza,
posiva sa Taq DNA polymerdza po templdtovom retazci az
k miestu, kde je naviazand sonda, ktoru rozstiepi vdaka svojej
5"nukledzovej aktivite. Toto Stiepenie sondy oddeli reportérové
farbivo od zhdSacieho farbiva, ¢im sa vyrazne zvySuje signdl
reportérového farbiva. Pocet odstiepenych molekdl reportérové-
ho farbiva z prislusnych sond rastie v kazdom cykle, ¢o vedie
k zvySeniu intenzity celkovej fluorescencie, imernej mnoZstvu
vytvorenych amplikénov.

Detekcia pomocou interkalacného farbiva (napr. SYBER green)

SYBR green
° _— >
[ ] ° >
©® o ——>
°

Amplifikacny produkt

Hybridizacné sondy

FRET alebo tiez susediace sondy st typom sond, ktoré fun-
guji na Specidlnom principe, t. j. Fluorescencie Resonance
Energy Transfer (FRET), ¢iZe fluorescen¢ny rezonanény pre-
nos energie. Je to princip, na ktorom funguje vaé¢sina sond po-
uzivanych pri real-time PCR. KaZzd4 sonda md na sebe jeden
z dvoch typov fluorescen¢nych znaciek - reportéra, ktory emi-
tuje energiu v urcitej vinovej dlzke a zhdsaca (quencher), ktory
absorbuje eneriu reportéra a ttto potom premeni na energm
v inej vlnovej dizke. Absorpéné spektrum zhasac¢a sa musi pre-
kryvat s excita¢nim spektrom reportéra, aby mohlo dojst k pre-
nosu energie - rezonancii. Zhdsa¢ pohlcuje excita¢ni energiu
$pecifickej vinovej dizky od reportéra, ktory tak neméze do
prostredia emitovat vlastnu fluorescenciu. Pokial sa ale zhasac
od reportéra dostato¢ne vzdiali, reportér emituje svetelny sig-
ndl. Zhasa¢ pohltent energiu premeni na emisiu vlasného sig-
nélu. Aby mohlo dochadzat k fluorescenénému rezonan¢nému
prenosu energie, musi byt vzdialenost medzi oboma fludres-
cencnym1 znackami mensia < 100 A(l Angstrom 0,1 nm), ¢o
je dlzka 1 - 5 nukleotidov. FRET sondy maju také sekvencie,
aby hybridizovali vedla seba na susediace nukleotidové sekven-
cie templdtu, najcastejsie oddelené iba dvojbdzovou medzerou.
Prvé sonda byva na 3‘konci znacend fluoroférom s excitatnym
maximom okolo 480 nm, a nazyva sa donor. Druhd sonda je
znacend niektorym z farbiv s vy$8im excitacnim (A ) a emis-
nym maximom (E_), ako st napr. farbivd TAMRA (A = 557nm,
E_ = 583nm) alebo Cy3. Této sonda je oznaCovand aj ako ak-
ceptor. Musi byt na 3‘konci blokovand, aby nedochéddzalo
k predlZovaniu sondy DNA polymerdzou pocas PCR reakcie. Ak
st sondy volne v roztoku, fluorescein na donorovej sonde emi-
tuje zelené Ziarenie s vlnovou dlzkou 480 nm. Po hybridizacii
oboch sond s DNA retazcom tesne vedla seba prenesie donor
energiu na akceptora, ktory ndsledne emituje fluorescen¢né Zia-
renie s vy$3ou vinovou dizkou (obr. 1.20.8). Pri annealing kro-

Fluorescencia

Detekcia pomocou TAQ polymerazy (5'FAM - fluorescenénd znatka, 3" TAMRA — zha3ag)

3'TAMRA
5'FAM

Sonda

Amplifikacény produkt

Detekcia sondou typu molecular beacon

5'FAM

Sonda typu Hybridizacia
molecular
beacon
5'FAM  3'DABCYL

Sonda

L 4
Hybr.d.z:_: MESkcEANERN

Fluorescencia

nﬁh

3'TAMRA l-l

3'TAMRA

TAQ pdlymeraza

Fluorescencia

3'DABCYL

Obr. 1.20.6. Niektoré moznosti detekcie amplikénov pri PCR (upravené podla: https://www.researchgate.net/figure/Detection-methods-used-for-

real-time-PCR-a-TagMan-probes-with-Taq-polymerase-b_fig5_268080963)
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ku teda dochddza k ndrastu fluorescencie s vy$sou vlnovou diz-
kou. FRET sondy nie si degradované na rozdiel od
hydrolyza¢nych sond a ich fluorescencia je reverzibilnd. Preto
sa tie isté sondy uplatiiuji znovu v kazdom cykle PCR reakcie.

Princip molekuldrnych majdkov (angl. molecular beacons)
je zaloZeny na ich sekunddrnej $truktire. Konce oligonukleoti-
du sd navzdjom komplementdrne, takZe nenaviazand sonda
vytvara vldsenkovu Strukttru. Prostrednd ¢ast oligonuekleotidu
tvor{ slu¢ku a je komplementdrna k amplifikovanému useku
DNA. Hybridizdcia s DNA linearizuje sondu a rusi vldsenkovi
formu a vzdaluje zhédsa¢ od reportéru, ktory tak emituje fluo-
rescenciu do prostredia.

E Denaturacia, hybridizacia primérov a TagMan sond

3 5" Forward primer
_______ > '\/‘:a v s 3' Reverse primer
Lil L Ll |
Taq DNA polymeraza
TTTTOR T T RN T T e I I T R T TTTTI I T
| o A1iLl
i Stiepenie sond polymerazou 'i...'i} '\'J Reportér (fluorofdr)

Zhasat (Quencher)

k? TagMan sonda

R R L R

Fluorescencia a ukonéenis geriikry amplikénov

.Zbytky Stiepenia sondy

A A e T v

Obr. 1.20.7. Princip kvantitativnej real time PCR pomocou TagMan
sond. Vzniknuty fluorescen¢ny signdl narastd v kazdom cykle
proporéne s ndrastom poc¢tu képii hfadanych tisekov DNA (upravené
podla:https://www.intechopen.com/books/nucleic-acids-from-basic-
aspects-to-laboratory-tools/nucleic-acids-the-use-of-nucleic-acid-testing-
in-molecular-diagnostics)

Na to, aby sa dala kvantifikovat cielovad sekvencia v klinickej
vzorke, je potrebné pouzit $tandardnd krivku, ktord zazname-
ndva priebeh amplifikdcie zndmeho mnozZstva nukleovej kyseli-
ny, z ktorej sa vypoc¢ita mnozstvo nukleovej kyseliny vo vzorke.
Pri jej vytvoreni sa pouZije zndme mnoZstvo ciefovej sekvencie,
ktoré sa amplifikuje v real-time PCR spolu s klinickou vzorkou
obsahujticou nezndme mnoZstvo cielovej sekvencie.

Klinické aplikédcie PCR v redlnom case st v rdmci mikrobio-
l6gie hlavne pri sledovani dynamiky infekéného ochorenia
a monitoringu odpovede na antimikrobidlnu liecbu (HIV, HCV,
HBV, CMV, JK virus a pod.).

FRET sondy
r? ':FI
-??. 'rf
;'2'2__ Prenos -
S (transfer) T L
Excitdcia Emisia

Obr. 1.20.8. Princip fluorescenéného rezonan¢ného prenosu energie
pri pouziti FRET sondy v PCR.

Digitdlna PCR (d-PCR)
Predstavuje tretiu generdciu PCR s velkou perspektivou
uplatnenia v mikrobiolégii ako novd metéda kvantifikdcie cie-

lovych sekvencii. UmoZnili ju nové technolégie miniaturizacie,
pricom zdkladom je povodny princip amplifikdcie NK, ktory
prebieha na mikro¢ipovom alebo mikrofluidnom formaéte.
V mikrobiolégii sa vyuZiva na stanovenie poctu kopii virusov,
ale aj poctu baktérif, htib a parazitov pri¢om nie je zvisld na
kalibr4cif, ktord je potrebnd pri inych metddach kvantitativneho
stanovenia, napr. PCR v redlnom c¢ase. Princip digitdlnej PCR
spoc¢iva na mikrofluidnom alebo mikroemulznom rozdeleni
analyzovanej vzorky, teda aj vlastnych ciefovych sekvencii, do
velkého mnoZstva Ciastkovych vzoriek. Vzorka vysetrovaného
materidlu s objemom 20 pl sa rozdeli do asi 20 000 reak¢énych
bodov na $tvorcovy milimeter, kazdy v objeme rddovo niekolko
femtolitrov (10" litra). Tym sa vytvori predpoklad toho, Ze
v danom reakénom bode alebo mikroemulznej kvapke bude
distribuovand len jedna templdtovd molekula NK z analyzova-
nej vzorky. Distribticia vzorky sa vykondva bud pouZitim mi-
niatdrnych ¢ipov, kedy je vzorka pomocou mikrokapilér rozde-
lend do radu malych segmentov (reakénych bodov, resp.
komorok) na ¢ipe, alebo je zo vzorky vytvorend emulzia olejo-
vych mikrokvapiek v rovnakom pocte. Ndasledne prebieha
v kazdom reakénom bode ¢ipu (resp. kazdej mikrokvapke)
$tandardny proces PCR a tym ddéjde k amplifikdcii v nej uloZe-
ného vldkna, resp. neddjde, ak sa do danej pozicie pri distribu-
cii Ziadna cielovd molekula NK nedostala. V zavislosti od poc¢tu
mikrokvapiek alebo kapacity ¢ipu ziskavame tisice aZ niekol’ko
desiatok tisic parcidlnych kvalitativnych vysledkov na zédklade
detekcie fluorescen¢ného signdlu (pozitivny - po vzniku ampli-
kénu, negativny - bez vzniku amplikénu) pre analyzovanu
vzorku, ktorych absolttny pocet zodpovedd povodému poctu
molekdl templédtovej NK vo vzorke. Vzhladom k ur¢itej pravde-
podobnosti moZnej pritomnosti dvoch (viacerych) ciefovych
molekdl stcasne v jednej mikrokvapke, resp. v reakénom bode
¢ipu je v rdmci celkového vyhodnocovania tdto skuto¢nost
zohladnend a vysledky st korigované pomocou algoritmov na
zdklade metédy Poissonovho rozdelenia (Statistickd metdda).
Na rozdiel od tradi¢nej PCR, kedy zodpovedd mnoZstvo ampli-
fikovaného produktu iba pribliZne mnoZstvu templdtu a je
znacne ovplyvnené po¢tom PCR cyklov, kvantifikdcia cielovej
sekvencie v pripade digitdlnej PCR prakticky nezdvisi od poctu
amplifika¢nych cyklov, ¢o eliminuje zdvislost kvantifikdcie od
exponencidlneho rastu mnozstva vysledného PCR produktu,
ako je tomu u konvenc¢nej PCR ¢i PCR v redlnom case, ¢ize
umoZiiuje absolttnu kvantifikaciu. Na trhu si uZ dostupné ko-
meréné forméty pristrojov pre d-PCR (napr. fa. BioRad).

Izotermdlne amplifikdcie

Z dovodu poskytnit systematicky prehlad o roznych
moznostiach amplifikaénych metéd inych ako varianty PCR
(non PCR amplifikdcie) uvddzame aj priklady izotermaélnej
reakcie.

HELIKAZA-DEPENDENTNA AMPLIFIKACIA

Této technika je podobné tradi¢nej PCR, ale proces amplifi-
kdcie prebieha pri konstantnej teplote. Namiesto tepelnej dena-
turdcie DNA sa pouZiva DNA helikdza, ktory rozvija DNA dvoj-
vldkno a oddeluje obe vldkna od seba. PouZitim tepelne
stabilnej helikdzy sa test m6Ze uskutoc¢iiovat pri 60 °C, ¢o vedie
k zlepSeniu citlivosti a $pecifickosti a tieZ eliminuje potrebu
pridavnych proteinov v tomto teste (spominany hot start). Ter-
mostabilnd helikdza je odvodend od termofilnej baktérie Ther-
moanaerobacter tengcongensis. Po¢as amplifikacie helikdza od-
vija z DNA duplexu jednovldknové DNA, na ktoré sa viazu
protefny stabilizujtice vysledné jednotlivé vldkna (krok 1). Tie
nasledne hybridizuji s primérmi (krok 2). DNA polymerédza
ako druhy enzym v reakcii potom priméry predlZuje do kom-
plementdrneho vldkna (krok 3) a novo vytvorené duplexy mozu
posobit ako $ablény pre nasledujice cykly (krok 4). Cely pro-
ces sa uskuto¢tiuje pri jednej teplote, takZe nie je potrebny ter-
mocyklér. Produkty amplifikdcie st detegované pomocou fluo-
rescen¢ne znacenych sond, a to bud v real time, alebo v end
point mdde.
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Obr. 1.20.9. Priebeh helikdza dependentnej amplifika¢nej reakcie
ako prikladu izotermdlnej reakcie pri 60 °C (upravené podla: https://
pubs.rsc.org/en/content/articlehtml/2014/mb/c3mb70304e).

Amplifikdcia sprostredkovand transkripciou (TMA)/am-
plifikdcia zaloZzend na sekvencii nukleovej Kkyseliny
(NASBA)

St to izotermické metédy amplifikdcie RNA. Vyhodou tychto
met6d je ich uskutoc¢riovanie v izotermickych podmienkach bez

potreby pracovat s termocyklérom. Technika NASBA pouZiva
v reakénej zmesi 3 enzymy - reverznu transkriptdzu, RNazu H
a DNA-dependentnt RNA polymerdzu. V TMA md enzym po-
uzity na reverznu transkripciu aj aktivitu RN4zy H, preto sa
v TMA pouZivaju len 2 enzymy. Pri tychto technikdch sa najprv
vytvori cDNA s pouZitim reverznej transkriptdzy, a td slizi da-
lej ako templat pre transkripciu. DNA kdpia (cDNA) cielovej
RNA sa pripravi pouzitim $pecifického priméru, ktory sa viaze
na cieflovi RNA. Reverznd transkriptdza syntetizuje komple-
mentdrnu DNA, ¢o vedie k vzniku hybridného duplexu RNA-
-cDNA. Enzym RNé&za H rozstiepi a odstrdni refazec RNA
z hybridu, pricom zostdva jeden retazec cDNA. Potom sa na
retazec cDNA naviaZe druhy primér a reverznd transkriptdza
ho predlZuje ako komplementarne vldkno s pouZitim cDNA ako
templatu, ¢o vedie k vzniku dsDNA képie cielovej RNA. Pomo-
cou RNA polymerdzy sa z tejto molekuly dsDNA vytvori nie-
kolko képii antisense RNA (- polarita). Tieto RNA molekuly
sltizia ako templdt pre DNA syntézu pomocou reverznej tran-
skriptdzy, ¢o vedie k vytvoreniu molekil dsDNA a ten isty cyk-
lus sa opat opakuje.

Klinické aplikacie TMA/NASBA

V ramci mikrobiologickej diagnostiky sa tieto metédy vyuzi-
vajl na stanovenie virusovej naloze vo vzorke, napr. HIV, viru-
su hepatitidy B, virus hepatitidy C, na monitoring antivirotickej
liecby pacientov s HCV, na priamu detekciu M. tuberculosis
v klinickych vzorkach, identifikdciu enterovirusov a iné.

o £y RlEk /L Primér] s T7 promotérom ﬂ_‘h
R Primér 11 (P2)
o \\_& _,, RT & Reverznd transkriptiza [RT)
‘ RiNdza H
0 % Il o T7 DMA dependentna RNA
t Rindza H Inicidlna l\_ potymmtEan{izBenpl _/
O i fdza
\ = :
— _;- RT Cyklicks
a faza
\ i :
AN 7 bato —o—
RT Rndza H )
B,
o RMA ()

(6] I ; . ot

%;}&_

"

Obr. 1.20.10. Priebeh amplifikdcie zaloZenej na sekvencii nukleovej kyseliny (NASBA). Na cielovt oblast RNA templétu, pridanom do reakénej
zmesi (1,) sa viaZze prvy primér s T7 promdtorovou oblastou. Pri tom sa na svojom 5 ,konci sa pripoji k svojmu komplementdrnemu miestu na

3 konci templétu (2) Reverznd transkriptdza syntetizuje opa¢ny, komplementdrny retazec DNA, predlZovanim 3 ,konca priméru, pricom sa
postiva upstream pozdlZ templdtu RNA. V dalSom kroku RNAza H rozlozi RNA templat z duplexu DNA-RNA (3). RNAza H rozkladd iba RNA

v RNA-DNA hybridoch, ale nie jednovldknovi RNA. Druhy primér sa naviaZze na 5 ,koniec (antisense) DNA retazca.(4) Reverznd transkriptdza
dosyntetizuje dalsi retazec DNA predlZovanim pripojeného priméru, ¢o vytvori dvojvldknovi DNA T7 DNA dependentnd RNA polymerdza sa viaze
na promotorovu oblast na dvojvldknovom retazci.(5) PretoZe tdto polymerdza moZe transkribovat iba v smere 3 ,az 5, transkriptuje sa len sense
(+) DNA a tak sa vytvori anti-sense (-)RNA.( 6). Toto sa cyklicky opakuje a polymeraza kontinudlne produkuje komplementarne RNA vldkna podla
tohto templdtu, takzZe dochddza ku amplifikacii ciefového miesta.. Tato cyklicka fdza prebieha podobne ako v predchddzajtcich krokoch. Druhy
primér sa pritom najprv viaZe na (-) RNA Reverznd transkriptdza potom vytvori (+) cDNA / (-) RNA duplex.. RNA4za H ndsedne opat degraduje
RNA a prvy primér, ktory md oblast prométora T7, sa viaZe na jednovldknovi + (cDNA). Reverznd transkriptdza dosyntetizuje komplementarnu
(-) DNA, ¢im sa vytvori dsDNA duplex Presne ako v kroku 6 sa T7 polymerdza viaZze na prométorovi oblast, dosyntetizuje sa (-) RNA a tym sa
cyklus je uzavrie. (upravené podla: https://pubs.rsc.org/services/images/RSCpubs.ePlatform.Service.FreeContent.ImageService.svc/ImageService/
Articleimage/2011/LC/c01c00666a/c0lc00666a-f3.gif)
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Obr. 1.20.11. Priebeh ligdzovej retazovej reakcie (upravené podla: http://www.epibio.com/images/default-source/product-page-images/

i_ampligase_figl.gif?sfvrsn=0.22120843825849912).

Metody amplifikdcie sondy

Produkty amplifikdcie tymito metédami obsahuji len sek-
venciu sondy. Patria sem technolégie Ligase Chain Reaction,
Cycling Probe a pod. Tieto typy amplifikdcie sice nasli uplatne-
nie aj v klinickej mikrobioldgii, no u nds nie st rozsirené. Uva-
dzame ich viac - menej z metodickych dovodov.

Ligdzova retazova reakcia (Ligase Chain Reaction - LCR)

Zatial' ¢o je amplifikdcia PCR postavend na polymerizacii
nukleotidov v kdpiach templdtu, LCR amplifikuje oligonukleo-
tidy pouzité ako sondy. LCR amplifikdcia je zaloZend na cyk-
loch ligdcii dvoch linedrne vedla seba umiestnenych oligonuk-
leotidovych sond na komplementdrnom templdte. LCR vyuZziva
dva enzymy: DNA polymerdzu (pouZiva sa na pociato¢nt am-
plifikdciu templdtu a potom sa teplom inaktivuje) a termosta-
bilnd DNA ligdzu. V reakcii sa pouZivaji 4 sondy. Po denatu-
récii sa na kaZdom z dvoch vldkien cielovej DNA viaZzu na
ciefovt sekvenciu v polohe koniec ku koncu (end to end) dve
oligonukleotidové Specifické sondy (pozri obr. 1.19.15). Ter-
mostabilnd DNA ligdza potom navzdjom spoji (liguje) obe son-
dy cez susedné konce. Tento proces sa uskuto¢ni na oboch
vldknach templdtovej DNA. Vysledny duplex sa zahrieva na
oddelenie cielovej DNA a ligovanych dvojic sond. Separovana
cielova sekvencia a ligované sondy teraz pdsobia ako ciele pre
dalsie sondy, ktoré sa viazu rovnakym sposobom. Tieto kroky
sa opakuju niekol'kokrét a vysledkom je namnoZenie sondy ge-
ometrickym radom. Kazdy cyklus vedie k zdvojndsobeniu poc¢-
tu replikdtu cielovej molekuly nukleovej kyseliny, ktory vznikol
ligdciou sond. Kli¢ovou vyhodou LCR je vacsia $pecificita v po-

rovnani s PCR. LCR umoZiiuje diskrimindciu sekvencii DNA,
ktoré sa li$ia iba v jednom pdre bdz, odhali tak aj bodovi mu-
taciu.

Klinické aplikdcie LCR: detekcia baktérii ako Borrelia burg-
dorferi, Listeria monocytogenes, Mycobacterium tuberculosis,
Neisseria gonorrhoeae a Chlamydia trachomatis, izoldcia a iden-
tifikdcia virusov, napr. fudského papilomavirusu, herpes sim-
plex virusu, HIV atd.

1.20.4.3 SEKVENOVANIE NUKLEOVYCH KYSELIN

Sekvenovanie DNA znamend urcenie poradia nukleotidov
v molekule DNA (gén alebo jeho fragment), ziskanej extrakciou
plazmidu alebo chromozomadlnej DNA. Této technika sa mo6ze
pouzit na $tddium $truktiry génu, detekciu mutdcii, porovna-
nie genetickej pribuznosti a ndvrh oligonukleotidovych primé-
rov, ale aj na odvodenie aminokyselinovej sekvencie kédova-
nych protefnov. V stcasnosti idd do popredia laboratdérnej
diagnostiky aj met6dy celogenémovej sekvendcie (whole geno-
me sequencing).

Zé&kladnou sekvenac¢nou technikou je metdda ukonéenia syn-
tézy retazca, nazyvand aj Sangerova sekvena¢nd metdda, ktort
vyvinul Frederick Sanger v roku 1972. Metdéda zahfnia replikd-
ciu jednoretazcového templdtu s pouzitim DNA priméru na
inicidciu syntézy komplementdrneho vldkna, DNA polymerazy,
zmesi Styroch beznych deoxynukleotidovych (ANTP) monomé-
rov a malého podielu dideoxynukleotidov (ddNTPs), pricom
kazdy je oznaceny signdlnou molekulou (reportérom). DANTP
si monoméry, pri ktorych chyba hydroxylovd skupina (-OH)
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v mieste, kde sa zvyc¢ajne viaZe iny nukleotid, aby vytvoril re-
tazec (obr. 1.20.12).

Dusikata
baza

Dusikata
baza

Dideoxynukleotid trifosfat (ddNTP) Deoxynukleotid trifosfat (dNTP)
Obr. 1.20.12 Dideoxynukleotid (ddNTP)mad struktiru podobnu
deoxynukleotidu, ale chyba 3“-hydroxylova skupina (oznacena
¢ervenym ordmovanim Zltého pola). Ked je dideoxynukleotid
zacleneny do retazca DNA, syntéza DNA sa zastavi. ddNTP ma

na svojej molekule fluorogénnu znacku (fluorofér), pricom typ
fluoroféru je vZdy zodpovedajtca typu dusikatej bazy, napr. adenin
je konjugovany vzdy s fluoroférom Cy3 (zelend fluorescencia), tymin
s Cy5 (Cervend fluorescencia) a podobne (upravené podla: https://
courses.lumenlearning.com/wm-biology1/chapter/reading-dna-
sequencing/).

Zakazdym, ked je ddNTP ndhodne inkorporovany do rastu-
ceho komplementarneho retazca, ukon¢i proces replikdcie DNA
daného refazca. Tak vznikd mnoZstvo krat$ich vldkien repliko-
vanej DNA, ktoré su pocas replikdcie zakon¢ené na inom mies-
te. Reak¢énd zmes s amlikénmi sa rozdeli v elektroforéze na
polyakrylamidovom géli, ktora je schopnd odseparovat od seba
retazce, vzajomne sa od seba liSiace dlZkou len o jeden bazovy
par. DNA vldkna amplikénov vytvoria elektroforetogram podla
vel'kosti od navdcsieho po najmensi.

V dobe, ked' sa tato metéda vyvijala, boli vytvorené Styri typy
reakcie pre kazdd molekulu DNA, ktord bola sekvenovand, pri-
¢om kazdé reakcia obsahovala iba jeden zo Styroch moZnych
ddNTP. Kazdy ddNTP bol zna¢eny molekulou rddioaktivneho
fosforu. Produkty Styroch reakcii boli potom elektroforeticky
delené v samostatnych drdhach vedla seba na dlhych, tizkych
PAGE géloch a pdasy s roznou dlzkou boli detegované autorddio-
grafiou. Tento proces sa dnes zjednodusil pouzitim ddNTP,
z ktorych kazdy je oznaceny inym typom fluoroféru (obr.
1.20.13), pricom prebieha v jednej sekvenc¢nej reakcii obsahu-
jicej vSetky Styri mozné ddNTP pre kazdu sekvenovani DNA
molekulu. PretoZe kazdy zo $tyroch ddNTP st oznacené jed-
nym typom signdlnej molekulou (fluroférom) pre dand bédzu
(napr. ddNTP s adeninom je oznaceny fluoroférom emitujicim
zeleny signdl, s tyminom tvor{ Cerveny signdl atd.), dé sa odci-
tat poradie nukleotidov na template na zdklade dlZky retazca
a prislusného farebného signdlu na jeho konci (obr. 1.20.14).
Tieto svetelné signdly st detegované pomocou fluorescenéného
spektroskopu. Uréenie fluorescenc¢nej farby kazdého pdsma,
ktoré prechddza detektorom, vytvdra nukleotidovii sekvenciu
detegovanej NK. Okrem dnes uZ klasickej met6édy podla Sange-
ra vznikali iné formaty, napr. chemickd metéda (Maxam-Gilber-
tova), neskor bola vyvinutd aj dnes $iroko pouzivand automa-
tickd pyrosekvendcia. Napriek mnohym nedostatkom (vysoka
pracnost, ¢asovd ndro¢nost a iné) je Sagerova metéda stéle zla-
tym Standardom, s ktorym boli porovndvané ostatné metddy
sekvendcie pri ich vyvoji.

Od roku 2005 sa na trh dostali automatizované plaformy sek-
venovania pouzivané na rychle sekvenovanie mikrobidlnej DNA
aj v mikrobiologickych laboratéridch, ktoré sa oznacuju ako
sekvenovanie nasledujticej generacie (next generation sequ-
encing). Tieto metddy priniesli revoldciu v oblasti molekular-
nej genetiky, pretoZe nizko ndkladové sekvendtory mozu gene-
rovat sekvencie stoviek tisic alebo miliénov kratkych fragmentov
(25 az 600 parov bdz) za jeden denl. Hoci sekvenacné techno-
l6gie novej generdcie (napr. pomocou pyrosekvenovania) vyra-
bajt rézne firmy, vSetky umoznuji rychle sekvenovanie milié-
nov bdz, ¢o robi sekvenovanie casti alebo celych genémov
relativne jednoduché, lacné a bezné. V pyrosekvenac¢nom po-

stupe sa napriklad vzorka DNA, ktord md byt osekvenovana,
Stiepi na fragmenty s velkostou 300 - 800 bp. Pri pyrosekvené-
cii dochddza k syntéze DNA v redlnom case bez znacenych
primérov alebo nukleotidov, rovnako aj bez nevyhnutnosti se-
parovat produkty elektroforézou.

Dideoxycytozin trifosfat

ddcTp '

Dideoxyadenin trifosfat

ddATP

Dideoxyguanin trifosfat

ddGTP
Dideoxytymin trifosfat

ddTTP'-
it cli a

]
80 90

GATTAACCCTTTGAGGAA

Fluorescenc¢ne znacené dideoxynukleodity (ddNTP), ktoré st pridané
do PCR, st pouZité na tvorbu DNA fragmentov roznej dlzky, pretoze
ndhodnd inkorporécia ktoréhokolvek ddNTP do niektorého zo
vznikajtcich dcérskych vldkien zastavia jeho dalsie predlZovanie.

Obr. 1.20.13. Princip Sangerovej metddy je ilustrovand ukocenim
syntézy vldkien DNA pomocou ddNTP oznacenych fluorochréomami.
Pouzitim ddNTP sa moze vytvorit zmes DNA fragmentov ré6znych
velkosti, ktoré po elektroforetickom deleni v kapildre tvoria pod sebou
uloZené pésiky. Tie sa jeden od druhého lisia dlzkou iba o jeden
nukleotid. Kazdy pas mo6ze byt detegovany fluorescen¢nym detektorom
(upravené podTa: https://courses.lumenlearning.com/wm-biology1/
chapter/reading-dna-sequencing/).

Kazdy fragment je modifikovany na obidvoch koncoch pri-
danim (ligdciou) templatového vldkna tzv. ,A“ a ,B“ adaptérov,
¢o su sekvencie DNA, na ktoré sa v dalsich krokoch viazu pri-
méry. Adaptér ,B“ nesie biotinovt skupinu, cez ktort je frag-
ment DNA potom imobilizovany na streptavidinovi mikroper-
licku (mikroguli¢ka, bead). Dvojvldknovy fragment je potom
denaturovany (rozpojeny na jednoretazcové vldkna) a amplifi-
kovany pomocou PCR za pouZitia primérov, navrhnutych na
anealing (hybridizdciu) s adaptérmi. Perlicka obsahuje mnoz-
stvo képif tychto DNA fragmentov, naviazanych ne jej povrch
cez ,B“ adaptéry. Kazdy z tychto komplexov (fragmenty NK
ukotvené na perlicke) sa potom zmieSa s emulznym olejom.
Kombindcia oleja s vodou a pretrepdvanie spdsobuje, Ze voda
tvori okolo perli¢iek kvapocky, ¢im vznikne emulzia (a preto sa
nasledny proces nazyva emulznd PCR). Kazdd4 perli¢ka sa po-
tom umiestni do samostatnej jamky (rozmer jamky umoziiuje
poziciu len jednej perlicky v nej), obsahujtcej sekvena¢né en-
zymy. Jamky vytvdraja povrch na tzv. pikotitracnej platnicke.
Do jamky sa postupne priddva jeden zo Styroch nukleotidov,
a to jeden po druhom v kazdom sekvena¢nom cykle. Ked je
niektory z nich pomocou DNA polymerazy za¢leneny do novo-
vznikajticeho vldkna, uvolni sa pyrofosfat ako vedlajsi produkt
polymerizicie:

DNApolymeraza

(DNA)n + dXTP ——— » (DNA)n + 1 + pyrofosfat

AKk nie je nukleotid zaradeny do vldkna, je degradovany apy-
rdzou na prislusny nulkeotid monofosfat.
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deérskeho vidkna pokratuje jeho elongicia af  Optickd analyza fragmentoy, ktord boli elektroforaticky
oddelené podfa velwsti od najkratiicho po najdihdi.

Roadiel v difke susednych fragmentov predstavuje

dovtedy, kym sa ndhodne nezaradi ddNTP,
ktoré ju zastavia. Konbec takého vidkna je

eenaleny prisluinou flusrogénnou znatkou  Jedna bz,

Pyrofosfat, ktory vznikol po zakomponovani sprdvneho nuk-
leotidu do novosyntetizovaného vldkna podla sekven¢ného po-
radia na templéte, je premeneny ATP sulfuryldzou v pritomnos-
ti adenozin5‘-fosfosulfdtu na adenozintrifosfat (ATP):

ATP sulfuryldza
pyrofosfat + adenozin5‘-fosfosulfat . ATP + SO

Ten umozni pomocou luciferdzy konvertovat luciferin na
oxyluciferin a pritom vznikd svetelny signdl, ktory je zazname-
nany detektorom:

luciferaza

ATP + luciferin + O, —— AMP + pyrofosfdt + oxylucife-

rin + CO, + svetlo

To znamend, Ze ak v kroku, kde bol pridany urcity nukleotid,
vznikne svetelny signdl, bol tento konkrétny nukleotid prave
zacleneny do vznikajticeho vldkna.Tak sa zisti poradie nukleo-
tidov inkorporovanych do nového retazca. Tieto technolégie
pouZzivaju softvér na zostavenie vSetkych osekvenovanych frag-
mentov do sprdvneho poradia. Vyvoj technolégie rychlo postu-
puje, zniZuju sa ndklady na sekvenovanie a rychlo sa zvysuje
dostupnost sekvena¢nych tdajov o Sirokej $kdle organizmov.
Na identifikdciu osekvenovanych tsekov sa pouzivaji databazy
genetickych sekvencii, napr. GenBank, kde vyskumnici uklada-
ju genetické informdcie pre verejnost. Po overeni tdajov o sek-
vencidch sa tieto nacitaju do databdz a poskytnu sa tak ostat-
nym pracoviskdm, vrdtane Klinickych laboratérii. Cielend
sekvendcia krat$ich casti nukleovych kyselin, rovnako ako ce-
logenémové sekvenovanie mikroorganizmov, sa ¢oskoro stane
finan¢ne dostupné aj pre rutinnd diagnostiku na pracoviskdch
klinickej mikrobioldgie. Jednou z aplikécif sekvenovania v kli-
nickej mikrobiolégii je vyhladdvanie cielovych miest v genéme,
ktoré boli dostato¢ne charakteristické pre dany taxén a teda
pouzitelné pre diagnostické tcely. V sti¢asnosti sa k identifika-
cii prokaryontov bezne pouZiva sekvenovanie génov pre 16S
rRNA, ale ¢oraz viac aj rMLST (angl. ribosomal multilocus
sequence typing), pricom sa vyuZiva porovnanie sekvencii gé-
nov kédujtcich ribozomdlne proteiny. Stanovenie ribozomadlnej
multilokusovej sekvencie (rMLST) detekuje alely 53 génov ko-
dujdcich bakteridlne ribozomdlne proteinové podjednotky
(gény rps). Rps lokusy sd idedlnym ciefom univerzélnej sché-
my charakterizacie, pretoZe su:

Obr. 1.20.14. Metéda sekvenovania
podla Sangera s pouzitim ddNTP
oznacenych fluorochrémom a
kapilarnou gélovou elektroforézou
(upravené podla: https://courses.
lumenlearning.com/wm-biology1/
chapter/reading-dna-sequencing/).

 pritomné vo vsetkych baktériach,

¢ uloZené na chromozoéme,

¢ kéduju proteiny, ktoré boli pri selekcii po¢as evoltcie vzhla-
dom na ich funkciu konzervované.

Rps lokusy vykazuju variabilitu, ktord rozdeluje baktérie do
skupin na vsetkych taxonomickych trovniach. Ich urcenie
umoziuje rychlu a poc¢ita¢mi sprostredkovatelnt identifikdciu
fylogenetickej trovne akejkolvek baktérie na trovni domény,
kmeria, triedy, radu, ¢elade, rodu, druhu a kmeria. VyuZiva sa
tak na identifikdcia prokaryot, ako aj na porovnanie dvoch
a viac gendémov, pricom poskytuje kvalitnejsie vysledky ako
sekvenovanie génov pre 16S rRNA. Virusovy geném (najma ge-
ném RNA virusov) je viac ndchylny k vzniku ndhodnych mu-
t4cif, preto sa k ich $tddiu vd¢Sinou pouziva celogenémové sek-
venovanie. Sekvenovanie sa vyuziva aj v epidemiolégii, a to pri
genotypovani patogénov a sledovanie ich Sirenia. Celogenémo-
vé sekvenovanie mé vysoku presnost a dokdze identifikovat aj
jednonukleotidové polymorfizmy , ¢im sa dd dosiahnut rozlise-
nie az na droven kmena. Tymto sposobom je umoZnené aj sle-
dovanie ciest prenosu a zistit pdvodny zdroj patogéna. Dalsia
aplikdcia sekvenovania je Stidium rezistencie na antibiotika
a antivirotikd, escape mutantov (unikajicich moZznostiam bez-
nej virologickej diagnostiky, napr. VHB), faktorov virulencie
(napr.tvorba biofilmu, produkcia toxinov atd.).

1.20.4.4 ANALYZA FRAGMENTOV ENZYMOVEHO
STIEPENIA NK MIKROORGANIZMOV

St to met6dy, ktoré jednak pouzivaji enzymové Stiepenie
NK S$pecifickymi enzymami (nukledzy) a ndsledné rozdelenie
vziknutych fragmentov v gélovej elektroforéze (pozri subkapi-
tolu 10, separdcia NK). Velkost fragmentov zavisi od poctu dru-
hov pouzitych nukledz - pri pouziti jedného alebo dvoch budud
fragmenty velké, pri vy§§om pocte sa bude velkost zmensovat
a pocet zvySovat. Vo vzniknutom elektroforetograme sa po vi-
zualizdcii objavia typické vzory (restrikény profil, finger-
print), ktoré vytvorili $tiepne fragmenty NK. Re$trikény profil
NK baktérii toho istého klonu bude pri rovhakom enzymovom
$tiepeni vZdy identicky, zatial ¢o iné klony (napr. zmutovany
v mieste $tiepenia) budd mat po $tiepeni tymi istymi enzymami
odlisny vzor usporiadania fragmentov. Tieto met6dy sa pouZi-
vaju najmd na epidemiologické a taxonomické ucely, napr. ob-
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jasnenie vyskytu nozokomidlnych, vysokorezistentnych kme-
fov baktérif. V minulosti sa vyuZivali aj na celogenémové
sekvendcie baktérii. Dalsiu perspektivu tychto metéd moze
v budicnosti ovplyvnit rozvoj spektrometrie (pozri subkap.
1.17) a sekvendcie, ktoré ich po zlacneni hardvéru (hmotnost-
nych spektrometrov, sekvendtorov) a doplneni databdz dokdzu
re$trikéné metédy dplne nahradit.

Polymorfizmus dizky restrik¢ného fragmentu (RFLP)

Polymorfizmus (alebo variabilita) v nukleotidovej sekvencii
je pritomny vo vSetkych organizmoch, vrdtane mikrébov. RFLP
technika umoznuje napriklad sledovat zmeny bdzovych pérov
v reStrikénych miestach, ktoré vznikaji v dosledku mutécii.
Restrik¢éné enzymy (RE) $tiepia DNA na $pecifickych rozpozna-
vacich miestach, teda sekvencidch tvorenych 4 - 8 parmi baz
a vzniknuté fragmenty NK s oddelené podla molekulovej vel-
kosti pomocou gélovej elektroforézy. DNA na $tiepenie a analy-
zu je ziskand po kultivacii daného bakteridlneho kmeria a hore-
uvedenymi postupmi izoldcie NK. Na detekciu fragmentov sa
pouziva farbenie etidiumbromidom a ilumindcia UV (260 nm),
¢o vedie k emisii viditelného svetla, alebo po prenose na mem-
branu (Suthern blot) sa vizualizujd pomocou znacenych sond.
Touto technikou mézu byt detegované rozdiely vznikajice v do-
sledku substittcie baz, adicii, delécif alebo sekvenénych presku-
peni v rozpoznavacich sekvencidch RE, tak ako sa napr. sledo-
vali zmeny v genéme izolovaného kmena M. tuberculosis.

Prokaryoticky gén pre 16S RNA md dlzku asi 1600 bazovych
parov a cely ho moZno amplifikovat univerzalnymi primérami
pre koncové sekvencie, ohranicujicich tieto gény. PouZitim
vhodnej restrikénej endonukldzy sa amplifikované gény Stiepia
na fragmenty roznej dizky a v rozdielnom poéte, v zavislosti
od bakteridlneho druhu ¢i kmeria. Jednym z variantov restrik¢-
nej analyzy je aj ribotypizacia. Pozostdva z enzymatického
Stiepenia chromozomdélnej DNA a ndslednej Southern hybridi-
z4cie pomocou sond, ktoré si komplementdrne ku génom, ké-
dujicim konzervované domény sekvencii ribozomdlnej RNA
(16S 1RNA alebo 23S rRNA). KedZe ribozomdlne gény maju
vSetky baktérie, sleduju sa touto analyzou rozdiely a podobnos-
ti v ich distribdcii v rdmci réznych kmernov. Umoziiuje diferen-
cidciu subtypov bakteridlnych izoldtov na uroveri druhov
a poddruhov, napr. genotypizdciu nozokomidlnych kmeriov
Clostridioides difficile.

Gélovd elektroforéza s pulznym polom (PFGE)

Pri konvenc¢nej elektroforéze sa fragmenty NK pohybujd
priamociaro od katédy k andde a rychlost ich pohybu je nepria-
mo umernd ich velkosti, preto si najmens$ie fragmenty naj-
vzdialenej$ie od S$tartu a najvdc¢sie naopak.Tento pohyb v elek-
trickom poli plati pre fragmenty do velkosti cca 50 kb. Vicsie
fragmenty sa sice pohybuja vsetky spolu rovnakou rychlostou,
ale nerozdelia sa, lebo uviaznu v sietovej Struktire gélu. Preto
sa na ich separdciu pouZziva pulznd gélovd elektroforéza, kde je
gél vystaveny elektrickému polu, ktory sa v pravidelnych inter-
valoch meni pod uréitym uhlom (90 - 180°). Na pohyb v no-
molekuldch tato reorientdcia trvd dlhsie ako pri mensich frag-
mentoch, ¢o umozni ich vzdjomnu separaciu.

Pri PFGE sa DNA mikroorganizmu ziskava inak, ako pri
inych MG metddach. Najprv sa mikrobidlne bunky kultivuji do
urcenej hustoty suspenzie, ktord sa zmieSa s roztopenou
agarézou a vyleje do bloc¢ku, kde stuhne. V agaré6zovom blocku
sa pomocou enzymov vykond jednak lyza buniek, jednak ich
deproteinizacia a o¢istenie od zvyskov (vrdtane proteindz) a az
ndsledne sa DNA baktérii zachytend v blo¢ku $tiepi restrikény-
mi endonukledzami. Blo¢ky st potom nanesené do gélu a vy-
stavené poOsobeniu premenlivého elektrického pola, ktoré sa
menf alternativne z r6znych uhlov. To spdsobi este vyraznejsie
oddelenie fragmentov DNA na zédklade ich velkosti a oddeli od
seba aj fragmenty, ktoré sa vzdjomne liSia len o niekolko béz.

Tie sa potom sa deteguji roznymi metédami, napr. hmotnost-
nymi $tandardami, metédou Southern blot a pod.

1.20.4.5 GENOMOVE CIPY - GENOMIC MICROARRAY

Princip genotypovych mikrocipov

Genotypové mikroc¢ipy (NK ¢ipy - DNA ¢ipy a RNA ¢ipy) st
stibory mikroskopickych bodov nanesenych na pevny povrch
podobne, ako je to pri proteomickych ¢ipoch. Kazdy bod (spot)
je tvoreny plochou s imobilizovanymi, synteticky vytvorenymi
génovymi sondami, to znamend kratkymi $pecifickymi vlakna-
mi NK (oligonukleotidy) so zndmou sekvenciou nukleotidov.
Sondy st naviazané na pevny povrch (napr. na sklo s nylono-
vym filmom, silikénovi membrdnu). Sondy sa pripravuji bud
pomocou PCR a potom sa nandsaji na pevny povrch (podobne
ako pri PC tlaciarni) alebo sa tvoria priamo na povrchu pomo-
cou fotolitografie (podobne ako pri 3D tlaciarni). Kazdd sonda
predstavuje komplementarny tisek pre niektort ciefovi sekven-
ciu, ktord dokazujeme vo vzorke. Vzorku predstavuji Specific-
ké tseky dokazovanej mikrobidlnej NK. St to bud amplifiké-
ciou pomnozené produkty v PCR (amplikény) alebo DNA
vldkna ziskané prepisom mRNA z nativheho materidlu pomo-
cou reverznej transkriptdzy alebo DNA polymerézy. Princip re-
akcie je rovnaky ako pri metédach Southern blot a reverznej
hybridizacii (reverznej preto, lebo je fixovand sonda - a nie
dokazovany tsek NK). Po naviazani amplikénu na imobilizo-
vanu sondu sa v dalSom kroku pouzije druhd sonda, ktora je
znacend fluorescencne alebo chemiluminiscen¢ne (znacka).
Vzorku mozno oznacit aj priamo, bez druhej sondy. Bud sa
oznadi pri prepise z mRNA pomocou reverznej transkriptdzy,
pricom sa znacka (napr. fluorofér Cy3) zabuduje na zaciatku
novosyntetizovaného vldkna DNA alebo sa pri syntéze nového
DNA vldkna pomocou DNA polymerdzy na template nativnej
mRNA pouziji znacené nukleotidy. V zdvislosti od zostavenia
¢ipu moZno pouzit viac znaciek s rozdielnymi fluoroférmi ale-
bo chemiluminiscenénymi zdrojmi svetelného signdlu, co
umoZiiuje napriklad odliSenie pritomnosti alebo naopak, nepri-
tomnosti génov porovnanim genotypov dvoch mikroorganiz-
mov. Napriklad fluorofér Cy3 md emisné maximum pri 570 nm
a emituje zeleny signdl, fluorofér Cy5 md emisné maximum pri
670 nm a emituje ¢erveny signdl, preto sa spoty snimaji pomo-
cou dvojkandlového skenera a pri vyhodnocovani sa porovndva
pomer intenzit emisii Cy3/Cy5. Hustota spotov na mikrocipe
moZe byt az jeden milién na cm?. Preto je detekcia signédlu
moznd len elektronicky, rovnako ako aj vyhodnotenie zosnima-
nych signdlov. Inym spdsobom vyuZitia mikro¢ipov je sekveno-
vanie DNA (pozri obr. 1.21.16), pricom je fluorescen¢ne ozna-
Ceny fragment analyzovanej DNA hybridizovany s DNA
sondami na ¢ipe, na ktorom sondy tvoria vSetky kombindcie
oligonukleotidov s konstantnou dlzkou. Analyza pomocou ge-
notypovych ¢ipov moze byt kvalitativna (detekcia génov) alebo
kvantitativna (expresia génov). V stiasnosti narastd pocet ko-
mercénych genotypovych mikro¢ipov, uréenych pre rychlu kli-
nickd diagnostiku, napr. pre diagnostiku pévodcov invazivnych
mykéz z krvi alebo simultdnneho stanovenia faktorov virulen-
cie a rezistencie C. difficile. Rovnako velmi vyznamné moZnos-
ti poskytuju bio€ipy pri zistovani pritomnosti a kontrole moznej
mikrobidlnej kontamindcie pri riziku pouZitia biologickych bo-
jovych prostriedkochv, resp. bioterorizmu. PouZivaji sa vo vy-
skume na identifikdciau novych cielovych Struktdr pre dizajn
liekov a uréenie mechanizmu ich d¢inku a navrhovanie mikro-
skopickej detekcie patogénov. Umoziuji aj komplexnejsie ana-
lyzy, ako su analyzy mikrobioty.
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IMUNOCHEMICKE A INE IMUNOLOGICKE TECHNIKY

V LEKARSKEJ MIKROBIOLOGII

Predny J.

Imunologickymi, resp. imunochemickymi technikami v le-
karskej mikrobiolégii vykondvame priamu aj nepriamu diagnos-
tiku. V rdmci priamej diagnostiky vykondvame predovsetkym
imunochemicky dokaz alebo kvantifikdciu $pecifickych mikro-
bidlnych antigénov v biologickom materidli pomocou diagnos-
tickych protildtok, napr. pritomnost volnych antigénov v klinic-
kom materidli. Na identifikdciu alebo sérotypizaciu izolovaného
mikroorganizmu, resp. na detekciu mikrobidlnych antigénov
v inom ako klinickom materidli (produkcia bakteridlnych toxi-
nov v kontaminovanych potravindch a pod.) sa pouzivajui tiez
$pecifické diagnostické protilatky.

V rdmci nepriamej diagnostiky infekéného ochorenia ana-
lyzujeme imunochemickymi metédami jednak tvorbu $pecific-
kych protilatok (sérologické vySetrenia) alebo $pecificku aktiva-
ciu T lymfocytov (IGRA testy) ako ndsledok kontaktu
imunitného systému s mikrébami a ich antigénmi. Imunoche-
mické metddy sa vyuZivaji aj pri sledovani priebehu infekcif
na stanovenie reaktantov zdpalu, ktoré odrdzaji dynamiku mik-
robidlnych ochoreni, pricom viac ¢i menej $pecificky odlisuji
bakteridlne, resp. virusové infekcie a ostané ochorenia spojené
so zapalom.

1.21.1 Infekcia a protilatkova odpoved,

sérologické vysetrenia

Mikroorganizmy, ktoré vnikli do organizmu a navodili tak
tvorbu protildtok, pozostdvaji z komplexu antigénov. Kazdy
antigén md viac epitopov, voc¢i ktorym vznikajd Specifické pro-
tildtky. Preto st sérové protildtky zmesou imunoglobulinov, na-
mierenych proti r6znym S$truktiram buniek patogénu, napr.
pri baktériach voc¢i puzdrovym, telovym, bi¢ikovym a v pripade
rozkladu baktérif aj cytoplazmovym antigénom. Su to teda po-
lyklondlne protilatky. Ako prvé sa vytvéraju protildtky proti
povrchovym antigénom mikroorganizmov, aZ po ich lyze sa
imunitnému systému odhalia aj intraceluldrne antigény a za¢ne
tvorba protildtok voc¢i nim. Podobne sa tvoria protildtky aj pro-
ti imunogénnym antigénom uvoltiovanych baktériou, hubou
alebo parazitom z ich metabolizmu do okolia (exotoxiny, enzy-
my). Virusy v ludskom organizme mo6Zzu navodit tvorbu proti-
latok bud proti antigénom na povrchu viriénu, alebo proti an-
tigénom, ktorych syntéza bola navodend virusom pri replikacii
v infikovanej bunke a nachddzajicich sa na cytoplazmatickej
membrane hostitelskej bunky. Pri lyze infikovanej hostitel'skej
bunky sa navodi aj syntéza protildtok proti antigénom virusu
z cytoplazmy a v jadre (napr. EBNA antigén pri EBV infekcii).
Kratkodobé, povrchové alebo lokdlne ochorenia najcastejsie ne-
navodia dokdzatelnu tvorbu protildtok, preto sa niektoré povr-
chové infekcie nedaji dokézat stanovenim protildtok a vhod-
nejsie je bud kultivaéné vySetrenie alebo dokaz antigénov vo
vytere, vyplachu alebo aspirdte (napr. dokaz niektorych respi-
raénych virusov). Uéinnd protilatkovi tvorbu vyvolavaji systé-
mové infekcie s prienikom patogénov alebo ich antigénov (napr.
toxinov) do krvi, lymfatickych ciest a do likvoru. Vytvorené
$pecifické protilitky maji niekolko imunintnych funkcii -
moZu byt protektivne (brdnia mnoZeniu patogénu a Sireniu
infekcie), neutraliza¢né (brdnia biologickéj funkcii mikrobidl-
neho faktoru virulencie, napr. toxinu, alebo schopnosti virusu
infikovat bunku), viaztdce a aktivizujice komplement (len

triedy IgG a IgM), opsonizujice a pod. DdleZity je diagnostic-
ky vyznam vzniknutych protildtok, a to aj v pripade, Ze nema-
ju protektivny vyznam, napr. pri infekcii intraceluldrnymi pato-
génmi (chlamydie), pri syfilise alebo pri niektorych mykézach.
Na druhej strane, najmd pri hypersenzitivite 1 - 3 typu mdzZu
protildtky cloveku aj $kodit navodenim imunopatologickych
stavov, spojenych s infekciou (reumatickd hortcka, reaktivna
artritida a pod.).

Pre protilatkovi odpoved imunitného systému na infekciu je
charakteristickd postupnost tvorby S$tyroch tried protilatok -
IgM, IgA, IgE a IgG, ktoré sa daja vyuzit diagnosticky na dokaz
a sledovanie priebehu ochorenia (pozri obr. 20.1). Pre mikrobio-
logicku diagnostiku je vyznamné najmad to, Ze vo fize primdrnej
protildtkovej odpovede sa tvoria ako prvé protildtky triedy IgM
a IgA. Na zaciatku infekcie sa za¢ne aj tvorba IgE, ktorého dy-
namika, ¢iZze vzostup alebo pokles hladiny protilatok v sére,
v8ak na rozdiel od ostatnych tried imunoglobulinov menej ko-
reluje s priebehom infekcie (okrem parazitéz). Po niekolkych
drioch od zaciatku tvorby IgM, IgA a IgE sa v krvi objavia aj
nizkoavidné protildtky triedy IgG, ktoré postupne dosiahnu vys-
Sie hladiny, ako st hladiny ostatnych tried imunoglobulinov
a rovnako sa zvySuje aj ich avidita ku komplementdrnym anti-
génom. IgG protildtky pretrvdvaju v cirkuldcii rézne dlhy cas
(mesiace, roky, cely Zivot), podfa druhu antigénu a stavu imu-
nity. Naopak, tvorba IgM a IgA v dalsich fdzach infekcie pomer-
ne rychlo klesd (vdc¢sinou do jedného mesiaca). Pritomnost
a dynamika protiladtok IgM, IgA a IgE tak pomdha pri vdc$ine
pripadov urc¢it v¢asnu, aktivnu fdzu infekcie. Interpretdcia vy-
sledkov stanovenia protildtok takisto zohladnuje to, Ze sekun-
ddrna stimuldcia tvorby protildtok, ktord je vyvoland opdtovnym
kontaktom s mikrobidlnymi antigénmi, predstavuje omnoho
rychlejsiu a intenzivnejsiu tvorbu imunoglobulinov v triede IgG,
a naopak, triedy protildtok IgM a IgA sa bud nevytvoria, alebo
sa vytvoria v niz8§ich hladindch ako pri primoinfekcii. Protilatky
triedy IgD nemaju pri diagnostike infekcii vyznam. Protildtky
tried IgG, IgM a IgA moZeme stanovovat nielen z krvi, resp.
séra, ale aj z likvoru, o¢nej komorovnej tekutiny, sklovca, slin,
materského mlieka a inych telesnych tekutin.

Purifikdciou polyklondlnych protildtok vytvorenych v makro-
organizme mozno ziskat $pecifické diagnostické séra (polyklo-
ndlne antiséra). Pomocou nich moZno dokazovat komplemen-
tdrne antigény, ktoré vyvolali ich tvorbu. Tvorba protildtok za
Ucelom vyuzitia v diagnostike sa vyvold opakovanym ockova-
nim produkénych zvierat (kralik, mys, morca, ovca a pod.) pu-
rifikovanymi, resp. rekombinantnymi antigénmi s adjuvansom.
Protilatky zo séra takto hyperimunizovanych zvierat sa ziska-
vaju postupmi, opfsanymi v subkapitole 10 v ¢asti o separdcii
bielkovin (afinitnd chromatografia). Inym - dnes uz klasickym
- pristupom ziskania diagnostickych sér je ziskavanie mono-
klondlnych protildtok, ktoré si komplementdrne voci jednému
konkrétnemu epitopu, pomocou tzv. hybridémovych buniek.
Ide o bunky, ktoré vznikli chemicky navodenou fiziou myelé-
movych buniek a B lymfocytov, resp. plazmatickych buniek
(imortalizadcia) zo sleziny laboratérnych mys$i imunizovanych
zvolenym antigénom. Myel6émové bunky, ktoré sa pouZivaji na
ziskanie hybridémov, st nddorové bunky a nepodliehaji tak
apoptéze. Na rozdiel od plazmatickych buniek st deficitné pre
enzym hypoxantin fosforibozyl transferdzu. Zmes oboch bu-
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niek sa kultivuje v selektivnom, tzv. HAT médiu (hypoxantin,
aminopterin a tymidin). Enzymovy deficit spdsobi, Ze nefiizo-
vané myeldmové bunky v tomto selektivnom médiu od-
umrid. Nesfuzované plazmatické bunky po niekolkych cykloch
delenia in vitro uhyna v dosledku aptoptézy. V kultivacnom
médiu sa nakoniec mnozia len hybridémy, ktoré jednak od my-
elémovych buniek ziskali ,nesmrtelnost” (st imortalizované),
a jednak vdaka B-bunkovému prekurzoru produkuji mnozstvo
protildtok do média. Supernatant z média nad jednotlivymi
hybridémami sa potom testuje na vyber hybridémovej linie
s optimdlnymi vlastnostami protilatok. Takto ziskané hybridé-
mové linie sa inokuluji bud mysiam do peritonedlnej dutiny,
kde vyvolaju tvorbu nddorov a ascitesu s prislusnymi monoklo-
ndlnymi protilatkami, alebo st pestované ako planktonicka tka-
nivovd kulttra, uvoltiujica do prostredia monoklondlne proti-
latky. Monoklondlne protilatky sa potom ziskavaji bud z ascitu
(in vivo), alebo z média, v ktorom sa kultivujid hybridémy (in
vitro). Najnovsie rekombinantné biotechnoldgie na vyrobu mo-
noklondlnych protildtok uz nepouzivaji metédu hybridémov,
ale produkciu fragmentov, resp. celych molekul protilatok, zis-
kanych pomocou fdgov a permisivnych baktérii (napr. E. coli)
metédou fagového displeja a proteinovej kniZnice. Ide o tech-
nolégiu vyroby monoklondlnych protildtok, vyuzitelnych
v diagnostike, ale predovsetkym v terapii (biomoduldcia, biote-
rapia). Za jej objav bola udelend Nobelova cena za chémiu pre
rok 2018. Jej princip spociva v rekombindcii netplnej fagovej
DNA s tisekmi cDNA (transkribtovanej z mRNA plazmatickych
buniek, kédujtcej retazce protilatok s rozli¢nou afinitou). Tieto
tseky su ligované do vhodného c¢itacieho rdmca fdgovej DNA,
¢fm vznikne tzv. ,fagemid“. Ten sa vpravi do bunky permisivnej
baktérie. Ndsledne sa tdto infikuje pomocnym fagom, ktory vy-
vold tvorbu kompletnych fadgov v baktérii s funkénymi integro-
vanymi génmi pre protilditky a exprimovanymi protildtkami
(protefnmi) na svojom povrchu (fdgovy displej). Na purifikova-
ny antigén s ciefovymi epitopmi, naviazany na pevnu fazu, sa
aplikujeme zmes rekombinatnych fagov. Tym, Ze sa protildtky
na povrchu fdga viazu na konkrétny komplementdrny epitop,
dokdZeme po inkubdcii a premyti vylovit z velkého mnoZstva
rekombinovanych fdgov s génmi pre protildtky s rozdielnou afi-
nitou (fdgovy koktajl, tzv. proteinové, resp. protildtkové kniZni-
ce) ten fag, ktory kéduje hladant protildtku voci tomuto epito-
pu. Po premyti zostanud na imobilizovany antigén naviazané len
fagy s protilaitkami komplementdrnymi voci zvolenému epito-
pu. Proces premyvania roztokmi urcitej iénovej sily sa musi
niekol'ko krat opakovat tak, aby na konci zostali naviazané uz
len fagy s protildtkami s najvys$ou afinitou voci zvolenému an-
tigénu na svojom povrchu. Z tychto fagov sa ziska DNA, ktord
sa osekvenuje (identifikuji sa presne sekvencie, ktoré kéduje
nami hladant protildtku) a ndsledne sa pouzije na produkciu
tejto protilatky pomocou fadgov a baktérii. Je potrebné podo-
tknut, Ze takto moZno ziskat takmer akykolvek protein, nielen
protildtky, ¢o otvdra obrovsky potencidl tak v diagnostike, ale
aj v liecbe celej palety ochoreni.

Purifikdcia monoklondlnych protildtok je jednoduchsia ako
polyklondlnych. VyuZitie oboch typov protildtok (poly- a mo-
noklondlnych) sa ¢iasto¢ne l1i$i, napr. na aglutina¢né a precipi-
ta¢né reakcie st vhodné polyklondlne antiséra, pre ¢ast imuno-
analyz zase viac monoklondlne protilatky. Niekedy dochddza
ku nespecifickym vdzbdm diagnostickych IgG protildtok na an-
tigény cez ich Fc fragment, preto sa tento odstrarniuje odstiepe-
nim pomocou enzymu pepsinu a ndslednou purifikdciou. Takto
upravené F(ab) fragmenty sa po naviazan{ na signdlne znacky
(enzym, fluorofér a iné) pouZivaji ako konjugdty v imunoana-
Iyzach.

Imunochemické reakcie, ktoré sa vyuZzivaji na mikrobiolo-
gicku diagnostiku, sa konven¢ne nazyvaju sérologické metédy,
nakolko v medicine sa pdvodne zacali vyuzivat na dokaz urci-
tych zloZiek v krvnom sére. Sérologickymi metédami mozZno
dokazovat, resp. kvantifikovat tak mikrobidlne antigény, ako
aj Specifické antimikrobidlne protilatky (priamy aj nepriamy

ddkaz). V rdmci nepriamej diagnostiky okrem $pecifickych pro-
tilatok sa daju analyzovat aj reaktanty zdpalu, iné markery
infekcii a Specificky aktivované lymfocyty, ktoré vznikaju alebo
proliferuji v makroorganizme ako reakcia na infekciu. V klinic-
kej mikrobiolégii sa sérologické vySetrenia vyuZivaji najma
v pripadoch, kedy sa konkrétny patogén nedd kultivovat v pod-
mienkach Kklinickych laboratérii (napr. povodcovia syfilisu, vi-
rusovych hepatitid A aZ E a pod.), patogén je vysoko virulentny
(napr. pri riketsiézach), kultivacné techniky nie st bezne do-
stupné (napr. HIV alebo EBV) alebo kultiva¢né techniky st zdl-
havé a naro¢né (napr. respira¢né mykoplazmy a chlamydie).
Dokaz mikrobidlnych antigénov v krvi, resp. inom biologickom
materidli od chorych potvrdzuje aktudlnu pritomnost mikrobi-
dlnych antigénov v organizme, ale neddvaju informdcie o vita-
lite a niektorych inych vlastnostiach prislusnych mikroorganiz-
mov. Preto, najmd pri bakteridlnych a fungdlnych patogénoch,
moZu poskytnit Ciastkovy rychly vysledok pre skoré nasadenie
inicidlnej liecby, ale nemdzu nahradit priame, teda kultiva¢né,
resp. molekuldrno - genetické vySetrenie. Stanovenie $pecifi-
kych protilatok (nepriamy dékaz) dokazuje moznd, ale nie
istd pritomnost daného mikréba v organizme vys$etrovanej
osoby, nemusi znamenat infekciu, ale len tvorbu protilatok. Ich
nélez vo vztahu k moznej infekcii si vyZaduje expertnu inter-
pretéciu laboratérneho vysledku pre osetrujiceho lekdra a sami
o sebe nepredstavuji diagnézu infekcie. Vynimka je skonfirmo-
vany ddkaz anti HIV protildtok.

Ako priklad sérologického vySetrenia za tcelom priamej
diagnostiky je dokaz celularnych a extraceluldrnych mikro-
bidlnych produktov (napr. pneumokokovy antigén, stafyloko-
vy toxin, kandidovy mandn, povrchovy antigén HB virusu) po-
mocou $pecifickych protilatok, alebo bliz$ia charakterizdcia uz
izolovanych a druhovo identifikovanych patogénov (napr. na
urcenie sérotypu druhov enterobaktérii (Salmonella entrica,
E. coli, 8igel), vibrif, pneumokokov, meningokokov a inych, ale
aj virusov a dalsich taxénov, ¢iZe sérotypizacia.

Reaktanty zdpalu (napr. C - reaktivny protein) a iné markery
infekcii, ktoré okrem protilatok vytvara telo ¢loveka ako hu-
moralnu odpoved na infekciu, napr. prokalcitonin, neopterin,
presepsin, s - TREM-1 (rozpustny spustaci receptor na myelo-
idnych bunkéch), niektoré cytokiny a pod., sa tieZ vySetruji
sérologickymi metédami. Hoci nie sd vytvdrané vzdy len vy-
hradne v spojitosti s infekciou (reaktanty zdpalu s pritomné
v sére aj pri inych zdpalovych ochoreniach, napr. autoimunit-
nych procesoch) a nie s Specificky vytvorené len pri konkrér-
nej infekcii, st velkym prinosom pre diagnostiku a lie¢cbu mik-
robidlnych infekcii. Jednorazové stanovenie hladiny napr. CRP
alebo neopterinu napomdha odli$it napr. bakteridlnu a virusovia
infekciu. Opakované (sériové) stanovenie tychto markerov na-
pomdha ur¢it dynamiku mnohych mikrobidlnych ochorenf,
lebo odrdza priebeh a zdvaznost infekcie (v zmysle progresie
od kolonizdcie — lokalizovanej infekcie — systémovej infekcie,
resp. SIRS — sepse). St do urcitej miery aj prognostickymi
znakmi mozného vytstenia ochorenia (rekonvalescencia, chro-
nicky priebeh, progresia, reaktivdcia) a sd aj indikatory sprav-
nosti zvolenej antimikrobidlnej lie¢by. Preto je ich stanovenie
pri infekcidch integrdlnou stucastou mikrobiologickej diagnosti-
ky. Poc¢et humordlnych faktorov, ktoré st vyuZivané pre diag-
nostiku a sledovanie lie¢by infekcii, rastie z roka na rok. Na-
priklad novy marker na diagnostiku a monitorovanie
neuroborelidzy je chemokin atrahujuci B-lymfocyty (BCA, resp.
BCL-1, transla¢ny produkt CXCL13 génu, ktory atrahuje B-lym-
focyty a naviguje ich do miesta infekcie) md zvySené hodnoty
v likvore pri pacientoch s lymskou boreliézou postihujicou
CNS, najmad v jej skorych $tddiach, ¢asto uz pred zacatim intra-
tekdlnej tvorby anti-boréliovych protildtok. Tento ndrast hladiny
je vyznamny - je 100 aZ 1000-krét vyssi ako pri kontrolnej sku-
pine neinfikovanych oséb. Pri Gcinnej lie¢be jeho koncentracia
v likvore Kklesd v priebehu niekolkych tyZzdiiov. BCA hladiny
v likvore su ale rovnako vysoké pri niektorych inych ochore-
niach, napr. lymfémoch v CNS, tuberkul6ze meningov alebo
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neurosyfilise a tdto ne$pecificita musi byt pri interpretacii po-
zitivneho vysledku jeho stanovenia zohladnend komplexne
v suvislosti s vysledkami ostanych klinickych, laboratérnych
a fyzikdlnych vySetreni. Jeho vyhoda je teda dobrd dynamika,
ktora koreluje s rozvojom neuroinfekcie a ic¢inostou liecby (lep-
Sie ako pri sledovani terapeutického vysledku pomocou $peci-
fickych protildtok, kde to nie je vZdy mozné, lebo tiprava pro-
tildtkového indexu do referen¢ného rozmedzia po tcinnej ATB
terapii je omnoho pomalSie, ¢asto aj niekolko rokov) a jeho
nevyhodou spominand ne$pecificita. Tieto dva aspekty sérolo-
gickej diagnostiky vsetkych humorélnych faktorov infekcii pla-
tia univerzélne.

Popri vyuZiti sérologickych metdéd na klinickd diagnostiku
ochorenia pacientov sa v rdmci lekdrskej mikrobioldgie vykona-
vaju vysetrenia z preventivnych a epidemiologickych dovodov,
napr. za icelom vytvorenia imunologickych prehladov a na vy-
tvdranie stratégii ockovania.

1.21.2 Sérologicky dokaz pri diagnostike

ochorenia - indikacie
VySetrenie na dokaz mikrobidlnych antigénov a Specifickych

protildtok (¢i v zmysle stanovenia ich pritomnosti alebo urcenie

ich mnozZstva a avidity) patri medzi indikované mikrobiologické

laboratérne vySetrenia, lebo musi byf vykonané v ramci aktu-

dlnych uzdkonenych a/alebo lege artis definovanych diagnos-

tickych algoritmov, certifikovanymi diagnostickymi systémami

a najma interpretované $pecialistom. Pri indikdcii a interpre-

tacii vysledkov mikrobiologického, nota bene sérologického

vySetrenia, sa musi brat do tvahy:

¢ druhové charakteristiky suspektného infeké¢ného agens,

¢ patogenéza daného infekéného ochorenia,

¢ individudlny fyziologicky stav (napr. gravidita),

¢ vek a imunologickd reaktivita vySetrovanej osoby,

¢ komorbidity,

¢ udaje o aktudlnej terapii (napr. o antibiotickej, antiviro-
tickej, imunomodulaénej, radia¢nej alebo chemoterapii,
o hemoterapii, resp. o podani hyperiminnych imunoglo-
bulinov, transplantdcii),

¢ tudaje o dobe trvania infekéného ochorenia,

¢ epidemiologické stvislosti (napr. cestovatel'skd, profesij-
nd, socidlna alebo behaviordlna anamnéza) a informadcie
o ockovani,

¢ vhodny vyber biologického materidlu a spésob odberu,

¢ vhodny vyber a réoznorodé charakteristiky pouzitych mik-
robiologickych metodik, vrdtane ich nadvdznosti na iné
laboratéorne metodiky, resp. dalSie nelaboratérne vysetre-
nia.

AKk by sa tieto zdsady porusili, napr. vySetrenim vzorky v inak
profilovanom laboratérnom pracovisku (biochémie, imunolégie
a pod.), hoci s podobnou a dokonca modernej$ou pristrojovou
technoldgiou (napr. novsia generdcia multifunkénych automati-
zovanych imunoanalyzdtorov), bez mikrobiologickej erudicie
persondlu hrozi riziko, Ze klinik mo6Ze vysledok analyz interpre-
tovat chybne. Lekdrovi a pacientovi nestaci len sériovd produk-
cia laboratérnych vysledkov polyfunkénym automatom, potre-
buji ich individualizovant interpretdciu. Pozitivny ndlez
protildtok sa moZzu interpretovat v zmysle, Ze potvrdzuje prave
prebiehajicu infekciu a naopak - Ze ju vylucuje. Zjednoduse-
nym prikladom potreby mikrobiologickej interpretdcie je vyset-
renie $pecifickych protildtok u tehotnych v rdmci prenatdlneho
skriningu alebo po kontakte s infikovanou osobou (rubeola,
CMV), ¢i kontaktom so zvieratom, zeminou, resp. konzumdciou
tepelne neupraveného mdsa (toxoplazma). Ak sa laboratérnym
vySetrenim (napr. pomocou komplement viazucej reakcie)
v krvi Zeny v prvom trimestri tehotenstva dokdZu vyssie titre
protildtok proti niektorému z uvedenych patogénov a sérologic-
kou analyzou sa dalej potvrdia vyssie hladiny $pecifickych IgG
protilatok s vysokou aviditou, je vysoko pravdepodobné, Ze Zena

je imtnna a jej plod je chrdneny, a to aj napriek pripadnej pri-
tomnosti mikréba v jej organizme (napr. CMV, Toxoplasma gon-
dii a pod.), resp. aj napriek pritomnosti $pecifickych IgM v jej
krvi. MnoZstvo situdciif v rdmci laboratérnej diagnostiky infek¢-
nych ochoreni je velmi pestré a vyZaduju si dlhoro¢nt expertni
prax. Laboratérne vysledky musia byt interpretované mikrobio-
l6gom, ktory ich vie zdroveil skonzultovat s klinikom tak, aby
sa zabrénilo diagnostickym omylom. Vynimkou z nevyhnutnos-
ti interpretdcie vySetreni mikrobiolégom je sérologické vysetre-
nie darcov krvi, kedy mikrobiologické vySetrenie sliZi $pecific-
kému ucelu - skriningu markerov povodcov zdvaznych
infekénych ochoreni v krvi darcov tak, aby sa eliminovalo, resp.
znizilo riziko podat pacientovi kontaminovanu krv. Tu plati, Ze
pripadny pozitivny sérologicky nélez (ale aj molekuldrno-gene-
ticky, napr. HIV RNA) pri vySetrovani vzorky darcu je ultimdtom
pre hematoléga-transfuzioléga na vyradenie kontaminovanej
krvi z pouZitia, respektive vylacit suspektne infikovaného darcu
z darcovstva. Co sa v$ak tyka nésledného rie$enia pozitivneho
vysledku mikrobiologického skriningu vzorky samotného darcu,
je dalsi postup (konfirmdcia a pripadné celkové laboratérne do-
rieSenie ndlezu) vyluéne kompetenciou $pecialistu, teda mikro-
bioldga. Su aj iné pripady terénnej mikrobiologickej diagnostiky,
ktoré modze vykonat terénny pracovnik v rizikovej komunite
s obtiaZnou spoluprdcou (napr. intravenézni narkomani) alebo
oSetrujuci lekdr v ambulancii bez nutnosti asistencie mikrobio-
l6ga. Ide o rychle testy, ktoré maji jednoduchy uZzivatelsky for-
mdt (napr. plastové imunochromatografické kazety alebo maly
stolovy jednotcelovy imunochemicky analyzdtor alebo MG).
MoZe to byt bud priamy dékaz humdaneho patogéna vo vzorke,
ktory umoziuje zvdc$a jednoducht interpretdciu pozitivneho
vysledku (napr. antigény S. pyogenes, C. trachomatis, virusu
chripky), alebo rychle stanovenia reaktantu zdpalu (CRP), resp.
niekedy aj dokaz protildtok (napr. antiHIV v slindch). Niektoré
sa tak moZu pouZzivat nielen ako terénne skriningové testy, ale
aj ako ,,Point-of-care testy” (POCT) alebo ,bedside testy“, ktoré
st definované ako lekdrske diagnostické testovanie na mieste
starostlivosti alebo v jeho blizkosti - to znamend v ¢ase a mies-
te bezprostrednej starostlivosti o pacienta (ambulancie, nemoc-
ni¢né oddelenia a pod.). Takéto testovanie md len orienta¢ny
charakter s cielom zacat cielenu liecbu bezprostredne po vySet-
reni pacienta s tym, Ze vo vdcsine pripadov si vyZaduju ndsled-
nd komplexnt diagnostiku v mikrobiologickom laboratériu.
Treba zdroveil uviest, Ze na Slovensku zatial zdravotné poistov-
ne nie su takej diagnostike naklonené (nie st uhrddzané z ve-
rejného zdravotného poistenia), s vynimkou stanovenia CRP
v ambulancidch pediatrov.

Sérologické vysetrenia na dokaz pritomnosti $pecifikych
protildtok (anti HIV, anti HBc, anti HCV, protilatky tried IgG
a IgM proti HSV, CMV, VZV a EBV, Specificke a nespefické an-
titreponémové protildtky, protilatky tried IgG a IgM proti Toxo-
plasma gondii, resp. aj anti HTLV, JC a BK a iné) st vhodné
na predtransplanta¢ny mikrobiologicky skining tak darcu,
ako aj prijemcu (zistovanie ich imunostatusu a tomu zodpove-
dajticu vzdjomnd kompatibilitu), nie st ale va¢sinou vhodné
na potransplanta¢ny monitoring prijemcu.

DOKAZ MIKROB[ALNYCH ANTIGEN,OV PRI
DIAGNOSTIKE POVODCOV INFEKCII V KLINICKOM
MATERIALI A JEHO INTERPRETACIA

Dokaz Specifickych mikrobidlnych antigénov patri spolu
s mikroskopiou, kultivaciou a s dokazom dal$ich mikrobidlnych
molekuldrnych zloZiek, ako st proteinové spektrd pomocou
MALDI TOF a $pecifickych sekvencii mikrobidlnych nukleovych
kyselin, napr. pomocou hybridiza¢nych sond alebo polymerazo-
vej retazovej reakcie (PCR), k metédam priameho dokazu infek¢-
ného agens. Dokaz mikrobidlnych antigénov sa najcastejsie vy-
uziva pri laboratérnej diagnostike virusovych infekcii z krvného
séra (antigény HBV, HCV a HIV). Je moZny aj z bielych krviniek
(z tzv. buffy coat), napr. pri sledovani antigenémie (hladina an-
tigénu pp65 CMV) v rdmci monitoringu aktivdcie cytomegalovi-
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rusu u transplantovanych pacientov. V krvi sa d4 urobit aj terén-
ne testovanie na pritomnost parazitirnych antigénov, napr.
$pecifickych antigénov plazmddii pri podozreni na maldriu. Sta-
novenia mikrobidlnych antigénov je moZné aj v inom biologic-
kom mareridli, napr. v likvore, vo vyteroch, v mo¢i, stolici, slzadch
a pod. Najcastejsie mikrobiologické vySetrenia na dokaz antigé-
nov mikrébov v klinickom materidli s uvedené v tab. 1.21.1.

Tab. 1.21.1. Dokaz antigénov mikrobidlnych pévodcov ochoreni
v klinickom materidli - priklady.

Mikrobidlni pévodcovia | Materidl a ochorenie Metéda
Streptococcus pyogenes vyter z krku pri ICH
tonzilofaryngitide (napr.v
ramci ambulantnych
vySetreni), t. ¢. sa u nds
nevykonava
Streptococcus agalactiae vyter z vaginy ICH
virusy chripky A alebo B | vyter z nosa alebo krku pri
respira¢nych infektoch
HBsAg, HBeAg, HBcrAg sérum ELISA
HCVcAg (core antigén) ilA
HIV p24
CMV pp65
ainé
Respirac¢né virusy - 20 slz pri epidemickej ICH
respiraény syncycialny keratokonjunktivitide alebo
virus, adenovirusy z vyterov hornych dychacich
z respirac¢ného traktu a o¢i | ciest pri respira¢nych
infektoch pre vSetky uvedené
virusy
pneumokoky, Legionella v moc¢i pri pneumdniach ICH
pneumophila
Aspergillus spp., BAL ELISA,
C. neoformans, krv LA
Candida spp. IF
Pneumocystis jirovecti
Chlamydia trachomatis vo vzorkdch z urogenitdlneho IF
traktu alebo vo vytere
z konjuktiv (napr. pri
novorodencoch)
povodcovia v likvore RPLA
hnisavych meningitid
(Streptococcus agalactiae,
H. influenzae typ
b, S. pneumoniae,
N. meningitidis skup.
A, C, Y, W135,
N. meningitidis sk. B,
E. coli K1, Cryptococcus
neoformans)
rotavirusy, norovirusy stolica* ICH
a adenovirusy pri
gastroenteritidach
Clostridioides v stolici pri hnacke * ICH
difficile (antigén alebo
toxiny A a B)
Helicobacter pylori v stolici* ICH
Cryptosporidium spp., koproantigén zo stolice* ELISA
Entamoeba histolytica,
Giardia intestinalis
Enterohemoragické E. coli | Shiga toxin v stolici ELISA,
EHEC RPLA

Vysvetlivky: * nie tampoén rekta, ICH - imunochromatografia,

ELISA - enzymovd imunoanalyza, IA - ind imunoanalyza,

LA - latexovd aglutindcia, RPLA - nepriama spdtnd latexovd aglutindcia,
IF - imunofluorescencia.

Dokaz mikrobidlnych antigénov v klinickych vzorkach patri
vacésinou medzi rychlu diagnostiku (tzv. rapid test). Imunoche-
mické metédy, ktorymi dokazujeme antigén v biologickych
vzorkdch st rozne - precipitdcia v géli, latexovad aglutindcia,

ELISA, IF a imunochromatografia. Na rozdiel od hore uvede-
nych bed side a terénnych testov, pri laboratérnej diagnostike
niektorych antigénov je interpretdcia vysledkov testov ndro¢nd,
napr. pri dokaze antigénov mikromycét - galaktomananu,
resp. mananu (Aspergillus spp., Candida spp.), pripadne
1,3B-glukdnu (panfungdlny antigén) cirkulujicich v krvi rdmci
sledovania invazivnych mykéz u imunokompromitovanych pa-
cientov. Diagnostickym problémom tu moéZe byt odliSenie bez-
vyznamnej mykoantigenémie (antigény pochddzajice z mikro-
bioty pacienta; z antibiotik podanych pacientovi, ktoré boli
vyprodukované kultirami vldknitych hib) od invazivnej infek-
cie. Pri systémovych mykézach a negativnom vysledku testu na
pritomnost mykoantigénu v sére moZe byt naopak pri¢inou aj
nepravidelné uvoltiovanie mykotického antigénu do cirkuldcie
a jeho rychla elimindcia retikuloendotelovym systémom. Tu
mozZno rie$it problém sériovymi odbermi krvi a tym zvysit
pravdepodobnost ziskaf vzorku séra s antigénom (podobne ako
pri hemokulttrach). Dokaz antigénu v klinickom materidli sa
zacal pouZivat aj mykobakteriologickt diagnostiku, napr. v po-
slednych rokoch sa vyuZiva imunochromatograficky test na do-
kaz proteinu MPT 64, ktorého produkcia je $pecificka pre druhy
M. tuberculosis komplexu.

Pritomnost antigénov (vratane toxinov a enzymov Specific-
kych pre dany patogén) sved¢i pre to, Ze prislusny mikréb je
v odobratom materidli a to bud Zivy, devitalizovany alebo roz-
padnuty a s vysokou pravdepodobnostou zodpovedé za klinic-
ké priznaky, kvoli ktorym chorého vySetrujeme. Negativny vy-
sledok testu na dokaz pritomnosti antigénu v$ak nemusi vzdy
znamenat, Ze infek¢ény agens sa v organizme nenachddza, resp.
nevyvoldva aktudlne symptémy ochorenia. Jeho antigén moze
byt pritomny v imunokomplexoch, m6Ze byt vo velmi nizkej
hladine mimo detekéného limitu danej diagnostickej metédy
alebo ide o pozmeneny antigén zmutovaného kmetia (napr. tzv.
escape mutanty VHB) a tak nie je obvyklymi met6dami diag-
nosticky detegovatelny.

Pri chronickej VHB navySe vdaka mutdciam pocas chronic-
kého priebehu infekcie alebo z inych doévodov (imunitny tlak ,
poOsobenie antivirotik) m6Ze dany kmen virusu prestat tvorit
antigén. Pricinou si predovsetkym spontdnne mutdcie v do-
sledku nizkej repara¢nej schopnosti polymerdzy virusu hepati-
tidy B. Tie sa prejavuju najCastejSie v oblasti precore a core
promotora. Frekvencia mutdcii precore a core prométorov sa
liSia v z4vislosti od genotypu HBV. Najcastejsie sa vyskytujica
mutdcia v precore (G1896A) vedie k vytvoreniu stop kodénu
a to potom vedie k strate HBeAg pri takto zmutovanych kme-
fioch VHB s genotypom D. Takto podmienend HBeAg negativna
VHB vedie nielen ku problémom v jej diagnostike, ale predo-
vSetkym zhor$uje priebeh ochorenia.

V poslednych rokoch sa vdaka pokroku v diagnostike vyuZi-
tie stanovenia mikrobidlnych antigénov posunulo dalej, ako bol
len priamy dokaz patogénov kvalitativnymi metdédami (kvali-
tatfivna ELISA, imunochromatografia a pod). Ich kvantitativ-
nym stanovenim sa zdokonalilo sledovanie progresie alebo
stratifikacie ochorenia a lep$i meneZment terapie (na roz-
hodnutie o jej zacati, pokracovani alebo ukonceni). Prikladom
je HBsAg pri virusovej hepatitide typu B. Jeho kvalitativne sta-
novenie po desatrocia slizilo len na odhalenie infekcie. Po za-
vedeni terapie chronickej HBV modernymi antivirotikami sa
zistilo, Ze kvantitativne stanovenie HBsAg spolu s kvantitativ-
nym stanovenim HBV- DNA (resp. aj HBV RNA) umoziuje z4-
sadnym spOosobom meneZovat jej liecbu. Bol objaveny aj novy
marker chronickej HBV infekcie, HBCrAg, ktory sa dd stanovit
kvantitativne v sére. Jeho dynamika v krvi koreluje vyznamne
s mnozstvom intrahepatdlnej HBV cccDNA a tym sa HBcrAg
stal potencidlnym alternativnym markerom cccDNA (ktord sa
d4 ziskat len biopsiou pecene). Je uzito¢nym markerom na mo-
nitorovanie ochorenia, prognostickym markerom odpovede na
lie¢bu a progresie ochorenia chronickej hepatitidy B aj v pripa-
doch, kedy mnozstvo HBV DNA v sére poklesne pod detegova-
telné mnozstvo. Podobnym prikladom Kklinického vyuZitia
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kvantitativneho stanovenia virusového antigénu je aj spomina-
né stanovenie antigenémie pri CMV infekcii pri transplantova-
nych pacientoch, nakolko jej zvySenie v periférnej krvi pred-
chddza klinickym priznakom a umoziiuje predist zdvaZnym
komplikédciam.

SEROLOGICKA IDENTIFIKACIA IZOLOVANYCH
MIKROORGANIZMOV URCENIM ICH ANTIGENOVEJ
SKLADBY. SEROLOGICKE DOKAZY FAKTOROV
VIRULENCIE A ATB REZISTENCIE

Dokaz antigénov v inom ako klinickom materidli sa pouZiva
aj na identifikdciu izolovaného mikroorganizmu, na bliZsiu cha-
rakteristiku druhovo identifikovaného kmetia mikroorganizmu
alebo pri potrebe urdit jeho virulenciu. Pre identifikdciu sa po-
uZziva sérotypizdcia, ktord sa vac¢sinou vykondva ako nadstavbo-
va diagnostika bud na $pecializovanych pracoviskach, alebo
v referenénych laboratériach v rdmci zdravotnictva a na niekto-
rych pracoviskdch inych rezortov (napr. veterindrnej a potravi-
novej inSpekcie). Vysledky ich sérologickych analyz casto slud-
Zia najmd pre preventivne protiepidemické opatrenia (pri
salmonelézach, pneumokokovych infekcidch, poliomyelitide),
vratane pripravy ockovacich latok (chripka). Vykondvaji aj
bliz§ie urcenie patogénneho potencidlu izolovanych kmeriov,
predovsetkym tvorba bakteridlnych toxinov (S. aureus, C. difte-
riae a pod.).

Sérologickymi metédami na dokaz antigénov (latexové aglu-
tindcia, imunochromatografia, ELISA) sa daji dokézat aj niekto-
ré molekuldrne markery rezistencie na antibiotika.

V stcasnosti je sérologicky dokaz markerov virulencie a re-
zistencie na antibiotikd postupne nahrddzany molekuldrno-ge-
netickymi met6dami, zaloZenymi na dokaze $pecifickej sekven-
cie nukleovych kyselin.

Sérotypizdcia

Urcenim sérotypu alebo sérovaru sa zistuje antigénova pre-
menlivost v rdmci druhov a poddruhov baktérii alebo virusov,
ktort moZno identifikovat sérologickymi metédami. Sérotyp je
taxonomické zaradenie izolovaného kmena v podrobnejsej kla-
sifikdcii baktérii a virusov na molekuldrnej trovni, ktoré je pod-
mienené rozli¢nou skladbou antigénov na ich povrchu. Séroty-
pizdcia patri medzi priame mikrobiologické diagnostické
metddy. NajcastejSie nasleduje po izoldcii a biochemickej iden-
tifikacii bakteridlneho druhu, nakol'ko va¢sinou si vyzaduje Cis-
ta kultdru. Sérotypizécia sa vyuZiva tam, kde bezné morfo-
logické, kultivacné a biochemické diagnostické postupy
neumoZziuju dostato¢ne charakterizovat najma klinicky a epi-
demiologicky vyznamné kmene. Identifikuji sa niou baktérie
bud na druhovi droven (napriklad Streptococcus pyogenes,
S. agalactiae a inych druhov f-hemolytickych streptokov, Sal-
monella enterica), alebo na poddruhovi troven - ako sd sé-
roskupiny, napr. sérotypizécia rodu Shigella spp. na séroskupi-
ny A-D, resp. druhy (A - Shigella dysenteriae, B - Shigella
flexneri, C - Shigella boydii a D - Shigella sonnei) a na sérotypy
(napriklad salmonely a enterovirulentné E.coli, shigely, Yersinia
enterocolitica, Yersinia pseudotuberculosis, Vibrio cholerae
a Campylobacter jejuni). Sérotypizdcia sa pouZiva aj pri patogé-
noch ako st Legionella pneumophila, Listeria monocytogenes,
Pseudomonas aeruginosa, Neisseria meningitidis, Haemophilus
influenzae, Streptococcus pneumoniae alebo Clostridium perfrin-
gens.

Podstatou sérotypizdcie je imunochemickd reakcia medzi pro-
tildtkami (so zndmou antigénnou komplementaritou), obsiahnu-
tych v Specifickych diagnostickych antisérach, a antigénmi iden-
tifikovanej baktérie. Ako antigénny komplex sa pouZiva suspenzia
baktérif z izolovaného kmena (napr. E coli), alebo ich antigénny
extrakt (druhy B-hemolytickych streptokov). Ak je pri danom
bakteridlnom druhu zndmy velky pocet sérotypov (napr. v pripa-
de Salmonella enterica je ich asi 2500), vySetrované vzorky sa
najprv testuji sadami polyspecifickych antisér, ktoré obsahuji
zmes viacerych protildtok proti jednotlivym antigénovym typom

daného druhu baktérie. Ak je vysledok reakcie pozitivny s nie-
ktorym z poly$pecifickych antisér, baktérie sa aglutinuji s jed-
notlivymi monospecifickymi antisérami, ktoré tvorili zmes proti-
latok v pozitivne reagujicom polySpecifickom antisére.

Volba sérologickej techniky a priprava testovanej baktérie
zévisi od charakteru vySetrovaného antigénu a jeho uloZenia
v bakteridlnej bunke. V mikrobiologickej diagnostickej praxi sa
najcastejsie sérotypizuju baktérie pomocou skli¢kovej aglutina-
cie (somatické a bicikové antigény salmonel, shigel, E.coli,
atd.), ale k dispozicii st aj komer¢né testy zaloZené na princi-
pe latexovej aglutindcie (napr. polysacharidové skupinové anti-
gény streptokokov, puzdrové antigény S. pneumoniae). Menej
¢asto sa pouZiva precipitdcia (pévodnd reakcia pouZitd na séro-
typizdciu streptokokov Lancefieldovou), imunodiftizia a imuno-
fluorescencia.

Neufeldova reakcia

Neufeldova reakcia (,napuciavanie puzdra“, v nemeckom ja-
zyku gellung) sa pouZziva pri sérotypizacii baktérii na zdklade
ich puzdrového antigénu (N. meningitidis, H. influenzae,
S. pneumoniae), kde naviazanie $pecifickych protildtok vyvold
zmenu optickej hustoty okolo baktérii komplementdrneho sé-
rotypu, pozorovanej zmenou lomu svetla pod mikroskopom
(tzv. halo efekt).

Sérotypizécia virusov (virusy chripky, enterovirusy, adenovi-
rusy, parvovirusy a pod.) sa robi klasickymi virologickymi me-
tédami (napr. hemaglutina¢no-inhibi¢ny test pri chripke, virus-
-neutraliza¢ny test pri arbovir6zach) a inymi sérologickymi
metodikami (ELISA, imunofluorescencia a pod.).

Sérologické dokazy bakteridlnych toxinov (faktorov
virulencie)

Na dokaz produkcie toxinov niektorym druhom baktérie nie
je vzdy potrebnd jeho ¢istd kultira, moZno ich dokdazat aj
v inom ako klinickom materidli (potravindch, ndpojoch a pod.).
Toxin sa dokédZe priamo v homogenizovanej vzorke potraviny
alebo v ndpoji citlivou imunochemickou metédou (napr.ELISA).
Medzi faktory, ktoré sa laboratérne testuju pri uréitych uz izo-
lovanych a identifikovanych sérotypoch baktérii, napr. na
E. coli, sérotyp O 157 : H7(EHEC) su Shiga like toxiny 1 a 2.
Pri kmernioch ETEC sa dokazuju labilné enterotoxiny (LT) a te-
pelne stabilné enterotoxiny (ST). E. coli. Pri alimentdrnych en-
terotoxikdzach sa vykondva sérologickd detekcia enterotoxinov
Bacillus cereus, enterotoxinov A aZ D produkovanych toxiko-
génnymi kmenimi S. aureus a enterotoxinov Clostridium perfrin-
gens pomocou reverznej pasivnej latexovej aglutindcie (RPLA)
alebo inymi imunochemickymi testami. Pri klinicky zdvaZnych
stafylokokovych infekcidch pacientov sa vySetruje produkcia
prislusnych toxinov (napr. TSST-1, stafylokokovych exfolia¢-
nych toxinov, Panton-Valentine leukocidinu) kmeniom S. aureus
ziskaného z klinického materidlu.

Tab. 1 21. 2. Priklady imunochemicky dokazovanych bakteridlnych
toxinov v klinickom materidly alebo v potravinich

Mikroorganizmus | Vy$etrovany material Metéda
Staphylococcus potraviny na stafylokovy enterotoxin RPLA
aureus A-D

izolat na produkciu TSST, EXT
Alimentarne potraviny na pritomnost Vibrio RPLA,
ndkazy vyvolané | cholerae enterotoxin (CT) ELISA
baktériami a termolabilny alebo termostabilny
Escherichia coli, enterotoxin (LT, ST) Escherichia coli ,
Clostridium Clostridium perfringens enterotoxin,
perfringens, Bacillus cereus enterotoxin atd.
Bacillus cereus

Vysvetlivky: ELISA - enzymova imunoanalyza, RPLA - nepriama spatnd
latexovd aglutindcia.
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Imunochemické dékazy antigénnych struktiir faktorov
rezistencie na ATB

Konfirmécia (potvrdenie identity) MecA génu pri suspekt-
nom MRSA kmeni (suspektnom na zdklade ur¢enia inhibi¢nej
zony cefoxitinu pri diskovej metéde stanovenia citlivosti) mo-
lekuldrno-genetickym vySetrenim vyZzaduje ¢as niekolko hodin
a pomerne dobré vybavenie laboratéria. Jednoduchsi je v tom-
to pripade fenotypovy doékaz pritomnosti zmutovaného bakteri-
dlneho protefnu viaziceho penicilin 2a (PBP2) v izolovanom
kmeni zlatého stafylokoka pomocou latexovej aglutindcie alebo
inou imunochemickou metédou. Dokazovany zmeneny prote-
in, resp. dokazovany enzym pri tychto metédach predstavuje
svojou Struktdrou epitopovy ciel, ktory rozpoznévaju $pecifické
diagnostické protildtky a viaZu sa nail. Vzniknuty imunokom-
plex sa potom vizualizuje sp6sobom, ktory je charakteristicky
pre zvolenu diagnosticki metédu (napr. pri latexovej aglutinacii
je to vznik zrazeniny - aglutindtu). Sem patria aj metédy na
dokaz karbapenemdz a inych enzymov Stiepiacich antibiotika
pri izolovanych bakteridlnych kmernioch z klinického materidlu
pomocou diagnostickych protildtok v imunochromatografic-
kych metédach.

1.21.3 Metodické zdklady dokazu tvorby

protilatok, stanovenie ich hladin
a sledovanie ich dynamiky pri infekciach

Doékaz pritomnosti protilatok sa vykondva bud za tcéelom
potvrdenia alebo vylicenia infekcie spdsobenej prislusnym
agens alebo za ucelom zistit, ¢i vySetrovand osoba mé protilat-
ky proti prislusnému agens (napriklad po imunizdcii). Metodi-
ky stanovenia protildtok musia byt kvantitativne (stanovenie
konkrétnejho mnozZstva, napr. metddy kvantitativnej ELISA)
alebo semikvantitativne (riedenie séra alebo titre, napr. KVR,
nepriama imunofluorescencia a iné), aby sa dala sledovat ich
dynamika v krvi (ndrast ¢i pokles tvorby).V mikrobiolégii, na
rozdiel od inych laboratérnych odborov v uréitom ¢asovom tse-
ku, pri stanovovani $pecifickych protildtok vac¢sinou neexistuje
popula¢néd norma (okrem niekolkych vynimiek). Problém je aj
s medzilaboratérnou porovnatelnostou vysledkov sérologic-
kych analyz ziskanych r6znymi metodikami na réznych praco-
viskdch. Je to tym, Ze existuje mélo medzindrodnych kalibrac-
nych materidlov, to znamend kvalitativnych aj kvantitativnych
Standardov jednotlivych mikrobidlnych antigénov a prislusnych
antisér. Pri niektorych mikrobidlnych markeroch také medziné-
rodné kalibrdtory s, napr. anti - HBsAg, protildtky proti toxinu
B. pertusis, ASLO a pod. Na ich zdklade sa dal zjednotit systém
mernych jednotiek koncentrdcie, resp. mnozstva antigénu ale-
bo $pecifickych protildtok (podobne ako je systém SI vo fyzike).
Pri metodikach, kde existuje medzindrodny $tandard, majd vy-
robcovia diagnostik vdc¢Sinu svojich testov kalibrovanych na
tieto Standardy. Preto st pri nich vysledky analyz uddvané
v medzindrodnych jednotkdch (International Unit - IU) a tieto
st aj medzilaboratérne porovnatelné. PretoZe vac$ina sérologic-
kych parametrov nie je Standardizovand a vyrobcovia diagnos-
tik na stanovenie protildtok proti jednotlivym patogénom pou-
Zivaji rdzne typy antigénov (nativne, celotelové, subjednotkové,
syntetické, rekombinantné atd.) a roézne typy protilatok (poly-
klondlne antiséra rézneho Zivo¢isneho povodu, monoklondlne
protildtky), je heterogenita v diagnostickych stpravach, ktorymi
sa jednotlivé parametre stanovujd, velkd. Preto sa vysledky
udédvaju v réznych jednotkdch - titre, arbitrdrne jednotky,
ELISA jednotky a pod., alebo sa uvddzajt indexy pozitivity (po-
mer nameranej hodnoty vzorky vo¢i hodnote pozitivnej kontro-
ly), cut off (priemer hodnoét pozitivnych kontrol), optické den-
zity (intenzita signdlu v spektrofotometrickom merani a pod.
Tieto rozdielnosti musi rie$it mikrobiolég tym, Ze jednak na
svojom pracovisku zabezpec¢i optimdlne nastavenie metodik
a overi ich validitu, jednak odhali chybové vysledky a aj tym,
Ze Kklinikovi zinterpretuje vo vysledku, resp. pri konzultécii,

analytické tdaje vo vztahu k ochoreniu konkrétneho pacienta.
Interpretdcia laboratérneho vysledku md klinikovi poskytnuf
informdciu, do akej miery sa zhoduju vysledky analyz vysetro-
vaného séra pacienta s interpretaénym klti¢om vyrobcu in vitro
diagnostika pre danu diagnézu a odborny ndzor mikrobioléga,
ktory metodiku garantuje, na laboratérny ndlez vo vztahu
k predpokladanej diagnéze. Vydédvanie analytickych tdajov
v sérolégii bez interpretédcie (len ,,nejaké ¢isla®, resp. pozit. ale-
bo negat.) je velmi insuficientnd informdcia a hrubd odborna
nedbalost laboratéria, ktoré analyzu vykonalo (pozri subkapi-
tolu 1.24. Vysledok laboratérnej diagnostiky).

Optimalizdcia metodik v sérologickom laboratériu musi vy-
chddzat z jeho postavenia - ak je ur¢ené na vyhladdvanie (skri-
ning) infikovanych (napr. HIV, virusovymi hepatitidami, syfili-
som) transfiznou sluzbou, musi mat v zdkladom testovani
metédy alebo diagnostikd s ¢o najvyssou citlivostou, aby za-
chytil akykolvek pripad moZnej infekcie. Naopak, pracovisko
nadstavbovej diagnostiky (napr. referenéné pracoviska pre
dané infekcie) musi pouZivat diagnostikd a met6dy s vysokou
$pecificitou tak, aby vedeli odli$it skuto¢ne infikované osoby
od osdb, ktorych vzorky boli v skriningu reaktivne, ale nie su
v skutoénosti infikované. Medzi senzitivitou (citlivostou,
schopnost testu odhalitf medzi vzorkami tie, ktoré pochddzaju
od pacientov s ur¢itym ochorenim alebo podozrenim, Ze maji
dané ochorenie) a $pecifickostou (schopnost urcitej diagnostic-
kej metédy potvrdif alebo vylacit konkrétne ochorenie) labo-
ratérnych testov je nepriamo timerny vztah - ¢im je test citli-
vej8i, tym je menej $pecificky a naopak. Moderné pracovisko
klinickej mikrobiolégie musi spliat casto obe poZiadavky
a musi byt pri nastavovani diagnostiky pripravené na rieSenie
pripadov vacésiny infekcii komplexne a poskytovat vysledky
diagnostiky v redlnom, resp. v ¢o najkratsom case. Preto by
malo pouzivat na vyhladadvanie citlivé testy (napr. KVR) a za-
roveni vykondvat aj $pecifické metodiky na dorie$enie pozitiv-
nych vysledkov (kvalitné ELISA testy pre rozne triedy
imunoglobulinov, testy avidity, western bloty, ale aj molekuldr-
no-genetické testy pre priamy dékaz patogéna a pod.) tak, aby
dokdzali potvrdit, resp. vylucit infekciu. Mikrobiologické labo-
ratérium napr. zabezpedi aj to, Ze pri sledovani dynamiky pro-
tildtok z dvoch néslednych alebo sériovych odberov krvi jed-
ného pacienta sa vykond stanovenie hladiny protilatok
rovnakou kvantitativnou (resp. semikvantivnou) metodikou. Je
najlepsie vykonat ich paralelne. To, Ze vysledky vy$etren{ pa-
cienta ziskané dvomi rozdielnymi metédami sa nedaji porov-
nat a ani sa nedd posudit dynamika protilatok, si musi byt
lekar vedomy v pripade, Ze sa rozhodne zaslaf vzorky z dvoch
néslednych odberov krvi pacienta do dvoch rozdielnych labo-
ratérii. Na diagnostické ticely je potrebné zvycajne vysetrit dve
vzorky séra (ale aj inych telesnych tekutin), odobranych v od-
stupe zvyc¢ajne 10 - 14 dnf a je potrebné preukazat signifikant-
né (vyznamné) zmeny hladiny. Optimélna diZka intervalu me-
dzi oboma odbermi sa v$ak li$i podla okolnosti. Pri akitnych
infekcidch (chripka, infek¢nd mononukle6za) staci niekedy od-
stup len jeden tyzden. Pri chronicky prebiehajtcich infekcidch,
napr. pri lymskej boreli6ze, by interval medzi odbermi mal byt
4 - 6 tyzdiiov. Pri kvantitativnych metodikdch, ktorymi stano-
vujeme presnt vySku hladin jednotlivych tried $pecifickych
imunoglobulinov pomocou modernych a $tandardizovanych
imunoanalyz (napr. anti-HBsAg pomocou EIA a inych) na zé-
klade kalibra¢nej krivky mozno stanovit presnd hodnotu a tym
omnoho presnejsie sledovat zmeny v dynamike tvorby protilé-
tok. To znamend, Ze nie je potrebné na zhodnotenie zmeny
dynamiky dosiahnut aZ $tvorndsobny ndrast hladiny v sére,
ako je to pri semikvantitativnom stanoveni titra. Sta¢i zazna-
menat aj ndrast o 25 - 50 % oproti hodnote v prvej vzorke. Tym
sa skrati potrebnd doba odstupu medzi dvoma odbermi. Sta-
novenie titra protildtok (¢o je obratend hodnota riedenia séra)
pri semikvantitativnych metodikdch (napr. pri komplement
viaZucej reakcii - KVR) je jednak menej presnejsie (chyba rie-
denia najmd pri mikrometédach) a tyka sa zvd¢sa stanovenia
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IgG a IgM naraz, teda stanovenie zmesi $pecifickych protildtok,
pritom ale nedeteguje Specifické IgA. Musi byt dodrZany od-
stup 12 - 14 dni tak, aby bol ndrast titra signifikantny (zvyse-
nie o dve riedenia séra). Zvysenie o jedno riedenie by mohlo
byt iba dosledkom laboratérnej chyby v postupe riedenia), pre-
to je nevyhnutné potvrdit recentni infekciu aZz na zdklade
§tvorndsobého zvySenia hladiny protilatok. Vzhladom na po-
trebu pomoct pacientovi ¢o najskor, nasadit mu terapiu alebo
urobit potrebné preventivne opatrenia, je taky interval privel-
mi dlhy a vySetrenie md vacSinou uZ len retrospektivhu hod-
notu. Pri niektorych ochoreniach mozno diagnostikovat infek-
ciu zo sérologickych vysledkov komplexného vySetrenia jednej
vzorky (dplny izotypovy a kvantitativny profil $pecifickych
protilatok voci celotelovym alebo jednotlivym antigénom, avi-
dita Specifickych IgG atd.) napr. pomocou sady kvantitativnhych
ELISA, LIA alebo FIA testov, Western blotu a inych testov, ¢o
ale zvysi cenu vySetrenia pacientovej vzorky. Ojedinele sa ako
doplnkové vySetrenie analyzuju protilatky jednoduchym doka-
zom pomocou metdd, ako je protismernd imunodifiizia v jed-
nej vzorke séra v spojeni s klinickym obrazom, epidemiologic-
kou anamnézou, kultivaénym a mikroskopickym vySetrenim
(napr. pri infekcidch primdrne patogénnymi mikromycétami -
Coccidioides immitis, Paracoccidioides brasiliensis a pod.).

Doékaz protildtok ako diagnostickych markerov prebie-
hajucej infekcie

Stratégia sérologického vySetrenia protildtok v mikrobiol6gii
vychddza zo stanovenia profilu protildtok (IgG, IgM, IgA, rep.
aj IgE) vodi patogénu ¢i jeho antigénom, ich vzdjomnej konste-
lacie a sledovania ich dynamiky, teda nie z referenéného rozsa-
hu r6znych parametrov, ako je to pri biochemickych, hemato-
logickych alebo imunologickych parametroch. Z jednoduchého
nélezu protildtok nemoZno vac¢Sinou stanovit iplnd diagnézu,
a to niekedy ani stanovenim mnoZstva protildtok, ¢iZe ich hla-
diny alebo titrov. Ndlez protildtok sved¢i jednoznacne len
0 tom, Ze vySetrovand osoba pri$la niekedy v Zivote s prislus-
nym agens do kontaktu, resp. presnejsie do kontaktu s antigén-
mi prisluSného agens. Aj pri metodikdch, kde sa zaviedol sys-
tém referenéného rozsahu, tzv. pozitivny alebo signifikantny
titer, zostdva to len Statisticky parameter a nedd sa mechanicky
pouZit pri vSetkych konkrétnych pripadoch. Rovnako plati, Ze
osoba s vysokym titrom alebo hladinou protildtok v krvi moze
byt dplne zdravad a naopak, osoba s nizkym alebo hrani¢nym
titrom (resp. hladinou) moéze prave prekondvat akttne $tadium
ochorenia. K diagnéze prdve prebiehajtcej infekcie je potrebné
dokdzat jednu z dvoch moZnosti kvalitivnych a kvantitivnych
zmien v sére, ktoré su typické pre primdrnu alebo sekunddrnu
protildtkovd odpoved pri danom ochoreni. V prvom pripade to
znamend, Ze v kritickom obdobi do$lo bud ku sérokonverzii
alebo k ndstupu tvorby véasnych protildtok. Sérokonverziou sa
nazyva zmena markerov infekcie v krvi, napr. zmena antigené-
mie (vtedy antigén patogénu cirkuluje v krvi v dokdzatenom
mnoZstve) na dokaz pritomnosti $pecifickych protilatok IgM
alebo IgA (resp. aj IgE) a postupny ndrast hladiny nizkoavidné-
ho $pecifického IgG (v€asné protilatky, obr. 1.21.1). Tieto proti-
latky sa nazyvaju vcasné (skoré) protilatky a ich hladina sa
zvySuje pomalsie, ako pri sekunddrnej protildtkovej odpovedi.
V niektorych pripadoch moZno dokézat aj pokles ¢i fluktudciu
$pecifickych protildtok IgM alebo IgA pri zvySovani hladiny
IgG. V testoch, ktoré zachytdvaju Specifické protilatky IgM
a IgG naraz (KVR), moZno dokézat len zaciatok tvorby a/ alebo
ndrast titrov zmesy $pecifickych protildtok. Oba pripady st cha-
rakteristické pre primoinfekciu. Pri detekcii antigénov aj proti-
latok sa ukdzalo, Ze existujui vyznamné rozdiely medzi testami,
¢i uZz na zédklade met6dy alebo pdévodu diagnostického setu
(vyrobky jednotlivych doddvatelov diagnostik), takze vyrobok
jedného dodavatefa mozZe detegovat sérologicky parameter
skor, ako test iného vyrobcu. To je potrebné zohladnit v stra-
tégii volby ¢asu odberu vzoriek, volby diagnostického postupu
a tieZ v interpret4cii.

T Tyidne

Obr. 1.21.1. Priebeh primarnej protilatkovej odpovede pri infekcii

T. gondii (upravené podla: Joynson DHM, Guy EC. Joynson DHM,
Wreghitt TG, editors. Laboratory diagnosis of toxoplasma infection.
Toxoplasmosis: a Comprehensive Clinical Guide. 2001. Cambridge, UK:
Cambridge University Press;p. 296-318.).

Mesiace

Roky

Samozrejme, Ze tak profil, ako aj zistené hladiny (titre) od-
rdZaju situdciu v ¢ase odberu, preto by mal byf odber ¢o najviac
optimalizovany voci suspektnému ochoreniu a s ohladom
na zndmy priebehu prislusnej protildtkovej odpovede voci in-
fekcii predpolkadnym patogénom. Napr. protildtky voci HIV
a T. pallidum st detegovatelné az v 2 - 3 tyzdni po vniknuti
infek¢ného agens do Iudského organizmu, sérologické vysetre-
nie v prvych dvoch tyZdiioch po rizikovom kontakte bude va¢-
§inou zbyto¢né. Vynimkou je povinnost vykonat ¢o najskor
odber krvi zdravotnickemu pracovnikovi pri poraneni s hroz-
bou kontaktu s krvou pacienta, to je v§ak primédrne z pracovno-
-prdvnych doévodov (pozri subkapitolu 1.6).

Pri sekunddrnej protildtkovej odpovedi (reinfekcia, reaktiva-
cia) dochddza najcastejsie k vyraznej$im a rychlejsim zmendm
hladiny $pecifickych protildtok ako pri primoinfekcii, ale moze
dojst aj k zmene ich profilu (napr. EBV reaktivécia - tab. 1.21.2.)
oproti primoinfekcii. Su ale aj ojedinelé pripady, kedy sa v dy-
namike sérovych protildtok neudeje nieco signifikantné (napr.
pertusis u niektorych pacientov) a vySetrenie sa musi zvicsa
doriesit inymi, ¢asto uz nie sérologickymi metédami.

Pri zasielani materidlu na sérologické vySetrenie musi lekdr
zohladnit to, o aké ochorenie a o akého pacienta ide. Pri akut-
nych respira¢nych virusovych infekciach, akym je napr. chrip-
ka, bude ndstup protildtok vzhladom na krdtku inkuba¢ni
dobu omnoho rychlejsi ako pri chronickych ochoreniach (pri-
¢om vysetreniu protilatok z krvi by v praxi mal v tomto pripa-
de predchddzat priamy dokaz antigénu z vyteru alebo vyplachu
z nosohltanu). Vyznamny zostup protildtok sa urcite zisti skor
u dospelého, ktory sa uz v zZivote pravdepodobne s tymito ale-
bo pribuznymi patogénmi dostal do kontaktu a jednd sa tak
o moznid sekunddrnu protilatkovi odpoved (napr. pri myko-
plazmovych a inych respira¢nych infekcidch). Opacne to bude
u novorodenca (tam je v pripade pozitivity potrebné zvazovat
to, ¢i nejde o protildtky prenesené od matky), ale aj u detf do
dvoch rokov, ktoré horsie tvoria protildtky a rovnako aj u os6b
s oslabenou imunitou. Preto je dobré, aby klinik zvdzil, ¢i pri
tak malych alebo imunodeficientnych pacientoch nie je lepsi
priamy dokaz, napr. pomocou molekuldrno-genetického testu.
V spominanych skupindch pacientov byva ndlez aj nizkych
hodnét protildtok diagnosticky doleZzitejsi ako u dospelého,
resp. imunokompetentného ¢loveka. Pri niektorych infekcidch
s rizikom prechodu do chronicity, napr. pri virusovej hepatitide
typu B, je potrebné sledovat dlhodobo kvalitativhu zmenu a dy-
namiku antigenémie (HBsAg, HBeAg, resp. HBcrAg) a sucasne
hladinu prislusnych protildtok v IgM a IgG triedach s viacerymi
mozZnymi sérokonverziami tak, aby sa dalo zistit, ¢i ide o po-
stupné prekondvanie infekcie vedice ku rekonvalescencii, ale-
bo ochorenie progreduje k chronickému $tddiu s rizikom reak-
tivdcie ¢i neskorSieho maligneho zvratu (obr. 1.21.3).
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Tab. 1.21.2. Sérologicky profil jednotlivych stadii EBV infekcie.
Faza EBV infekcie Profil protildtok
anti VCA anti VCA anti VCA anti EBNA1 anti EBNA 1 anti EA anti EA
IgM 1gG IgA IgM 1gG IgM IgG
primarna +/+++ ++ +++ ++ - ++ ++
avidita |
latentna - ++ avidita t +/- - ++ - +/-
reaktivacia + +++ avidita 1 +++ +/- +++ +/- +++
aktivna chronickd Nemad typicky profil sérovych protildtok, dokaz je mozny pomocou molekuldrno - genetickych metdd - zistend vysokd
hladina virusovej ndloze v periférnej krvi a infiltracia EBV infikovanych lymfocytov v postihnutych lymfatickych
orgdnoch dokazom EBER metddou in situ hybridizdcie (pri lymfoproliferativnych ochoreniach).

Vysvetlivky: VCA - virusovy kapsidovy antigén, EBNA 1 - Epstein-Barrovej virus nukledrny antigén, EA - véasny antigén, EBER - Epstein-Barr virus

encoded RNA.

Akutna faza infekcie
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Existuji aj vynimky pri niektorych chronickych infekcidch
(napr. syfilis, toxoplazméza a HIV), kedy sa pri stanoveni diag-
nézy moze vychddzat z analyzy protilditok uz z jednej vzorky.
V tychto pripadoch mé dokaz protildtok v jednej vzorke mimo-
riadny vyznam a ak je predpisanym postupom potvrdeny, ¢iZe
konfirmovany, je zdkladnym dokazom, o ktory sa opiera diagné-
za. V niektorych pripadoch ma diagnosticky vyznam vysokd hla-
dina protildtok v jednej vzorke, ktord je vyznamne vyssia, ako je
bezné hladina tychto protilatok v beZnej populécii (tzv. referenc-
né hodnota). Takym je stanovenie hladiny ASLO $tandardizova-
nou metédou v medzindrodnych jednotkdch pri sledovani post-
streptokokovych sterilnych ndsledkov. Hodnota do 200 IU platf
ako norma pre dospeld populdciu (hoci aj tam s geografické
rozdiely, napr. v Skandindvii je vys§ia), pri vekovej skupine 5 az
10 rokov, v ktorej byvaju streptokokové infekcie najcastejsie,
mozno za normalny nélez povazovat hodnotu az do 400 IU. Pré-
ve na tomto parametri, ktory ako jeden z mdla v sérolégii md
medzindrodne uznany referenény rozsah, sa dd poukazat na to,
Ze rigidné pouZzivanie referenénych hodndt v sérologickej inter-
pretacii nemoZno hodnotit ako univerzdlny Statisticky parameter.
Su pomerne ¢asté pripady dlhodobo pretrvadvajicich vysokych
hodno6t ASLO (800 IU a viac) najmd u star$ich deti aj napriek
riadnej antibiotickej profylaxii a zdroven bez klinickych a labo-

Nature Reviews Immunology;
10(1)

ratérnych zndmok aktivity ochorenia (napr. normdlnej hladiny
CRP a pod.). A naopak, u malych deti po potvrdenej streptoko-
kovej infekcii si hodnoty a zmeny hladin prdve v oblasti do
200 IU.

Individudlna reaktivita v tvorbe protildtkovej odpovede je do-
vod, Ze niekedy pri konkrétnej osobe vobec nedochddza k tvor-
be niektorého izotypu protildtok (predovsetkym IgM), alebo je
tdto tvorba spomalend. Naopak, niekedy dochddza k dlhodobej-
Siemu pretrvavaniu tvorby IgM, napr. pri RS-vir6ze alebo infek-
cii H. pylori (to je jeden z dovodov, preco sa pri diagnostike
infekcie touto baktériou uz nemaji vySetrovat protildtky). Aj
pri boreliéze sa protilatky anti B. burgdoferi IgM beZne naché-
dzaja v krvi aj tri mesiace a viac po infekcii. Pri niektorych
chronickych infekcidch, ako je syfilis, je tvorba Specifického
IgM permatentnd pocas celej doby infekcie, ¢o mdzZu byt roky.
Latentnd infekcia organizmu sa moZe reaktivovat roznymi stre-
sovymi podnetmi (imunosupresia, superinfekcia) a to moéZe sti-
mulovaf imunitny systém k novej produkcii IgG, IgM alebo IgA
protildtok (napr. pri latelnej EBV infekcii).

Polyklondlna alebo oligoklondlna tvorba protildtok, nespeci-
ficky reagujtcich s mikrobidlnymi antigénmi, moZe nastat aj
pri inych, neinfekénych, zvdésa autoiminnych ochoreniach,
napr. sclerosis multiplex, kedy sa pravidelne navodi tvorba pro-
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Infekény status
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Relativna hladina antigénov VHB
a prislusnych protilatok v krvi

anti HBclgM

anti HBsAg

anti HBeAg

e

»
Infekcia Sérokonverzia 6 aZz 12 mesiacov

Ag/Ab

2 tyzdne az 3 mesiace  Priblizne 3 aZ 6 mesiacov

tildtok voci antigénom virusov morbil, rubeoly a varicela zoster
v likvore. Podobne, aj u niektorych tehotnych Zien sa moze
pocas gravidity zacat nespecifickd tvorba protildtok, ktoré rea-
guju v testoch protildtok proti mikrobidlnym antigénom.

Vekom podmienend imunitnd reaktivita ovplyviiuje takisto
tvorbu urditych protildtok. Prikladom je primoinfekcia EBV.
Ochorenie (infekénd mononukledza) sa kumuluje najmd v dvoch
popula¢nych skupindch - adolescenti a malé deti do veku 5 ro-
kov. Ochorenie sa laboratérne potvrdzuje sérologicky, a to jed-
nak dokazom tvorby nes$pecifickych (heterofilnych) protildtok
alebo tvorbou $pecifickych protildtok proti EBV. Heterofilné
protildtky sa od $pecifickych li$ia tym, Ze si schopné viazat sa
na heterolégne antigény (napriklad antigény roznych cicavéich
erytrocytov), teda antigény, ktoré nevyvolali ich tvorbu, na roz-
diel od $pecifickych, ktoré sa viazu len na antigény virusu Ep-
stein- Barrovej. Pri dokaze heterofilnych protildtok sa stanovuja
pomocou jedého z troch pouZivanych testov. Podla druhu testo-
vanych erytrocytov a pracovného postupu sa rozliSuje aglutiné-
cia baranich erytrocytov (Paul-Bunnelova reakcia), hemolyza
hovédzich erytrocytov (OCH - Ericsonov test) a aglutindcia kon-
skych erytrocytov (IM-test). Naj$pecifickejsia je Paulova-Bunnel-
lova reakcia (PBR), OCH a IM-test su len orienta¢né. U dospie-
vajuicej mlddeZe, kde je infekénd mononukleéza najcastejsia, je
tvorba heterofilnych protildtok regulérna a PBR je pri potvrdeni
diagnézy vysoko Specifickd aj citlivd laboratérna metéda. Hladi-
na heterofilnych protilatok v sére za¢ne vacs$inou asi po mesiaci
trvania choroby klesat. Jej stanovenie v signifikatnom titri v sére
pacientov tak potvrdzuje aktudlne ochorenie. U malych deti tie-
to testy stanovenia heterofilnych protildtok zlyhadvaju. Deti do 2
rokov heterofilné protildtky prakticky netvoria, deti do 5 rokov
ich tvoria nespolahlivo, preto je namiesto nich diagnosticky
vhodnejsie dokazovat $pecifické protildtky proti jednotlivym an-
tigénom EB-virusu (VCA, EA a EBNA-1).

Inym prikladom infekéného ochorenia, kedy sa pri urcitych
osobdch napriek prebiehajtcej infekcii nevytvdraju protilatky, je
séronegativna boreli6za. V tychto pripadoch je potrebné diag-
nostiku doplnit o vySetrenie $pecifickej bunkovej imunity pomo-
cou laboratérnych testov na dokaz aktivacie T-lymfocytov (IGRA
testy, vid nizsie).

Dal$imi hodnotiacimi kritériami, ktoré je pri interpretacii vy-
sledkov sérologickych testov potrebné zohladnit, je pasivny ale-
bo aktivny prenos protilatok. Pasivny prenos protildtok triedy
IgG sa uskuto¢iiuje z matky na dieta, lebo prechddzaju placen-

Obr. 1.21.3. Zmeny sérologického
profilu (sérokonverzie) v priebehu
nekomplikovanej virusovej hepatitidy
B a jeho ustilenie smerom ku
rekonvalescencii pribliZne rok

po jej prekonani (upravené podla:
https://www.wikidoc.org/index.php/

> 20 rokov Hepatitis_B_laboratory_tests).

tou, na rozdiel ostatnych imunoglobulinov. U novorodencov
a dojciat tak mozno detegovat pasivne prenesené matkine pro-
tilatky, ktoré postupne do pol roka vymizni (to je potrebné
zohladnit napr. pri hodnoteni sérologického vySetrenia deti od
HIV pozitivnych matiek a pri inych infekcidch v gravidite). Pre-
nos Specifickych protildtok, ktoré m6zu ovplyvnit detekciu a in-
terpretdciu vysledkov sérologickych vysetreni, sa deje najma po
podan{ krvi alebo plazmy pri hemotrapii (transfiziou) a profy-
laktickym (pasivnou imunizédciou), alebo terapeutickym poda-
nim polyvalentnych gamaglobulinovych koncentrdtov vySetro-
vanej osobe, ktoré mozu ako akcesoricki zloZku obsahovat aj
protildtky proti nami detegovanému patogénu.

Pri diagnostike ser6znych meningitid a meningoencefali-
tid sa protilatky stanovuju kvantitativne, zdsadne aj v likvore,
aj v sére naraz, pricom vzorky likvoru a krvi pacienta musia
byt odobraté paralelne. Po stanoveni hladiny protilatok v oboch
telesnych tekutindch a pomocou zhodnotenia funkcie hemato-
likvorovej bariéry sa vypocita protilatkovy index (antibody in-
dex, AI) a vyhodnoti sa autochténna tvorba v jednodlivych trie-
dach imunoglobulinov. Zikladnym predpokladom pre jeho
vypocet je presné kvantitativne stanovenie albuminu, celko-
vych protildtok prisludnej triedy (IgG, IgM, IgA) a $pecifickych
protildtok stanovovanych tried v oboch telesnych tekutindch
a zhodnotenie funkcie hematoencefalickej bariéry. Jej priepust-
nost je ovplyvnend viacerymi faktormi (napr. zdpalom) a to
musi byt pri vypocte Al zohladnené. Vyhodnotenie autochtéon-
nej tvorby pomocou Al umoziiuje urcit, aky podiel $pecifickych
protildtok, zistenych v likvore sa vytvoril stimuldciou B-lymfo-
cytov intratekdlne (teda v kompartamentoch infikovaného CNS)
v porovnani s protilditkami toho istého typu a $pecificity, ktoré
sa do likvoru dostali pasivne z krvi. Tak mozZno odli$if infekciu
CNS od infekcie inych orgdnov tym istym patogénom (napr. pri
lymskej boreliéze, CMV alebo VZV infekcie a pod.).

Na zhodnotenie funkcie bariéry je potrebné porovnanie al-
buminu v oboch materidloch vypo¢tom kvocientu albuminu
Qalb =Alb CSF/Alb sérum. Albumin je na rozdiel od protildtok
syntetizovany len v peceni a preto sa do likvoru dostédva len zo
séra prechodom cez hematoencefalickii bariéru. Albuminovy
kvocient Qalb je vekovo $pecificky a jeho normdlne hodnoty sa
uddvaji pre danu vekovd skupinu, napr. v skupine pacientov
od 23 do 32 rokov je to 6,0x 103 u pacientov v skupine 53 - 60
rokov je to 8,0x 10° atd’, pri¢om tato hodnota moze byt u zdra-
vych jedincov vo veku nad 70 rokov maximdlne 9x 10°. Vzdy
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je teda potrebné hodnotit hodnotu kvocientu albuminu vo vzta-
hu k veku. Ak sa zisti hodnota vys$$ia o 1,5-ndsobok hodnoty
typickej pre dant vekovi skupinu, hovorime o fah§om posko-
deni hematoencefalitickej bariéry, ak o 2-ndsobok, hovorime
0 jej fazkom poskodeni a to vyznamne meni pomery v likvore,
vratane koncentrdcie $pecifickych protildtok.

Pomery proteinov v sére a likvore ovplyviiujui viaceré faktory
- vysokd priepustnost hematoencefalitickej bariéry (acidéza,
zdpal), porusend cirkuldcia likvoru pri obstrukcii likvorovych
drdh a pod.

Koncentrdcie celkovych protildtok danej triedy, napr. IgG,
v likvore koreluji s albuminom v likvore, a preto je ich vza-
jomny pomer v zdravej populdcii dany linedrnou zavislostou.
Pri zadpalovych ochoreniach sa meni ultrafiltra¢nd schopnost
bariéry a zdroven sa meni tento vztah v désledku intratekalnej
produkcie protildtok, pri¢om v grafickom vyjadren{ sa linedrna
z4vislost (priamka) meni na hyperbolicki (krivka) (obr.
1.21.4).

Uvedené patologicko-fyziologické pomery v CNS najlepSie
vyjadruje kvocient Q (IgG, IgM, IgA)lim, pricom ide o prepo-
¢et kvocientu imunoglobulinu danej triedy (napr. Q celkové-
ho IgG v likvore/ sére) na zdklade hodnoty kvocientu albu-
minu a hodnoty empiricky stanovenych koeficientov danych
pre tito triedu imunoglobulinov. Inak povedané, pri poruche
bariéry sa pomocou albuminového kvocientu a koncentrdcie
protildtok danej triedy v sére dd vypocitat, aky by mal byt ich
podiel v likvore. Koeficienty pre jednotlivé triedy imunoglobu-
linov sd uvedené v tabulke 1.21.3.

NNy

Diagram kvocientov albuminu a IgG (Reiber a Felgenauer, 1987)

1. referen¢nd oblast zdravej populécie,

2. hodnoty pri izolovanej poruche hematolikvorovej bariéry bez
lokélnej tvorby IgG,

3. hodnoty pri poruche hematolikvorovej bariéry a s lokdlnou tvorbou
IgG,

4. hodnoty pri intaktnej bariére a s intratekdlnou tvorbou IgG,

S. oblast hodnot nevalidych merani (chyby pri odbere, analyze,
poruche cirkulécie likvoru a pod.).

Obr. 1.21.4. Vztah medzi kvocientmi protildtok QIg (G, M, A)

aalbuminu Q,,.

Qqgxyim = a/b ’Qilb +b%-c

X =G, AM;
a/b, b?, ¢ = koeficienty na vypocet intratekdlnej tvorby IgG,
IgA a IgM

Tab. 1.21.3. Koeficienty na vypocet vypocet intratekalnej tvorby IgG,
IgA a IgM.

a/b b? [
1gG 0,93 6x 10°¢ 1,7x 10°
IgA 0,77 23x 10° 3,1x 103
IgM 0,67 120x 10°¢ 7,1x 103

Hodnotu Q,  potom porovndvame s hodnotou kvocientu pri-
slusnej triedy imunoglobulinov, zistenej redlnym stanovenim
vhodnou a dostato¢ne citlivou metédou (napr. nefelometriou).
AZ potom je mozny vypocet protildtkového indexu $pecifickych
protilatok, teda protildtok, ktorych tvorba bola vyvolana pritom-
nostou daného mikrobidlneho patogénu v CNS. Potom napr. pre
IgG plati:

$pecifické IgG - koncentracia v likvore

Q specifickych IgG = _
$pecifické IgG - koncentracia v sére

ak Q IgG < Q IgG lim: AI = Q Specifické 1gG/Q IgG celkové

ak Q IgG > Q IgG lim: AI = Q Specifické IgG/Q IgG lim

Referen¢nd oblast Al: 0,7 - 1,3

Al patologicky: > 1,5 (dokdzand intratekdlna tvorba $pecific-
kych protilatok).

Podobnym spdsobom stanovenia a vypoctu protildtkového
indexu sa musi postupovat pri niektorych o¢nych infekcidch
(napr. ofnd toxoplazméza). Stanovenie hladiny protildtok
v sére alebo likvore bez vypoctu a udania protildtkového inde-
xu je diagnostickou chybou.

Dékaz avidity protildtok

Avidita je sila, ktorou polyvalentné protildtky interaguji
s polyvalentnym antigénom.V prvych tyZdiioch imunitnej reak-
cie nie je vizba medzi protildtkami IgG a antigénom dostato¢ne
silnd. Hovorime, Ze v¢asné IgG protildtky sd nizkoavidné. Nélez
protildtok s nizkou aviditou teda mozZe potvrdit prebiehajicu
primoinfekciu. Diagnosticky spolahlivej$i je ndlez protildtok
s vysokou aviditou, ktory dokazuje, Ze k infekcii doslo uz pred
dlhsou dobou. D6kaz avidity sa vykondva pomocou kvantitativ-
nych testov, naj¢astejSie met6édami ELISA. Pri nich sa v paralel-
nom testovani porovndva mnoZstvo naviazanych protildtok
v testovanej vzorke jednak bez pridania chemickej latky, ktord
rozruSuje vazbu protildtok s antigénom, s mnozZstvom protila-
tok, ktoré boli takto chemicky ovplyvnené. Latky, ktoré rozru-
$ujui vdzbu nizkoavidnych protildtok a antigénom, si mocovina
(6 - 8 mol/1) a iné (dietylamin, guanidin a tiokyanat). Avidita
sa vyjadruje v percentdch, a vypocitava sa z nameranych
optickych hodnét (OD). Pri pouziti mocoviny (urea, U) je vy-
pocet a interpretdcia nasledovna:

Hodnota séra (OD) s roztokom mocoviny (U+)
Hodnota séra (OD) s premyvacim roztokom (U-)

_ relativny index
100 avidity v %

Ak sa zisti nizka avidita (< 40%), jednd sa pravdepodobne
o Cerstvi infekciu (< cca. 3 tyZzdne), ak sa zisti vysokd avidita
(> 60%), ide o starsiu infekciu (>6 tyzdnov) alebo ide o infekciu
po zlyhani o¢kovania. Pri hodnotdch medzi oboma uvedenymi
intervalmi sa vysledok nedd interpretovat a je vhodné ho s od-
stupom cca 2 - 3 tyzdiiov zopakovat.

Vyuzite stanovenia avidity IgG je uZ bezné pri réznych in-
fekciach, napr. virusmi CMV,VZV, EBV, HIV, pri rubeole, klies-
tovej encefalititide, toxoplazméze a inych.

1.21.4 Neutralizacia

Pri neutraliz4cii ide o sérologickd reakciu, v ktorej sa uplat-
fiuje schopnost protildtok $pecificky neutralizovat alebo inhibo-
vat biologické vlastnosti uvoltiovaného antigénu (napr. Gc¢inok
toxinu na bunku) alebo celého mikroorganizmu, ako st infekeé-
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nost virusu, schopnost virusu aglutinovat erytrocyty, pohyb
baktérii a podobne. Prikladom metodiky, ktord sa stdle vyuZiva
v diagnostike je virus neutraliza¢nd reakcia. Diagnostickych tes-
tov, ktorymi sa v dokazuje neutraliza¢nd schopnost protildtok
na Zivych systémoch (bunky, krvinky, zvieratd) je vefla, ale sta-
le viac ich nahrddzaji automatizovatelné imunochemické
a molekuldrno-genetické metédy. V minulosti sa napr. neutra-
lizdcia vyuZzivala aj na semikvantitativne stanovenie antistrep-
tolyzinu O pri sledovani sterilnych ndsledkov streptokokovych
infekcii. Streptolyzin O, ¢o je faktor virulencie produkovany
streptokokmi skupiny A a spdsobujici hemolyzu erytrocy-
tov, je v reakcii neutralizovany sérovymi protildtkami ASLO
in vitro a tak nedochddza k hemolyze erytrocytov pridanych
v teste. Ak neboli v sére obsiahnuté protildtky, alebo boli
obsiahnuté len v stopovom mnoZstve, streptolyzin narusil
membrdny erytrocytov a doslo ku hemolyze, ktord bola
viditelnd volnym okom. I$lo o semikvantitativhu metédu,
nestandardizovand a uddvant len v titroch. Inym exoproduk-
tom tychto streptokov je DNdza B, ktory je tieZ imunogénny
a protilatky proti nej st spolu s ASLO diagnostické pre sledo-
vanie poststreptokokovych sterilnych ndsledkov. V sticasnosti
sa ASLO aj anti DN4za B protildtky stanovuji kvantitativne z4-
kalomernymi metédami na automatoch (nefelometria, turbidi-
metria) a uddvajd sa v medzindrodnych jednotkdch.

Virus neutraliza¢ny test (VNT) je sérologickd metéda bud
ddkazu protildtok, alebo identifikdcie druhu virusu vo virolégii.
Deteguje sa 1ou pritomnost $pecifickych protildtok v sére, ho-
molégnym voci konkrétnemu druhu, resp. sérotypu virusu. Tie-
to protilatky sa naviaZzu na virus a efektivne zablokuju infekti-
vitu virusu - po pridani ku permisivnej bunkovej kultire mu
znemoznia naviazat sa na bunky a preto v nich nedokdze vy-
volat cytopaticky efekt. Ak sa nachddzaju $pecifické protilatky
v rekonvalescentnom sére pacienta, zabranuja jeho reinfekcii
tym istym druhom, resp. sérotypom virusu. Pokial sa dokazuji
pomocou zndmeho virusu homolégne protildtky a ak sa test
vykond v rade riedeni séra so zndmym poctom viriénov (pozri
titrdciu virusu), mozZno stanovit aj ich titer. Hoci sa tdto meto-
dika stdle vykondava v referen¢nych a vedeckych laboratériach,
v laboratéridch klinickej mikrobioldgie sa uz nevyuziva.

1.21.5 Imunochemické metodik

S to in vitro metodiky zaloZené na reakcii antigén (jeho
imunodominatnd Castsa nazyva epitop) - protilatka (jej imu-
norekognoskacnd oblast, ktord sa $pecificky viaZe s antigénom
sa nazyva paratop) a vznikd imunokomplex. Vdzba je reverzi-
bilnd a na silu interakcie ma vplyv prostredie elektrolytu, v kto-
rom imunochemické reakcie prebiehaju, ako aj afinita (sila vaz-
by paratopov jednej protildtky na konkrétny epitop daného
antigénu).

Patria do reakcii typov receptor - ligand. V imunochemic-
kych reakcidch je receptor protildtka, ligandom je antigén. Pri
niektorych imunoanalyzach (napr. ELISA) sa jednak vyuZiva
2- az 3-krokové prepojenie signdlnej koncovky na detekciu vaz-
by receptora s ligandom (tab. 1.21.4.), rovnako aj to, Ze hetero-
l6gna protilditka moZe byt zdroven antigénom (napr. Iudsky
IgG) pre ind protildtku.

Tab. 1.21.4. Priklady vizieb ligand - receptor, ktoré sa uplatiuju
v sérologickych reakcidch a sila ich vazby (afinita).

Receptor Ligand Afinita (K - disocia¢nd
konstanta*)

protildtka antigén 107 - 10

enzym substrat 103 - 10°¢

hemaglutinin glykoprotein 10° - 10°

(napr. lektin)

avidin biotin 107

* K, ,¢im mensia je disocia¢nd konstanta, tym pevnejsia je vizba medzi
proteinom a ligandom

Volba pouzitej metodiky zavisi od vlastnosti antigénu (vel-
kosti, poctu a Struktdr antigénovych determindnt - epitopov)
a kore$pondujtcej protildtky (avidita a $pecificita, teda schop-
nost tvorit vizbu len so $pecifickym antigénom) a mnoZstva
urovanej latky (analyt).

Na stanovenie nezndmeho mnoZstva antigénu sa v imuno-
chemickych reakcidch sa pouZiva zndma koncentrdcia protilat-
ky a naopak, nezndma koncentrdcia protildtky sa stanovuje
zndmym mnozstvom antigénu. Dokazom je vytvorenie komple-
xu antigén-protildtka. Protildtky a antigény sa zicastiiuji imu-
nochemickej reakcie v urcitych kvantitativhych pomeroch
a v pritomnosti elektrolytu (0,85 % roztoku NaCl). Hmotnostné
a koncentra¢né pomery antigénu a protildtok ako aj prostredie
elektrolytu s urCujtce pre vytvorenie podmienok na vytvore-
nie pevnej siete v dosledku prepojenia antigénov navzdjom pro-
strednictvom protildtok. Vytvorenie tejto vdazby sa prejavi bud
vznikom zdkalu (precipitdtu), tvorbou viditeInych konglomeré-
tov - napr. vlo¢iek (aglutinét) s vyjasnenim okolitého roztoku
alebo optickym signdlom z reportérskej molekuly v imunoana-
Iyzach (chromogén, fluorofér, chemiluminofér a pod.). Ak by
bol v reakcii pouzity prebytok protildtok, potom st vdzobné
miesta antigénov nahusto pokryté naviazanymi protildtkami,
a len mdlo - alebo Ziadna z nich - je schopnd viazat sa na viac
ako na jeden antigén. To brdni regulérnemu zosietovaniu anti-
génov a protildtok do vdcsieho konglomerdtu, vytvdraju sa len
docasné a rozpustné imunokomplexy. Ide o tzn. fenomén pro-
z6ny. Priddvanim antigénu sa vytvori optimdny pomer antigénu
a protildtky a vytvoria sa stabilné konglomerdaty. Pri prebytku
antigénu, ked su protilatky vyviazané vysokou koncentrdciou
antigénu dochddza opat k rozpustaniu komplexov. V takom pri-
pade tieZ neddjde k vzdjomnému premosteniu ¢lenov reakcie
navzdjom a nemoZze sa vytvorit siet medzi r6znymi molekulami
protilditok a viacerymi homolégnymi antigénmi. Hovorime
o tzv. fenoméne postzény. V tych pripadoch sa antigén musi
nariedit tak, aby sa dosiahol ekvivalentny pomer vo¢i koncen-
trdcii protildtok (z6éna ekvivalencie). Zatial ¢o pri precipitac-
nych a aglutina¢nych reakcidch je vyhodou pouZitie polyvalent-
nych zmesi $pecifickych protildtok aj viacerych tried s vy$Sou
kapacitou krizovych vdzieb vo¢i danému antigénu, pri imuno-
analyzach sa c¢asto uplatiiuji monoklondlne protilatky, ktoré
zvy$uju ich $pecifickost metddy. V sérologii sa riedenie zapisu-
je postupom, ktory sa li$i od napr. biochemickych pravidiel,
preto ak riedime 1 diel séra s 9 dielami fyziologického roztoku,
z4pis riedenia bude 1 : 10 (v biochémii by bol zépis toho istého
riadenia 1 : 9).
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(prozéna)

Prebytok antigénu
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Narastanie koncentracie antigénu

Obr. 1.21.5. Priebeh reakcie protilatky (s konstantnou, vysokou
koncentrdciou) a antigénu (sttpajica koncentracia) v roztoku alebo
géli (podla Heidelbergera a Kendalla).

Imunochemické metodiky urcovania a kvantifikdcie antigé-
nov alebo protildtok sa delia na:
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e prepicita¢né,

* aglutinacné,

e membranolytické reakcie pomocou komplementu, resp. za-
brane lyze membrdny pomocou protildtkovej neutralizicie
inych membranolytickych biomolekdl (streptolyzin O),

* imunoanalyzy - d6kaz pomocou znacenia jedného z partne-
rov reakcie (kvalitativne a kvantitativne imunoanalyzy).

Imunochemické reakcie st bud heterogénne v zmysle fyzi-
kdlno-chemického oddelenia naviazanych komplexov Ab-Ag od
nenaviazanych protildtok a antigénov v jednotivych fdzach re-
akcie, alebo homogénne, pri ktorych zostdvaja vsetky reakénej
zlozky pocas celej doby trvania reakcie spolu.

Pri precipita¢nych a aglutina¢nych metédach dochddza vza-
jomnym prepojenim antigénov pomocou protildtok ku vzniku
siete z reakénych ¢lenov, viditelnej zvdcSsa makroskopicky
(zhluky, vlocky, precipitat v kvapaline alebo géli), mikroskopic-
ky alebo inStrumentédlnou optickou analyzou (zdkalomerné re-
akcie).

Pri membranolytickych reakcidch sa vyuziva schopnost nie-
ktorych biomolekil (napr. komplement) viazat sa na imuno-
komplexy, alebo imunochemickd neutralizdcia (napr. streptoly-
zin O je neutralizovany protildtkami ASLO). V oboch pripadoch
sa tak zabrdni perfordcii membrédny erytrocytov a v reakcii ne-
dojde ku hemolyze.

Pri imunoanalyzach do6jde v postupnom slede niekolkych
¢iastkovych imunochemickych reakeii k vytvoteniu vacSinou 3
¢lennych refazcov, pozostdvajucich z antigénov a protildtok,
teda mnoZstva jednotlivych ( napr. trimérnych) a vzajomne ne-
viazanych imunokomplexov. Kazdy md velkost rddovo niekolko
Angstromov a st samé o sebe nezaznamenatelné. Ich vznik je
potrebné nepriamo identifikovaf pomocou oznacenia jedného
reak¢ného ¢lena v imunokomplexe signdlnou molekulou (napr.
pomocou enzymu, fluoroférov a inych). Intenzita takto $pecific-
ky vytvoreného celkového signdlu v reakcii priamo zdvisi od
poctu vzniknutych imunokomplexov a to umoziiuje nielen do-
kaz, ale aj presnu kvantifikdciu stanovovovaného analytu.

PRECIPITACNE METODIKY

NakoTko je antigén solubilny (rozpustny), nizkovalentny, st
tieto metodiky limitované moZnostami zaznamenania vytvore-
nia imunokomplexu vo forme zdkalu - precipitdciu. Metodiky
st prstencovd reakcia v skimavke (ring test), radidlna imuno-
difizia, imunoelektroforéza, nefelometria a turbidimetria. Pre-
cipitatné metédy charakterizuje tvorba precipititu (zdkalu)
v mieste styku rozpustného antigénu a protildtky. Reakcia je
ovplyviiovand viacerymi faktormi - typom reagujtcej protilatky,
pH, iénovym zloZenim roztoku, teplotou, pritomnostou konta-
minujicich latok a iné.

Ag +

precipitinogén

Ab -
precipitin

Ag-Ab
precipitdt

AGLUTINACNE METODIKY

Priame metodiky ddokazu antigénu alebo protildtok maja pri
precipitdcii svoje limity vo vizualizdcii vzniku imunoprecipitd-
tu. Ak st antigény korpuskuldrne (priame metédy), alebo ak
st antigény, resp. protildtky naviazané na korpuskularny nosi¢
(nepriame metédy), zabezpedi sa multivalentnost pre vznik
omnoho vacsieho poctu vdzieb. Tak st korpuskuldrne castice
schopné vytvorit viditelnd imunochemickud reakciu (aglutiné-
ciu) s tvorbou imunokomplexu vo forme vlociek - aglutindtu.

Ag + Ab - Ag-Ab

aglutinogén aglutinin aglutinat

METODIKA DOKAZU POMOCOU ZNACENIA JEDNEHO
Z PARTNEROV REAKCIE (IMUNOANALYZA)

Tieto techniky sa pouZivaji na stanovenie nizkych koncen-
trdcif antigénu alebo protildtok. Jeden z partnerov imunoche-
mickej reakcie, antigén alebo protildtky, si znacené reportér-
skou molekulou:

. enzymom (enzymové imunoanalyzy, EIA),

. radioizotopom (rddioimunoanalyza, RIA),

. fluoroférom (fluorescen¢nd imunoanalyza, FIA),

. luminiscen¢nou latkou - chemoluminoférom (luminiscenc-
né imunoanalyzy, LIA),

5. koloidnymi casticami kovov, farebné latexové castice

(imunochromatografia).

1.21.6 Priame metodiky dokazu antigénu
alebo protildtok

Treba na tomto mieste upozornit, Ze ide o priame metodiky
v zmysle chemickej analyzy, nie mikrobiologického dokazu
povodcu ochorenia alebo imunitnej odpovede na infekciu. Me-
dzi priame metodiky patri aglutindcia korpuskuldrnych antigé-
nov a imunoprecipitécia.

B ow N —

AGLUTINACIA KORPUSKULARNYCH ANTIGENOV

Widalovd reakcia - pouZiva sa na ddkaz protilatok v sére
pacienta pri brusnom tyfuse a paratyfuse. Suspenzia s predpi-
sanou hustotou devitalizovanych baktérii sa inkubuje so sérom
pacienta, ktoré je sériovo riedené, aby bolo mozné nielen do-
kdzat pritomnost protildtok, ale aj stanovit ich titer a sledovaf
dynamiku. Dékazom je vznik viditeInych zhlukov v skiimavke,
resp. v mikrotitra¢nej platnicke.

Podobne sa dokazovali aj protildtky v sére pacientov s podozre-
nim na riketsiézu (infekcie Rickettsia prowazekii, R. africae,
R. japonica a pod) a na infekcie spésobené baktériou Orientia tsut-
sugamushi - (hortc¢ka tsutsugamushi - japonska rie¢na hortcka,
»scrub typhus“). Bola nazvand podla autorov Weilova-Felixova
reakcia a poZivala sa na diagnostiku pri epidemickom Skvrnitom
tyfuse. Podstatou tohto testu je skriZend reaktivita medzi antigénmi
Rickettsia spp. a antigénmi niektorych nepohyblivych sérotypov
Proteus spp., ¢o sposobuje, Ze protildtky v sére pacientov aglutinu-
ju s baktériami urcitych sérotypov tohto rodu enterobaktérii. Ide
teda o heterofilné protildtky, a preto sa sa aj tdto reakcia nazyva
ako heterofilnd aglutindcia. Protildtky od chorych, ktorych infek-
ciu vyvolali ricketsie zo skupiny tyfus (Rickettsia prowazekii,
R. typhi) reagujud so sérotypom P. vulgaris OX19, pri infekcii Orien-
tia tsutsugamushi reaguju vytvorené protildtky s P. mirabilis OXK.
Protilatky proti skupine rickettsiae (R. rickettsii, R. africae, R. ja-
ponica atd.) reaguju s P. vulgaris sérotypov OX2 a 0X19 v roznej
miere, v zdvislosti od druhu. V sicasnosti sa uz tdto reakcia na
diagnostiku ochorenia neodporica, nakolko st k dispozicii moz-
nosti $pecifickej priamej aj nepriamej diagnostiky riketsiéz.

Gruberova reakcia - na dokaz antigénov réznych séroty-
pov (sérotypizdcia), napr. druhu Salmonella enterica, kedy sa
suspenzia kmertia testovanej baktérie v ¢istej kultire inkubu-
je s diagnostickymi typizaénymi sérami. Je analogicky po-
stup sérotypizdcie na podloznych sklickach (klasifikacie
a typizdcie baktérii), ale s inkubdciou v skidmavkach
(makromet6da), resp. v jamkach mikrotitra¢nych platniciek
(mikrometdda).

IMUNOPRECIPITACIA

Prebieha v bud' v roztoku, alebo v géli, resp. na félii. Princip
je zaloZeny na tom, Ze antigén bud difunduje tuhym gélom,
v ktorom je rovnomerne vmie$and Standardnéd koncentrédcia imo-
bilizovanych homolégnych protildtok (radidlna imunodiftzia),
alebo oba ¢leny imunochemickej reakcie (antigén aj sérum) di-
funduju médiom proti sebe (dvojitd imunodifizia - napr. Ouch-
terlony). Antigén tak pozdlZ smeru diftizie vytvdra koncentraény
spad a v zoéne ekvivalencie sa vytvori viditelny precipitat.

Pri imunodiftzii podla Manciniovej (radidlna imunodifiizia
- RID) ide o kvantitativne stanovenia, kde si Ab v urcitej kon-
centrdcii primieSané a imobilizované rovhomerne v géli, v kto-
rom difunduje antigén od Startu, kde je koncentrdcia najvyssia
az po oblast ekvivalencie, kde sa postup antigénu zastavi, lebo
je uplne viazany pritomnymi protiltkami, imobilizovanymi
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v géli. V zéne ekvivalencie vznikne viditeny precipitat, pricom
tym, Ze antigén postupuje centrifugdlne, precipita¢nd zéna ma
kruhovy tvar (preto ndzov radidlna imunodiftizia). Jej polomer
je priamo umerny koncentrdcii antigénu vo vzorke. Ak si vy-
tvorime pomocou napr. Siestich kalibrdtorov so vzostupnou
zndmou koncentrdciou antigénu (alebo viacndsobné riedenia
zndmej koncentrdcie koncentrdtu antigénu) rad precipita¢nych
z6n, ktorych priemer odmeriame, vnesenim tychto hodnét do
grafu vytvorime kalibra¢nu priamku, kde na ordindte budu kon-
centrcie analytu a na abscise priemer prislusnej zény, umoc-
neny na druht. Pomocou nej dokdZeme vypocitat koncentraciu
antigénu vo vysetrovanej vzorke pomocou priemeru precipitac-
nej zoény, ktord v géli vytvoril (obr. 1.21.7).

~ : J fy ood
2 \ MQ\’%

Protilatka (Ab) anti—1

Zhoda antigénu v oboch vzorkach Protilstka anti-1,2,4

Nezhoda antigénov vo vzorkach

Protilatka anti—1, 2
Ciasto¢na zhoda antigénov vo
vzorkach

Obr. 1.21.6. Precipitacia v géli: dvojitd protismernd imunodifizia
(podla Ouchterlonyho).
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koncentracia
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Obr. 1.21.7. Stanovenie koncentrdcie antigénu pomocou radidlnej
imunodifizie (podla Manciniovej) (upravené podla:https://bio.
libretexts.org/Bookshelves/Microbiology/Book%3A_Microbiology _
(OpenStax)/20%3A_Laboratory_Analysis_of_the_Immune_
Response/20.2%3A_Detecting_Antigen-Antibody_Complexes_in_vitro).

Pri protismernej imunodifizii podla Ouchterlonyho ide
o kvalitativne urCenie homolégneho antigénu ku zndmemu
diagnostickému antiséru (napr. Elekov test pri detekcii toxiko-
génnych kmetiov C. difteriae), alebo naopak, ur¢enie pritom-

nosti homolégnych protildtok vo vySetrovanom materidli na za-
klade reakcie so zndmym antigénom (pri niektorych
systémovych mykézach).

Pri imunoelektroforetickych metdédach je princip rozdelenia sé-
rovych proteinov pohyb v elektrickom poli uréeny elektrickym na-
bojom a ich vizualizdcia pomocou antisér. Vykondvaji sa nimi
hlavne stanovenia sérovych proteinov a imunoglobulinov v 1%
agarézovom géli, pri pH cca 8,6 a v elektrickom poli. Ide o metédy:
» imunoelektroforetickd analyza podla Grabara a Williamsa,
¢ imunoelektrodifizia (raketovd),
¢ imunoelektrosyneréza (stretnd),
¢ dvojrozmerna (krizové),
¢ imunofixdcia po elektroforéze.

Po rozdeleni zloZiek séra posobenim elekrického pola sa po-
mocou diagnostickych antisér vytvorili viditeIné charakteristic-
ké precipita¢né linie, ktory sa v pripade, Ze sa elektroforeto-
gram vysu$i ako trvaly prepardt, moze zvyraznit pomocou
farbiva Coomassie blue.

Uvedené imunoprecipitacné a imunoelektroforetické met6dy
sa dnes v klinickej mikrobiolégii pouzivaju ojedinele, va¢Sinou
pri dokaze zriedkavych patogénov ¢i protildtok proti nim, ale
napr. v 70. rokoch 20. storo¢ia - pred tym, ako boli vyvinuté
komer¢né sety na bdze enzymoimunoanalyz (ELISA) - bola
imunoelektroforéza zdkladnd metdda pri dokaze HBsAg v krvi
pacientov. Boli aj metodickymi predchodcami modernych mo-
lekuldrnych postupov, akymi je imunoblot pri proteinovych
analyzach, fingerprinting a blotovanie nukleovych kyselin
a pod.

STANOVENIE ANTIGI:]NU‘ VO FORME ROZPUSTNYCH
KOMPLEXOV (PRECIPITATOV)

Princip je zaloZeny na tom, Ze v roztoku pritomné imuno-
komplexy absorbuji alebo rozptyluji dopadajice svetlo. Na
stanovenie sa pouZzije definovand koncentracia $pecifického
antiséra (diagnostickych protilatok). Fotometricky sa meria od-
razené svetlo (nefelometria) a absorbované svetlo (turbidimet-
ria) na alebo v ¢iasto¢kach zakalu, ktory je sposobeny vznika-
jucimi imunokomplexami. Na ich stabilizdciu v roztoku sa
priddva polyetylénglykol. Pri nefelometrii po vyslani laserového
lica do reakénej zmesi dojde k jeho rozptylu, pricom rozptyle-
né svetlo je pod ur¢itym uhlom naorientované systémom $o$o-
viek na fotodetektor, ktory zaznamend opticky signdl. Pri turbi-
dimetrii sa meria ubytok intenzity svetelného luca (vlnova
dlzka svetla je 334 - 340 nm), prechddzajuceho reak¢nou zme-
sou v dosledku jeho absorbcie vznikajicimi imunokomplexami
(pozri aj subkapitolu 1.19 Optické analyzy).

Turbidimetria

Obr. 1.21.8. Princip turbibimetrie (meranie tbytku svetla
prechddzajiceho precipitdtom - komplexom Ag+Ab, vytvdrajiceho
zédkal) a nefelometrie (meranie odrazeného svetla na precipitéte) pri
imunochemickom stanoveni sérovych proteinov.
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Ide o kvantitativne metodiky, pri ktorych sa optickd hodnota
nameranej vzorky porovnand s kalibra¢nou krivkou, vytvorent
sériovym meranim optickych hodnoét kalibra¢ného materialu so
zndmymi hodnotami analyzovaného antigénu. Koncentracia
analytu vo vzorke sa zisti pomocou kalibra¢nej krivky a to v li-
nedrnom useku, vyjadrujicom zavislost medzi absorbanciou
a koncentréciou latky v roztoku.

PRECIPITACIA V SKUMAVKE, NA SKLICKU
ALEBO NA PAPIEROVEJ KARTE

Po navrstveni séra s komplementdrnymi protildtkami na gly-
cerinovd suspenziu antigénu sa po inkubécii vytvédra precipitat
v skiimavke vo forme prstenca v mieste ekvivalencie protilatky
a antigénu. Hladina protildtok s& dd semikvantitativne urcit.
Sérum pacienta sa pritom titrovalo v rade skimaviek
v dvojkovom riedeni (1 : 1, 1:2, 1 : 4...). Vysledny titer je ob-
rdtenou hodnotou toho najvy$sieho riedenia séra, pri ktorom
eSte mozno vidiet vznik prstenca. Najzndmej$im testom tohto
typu bol Ascoliho prstencovy test, ktorym sa pomocou antisér
z imunizovanych kralikov dokazoval antrax, resp. termostabil-
ny antigén Bacillus anthracis v biologickych vzorkédch tkaniva
infikovanych zvierat..

Ak sa reakcia uskuto¢ni na sklicku, vznik precipitdciu
(zhluky, vloc¢ky) sa sleduje pod mikroskopom, lebo samotnd
precipitdcia nie je dostato¢ne zretelnd. Prikladom je zistovanie
nespecifickych antifosfolipidovych protildtok pri syfilise met6-
dou VDRL (odpori¢and metéda CDC v USA). Antigénmi sd
zmes kardiolipinu, lecitinu a cholesterolu. Po pridani vzorky
tepelne inaktivovaného séra pacienta sa mikroskopicky zistuje
precipitdcia, ktord oznacuje pritomnost antifosfolipidovych pro-
tildtok. V dennej rutine laboratdrii klinickej mikrobiolégie sa
u nds vyuziva jeho modifikdcia, ktord umoZziiuje vizudlne odci-
tanie - RRR (rychla reaginovd reakcia), resp. RPR (rapid plasma
reagin) precipitdciou na papierovych kartdch. Pri nej sa vznik-
nuty precipitat vizualizuje pridanou suspenziou ¢iasto¢iek uh-
lika, ktory s nim tvori viditelné zhluky jasne odcitatelné opro-
ti bielemu pozadiu papierového podkladu.
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1.21.7 Nepriame metodiky dokazu antigénu

alebo protilatok

St to reakcie s naviazanym reakénym partnerom, t.j. $peci-
fickd protildtka alebo antigén na nosici, ktorym byva latexova
Castica, Zivoc¢isne a Tudské erytrocyty, bakteridlna bunka, ben-
tonit a pod. V ndzve tychto reakcii, kde je reaktant naviazany
na nosi¢, sa uvddza privlastok nepriama (pasivna) aglutindcia.
Na odlienie toho, Ze na nosi¢i je reaktantom naviazand proti-
latka a nie antigén, je ndzov reakcie nepriama reverzna (spdt-
nd) aglutindcia. Met6dy s naviazanymi protildtkami alebo an-
tignmi sd latexovd aglutindcia, koaglutindcia, nepriama
(pasivna) hemaglutindcia a hemaglutina¢no-inhibi¢ny test. Ra-
dime sem aj komplement viaZicu reakciu (KVR) na dokaz pro-
tilditok vo vySetrovanom sére pacientov. Hoci pri nej nepozoru-
jeme vznik $pecifického imunokomplexu medzi pacientovymi
protildtkami a komplementdrnym solubilnym antigénom, jeho
pritomnost je zaznamenand na principe zdbrany lyzy erytrocy-
tov vyviazanim komplementu vzniknutym imunokomplexom,
teda nepriamo. Pri uvedenych reakciach je pre pripad pozitivne-
ho vysledku potrebné vykonat aj kontrolni reakciu s niektorymi
nosi¢mi, napr. latexovymi casticami ¢i Zivoc¢iSnymi krvinkami
bez naviazanych reakénych partnerov, aby sa vylicila moZznost
nespecifickej reakcie (napr. reaktivita vySetrovaného séra so sa-
motnym latexom alebo testa¢nou krvinkou).

Vsetky uvedené metédy, pri ktorych sa stanovuju protilétky,
mozno vykonat kvalitativne (neriedené alebo len raz nariedne-
né sérum) pri vyhladdvacich reakcidch (skrining), alebo se-
mikvantitativne v rade ndsobnych riedeni, kde posledé riede-
nie, v ktorom mozno zaznamenat reakciu, uddva titer
(sledovanie dynamiky).

LATEXOVA AGLUTINACIA

Velmi ¢asto pouzivanymi imunochemickymi reakciami, pri
ktorych nosice rozpustnych antigénov, alebo naopak protildtok
pouzivaju latexové Castice (ale aj iné syntetické materidly, napr.
polystyrén). Ak je vo vzorke prislusny analyt, ddjde k vzniku

| &

Ak vo vzorke neboli $pecifické
protilatky, erytrocyty volne
sedimentovali na dno jamky

erytrocyty s naviaz

nymi antigénmi

Treponema pallidum

Obr. 1.21.9. Nepriama hemaglutindcia pri sérologickom stanoveni pritomnosti protilatok proti T. pallidum testom TPHA (Treponema Pallidum

Hem Agglutination).
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viditeInych imunokomplexov (zhlukov, vlo¢iek). Ak st latexové
Castice nosi¢mi antigénov a pouZivaju sa na dokaz protildtok,
reakciu nazyvame nepriama (pasivna) latexovd aglutindcia,
ak st na latexe naviazané $pecifické protidtky, hovorime o ne-
priamej (pasivnej) spdtnej (reverznej) latexovej aglutindcii
(RPLA). RPLA sa Casto pouziva na ddkaz bakteridlnych toxinov.
Testy majui format bud na mikrotitra¢nej platnicke - taky, ako
na obr. 1.20.10 zndzorneny TPHA test (RPLA), alebo ako skli¢-
kovd aglutindcia, resp. aglutindcia na papierovej karte.

NEPRIAMA A NEPRIAMA PASIVNA
HEMAGLUTINACIA

Pri nepriamej aglutindcii st solubilné antigény naviazané
na povrch krviniek (fudské erytrocyty skupiny O rh negat.,
Zivocisne erytrocyty a pod.) a tak vstupuji do reakcie. Jednou
z najcastejsie vykondvanych metéd nepriamej hemaglutindcie je
TPHA (obr. 1.20.10). Antigény ziskané z Nicholsonovho kmerna
Treponema pallidum subsp. pallidum alebo analogické rekom-
bitantné antigény si naviazané na erytrocyty, ktoré sa inkubuji
so sérom pacienta v rade dvojndsobnych riedeni. Ak st v sére
pritomné Specifické protildtky, vytvoria medzi erytrocytmi kri-
Zové vazby, ktoré sposobia ich difizny rozptyl na dne testacnej
jamky (pozitivna reakcia). V pripade, Ze v sére sa antitreponé-
mové protildtky nenachddzaji, sedimentuji erytrocyty do stre-
du jamky v tvare gombika.

AKk si na erytrocyt naviazané protilatky, hovorime o nepria-
mej pasivnej (syn. reverznej, spatnej) hemaglutindcii. V pri-
pade, ak je dokazovany analyt pritomny, dojde k diftiznej ag-
lutindcii (homolégny antigén), ktord na dne skiimavky vytvorf
rovnomerny povlak, ak pritomny nie je, sedimentuju erytrocyty
na dno jamky a vytvoria gombik alebo prstenec.

Osobitnou sérologickou metédou medzi aglutinaénymi tech-
nikami je koaglutindcia. Princip je zaloZeny na vyuZziti schop-
nosti buniek Staphylococcus aureus viazat cez protein A pro-
tilatky triedy IgG cez ich Fc fragment. Ak st devitalizované
a stabilizované bunky zlatého stafylokoka inkubované so $pe-
cifickymi protildtkami, naviazu sa tieto cez svoj Fc koniec na
bunku stafylokoka (senzibilizacia). Ak sa k nim pridé v rozto-
ku homolégny antigén z pacientskej vzorky (stolica, likvor,
sérum) alebo z izolovanej kultary, dojde k vzdjomnému zosie-

fovaniu komplexu troch ¢lenov reakcie (bunky stafylokoka,
$pecifickej protilatky a antigénu hladaného patogénu) a vznik-
nud viditelné zhluky, ktoré potvrdia pritomnost konkrétneho
patogéna vo vzorke, resp. potvrdia druhovt identitu vySetrova-
ného izolétu.

HEMAGLUTINACNO-INHIBICNY TEST (HIT)

Niektoré virusy, napr. virus rubeoly, vytvaraju na povrchu
viribnu aglutininy, ktoré st schopné aglutinovat erytrocyty,
napr. kuracie. Ak st vo vySetrovanom sére protiladtky proti tym-
to aglutininom, ddjde k inhibicii aglutindcie (obr. 1.21.10).

NEPRIAMY HEMAGLUTINACNO-INHIBICNY TEST

Do reakcie sa pouZiju stabilizované krvinky s naviazanymi
homolégnymi antigénmi a koreSpondujuice protildtky, vySetro-
vany materidl (napriklad lyzat bunkovej kulttry, infikovanej
nezndmym sérotypom virusu). Ak sa vo vySetrovanom materi-
ali nenachddza komplementarny antigén, ddjde ku aglutinicii
erytrocytov (tzn. negativny vysledok). Ak tam antigén je, obsa-
di vdzobné miesta na protildtkach a ned6jde k hemaglutindcii
(vytvorenie prstenca alebo gombika znamend pozitivny vysle-
dok reakcie) (obr. 1.21.10).

KOMPLEMENT VIAZUCA REAKCIA (KVR)

Je to sérologickd reakcia, pri ktorej sa diagnosticky antigén
viaZe s homol6gnymi protildtkami a nédsledne sa vysledok reak-
cie deteguje pomocou komplementu a hemolytického systému.
Pokial s vo vzorke prislu$né protildtky, je komplexom antigé-
nu a $pecifickych protildtok komplement v reakcii vyviazany
a spotrebovany, a to bud tplne, alebo ¢iasto¢ne. Ak sa potom
do reakcie pridd indikdtorovy hemolyticky systém, pozostdva-
jaci z komplexu erytrocytov s naviazanymi antierytrocytarnymi
protildtkami (amboceptor), neddjde k lyze erytrocytov a krvin-
ky sedimentuji na dno jamky (pozitivna reakcia). Ak vo vySet-
rovanom materidli nie st homolégne protildtky, je vysledok
reakcie negativny. To sa prejavi lyzou krviniek (obr. 1.21.11).

KVR ma4 teda $pecificki a nespecificki fdzu - v prvej sa kom-
plement viaZe na vznikajice komplexy antigén-protildtka. Ak
v prvej fdze nedoslo k vdzbe komplementu, tento ostdva k dis-
pozicii pre druht fazu, ked sa komplement méZe viazat s dal-
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Obr. 1.21.10. Hemaglutindcia krviniek virusom chripky (2) a hemaglutina¢no inhibi¢ny test (3) po pridani protilatok proti prislusnému

sérotypu virusu.
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Obr. 1.21.11. Princip komplement viaZiicej reakcie na stanovenie $pecifickych protildtok tried IgG a IgM v sére.

$im antigén-protilditkovym komplexom pridanym do reakcie
(indikdtorovy, hemolyticky systém). Hemolyticky systém sa
skladé z baranich erytrocytov a krdli¢ich protildtok proti tymto
erytrocytom (komer¢ne sa doddvaji pod ndzvom amboceptor).
Vysledok reakcie hodnotime podla hemolyzy baranich erytro-
cytov v hemolytickom systéme. Ak ned6jde k hemolyze, zna-
mend to, Ze protildtky vo vySetrovanom sére reagovali s diag-
nostickym antigénom a komplement sa spotreboval (neostal
k dispozicii pre druht fadzu reakcie). Ak dojde k hemolyze,
znamend to, Ze dokazované protilatky nie si pritomné, kom-
plement ostal volny a v druhej faze spdsobi Iyzu ov¢ich eryt-
rocytov v indikdtorovom systéme. Jednotlivé zlozky KVR pred-
stavuju diagnosticky antigén (mozno pouzit solubilné alebo
suspenzné antigény, pre kazdy antigén je potrebné vopred urcit
optimdlnu koncentraciu), pufrovaci roztok, vysetrované sérum
(musi byt ¢ire a vopred sa inaktivuje 30 mintut pri 56 °C, aby
sa v nom inaktivovali zlozky komplementu pacienta), vodny
kipel 37 °C, komplement (Cerstvé, hlboko zmrazené morcacie
sérum), baranie erytrocyty, amboceptor. Pred kazdym poku-
som sa musi robit titrdcia komplementu (rad analogického rie-
denia), pretoZe jeho nesprdvne mnozstvo by mohlo viest k ne-
spravnym vysledkom. Pri nedostatku komplementu by v druhej
faze nedoslo k tplnej hemolyze ani vtedy, ak by vySetrované
sérum neobsahovalo $pecifické protilatky. Pri nadbytku kom-
plementu by naopak doslo k hemolyze aj pri pritomnosti $pe-
cifickych protildtok vo vySetrovanom sére. Do reakcie priddime
dvojndsobok hemolytickej jednotky zvySenej o 0,05 ml. Ako
hemolytickt jednotku oznacdujeme mnoZstvo komplementu,
ktoré spdsobi tplnt hemolyzu $tandardného mnoZstva bara-
nich erytrocytov opsonizovanych homolégnymi protildtkami.
AKk titrdciou zistime napriklad 1 hemolytickd jednotku v 0,15
ml morcacieho séra, do reakcie pouzijeme 0,40 ml uvedeného
séra: (0,15 + 0,05) x 2 = 0,40.

Priprava hemolytického systému spoc¢iva v tom, Ze sa 2% sus-
penzia 3-krat premytych ov¢ich erytrocytov zmie$a s rovnakym
objemom optimdlne riedeného amboceptora. Ku krvinkdm sa
amboceptor priddva v mnoZstve 2 - 4 minimdlnych hemolytic-

kych ddvok (MHD). 1 MHD je najvyssie riedenie amboceptora,
ktoré pri nadbytku komplementu umoZni tGplni hemolyzu pou-
zitého mnoZstva baranich erytrocytov. Pri komeréne doddvanom
amboceptore vyrobca toto riedenie udava pre kazdd $arzu.

Komplement-viaZica reakcia sa moZe uskutoc¢tiovat v modi-
fikdcii kvalitativnej alebo kvantitativnej, v makro- alebo mikro-
modifik4cii. Kvalitativna reakcia sa robi s neriedenym sérom -
urCuje sa pritomnost alebo nepritomnost protildtok. Pri
semikvantitativnej reakcii sa vySetrenie robi v rade skiimaviek
(alebo v mikrotitra¢nej platnicke) s postupne riedenym sérom.

Vysledok reakcie sa hodnoti voInym okom, pricom v kazdej
skiimavke sa zdbrana hemolyzy semikvantitativne ur¢i od 0 po
4 kriziky, tplnej hemolyze zodpovedaja 4 kriziky. Za titer pro-
tildtok sa oznaci najvyssie riedenie séra, pri ktorom sa eSte po-
zoruje 50% zdbrana hemolyzy (hodnotenie na 2 kriziky).

KVR sa pouziva na dokaz protilatok v sére a likvore. Do KVR
vstupuju $pecifické protilatky typu IgG a IgM (obe si schopné
aktivizovat komplement). Reakcia sa v praxi $iroko pouZivala
na nepriamu diagnostiku mnohych infekénych chordb, ktorych
antigény povodcu bolo mozné ziskat v purifikovanej forme,
napr. pri syfilise (Bordetova-Wassermanova reakcia, BWR), sta-
noveni protildtok proti patogénnym baktéridm (bordeteldm,
brucelam, borélidm, kampylobakterom, pévodcom hortuc¢ky Q,
epidemického $kvrnitého tyfusu a inym), proti takmer vetkym
povodcom virusovych ndkaz (napr. adenovirusom, cytomegalo-
virusom, EBV, a iné) a taktieZ patogénnym prvokom a inym
parazitom (toxoplazma, echinokoky).

Niekedy si problémom faloSne pozitivhe vysledky, ktoré
moZu byt podmienené pritomnostou neZelanych bunkovych
primesi, ktoré pochddzaji napriklad z bunkovych linii, na kto-
rych boli kultivované virusy pre tcely ziskania virusovych an-
tigénov. Tie mOZu reagovat s protildtkami v pacientovom sére
a viazat komplement. Preto je Ziaduce robit kontrolu s prida-
nim kontrolného antigénu (materidlu z neinfikovanych bunko-
vych linif). Rovnako problematické mozu byt aj neSpecificky
reagujtce protildtky v krvi pacienta, napr. typu reumatického
faktora, ktoré st schopné aktivovat komplement. V takom pri-
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pade sa falo$ne pozitivne reakcie dajui odhalif testovanim pa-
cientovho séra bez pridania antigénu.

V sticasnosti ¢oraz viac klesd miera pouzivania tejto met6dy
a obmedzuje sa ¢oraz viac len na vyhlddavanie pozitivnych pa-
cientov, ktori st potom ndsledne sérologicky vySetreni inymi,
voci ochoreniu $pecifickej$imi met6dami.

1.21.8 Stanovenie antigénu alebo protilatok

oznacenim reakéného partnera

IMUNOFLUORESCENCNE METODIKY

Spdjaja v sebe histologické a imunologické techniky. Maju
za ciel dokaz antigénu v tkanivdch, bunkdch a mikroorganiz-
moch, alebo ddkaz $pecifickych protildtok v krvi, likvore a pod.
Delime ich na metodiky priamej a nepriamej imunofluorescen-
cie. Pri priamej imunofluorescencii je dokazovany antigén vo
vySetrovanom materidli naneseny a fixovany na podlozné skli¢-
ko a pomocou $pecifickych protildtok, oznacenych fluorochré-
mom, je vizualizovany. Pri nepriamej imunofluorescencii sa
dokazuju protildtky vo vzorke, ktoré po inkubdcii so $pecific-
kym antigénom, naviazanym na sklicku, vytvoria imunokom-
plex. Ten sa v dalsom kroku vizualizuje pomocou fluorochré-
mom znac¢eného antihumdnneho séra - konjugatu (sekunddrna
cicav¢ia protildtka proti niektorej dokazovanej triede humdén-
nych protildtok). Protilaitky moZno sériovo riedit (titrovat)
a koncovy titer bude predstavovat to riedenie, pri ktorom bude
eSte zretelnd florescencia s typickou mikroskopickou textirou.

Vizualizdcia sa dosiahne v oboch pripadoch indukovanim
fluorescencie svetlom urcitej vinovej dlzky (UV), ktoré vyvola
emisiu dobre viditelného svetla. Viac sa uvddza v subkap. 11
Mikroskopické techniky v klinickej mikrobiolégii.

IMUNOCHROMATOGRAFICKE TESTY

Konven¢né imunochromatografické metddy, ktoré sa v su-
¢asnosti velmi Siroko uplatiiuji v mikrobioldgii najma na dokaz
antigénov (ale aj protildtok), sliZia len na kvalitativny dokaz.
St zaloZené na principe chromatografickej separdcie zloZiek
vzorky a postupného sledu reakcii antigénu a protildtok
s ich imunofixdciou na nitrocelul6zovej membrdne. Po nakvap-
kani vzorky na $tartovaciu poziciu sa tekutina jednosmerne
$iri dalej od $tartu smerom k opa¢nému koncu membrény (do-
sledkom posobenia kapildrnych sil). Za $tartom (miesto nane-
senia vzorky) je tUsek s volne rozptylenym konjugdtom (proti-
latka oznacend naviazanym koloidnym Au, Ag alebo farebnou
latexovou casticou, ktoré sltZia ako reportérska znacka). Vo
vlhkom prostredi, ktoré vytvori kvapalnéd vzorka v matrix nitro-
celulézy dojde k reakcii homolégneho antigénu (pokial bol
pritomny vo vySetrovanej vzorke) s konjugdtom za vzniku kom-
plexu antigén-konjugdt. Vzniknuty volny imunokomplex difun-
duje dalej v poréznej membrdne az po sekundarne protilatky,
imobilizované v jednej linii kolmo na smer diftzie. Tie sa viazu
na iny epitop dokazovaného antigénu v difundujicom imuno-
komplexe. Ak bol vo vySetrovanej vzorke homolégny antigén,
vznikne v mieste naviazania komplexu imobilizovand protilét-
ka-antigén-konjugat, ¢o sa prejavi farebnym pésikom (nahro-
madenie kovu alebo farebného latexu v jednej linii), signalizu-
jaci pozitivny vysledok. Nadbytok nenaviazaného konjugdtu
migruje dalej membrdnou v smere diftzie a viaZe sa na ind
imobilizovant protildtku, umiestnent v druhom pdsiku kol-
mom na smer diftizie, pricom vznikne druhy farebny pésik,
ktory signalizuje riadny priebeh reakcie.

1.21.9 Analyzy vizby ligandu

PouZitim znaceného partnera pri reakcii antigén - protildtka
vhodnou reportérskou molekulou (zna¢kou) mozno vyznamne
zvysit citlivost metddy. Tieto met6dy sa preto nazyvaji imuno-
analyza.

Pri vdzbe stanovovanej latky sa v analyzach pouZivaju $pecific-
ké receptory a ligandy. Pokial ozna¢ime antigén alebo protildtku

(napr. enzymom, rddionuklidom, fluoroférom, luminoférom) sta-
va sa znacenym ligandom. Na naviazanie oznaceného ligandu sa
okrem polyklondlnych a monoklondlnych protildtok pouZivaji aj
iné viaZice biomolekuly (biotin - streptavidin, avidin a iné).
Kvantitativne stanovenie znaceného ligandu po naviazani v imu-
nochemickej reakcii moze prebehnit vo vodnej fdze a podiel ne-
naviazaného ligandu sa meria v pritomnosti naviazaného (homo-
génne analyzy) a naopak, po oddelen{ viazaného ligandu od
nenaviazaného sa meria bud jeho naviazana frakcia, alebo naopak
nenaviazand (v oboch pripadoch ide o heterogénne analyzy).

HETEROGENNE ANALYZY

Sem zaradujeme kompetitivne analyzy, sendvi¢ové analy-
zy na stanovenie antigénu (antigen capture assay) a sendvi-
¢ové analyzy na stanovenie protilatok (antibody capture as-
say, napr. capture assay). Tieto metodiky mali najcastejsie
format enzymovej imunoanalyzy (enzyme linked immunosor-
bent assay, ELISA), v sti¢asnosti ju ¢oraz viac nahrddzaji iné
formaty LIA a FIA na uzatvorenych automatoch, kde pevnu
fdzu tvoria magnetické gulicky.

a) Kompetitivne analyzy

Oznaceny ligand v konstantnej koncentrdcii konkuruje s rov-
nakym, ale neozna¢enym analytom vo vzorke o vdzbové pozi-
cie na antigénoch ¢i protildtkach, ktoré su takisto v konstantnej
koncentracii. Cim viac je stanovovaného analytu (bud antigénu
alebo protildtky) vo vzorke pacienta, tym viac vytlaca znaceny
ligand z vdzieb a o to viac sa zniZi zaznamendvany signdl. Vzni-
ka teda nepriamo tdmerny vzfah medzi zndmym mnoZstvom
znaceného ligandu a mnoZstvom analytu vo vzorke, ktory
umoziiuje vypocet mnoZstva analytu vo vzorke na zdklade ka-
libra¢nej krivky meranim signdlu z reportéra.

Analyt je v reakcii naviazany priamo alebo nepriamo na pev-
nu fazu, ktorou moze byt mikrotitra¢nd platni¢ku, dno skiimav-
ky, magnetické castice, plastikové perlicky a pod. Tato vdzba
umoziiuje oddelif naviazany a nenaviazany ligand.

b) Sendvicové analyzy na dokaz protilatok

Na dne platnic¢ky je adsorbovany bud antigén, alebo z4chyt-
na protildtka pre stanovovany typ protildtok vo vzorke séra. Ak
je na dne jamky imobilizovany antigén, po pridani vzorky séra
pacienta sa nai pocas inkubdcie naviaZzu homolégne protildtky
(ak boli v sére pritomné). Nenaviazané protilatky sa spolu so
sérom odstrdnia premytim. V dalSom kroku sa pridd do jamky
konjugét, ¢o je znaceny antihumadnny imunoglobulin a po jeho
naviazanf na zachytenu protilatku dojde k vytvorenie sendvico-
vej vdzby. MnoZstvo naviazanej znacenej protilatky je propor-
ciondlne voci naviazanému mnoZstvu pacientovych protilatok.
Pri stanovovani $pecifickych IgM protildtok sa ako konjugat
pouzije $pecifické antisérum proti p-retazcu, ktoré vytvori vdz-
bu len s naviazanym IgM zo séra pacienta.

Ak sa na zachytenie protildtok vo vzorke na dne jamky imo-
bilizuje protildtka, zvdc¢$a ide o testy na dokaz IgM (u-capture
assay). Ako zachytné protildtky sa pouZiji zvieracie IgG s afini-
tou voci Fc regiénu humdnneho IgM. Po pridani pacientského
séra sa pocas inkubdcie na tieto viazu akékolvek IgM protilatky,
bez ohladu na ich antigénnu $pecificitu. Po skonéeni inkubécie
sa jamka niekolkokrdt premyje pufrom tak, aby sa odstrdnili
v$etky nenaviazané zlozky séra. Potom sa do jamky pridéd kores-
pondujici antigén a znova sa premyje. Nasledne sa pridd konju-
gat so Specifickym IgG, znacenym enzymom (resp. inou repor-
térskou molekulou). MnoZstvo naviazanej znacenej protilatky je
proporciondlne voéi naviazanému mnoZstvu pacientovych IgM
protildtok. Existuje aj verzia tejto metdédy, kedy sa ako ligand
nepouzije znacend protildtka, ale znaceny je homolégny antigén
(enzyme labeled antigen assay), ¢im sa zniZi pocet krokov.

HOMOGENNE IMUNOANALYZY

Tieto metodiky st koncipované tak, aby nebolo medzi jed-
notlivymi krokmi potrebné oddelovat nenaviazané ligandy od
naviazanych. Existuje viac konceptov, pre ndzornost uvedieme
dva postupy.
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Enzymoimunoanalyza pomocou kompeticie antigénu Enzymoimunoanalyza pomocou kompeticie protilatok
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Obr. 1.21.12. Rozne formdty kompetitivnej enzymoimunoanalyzy (ELISA) na dokaz antigénu alebo protilatok v biologickom materiali.

uﬁ 7

fddFodaBSEDRD

. -gasesaaNRaRs

WZOTES 5213 RSO AUDGONS
- -adgochlasaas

pacisnta .l ddDomGRESOND

-a%edeaTaded [ v
-geEassdiEond | | T -
[ Napipetovat vzorky - inkubdcia — premytie - konjugat — inkubécia — premytie —substrat - odél’tanie> '
/3 e

(D4 D
B* I Ak o F
FOVEVERN 0690 NNy e 009N

Mikratizimy Specificke protilstiy = Enzymom znatend protilitka - . Adsorbény povrch
antigan paciEmiove] vzody proti fudskym Caromogen/sbstrat Fa.reha1]r=|gna| napr. polystyrén
{napr. zo sara) imunagiobulinom urtie]

tredy (napr. prot igG)
tzv. konjugat
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EMIT (enzyme multiplied immunoassay) prebieha podla
kompetitivneho pricipu, pri¢om si konkuruji enzymom znace-
ny homolégny antigén (ligand) a antigén obsiahnuty vo vzorke
0 obmedzeny pocet vdazobnych protilatok. Enzym naviazany na
ligand je aktivny len vo volnej, neviazanej forme. Po pridani
substratu je jeho premena priamo timernd mnozstvu antigénu
vo vzorke. T4to technika sa vyuZiva najmd na stanovenia any-
lytov s malymi molekulami, napr. na stanovenie hladin niekto-
rych antibiotik (gentamicin, tobramycin alebo vankomycin)
v telesnych tekutindch.

CEDIA (cloned enzyme donor immunoassay ) je enzymova
imunoanalyza pomocou klonovaného enzymového donora, pri
ktorom je enzym (napr. B-galaktoziddza) rozdeleny na 2 neak-
tivne Casti, a to na enzymového donora (darcu, 5% velkosti en-
zymu) a enzymového akceptora (95 % velkosti enzymu). Donor
je viazany na arteficidlny antigén, ktory je identicky s tym, kto-
ry chceme dokazaf vo vzorke. Oba fragmenty enzymu s zéro-
venl viazané na molekulu protildtky v takej vzdjomnej pozicii,
aby nebolo mozné utvorit aktivny enzym. Ak je v analyzovanej
vzorke hfadany volny antigén, sitazi o poziciu s viazanym an-
tigénom na protildtke, a ak ho na principe kompeticie vytlaci,
uvolni sa arteficidlny antigén s naviazanym donorom a oba frag-
menty enzymu sa spoja do funkéného enzymu s enzymovou
aktivitou, ktory so substrdtom vytvori farebny produkt.

Jeden z variantov imunochromatografickych testov bol tiez
zostaveny ako homogénna imunoanalyza. Na membréne je na-
viazand protildtka pre stanovovany antigén. Ak sa na membré-
nu kvapne pacientova vzorka a enzymom znaceny antigén (li-
gand). Oba antigény navzdjom konkuruji o obmedzeny pocet
imobilizovanych vdzobnych protildtok. Nenaviazany antigén je
chromatograficky premiestneny z reak¢nej zény a tam sa sta-
novi jeho katalytickd aktivita pridanim substrdtu. Je priamo
Umernd mnoZstvu antigénu vo vzorke.

1.21.9.3 ZNACENIE REAKCNYCH PARTNEROV
V IMUNOANALYZACH

Na znacenie antigénov alebo protildtok pri imunoanalyzach
sa pouZivaju ako reportérske molekuly (znacky):

Vazba

T é oy L,
etramer Biotin streptadivinu s
streptavidinu biotinom

Biotinylovana
protilatka

N

Priamo znacena protilatka s
obmedzenym poctom
signalnych znaciek

Znaceny streptavidin sa viaZze na biotin na
biotinilovanej anti IgG protilatke (vznika
znaceny konjugat) s mnoistvom signalnych

1. radioizotopy (rddioimunoanalyza), pouZiva sa najcastejsie
gama Ziari¢ - izotop I, alebo beta Ziarice, *H alebo “C,
v nasom teritdriu sa v rdmci klinickej mikrobiolégie uz ne-
pouzivajq,

2. enzymy (enzymovd imunoanalyza - EIA), najcastejSie enzy-
my ako alkalicka fosfatdza, chrenova peroxiddza alebo gluké-
z0 - 6 fosfat-dehydrogendza, ku ktorym sa priddva Specificky
substrat pre dany enzym a vytvori sa farebny produkt, kto-
rého intenzita zafarbenia sa spektorofotometricky sa meria
stidasne pri dvoch vlnovych diZkach svetla. Pri enzymovej
analyze sa m6Zu pouZit ako substrét aj prekurzory fluorofé-
rov, ktoré sa aktivitou enzymu menia na opticky aktivnu
stabilnd formu, ktorej fluorescencia sa potom meria,

3. fluorescenc¢né farbiva - fluoroféry (metodika fluorescen¢na
imunoanalyza), si to molekuly, ktoré absorbuji energiu
a ndsledne ju uvolnia v podobe vyZiarenia foténu s posunom
vinovej dlzky a vytvdra tak signdl; komeréne Gispe$né st me-
tédy fluorimetrie si TR-FIA (Time-Resolved Fluorescence
Immuno-Assay) a FPIA (Fluorescence Polarization Immuno-
-Assay),

4. luminiscen¢né latky (metodika luminiscen¢nd imunoanaly-
za), ktoré po dodani energie uvolnia Ziarenie. Podla sposobu
indukcie sa delia na:

- chemiluminiscen¢né latky (luminol, akridiniumester, oxa-
14t), ktoré uvolnia svetlo po pridani katalyzatorov, napr.
chrenovej peroxiddzy a peroxidu vodika,

- bioluminiscen¢né latky (luciferin-luciferdzovy systém
z hmyzu, hub, rias alebo baktérii), pri ktorych uvolneniu
energie predchddza chemickd reakcia, napr. uvolnenie
ATP pyruvdtkindzouv a nésledne ddjde ku oxiddcii lucife-
rin enzymom luciferdzou na komplex, ktory pri rozpade
uvoltiuje svetlo,

- elektroluminiscen¢né luminoféry, ktoré si oxidované na
elektréde po indukcii elektrickym impulzom, pricom imu-
nokomplex je na elektrédu viazany cez magnetické gulic¢-
ky.

znaciek (enzym, fluorofér a pod.).

Stanovovana protilatka

Obr. 1.21.14.
Amplifikdcia signalu
viacndsobno vdzbou
znackovych molekul
na komplex biotin -
avidin.

Diagnostické antigény
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Zachytna protilatka
Detekcna protilatka

Interferujlice protilatky

Patria sem viaceré komer¢né forméty s vysokou analytickou
citlivostou, ktord ich zacina favorizovat medzi ostatnymi imu-
noanalyzami, napr. LIA (Lumino Immuno Assay), ILMA (Im-
muno Lumino Metric Assay), CLIA (Chemi-Luminescent Immu-
no Assay), ECLIA (Electro Chemi Luminescence Immuno
Assay).

AMPLIFIKACIA SIGNALU VAZBOU BIOTIN - AVIDIN
(STREPTAVIDIN)

Formét niektorych imunoanalyz zahffia okrem imunoche-
mickej reakcie aj zosilnenie (amplifikdciu) meraného signélu
z reportérskych znaciek, ¢im zvySuje jej citlivost. NajbeZnejsie
sa vyuziva vysokd vdzobnd schopnost biotinu a streptavidinu.
Biotin (vitamin B7) sa prirodzene nachddza aj v ¢reve, kde via-
Ze avidin (nachddza sa v surovom vaje¢nom bielku) a bréni tak
jeho absobcii. Molekulu, takmer identickd avidinu a s rovna-
kou afinitou k biotinu tvoria aj streptomycéty. Je to streptavi-
din. Vzdjomnd afinita biotin - avidin sa vyuZiva na detekciu
biomolekdl (protilatky, antigény, nukleové kyseliny a pod.) po-
mocou repotérskych znaciek. Biotinylizacia tychto molekul (na-
viazanie biotinu na protildtky, antigény) je jednoduchd a neo-
vplyviiuje ich imunochemické vlastnosti. Jedna takd molekula
pritom na seba viaZe viac molekdul biotinu. V imunoanalyzach
sa biotinylizuje antigén alebo protildtka, molekula avidinu zase
na seba lahko viaZe reportérske molekuly. Jedna molekula avi-
dinu je schopné viazaf az Styri molekuly reportérskej molekuly,
¢o signdl eSte viac zosilni. Afinita biotinu ku avidinu, resp.
streptavidinu sa vyuZziva nielen v imunoanalyzach, ale aj v pla-
tformdch ako su bioCipy, v afinitnej chromatografii, v imunob-
lottingu, v prietokovej cytometrii a pod.

FAKTORY, KTORE MOZU RUSIT PRIEBEH
A VYSLEDOK IMUNOANALYZ

Faktorov, ktoré ovplyviiuju priebeh a mézu zapriCinit ne-
spravny vysledok imunoanalyz mo6Ze byt viac. Mali by byt vo-
pred rieSené vhodnym postupom, najma tie predvidatelné,
a tym systémovo odstrdnit mozné analytické chyby.

Prebytok antigénu (tzv. High-dose ,hook” efekt) sa vysky-
tuje najmd v sendvi¢ovych imunoanalyzach s jednou inkubé-
ciou, po po¢iato¢nom narastani signdlu proporcionélne k mnoz-
stvu navdzovaného antigénu az po fdzu, kedy vznikd prebytok
antigénu, ¢o oslabuje vdzbu a signdl klesd. To sposobi nesprav-

Falosne negativna

i
L
2
i

N

b

Hﬂ

Detekovany antigén

Obr. 1.21.15. Interferencia
reagujucich protilatok pri
imunoanalyzach.

ne urcenie hladiny stanovovaného analytu. Predchddzat moZno
tym, Ze sa vzorka nariedi (najma pri titraénych metddach, pri
ktorych treba aj v skriningu pouZit asponi dve riedenia), resp.
sa pouZije pri metdde s dvojitou inkubdciou (s premytim medzi
jednotlivymi inkubdciami).

Interferencia s reumatoidnym faktorom (RF). RF st auto-
protilatky viaZice Fc ¢ast IgG (st imunoglobuliny vaésinou IgM
izotypu, ale aj IgG a IgA). Reumatoidny faktor triedy IgM spo-
sobuje v sendvi¢ovej imunoanalyze na dokaz Specifickych IgM
protildtok falo$ne pozitivne vysledky v pripade, Ze sa vo vzorke
nachddzaju aj Specifické IgG protildtky. Tie sa naviazi na kom-
plementdrny antigén a kedZe ich Fc fragment viaZe reumatoid-
ny faktor, bude zase RF viazat kojugat na dokaz Iudskych IgM
protildtok a tak vyjde test pozitivny na dékaz pritomnosti $pe-
cifickych IgM aj v pripade, Ze tam nie st pritomné. Tomu sa
dd predist tym, Ze do vzorky na stanovenie $pecifickych IgM
v prvom kroku priddme protildtky proti fudskym IgG (tzv. RF
absorbens) alebo izolujeme IgM od IgG pri utracentrifugacii
v sachar6zovom gradiente v 19S frakcii (IgM st tazsie ako IgG,
pozri kap. 1.10). Tieto situdcie st kritické najma pri sérologic-
kom objasiiovani intrauterinnych infekcii plodu (napr. syfilis,
CMV infekcia, rubeola, toxoplazméza a iné) alebo ddkaze re-
centného syfilisu u dospelych. Podobné situdcie, vyvolané pri-
tomnostou interferujicich protilatok, moéZu nastat aj pri nie-
ktorych autoiminnych (autoprotidtky) alebo infekénych
ochoreniach (napr. pritomnost heterofilnych protilatok pri in-
fek¢nej mononukledze), ale aj pri fyziologickych stavoch, napr.
v gravidite. Interferujice protildtky sa vytvaraji v makroorga-
nizme aj pri jeho expozicii imunogénom z inych Zivocisnych
druhov, napr. my$im - tvoria sa HAMA (Human Anti Mouse
Antibodies) protilatky. Tie potom reaguji s diagnostickymi my-
$imi protildtkami v diagnostickych stpravach a vytvarajd falos-
ne pozitivne alebo negativne vysledky. Na interferenciu je po-
trebné mysliet vZdy, ak sa vysledok analyzy nezhoduje s inymi
vysledkami, resp. predchddzajicimi vySetreniami alebo klinic-
kou diagnézou pacienta.

KriZovo reagujuce protilatky. Niektoré baktérie, ale aj viru-
sy €i parazity rozdielnych druhov tvoria antigény, ktorych
$truktdra je tak vzdjomne podobnd, Ze v makroorganizme na-
vodia tvorbu protildtok nespecificky reagujicich s antigénmi
iného mikrobidlneho druhu. Tento fenomén je zndmy napr. pri
dokazovani $pecifickych protilaitok proti T. pallidum alebo
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B. burgdorferi sensu lato. Systémovo sa to riesi vysytenim kri-
Zovo reagujucich protildtok pomocou sonikdtu z Treponema
phagedenis (pre Cloveka nepatogénnej spirochéty). Vysytenie
kriZovo reagujtcich protildtok je tak stcastou niektorych $tan-
dardnych metodik, napr. v fluorescen¢nom teste absorpcie
antitreponemadlnych protildtok (FTA ABS, Fluorescent trepone-
mal antibody absorption test) v rdmci dokazu Specifickych pro-
tildtok proti T. pallidum pri syfilise. Ako bolo uz uvedené, ten-
to fenomén sa v niektorych testoch dokonca vyuZzival
v diagnostike niektorych infekcif, napr. antigény Proteus spp.
na dokaz protilatok proti riketsidm alebo kardiolipin (hovadzi)
na dokaz nespecifickych protildtok pri syfilise (rychla reaginova
reakcia).

1.21.10 Imunoblot

Blotovanie znamend prenos latok (proteiny, nukleové kyseli-
ny), ktoré boli predtym elektroforeticky rozdelené v polyakry-
lamidovom géli, na pevnd matrix (napr. nitrocelulézové mem-
brany). Tdto metodika umoZiiuje pracovat s identickou képiou
vzorca elektroforetickych rozdelenych molekil v imobilizova-
nej podobe na pevnej fdze vykonat rozli¢cné metédy identifika-
cie jednotlivych molekdl, ktoré nemozno vykonat v géli. Pri
western blote (WB, imunoblot, proteinovy blot) sa vac¢$inou
pomocou prenesenych proteinov dokazuje pritomnost $pecific-
kych protildtok proti jednotlivym antigénom daného mikrobidl-
neho agens vo vzorke séra pacienta. PouZivaju sa zvaé$a na
konfirméciu pozitivnych vysledkov vySetrenia sér inou meto-

dou imunoanalyzy alebo nadstavbovi diagnostiku. Po pridani
pacientovho séra do inkubacnej komory s WB pésikom (stri-
pom) dodjde naviazaniu tam pritomnych Specifickych protildtok
na jednotlivé antigény na WB. Po ich naviazani sa pridaju en-
zymom znacené sekundédrne protildtky proti humdnnym imu-
noglobulinom (proti IgG, IgM a IgA), a do reakcie sa po inku-
bécii a premyti pridd substrét, spdsobujici farebnt zmenu. Tak
sa v mieste naviazanych protilatok vytvori tmavy pruh (band).
Vzorec pruhov na stripe sa porovnd vo¢i Standardu (klicu)
a vyhodnoti sa (bandy s protildtkami voc¢i $pecifickym antigé-
nom indikuji infekciu danym mikroorganizmom, bandy pri
ne$pecifickych antigénoch mo6zu v urcitych pripadoch objasnit
predchddzajuicu reaktivitu vzorky v inej imunoanalyze a pod.).

1.21.11 Proteinové Cipy (proteome

microarrays)

Cipy predstavuji moderné molekuldrno-biologické systémy,
ktoré umoZiiuju paralelne realizovat tisice reakcii v malom
mnoZstve biologického materidlu na malom priestore, preto ich
zaradujeme do multiplexovych analyz. Pre klinickd mikrobio-
l6giu st perspektivne najmd dva typy - proteinové a genetické.
Proteinové ¢ipy boli vyvijané z technolégii pdvodne uréenych
na analyzu DNA. Princip metdd, na ktorom pracujy, je rovnaky
ako pri ostatnych imunoanalyzach, ich podstata je len v minia-
turizdcii, automatizécii, koncepte detekénych technik (napr. la-
ser, hybridizdcia a iné), v softvérovom riadeni procesu a vyhod-

Kontrola Vzorka Vzorka
. B.
é B é :
E AR i
ARARAR y
s p s . , Proteiny
Cielova struktura DNA mRNA protein DNA mRNA protein A B c
Amolifikéci Amolifikaci
o mplifikacia mplifikacia @ ‘.ﬁ S :
Znacenie A A ; e
fluorogénnymi e .8 = ||||ﬁfl‘i7|«i'L
znatkami Rozdielnymi pre kaZdy kmen mikroorganizmu Rovnakou znackou
Vazba

kompetitivna

Kvantifikacia

nekompetitivna

Obr. 1.21.16. Bio¢ipy (microarray) na zistenie génovej variability (DNA sekvencie), resp. porovnanie alebo urcenie génovejvej expresie
mikroorganizmov (mRNA, proteiny). A. gendmovy a proteomicky s kompeticiou. Zelené spoty oznacuju preferen¢nt vazbu sekvencii NK, resp.
antigénov klonu mikroorganizmu zo skiimanej vzorky, cervené spoty naopak, preferencne viaZu $pecifické sekvencie kontrolného mikroorganizmu.
Zlté spoty oznacuju sekvencie, resp. antigény , s rovnakou afinitou k sekvencidm (resp. antigénom) oboch klonov. B. proteomicky; proteiny
mikroorganizmu, ktoré s najviac exprimované, tak viazu najviac chromatoférov a dané spoty Ziaria najintenzivnej$ie. Naopak, najmenej
exprimované proteiny Ziaria najmenej intenzivne (upravené podla: https://ai2-s2-public.s3.amazonaws.com/figures/2017-08-08/d85ad5b2315933d

a3523075a263bfe2741dde61{/3-Figure3-1).



1 Laboratérna diagnostika

145

L L

BioCip s protilatkami K°”j_‘|’,gékt+ o , ,- ,(
Yy, T ¥Y¥Y Y.
iocip s antigénmi Konjugét M W W
0 ¢ 254 2%
RX X3

BioCipy s proteinami

evat

A A

Biodip s ligandmi

Proteiny

dad

: 8 é ' . - )

Biocip s glykanmi ?Eﬁ ?@ ?ﬁ
: : : Konjugat " &

. 6 — '

P Fluorescenéne

Antigén - protilatka znatend protildtka

Antigény

Antigén - protilatka Protilétka

ﬁ_‘]f Znacen @ protilatka
Enzym - substrat
' '& Proteiny
Protein - lipozém
‘ Enzym
, . 1] Substrat
Protein — molekula lieku
Lipozém

Protein - protein Molekula lieku

Ligand

Receptor - ligand

Receptor

®  Glykan

Protilatka + sacharid
Signalna molekula

Obr. 1.21.17. Priklady vyuZiteInych vizieb na vyrobu proteomickych bio¢ipov.

notenia. Vdaka velkému poctu testov, ktoré mozno uskutocnit
sti¢asne - a dobrym mozZnostiam automatizdcie - sa tdto tech-
noldgia rychle vyvinula ako délezitd stcast vyskumu v oblasti
farmdcie, mediciny, biochémie a molekuldrnej biolégie a po-
stupne sa uplatiiuje aj v klinickej mikrobiolégii. Podobne ako
pocitacovy ¢ip poskytuji mnohé informdcie na malom priesto-
re. Proteinové Cipy (podobne ako DNA ¢ipy) obsahuji mnoz-
stvo testovacich bodov na malej ploche, pricom na kazdom
testovacom bode s nanesené a fixované malé mnozZstvad prote-
inov. Protildtky alebo antigény sa nandsaji (naspotujd) na pla-
ndrne povrchy, ktorymi su silikénové ¢ipy alebo sklenené skli¢-
ka s nitrocelulézovou membrdnou (FAST slides). Cipy tak
predstavuja priestorovo usporiadané reagencie na pevnom po-
vrchu, kazdy bod (spot) obsahuje definovanu protildtku (anti-
body microarrays) alebo antigén (antigen array). Presnd pozicia
bodu so $pecifickou protildtkou/antigénom na ¢ipe definuje typ
analyzovanej latky, ktord je stanovovand. Nand$anie vzoriek na
¢ip vyzaduje vysoku presnost a mozno ho uskutoc¢nit prostred-
nictvom $pecidlneho pristroja. Kazdé policko, v ktorom neddjde
ku Ziadnej interakcii, ostane po premyti prdzdne. Detekénd me-
téda umozni ndsledne rozliSenie medzi bodmi, na ktorych do-
$lo ku protein-proteinovej interakcif a tymi, pri ktorych nedoslo
k reakcii. Analyzované proteiny st kvantifikované na zdklade
roznych principov, ktoré vytvaraji merany signdl - napr. enzy-
movymi reakciami, fluorescenciou, chemiluminiscenciou, ra-
dioaktivitou, kolorimetricky a intenzita signdlu je detegovana
ur¢enym typom skeneru (kamery). Na vyhodnotenie sa pouZi-
va $pecidlny softvér, ktory vyhodnoti intenzitu signdlu v danom
bode a porovnd ho s kalibra¢nou krivkou, ako aj s pozitivnou
a negatfvnou kontrolou. Pri ¢ipoch priamej technoldgie je ana-
lyzovand vzdy len jedna vzorka a moZe byt tak stanovené pa-
ralelne velké mnoZstvo protefnov v nej. Na reverznych ¢ipoch
je imobilizované vicsie mnozstvo rdznych vzoriek a da sa tak
paralelne stanovit jeden konkrétny protein vo velkom mnoZstve
vzoriek. Proteinové ¢ipy moZno rozlisit v zdvislosti od typu in-
terakcie (aptaméry, protein-DNA, protein-RNA, protein-lektin,
protein-lipid, protein-glykdn, antigén-protildtka, enzym-sub-
strat, receptor-protein a iné).

1.21.12 Dokaz specifickej bunkovej

imunitnej odpovede testami in vitro

Diagnostika infekcif pomocou ddkazu Specifickej bunkovej
imunity je zaloZend na stanoveni produkcie interferénu y akti-
vovanymi T-lymfocytmi po ich expozicii druhovo $pecifickymi
antigénmi povodcu. Preto sa nazyvaji IGRA testy (Interferon
gamarelease assay). IFN-y je produktom aktivovanych Thl, cy-
totoxickych T-lymfocytov a NK buniek. V rutinnej praxi sa vyu-
Zivajti IGRA testy predovSetkym pre diagnostiku latentnej tuber-
kulézy a inych intraceluldrnych patogénov, vyvoldvajicich
oneskorenu, bunkovi imunitni reakciu (IV typ hypersenzitivnej
reakcie). PouZivaju sa dva typy testov - QUANTIFERON (napr.
QuantiFeron®TB Gold Plus) a ELISPOT (napr. T-SPOT® TB).
V testoch QUANTIFERON sa kvantitativne stanovuje hladina in-
terferonu v plnej krvi kvantitativhou sendvi¢ovou ELISA
metédou. Principom testu ELISpot (napr. T-SPOT® TB) je metd-
da, zaloZend na ddkaze $pecifickych efektorovych T-buniek od-
povedajtcich na stimuldciu tvorbou IFN-y. Oba spomenuté testy
su vhodné pre nepriamu diagnostiku latentnej aj aktivnej infek-
cie kmenmi M. tuberculosis komplexu, T-SPOT® TB test je urce-
ny predovsetkym ako test druhej volby u pacientov s nejasnymi,
resp. nejednoznaénymi vysledkami testu QuantiFeron®TB Gold
Plus a u pacientov so zdvaznou poruchou imunity. Ani jeden
z testov nereaguje skriZene v pripade, Ze pacient bol ockovany
BCG vakcinou. Pri tuberkuléze vyvolanej M. tuberculosis sa
v rdmci bunkovej imunitnej odpovede na infekciu selektuje
populdcia pamdtovych buniek senzibilizovanych $pecifickymi
mykobakteridlnymi antigénmi. Pokial st tieto bunky znovu sti-
mulované pritomnostou rovnakych antigénov, za¢ni produko-
vat Thl cytokin - interferén y, a to aj in vitro. V testoch
QUANTIFERON aj ELISpot sa pracuje s odobranou plnou hepa-
rinizovanou krvou pacienta a purifikovanymi antigénmi
M. tuberculosis. Postupuje sa dvoma spdsobmi. V teste
QUANTIFERON sa odoberie periférna krv do $tyroch $pecidl-
nych skimaviek, vo dvoch su antigény M. tuberculosis (ESAT-6,
CFP-10 a TB 7,7), v tretej je mitogén - t. j. pozitivna kontrola,
Stvrtd oznacend ako NIL - negativna kontrola s fyziologickym
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roztokom. Tym mozno sledovat aktivitu CD4+ aj CD8+ T lym-
focytov. Potom sa inkubuje plnd krv s antigénmi po dobu 18 -
24 hodin, po inkubdcii sa produkcia cytokinu v lymfocytoch
ukonéi zastavenim reakcie a krv sa scentrifuguje. Po odstrdneni
krvnych elementov sa meria mnoZstvo interferénu y v superna-
tante metédou ELISA a porovndva sa s hodnotami kontrol, kto-
ré boli nespecificky stimulované (mitogén), resp. neboli
stimulované. Pri druhom postupe ELISpot sa stanovuje pocet
buniek, produkujucich interferén y z izolovanej suspenzie peri-
férnych mononukledrov, inkubovanych s antigénmi M. tubercu-
losis (ESAT-6, CFP-10) podobne vo dvoch jamkach, ktoré maju
na dne imobilizované protildtky proti interferénu y. Pri inkubé-
cii najprv $pecifické pamifové T-lymfocyty za¢nu secernovat
interferén y a ten sa in situ viaZe na imobilizované protilatky.
Po odstrdneni buniek sa pouZije konjugdt, ktorym sa vizualizu-
je miesto, na ktorom bol lymfocyt secernujici interferén y. Kon-
jugat sa naviaZe na protildtkami imobilizovany interferén y a po
pridani substratu sa objavi farebny bod (spot), vyznacujtci po-
ziciu $pecificky stimulovaného T-lymfocytu. Nédsledne sa spoci-
ta pocet spotov v testovacej jamke a tym sa stanovi, kolko
T-lymfocytov pacienta v uréenom objeme krvi bolo aktivova-
nych stimuldciou antigénmi M. tuberculosis a pocet sa po
od¢itani poc¢tu spotov z negativnej kontroly porovnd s normou.

Pomocou tejto metodiky mozno doplnit diagnostiku niekto-
rych inych ochoreni, ako je tuberkul6za. Ide najmd o pripady,
kde ostatné diagnostické met6dy narazili na svoje limity , aky-
mi si pri dokazoch protildtok napriklad séronegativna lymska
boreliéza. Takyto test (Lyme spot) md odlisny princip ako me-
tody stanovujuci protilatky (ELISA, WB) a dopliia tak &asto zle
interpretovatelné vysledky sérologickej diagnostiky, napr. v ne-
skorych $tddidch lymskej boreliézy. PouZiva sa rovnako ako
QUANTIFERON (QuantiFeron®-CMV) aj na sledovanie reaktiva-
cie cytomegalovirusu pri pacientoch po transplantdcidch, pri
EBV infekcidch a pod.

Obr. 1.21.18. T-SPOT separacia monocytov (foto: Monika Polanovad).

Vyvoj v tychto metodikdch neustdle pokracuje a tak sa vyvi-
jaju nové testy, napr. pre simultdnne stanovenie dvoch a viac
typov cytokinov, produkovanych aktivdciou $pecifickej popula-
cie lymfocytov pomocou fluorescencéne znacenych protilatok.
Nahradenie enzymového znacenia fluorescenénymi znackami
zvySuje $pecificitu analyz. ELISpot v novej generdcii uzZ moze
byt pouZity aj na rozlienie medzi podskupinami aktivovanych
T lymfocytov. Napriklad bunky Thl sd charakterizované ich
produkciou IFN-y, IL-2 a TNF-a, zatial ¢o Th2 bunky produku-
jt iné cytokiny, ako st IL-4, IL-5 a IL-13. Rovnako tieto techno-
l6gie rozsiruju svoje diagnostické portfélio aj na analyza B-lym-
focytov. ELISpot B-lymfocytov je novd metéda pouzivand na
analyzu protildtkovej imunity. Hlavné aplikdcie zahffiaji detek-
ciu odpovede B-lymfocytov jednak na infekciu, ale aj odpovede
vyvolanej ockovanim. ELISpot B-lymfocytov je test zamerany
priamo na bunky tvoriace protildtky (plazmatické bunky).

Umoziiuje identifikovat plazmatické bunky vo vzorke a zmerat
ich celkovy pocet, rovnako ako kvantifikovat tie, ktoré produ-
kuja protilatky proti uréitému antigénu. S pomocou ELISpotu
pre B-lymfocyty moZno dokdzat pritomnost a mnozstvo pama-
tovych B-lymfocytov v krvi, ktoré je tazké urcit inymi sposob-
mi.

Vel'mi perspektivne je u vSetkych spomenutych metodik spo-
jenie s technolégiou prietokovej cytometrie.

Obr. 1.21.19. T-SPOT web kamera na od¢itanie testu (foto: Monika
Polanovad).

Obr. 1.21.20. T-SPOT vysledok.
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PRIETOKOVA CYTOMETRIA

V KLINICKEJ MIKROBIOLOGII

Predny J.

Prietokové cytometria umoziuje rychlu analyzu jednotlivych
buniek v zmesi, a to tak mikrobidlnych (bakteridlnych, mikro-
mycét, parazitov), ako aj zivoc¢isnych a fudskych (vratane infi-
kovanych, napr. virusom). V mikrobiolégii prietokova cytomet-
ria umoziiuje spolahlivi a rychlu detekciu jednotlivych alebo
viacerych druhov mikrébov, ich kvantifikdciu a mozZe po-
skytnit informdcie o ich distribicii sledovanych vlastnosti
v populdcidach buniek. Prietokovd cytometria mdze pomoct
k rychlejsiemu zistovaniu Zivotaschopnosti mikroorganizmov
a zaroven k lepsiemu urceniu vsetkych bakteridlnych buniek
v danej populdcii. MoZnosti mikrobiologickej diagnostiky po-
mocou prietokovej cytometrie sa vyrazne rozsirili jej prepoje-
nim s inymi molekuldrno-biologickymi metédami, predo-
v$etkym imunochemickymi reakciami, fluorometriou a vyuZitim
technolégii mikropartikuldrnych nosi¢ov zdchytnych molekdl
(antigénov, protildtok, génovych sond a pod.).

T4to analytickd metéda umoZiiuje rychle simultdnne mera-
nie dvoch veli¢in na jednej cielovej struktare (bunka, ume-
ly sféricky nosi¢ a pod.) pomocou vyslaného svetelného lica.
Meria jednak svetlo rozptylené na tejto Struktire, jednak
fluorescen¢nui emisiu, produkovanu fluorescenénymi alebo
chromogénnymi molekulami, viazanymi na skdmanych
strukturach po zdsahu svetelnym lti¢om vhodnej vinovej diz-
ky. Bunky alebo Castice (napr. mikrosféry s naviazanymi mik-
robidlnymi antigénmi alebo antimikrobidlnymi protildtkami)
st suspendované v kvapaline. Na nich st $pecificky naviaza-
né farbivd, ktoré vytvaraji meratelny signdl. Ten sa zazname-
nd pri prechddzani jednotlivych buniek alebo ¢astic cez lG¢
svetla (obr. 1.22.1). Samostatné meranie rozptyleného svetla
alebo indukovaného optického signdlu kazdej bunky ¢i casti-
ce je zabezpecené prietokom buniek (¢astic) cez dyzu na dne
plného kuZzela, ktory zabezpeci rovhomerné rozloZenie kva-
paliny a rozptyl meranych ¢astic v nej. Kazd4 bunka tak v da-
nom c¢ase prechddza li¢om jednotlivo. Opticky systém zaostri
dopadajtice svetlo na bunku, ktord je prdave v svetelnom
ohnisku, ¢im sa vytvori rozptyl svetla na $truktire bunky
a zdrovenl je zaznamend aj fluorescencia, emitovand
fluorochrémami naviazanych na pretekajtcich bunkéach. Oba
optické signdly s smerované na prislusné fotondsobice.
Elektronicky systém transformuje dopadajice svetlo z fluo-
rescencie a rozptyleného svetla na elektrické impulzy. Roz-
ptylené svetlo merané v rovnakom smere ako dopadajtce
svetlo stvisi s velkostou bunky a rozptylené svetlo zozbiera-
né pod uhlom 90° udéva tvar a zloZenie ¢astic. Zaznamenané
hodnoty stvisia so Struktirou povrchu bunky a po¢tom orga-
nel, pritomnych v bunke. Velkost, povrch a zloZenie bunky
sa povazujui za vnutorné parametre, pretoZe sa daju ziskat
bez nutnosti farbenia vzorky.

Na ziskanie dal$ich informdcii sa vzorky sa musia oznacit
pomocou roznych fluorochrémov, resp. chromogénov. Fluo-
rochrémy sa daju klasifikovat podla ich mechanizmu aktivécie:
a) fluorescencia anylyzovanych buniek vytvorend vidzbou

roznych florescen¢nych farbiv na $pecifické bunkové zlua-

Ceniny, ako su proteiny (napr. fluorescein izotiokyanat FITC),

nukleové kyseliny (propidiumjodid - PI) a lipidy (nilska cer-

veinl); (pozri aj kap. 1.19 Optické metddy),
b) fluorescencia zdvisla od bunkovych fyziologickych para-
metrov (pH, membrdnovy potencidl atd’.),

c) fluorescencia alebo fotomeratelny signdl zavisly od enzyma-
tickej aktivity (fluorogénne, resp. chromogénne substraty),
ako st napriklad esterdzy, peroxiddzy a peptidazy.
Fluorochrémy moéZzu byt tieZ konjugované s protildtkami ale-

bo nukleotidovymi sondami na priamu detekciu mikrobidlnych

antigénov alebo sekvencii DNA a RNA. PretoZe merania svet-
lom indukovaného signdlu kaZdej bunky alebo castice sa ziska-
vajui samostatne, vysledky merania v uréenom objeme kvapali-
ny (suspenzie) predstavuju kumulativny stcet individudlnych
cytometrickych charakteristik v8etkych analyzovnaych buniek.
Signdly zaznamenané detektormi st odoslané do pocitaca, kde
je po spracovani nameranych tdajov zndzornend distribtcia
populdcie buniek ¢i ¢astic vzhfadom na r6zne parametre. D6-
leZitou analytickou vlastnostou prietokovych cytometrov je aj
ich schopnost merat viaceré bunkové parametre (analytické
prietokové cytometre). Niektoré prietokové cytometre dokdzu
fyzicky oddelitf bunkové podskupiny na zdklade ich cytometric-
kych vlastnosti (triedenie buniek), tdto schopnost sa ale zatial
v mikrobiolégii neuplatnila.

Vzorka s analyzovanymi €asticami — napr.
suspenzia fluorescencne znacenych
mikropartikuli alebo buniek

~

Roztok splachujuci
analyzované castice
laminarnym prudenim

-
-
Hydrodynamicka fokusacia v
(analyzované castice su [ ) Dyza
prudenim roztoku usmernené v
tak, Ze do vyustenia sa
dostavaju po jednej za sebou «
\ -/
-
Detektor emitovanej
fluorescencie
':; 4 Svetelny zdroj - laser
i P@
Detektory I;H"I
prechadzajuceho a
rozptyleného svetla -

Obr. 1.22.1 Meranie mikrobidlnych markerov pomocou prietokovej
cytometrie (upravené podla: https://thefinancialstrategy.com/global-
flow-cytometry-market-opportunities-competitive-benchmarking-
company-market-shares-and-market-forecasts-by-2027/).

V stcasnosti sa na trhu postupne objavuji komer¢né formé-
ty prietokovej cytometie, vyvinuté pre laboratéria klinickej mik-
robiolégie na priamu detekciu baktérii. Prikladom je automat
na rychlu a plnoautomatickii analyzu moca a telovych tekutin.
Umoznuje detekciu baktérif a ich diferencidciu s vysokou nega-
tivnou predikénou hodnotou (vysledok analyzy vzorky moca
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vyliéi uroinfekt) a sd tak vhodné najmd na vylicenie vzoriek
z dal$ej diagnostiky pomocou kultivacie. V sti¢asnosti sa Stan-
dardizuje ich pouzitie aj na iny klinicky materidl - krv, likvor,
synovidlna tekutina, amniotickd tekutina a pod.

Prietokova cytometria umoziuje tak priamu diagnostiku,
ako aj nepriamu. Priamu diagnostiku predstavuje detekcia
mikroorganizmov (vrdtane detekcie a kvantifikcia virusovych
antigénov na infikovanych cielovych bunkach - napr. CMV mat-
rixového fosfoproteinu pp65, pri stanoveni antigenémie, detek-
cia a kvantifikdcia virusovych nukleovych kyselin). Nepriamu
diagnostiku predstavuje jednak detekcia a kvantifikdciu protila-
tok, ale aj aktivovanych T-lymfocytov. Na trh sa uz dostali ko-
merc¢né forméty na kvantitativne stanovenie jednotlivych tried
$pecifickych protildtok - napr. na stanovenie IgG a IgM proti
T. pallidum, subsp. pallidum pomocou mikrosfér s naviazany-
mi rekombinantnymi antigénmi treponém a prietokovej cyto-
metrie. Ukazuje sa, Ze niektoré systémy zaloZené na prietoko-
vej cytometrii dosahuji analytické parametre lepSie ako iné,
tradi¢ne imunoanalyzy (napr. ELISA). Velmi perspektivne je
vyuZitie cytometrie na testovanie antibiotifk a inych ldtok na ich
antimikrobidlne ué¢inky. Uéinok antimikrobidlnej latky moze
byt stanovend na zdklade merania rozptylu svetla a obsahu
DNA za pouzitia fluorescen¢ného farbiva, alebo tiezZ podla zme-
ny tvaru alebo inych vlastnosti bunky. Schopnost detekcie in-
taktnych buniek od zmenenych a dokonca mftvych pomocou
prietokovej cytometrie umoZiuji aj analyzy dc¢inku latok na
mikroorganizmy, ako je napriklad rychle stanovenie citlivosti.
Zivotaschopné, nenaru$ené baktérie mozu byt pritom rozliSené
bo¢nym rozptylovym lid¢om od elektronického $umu, interme-
didrnych zloziek a bunkového debris. V cytoplazme baktérif
s depolarizovanou cytoplazmatickou membrdnou v doésledku
vplyvu antibiotika sa akumuluje farbivo z extraceluldrneho roz-
toku. Farbivo sa viaZe na intraceluldrne proteiny alebo mem-
brdny a vysledkom je zvysend fluorescencia. Bakteridlne bunky
citlivych kmenov po pridani daného antibiotika maja vzhladom
na kontrolni vzorku testovaného kmena bez antibiotika zvyse-
nu fluorescenciu, ktord je zdvisld od koncentrédcie testovaného
antibiotika. Bunky rezistentnych kmetiov farbivo neakumuluju.
V dosledku toho je ich intenzita fluorescencie podobnd inten-
zite fluorescencie baktérii v kontrolnej vzorke bez ATB.

Rozptyl svetla je uZito¢nym ukazovatelom antimikrobidl-
nych dc¢inkov, bez ohladu na ich mechanizmus té¢inku. Meto-
diky pomocou prietokovej cytometrie oproti klasickym kultivac-
nym technikdm maji mnoho potencidlnych vyhod - urychlenie
stanovenia citlivosti (napr. mykobaktérie, ¢as analyzy 1 - 3
dni), stanovenie citlivosti a rezistencie na antimikrobidlne latky
pri fazko kultivovatelnych organizmoch a takisto aj intracelu-
larnych bakteridlnych patogénov (mykoplazmy, virusy - HSV,
CMV, HBV a HIV, parazity - plazmdédid, lajSménie). Ako velkd
vyhoda prietokovej cytometrie sa ukdzala moZnost testovania
citlivosti baktérii priamo z hemokultdr v ¢ase do 4 hodin. Cy-
tometria poskytuje moZznosti SirSej analyzy v rdmci konkrétne-
ho kmena baktérii oproti sti¢asnosti. Napr. stanovenie diskovej

citlivosti a minimélnej inhibi¢nej koncentrdcie si dnes jediné
rutinne vykondvané met6dy na urcovanie citlivosti v klinickych
laboratéridch, ale stanovenie minimdlnej baktericidnej kon-
centracie, ktord baktérie usmrti, sa robi len zriedka. Rovnako
aj stanovenie postantibiotickych a subinhibi¢nych tdéinkov
v redlnom c¢ase v ramci postantibiotickej fidzy terapie nie je
t.¢. mozné, pricom pomdct moZe prave prietokovd cytometria.
Pomocou techniky prietokovej cytometrie mozno kvantifikovat
virusové antigény, nukleové kyseliny , rovnako aj dal$ie para-
metre, ktoré sa vzfahuji k virusovym infekcidm (CD4 lymfo-
cyty). Testovanie citlivosti na antivirusové latky in vitro nie
je v Kklinickych mikrobiologickych laboratéridch bezné, ale
v stvislosti so stdle rozvijajicimi postupmi v liecbe viréz je
vyvoj rychlych a presnych testov pre monitorovanie novych an-
tivirusovych latok a testovanie citlivosti na antivirotikd nevy-
hnutné. Vznik rezistencie virusov na pouzivané latky vyZaduje
potrebu pouzivat rychle automatizovanych a cielené testy. Kon-
venéné metddy st pracné a ¢asovo narocné. Prietokovd cyto-
metria umoziuje rychle vySetrenie a postidenie novych antivi-
rusovych ldtok a ich mechanizmu tuc¢inku. Rychla a Tahké
metdda skriningu pomocou prietokovej cytometrie pri analyze
poOsobenia antivirusovych latok, napriklad proti HSV, je zaloZe-
né na sledovani nimi vyvolanych zmien v bunkovej DNA. Pri
analyze je merany obsah DNA pomocou propidium jodidu, ¢im
niZ$ia je antivirusovd G¢innost, tym vacsie je mnoZstvo DNA
a tym intenzivnejsia je fluorescencia propidium jodidu. Hodno-
tenie antivirusovych latok in vitro pomocou prietokovej cyto-
metrie sa Uspe$ne potvrdilo aj pri CMV, ktory pri infekcii po-
$kodzuje cytoplazmatickii membrdnu a dochddza k uvolneniu
cytoplazmatickej cholinesterdzy, ktord je merand pomocou flu-
orescein diacetdtu. Rozdiel vo fluorescencii umoznuje rozlisit
medzi infikovanymi a neinfikovanymi bunkami a vyhodnotit
tak dcinnost latky. Prietokova cytometria umoZnila kvantifiko-
vat inhibiciu expresie virusového antigénu v fudskych bunkach
infikovanych virusom HIV-1. Antivirusovd aktivita niekolkych
l4tok proti tomuto virusu sa sledovala prietokovou cytometriou
a zfskané tdaje boli porovnatelné s vysledkami ziskanymi tra-
di¢nymi metédami.

Kritickym pre uvddzanie novych formdtov prietokovej cyto-
metrie do laboratdrii klinickej mikrobioldgie je Standardizdcia
metodik, cena a dostupnost farbiacich latok, konjugdtov, resp.
sond pre rutinnid diagnostiku.
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1.23 BIOSENZORY

Predny J.

Biosenzory obsahuju biodetekény prvok (biorekogni¢ny, roz-
pozndvajtci biomolekuly), ktory je pripojeny k nejakej forme
menica, ktory konvertuje Specificki vdazbu medzi analytom
a bioreceptorom na meratelny signal. Analyt je bud cely mikro-
organizmus (baktéria, virus, parazit) alebo jeho $pecifickd stcast,
ziskand jeho Iyzou, napr. nukleové kyseliny, proteiny (predovset-
kym enzymy), ale aj exoprodukty, napr. toxiny. Pre biologické
rozpozndvanie celych baktérii m6Zzu posobit ako rekogni¢né cie-
le ich rozne povrchové Struktiry, predovsetkym antigény prezen-
tované na bunkovom povrchu, vrdtane proteinov, glykoproteinov,
lipopolysacharidov a peptidoglykdnov. Na ich rozpoznanie sa po-
uzivaju bioreceptory schopné viazat sa $pecificky iba na jednu
konkrétnu molekulu zo spomenutych skupin. NajbeZnejsie bio-
receptory pouZivané pre detekciu celych buniek baktérii st poly-
klonélne protildtky proti $pecifickym bakteridlnym kmeriom. Rov-
nako aj lektiny (proteiny viaZuce konkrétne sacharidy, napr.
manan) moézu byt pouZité ako bioreceptory pre rozpoznanie
a naviazanie sa na $pecifické povrchové sacharidy baktérii. Na
identifikaciu celych buniek baktérii sa ako bioreceptory pouZiva-
ju aj bakteriofagy, teda virusy, ktoré sa viazu na $pecifické bak-
teridlne proteinové receptory na povrchu hostitel'skych buniek.

Biosenzory sa daju rozélenit réznymi spésobmi, ale najcas-
tejsie je to podra:

1. Typu bioselektivnej vizby

a) katalytickej (premena $pecifického substrdtu pomocou pri-
slu§ného enzymu),

b) afinitnej, to znamend $pecifickej vazby cielovej Strukttry mik-
roorganizmu a komplementdrneho biodetekénej Struktdry,
napr. protildtky, lektinu, bakteriofdga, aptaméru® atd. Oba typy
vdzieb moZno kombinovat aj navzdjom.

2. Metdédy prenosu signdlu zaznamenaného meni¢om, ktory
vznikol ako doésledok interakcie (katalyza, afinitnd vdzba)
medzi analytom a komplementdrnym biosenzorom. Tieto fy-
zikdlne metédy sd rozne, napr. optickd, mechanickd, elek-
trickd a pod.

Z hladiska praktického uplatnenia sa v stfasnosti vyuzivaji
predovsetkym biosenzory, vyuZivajtce afinitni vdazbu a prenos
signdlu bud pomocou impedancie alebo optickych vldkien.
Integrdcia impedancie s technolégiou biologického rozpozndva-
nia na detekciu baktérii viedla k vyvoju impedan¢nych biosen-
zorov, ktoré v poslednych rokoch nachéddzaja Siroké vyuZitie.
Ich principom je detekcia, selekcia a imobilizacia baktérii pomo-
cou protildtok v miniaturizovanych ¢ipoch, kde sa potom pomo-
cou mikroelektréd meria impedancia v Zivhom roztoku alebo
tlmivom roztoku obtekajticeho ich bunky. Vplyv metabolizmu
Zivych buniek baktérii a elektrické pomery na povrchu buniek
s kontinudlne zaznamendvane pomocou sady elektréd a pre-
vddzané na elekricky signdl, ktory je zase digitdlne vyhodnoco-
vany. Ako priklad moZno uviest do praxe uvedeny impedimet-
ricky imunosenzor, zaloZzeny na pouziti miniatdrnych
magnetickych guli¢iek na separdciu bakteridlnych buniek a mik-
roelektrédy na rychlu detekciu baktérii sérotypov Escherichia
coli 0157: H7 a Salmonella Typhimurium v potravinach.

5 Aptaméry su jednovldknové DNA alebo RNA molekuly s jedine¢nu
trojdimenziondlnu $trukttru, ktord im umoznuje selektivne sa viazat
extraceluldrne na cielové molekuly, in vivo sa podielaji na reguldcif
expresie génov v zavislosti od faktorov prostredia.

Na streptavidinom obalené magnetické gulo¢ky st naviazané
zodpovedajtice biotinylované protilatky, ktoré zachytavaja cielové
baktérie vo vzorke analyzovanej potraviny. V dalSom kroku sa na
komplex cielovych baktérif a magnetickych guloé¢ok naviaZe kon-
jugdt protildtok proti stanovovanym patogénom a glukézooxiddzy
(enzym Stiepiaci glukdzu). Takto vytvoreny komplex sa napipetuje
do mikroelektrickej komorky s roztokom glukézy na vyvolanie en-
zymatickej reakcie, v ktorej sa produkuje kyselina glukonovd, kto-
rd na rozdiel od elektroneutrdlnej glukdzy nesie elektricky ndboj.
Zvysuje sa i6novd sila roztoku, ¢im sa zniZuje impedancia roztoku
merand na mikroelektéde (obr. 1.23.1).

Optické biosenzory vyuzivaji zmeny optickych vlastnosti na
povrchu senzora indukované naviazanim mikrobidlnej $truktd-
ry na afinitnd molekulu receptora, ktoré st potom prevedené
na detektor. Optické biosenzory sa delia do dvoch kategdrii,
s pouzitim fluorescenc¢ného farbiva alebo bez poZitia farbiva.
Pri prvej z nich sa meria zmena fluorescencie (menej ¢asto ab-
sorbancia alebo luminiscencia) na povrchu biosenzora pri roz-
poznani ciefovej $truktury. Princip je podobny sendvi¢ovej imu-
noanalyze, kedy imobilizovand protildtka rozpoznd a viaZe
ciefovii molekulu. V dalsom kroku sa ind znacend protildtka
potom viaZe na takto selektovani molekulu a po naviazani a in-
dukcii emisie foténov vygeneruje opticky signdl, ktorého inten-
zita je proporénd k mnoZstvu naviazaného analytu. Biosenzory
s optickymi vldknami maji zdroj svetla, ktoré prechddza cez
optické vldkna s imobilizovanymi bioreceptormi a je merané na
foténovom detektore. V pripade naviazania analytu na biore-
ceptory a po naslednom pridani prislusnej znacenej protildtky
dojde k zaznamenaniu signdlu na detektore (obr. 1.23.2). Pri
druhej kategorii je prikladom vyuZzitia optického biosenzoru
bez farbiva povrchovd plazmonova rezonancia (SPR - Surface
Plasmon Resonace). Pri SPR sa po naviazani cielovej molekuly
v analyte na receptor imobilizovany v tenkej vrstve na zlatej
f6lii, zmeni uhol odrazu emitovaného svetelného lica. Takato
zmena uhla odrazu sa pomocou menica transformuje na elek-
tricky signdl (obr. 1.23.3.)

Zakladné poziadavky na vlastnosti komer¢ne pontikanych
biosenzorov pri detekcii baktérif, ale aj inych mikroorganizmov
st konstantné - musia byt lacné, malé, fahké, s jednoduchym
postupom spracovania, s minimdlnou nutnostou predanalytic-
kej pripravy vzoriek, ich analytickd kvalita (najma $pecificita
a senzitivita) musi byt vy$$ia alebo prinajmenSom porovnatel-
nd s vy$sim Standardom inych metodik pouZivanych v stcas-
nej praxi a analyzy musia poskytntt vysledok s vyrazne krat-
$im Casom ako doteraz. Vytvorenie prvych biosenzorov a ich
zdokonalovanie az k dne$nym vyrdbanym biosenzorom , pou-
zitelnych ako komer¢né diagnostikd, trval pribliZne 30 rokov.
V stcasnosti zaznamendva ich vyvoj a vyroba, ako aj ich vyu-
Zitie, exponenciondlny ndrast. Cielom je vZdy to, aby sa dosiah-
li uvedené poZziadavky na Siroké uplatnenie. Konfigurdcia bio-
senzorov (format) sa moZe lisit v zdvislosti od spdsobu
pouzitia, napr. biosenzory pre klinické pouZitie v diagnostike
a liecbe pri urgentnej diagnostike (,bedside” testy), ako sti¢ast
metodik pouZivanych v laboratéridch lekdrskej mikrobioldgie,
pri kontrole potravin, na pravidelné pouZivanie v teréne pri sle-
dovani mikrobidlnej kontamindcie (napr. vody alebo G¢innosti
tpravy odpadovej vody), na sledovanie hrozby pouZitia biolo-
gickych zbrani (bioterorizmu), ale ¢oraz viac aj na osobné po-



1 Laboratérna diagnostika 151

Magnetickd separacia cielovych buniek

Escherichia coli 0157: H7 g
Naviazanie konjugatu & & Liomeniea
Specifickych protilatok s a®@ odstrénenie

magnetickymi mikrosférami o

na baktérie pritomné v

mikrosfér
. ¥
zmesnej :I'ZOFISE W = L S
ST . ' 1 »
. e -
< g = e

| -

£ - 1
¥ gt~ | - -
- - 1
, Magnetickd mikrosféra : - -
Protilatka proti Escherichia X L .
( & coli 0157 H7 s enzymom / Meranie zmien impedancie
glukdézooxidazou
™
*glukézooxidéza / kyselina
glukéza glukonova

__P‘\,_,. —a 8 glukdzooxidaza
——
mikroelektricka H,0,
komérka 2

Obr. 1.23.1. Vyuzitie mikrobiologickych technik v impedanénom biosenzore na sledovanie kontamindcie potravin baktériou Escherichia coli
0157: H?.
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uzitie v domdcnosti. Vdaka moZnosti automatizacie bolo vyvi-
nuté aj niekolko komeréne dostupnych pristrojov, zaloZenych
na impedan¢nej mikrobioldgii. Medzi tieto systémy napriklad
patri Bactometer (Bio Merieux), Bactrac® od Sy-Lab a RABIT®
od Don Whitley Scientific.
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1.24

Predny J.

1.24.1 Kritéria hodnotenia vysledkov

. /,

laboratornej analyz

Kritéria st dané pouZitou metédou. Metéda by mala byt spo-
lahliv4, stabilnd, presnd, sprdvna, mala by mat poZadovanu
analytickd $pecificitu a senzitivitu.

Spolahlivost laboratérnej met6dy

Spolahlivost metddy je kvalitativne oznacenie pre mieru pri-
bliZenia sa vysledku merania danou metédou k deklarovanej
hodnote, ktord bola ziskand meranim a uznand dohodou ako
skuto¢nd a oc¢akdvand. Je to teda pojem, ktory zahfiia spravnost
a presnost naraz.

Stabilita met6dy
Stabilita je schopnost metédy, udrzat spolahlivost reprodu-
kovanych vysledkov pocas dlhsieho ¢asového obdobia.

Presnost met6dy
Presnost opisuje vzdjomnud mieru pribliZenia od seba neza-
vislych vysledkov, ktoré boli ziskané opakovanym pouzitim me-
rania tou istou metédou. Pritom sa rozlisuje:
» presnost opakovanych merani, teda miera zhody vysledkov
ziskanych sériovym meranim vzorky,
 presnost porovndvanim vysledkov, tzn. miera zhody vysled-
kov analyzy toho istého materidlu, ziskanych v rozdielnych
podmienkach, napr. vysledkov medzilaboratérnych kontrol,
 presnost medzi sériami, merania tej istej vzorky v tom istom
laboratériu v po sebe nasledujtcich diioch.

Spravnost met6dy

Spravnost metédy je zhoda priemernej hodnoty z opakova-
nych merani kontrolnej vzorky a jej skuto¢nou alebo deklaro-
vanou hodnotou.

Wysledok je vwicko presy & mélo
spravmy

Wiysledok & malopresrn Ble pomens
STrETy

Obr. 1.24.1. Priklady presnosti a spravnosti, stred terca je
deklarovana cielovd hodnota.

Analyticka Specificita

Analytickd Specificita je schopnost metédy dokézat len hla-
dany analyt. Iné zlozky vzorky by nemali ovplyvnit vysledok
analyzy.

VYSLEDOK LABORATORNEJ DIAGNOSTIKY

Analytickd senzitivita (citlivost)

Analytickd citlivost uddva schopnost metddy odlisit blizke
hodnoty anlytu (napr. koncentrdciu, aktivitu a pod.), urcuje
mieru toho, ako sa meni hodnota merania vzorky v zdvislosti
od meraného signdlu. D4 sa kvantifikovat na zdklade strmosti
kalibra¢nej krivky (vid obr. 1.24.2).

d (e —————————
ﬁ hleraci rozsah metddy Clsek merania, ke vienamng rast
® = it delirodl kol i sz inty ke ar bty nannyealh

1 o E dotanslng it ne VRENHTHIL £ TR LN na ndho
o | rropontes parnaTananss aigndiu

— 2| [ eneery signiiur siiontioa

*E E ierscarirdchs kit _'_F,_,_,—-—'—""
£

% :

—— Uik wrana ria, ke §

. 0.1 e raar i
[ 1 soncentricie anabytu ‘g
o ] rewcliviana=nd g
Emenu sanaenantha 5
g i e
2
0,014
T
100 1000 10000

Koncentracia analytu (pg/mL)

Obr. 1.24.2. Priklad rozsahu merania kvantitativhou
imunochemickou metédou. Pri nizkych hodnotdch fenomén prozény
sposobil takmer Ziadny ndrast signalu (OD), pri vysokych hodnotdch
fenomén postzény a vysokd koncentrécia antigén rovnako zamedzil
dal$iemu ndrastu signdlu.

Hrani¢na hodnota analytickej metédy

Hrani¢nd hodnota analytickej metédy suvisi s analytickou
senzitivitou. Je to najnizsia koncentracia analytu, ktord mozno
danou metédou dokdzat a odlisit od vzorky, ktord analyt neob-
sahuje.

1.24.2 Plauzibilita a validacia vysledku

Kontrola plauzibility sa tyka kontroly stiboru vysledkov ana-
Iyz vzorky jedného pacienta pred tym, ako laboratérium vyda
z4vere¢ny vysledok (sprdvu) navonok. Kontroluje nielen od-
chylky a extrémne hodnoty vyslednych hodnot, ale aj vzdjom-
nd konsteldciu vysledkov analyz jednotlivych parametrov,
vzfah ku hodnotdm kontrolnych materidlov (denné alebo sério-
vé meranie pozitivnych a negativnych kontrol), zhodnotenie
vysledkov analyz voci veku, fyziologickému stavu, diagnéze
a prebiehajucej lie¢be pacienta, vo¢i komorbiditdm, zohfadtiuje
preanalytické podmienky, zhodu voc¢i empirickym znalostiam
o vysledkoch analyz kontrolovaného parametra na danom pra-
covisku, zhodu s interpretdciou vysledku s odporic¢anim vyrob-
cu diagnostickej siprav alebo znenim hodnotenia vysledkov
podla pouzitej metédy a iné parametre laboratérnej analyzy.
V pripade nezhéd alebo vyznamného ndlezu je analyza vzorky
zopakovand, resp. aj konfirmovand. Ak je to potrebné, validu-
jaci mikrobiolég pridd k vysledkom laboratérnej diagnostiky
vzorky komentdr s interpretaciou, alebo odporicanim tak, aby
zvysil vyuziteInost laboratérneho nalezu, teda diagnostickd re-
levanciu (validitu). Takto stiborne kontrolovany a interpretova-
ny vysledok sa moZe povaZovat za validovany.
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1.24.3 Diagnosticka senzitivita

pecificita testu

Hodnota laboratérneho vySetrenia ako vykonnostného Kkritéria
je dand jeho diagnostickou senzitivitou a $pecificitou. Diagnostic-
kd senzitivita uddva mieru pravdepodobnosti, Ze pozitivny vysle-
dok laboratérneho testu potvrdi spravnost danej diagnézy pacien-
ta. Diagnosticka $pecificita uddva pravdepodobnost, Ze negativny
vysledok laboratdrneho testu potvrdi nepritomnost diagnézy pri
zdravej vySetrenej osobe. Situdciu, akd pri hodnoteni testu vzni-
kd, mozno uviest pomocou hodnotenia vykonnosti vysledkov
diagnostického testu pouzitim 2x2 tabulky. Cisla v zatvorke pred-
stavujd vysledky diagnostického testu na hypotetickej populdcii
tvorenej po¢tom 100 os6b (tab. 1.24.1).

Tab. 1.24.1. RozloZenie vysledkov testovania uré¢itého laboratérneho
markeru ochorenia pri sledovani ochorenia v hypotetickej populdcii.

Vysledok Pritomnost ochorenia

laboratérneho - -

testu

pozitivny A (18) B (8) A+ B (26)

negativny C(@2) D (72) C+D (74)
A+C(20) | B+D(80) | A+B+C+D (100)

Vysvetlivky: A -- pocet pravdivo pozitivnych vysledkov (true positive),
t. j. pocet 0sdb, ktoré boli choré a sti¢asne mali pozitivny vysledok
diagnostického testu. B - pocet falosne pozitivnych vysledkov (false
positive), t. j. pocCet 0sdb, ktoré nemali dané ochorenie, avak vysledok
diagnostického testu mali pozitivny. C - pocet falo$ne negativnych
vysledkov (false negative), t. j. pocet 0sdb, ktoré boli choré, avsak
vysledok diagnostického testu mali negativny. D - pocet pravdivo
negativnych vysledkov (true negative), t. j. pocet 0sob, ktoré neboli
choré a stic¢asne mali negativny vysledok diagnostického testu. A+B

- celkovy pocet osob, ktoré mali pozitivny vysledok diagnostického
testu. C+D - celkovy pocet 0s6b, ktoré mali negativny vysledok
diagnostického testu. A+C - celkovy pocet testovanych osob, ktoré
boli choré. B+D - celkovy pocet testovanych osob, ktoré nemali dané
ochorenie.

Vypocet oboch parametrov sa uskuto¢iiuje podla vzorcov:

pocet pravdivo

Diagnosticka pozitivnych vysledkov % 100
senzitivita (%) pocet pravdivo pozitivnych
+ pocet pravdivo negativnych vysledkov
pocet pravdivo
Diagnostickd _ negativnych vysledkov %100

specificita (%) pocet pravdivo negativnych

+ pocet falo$ne pozitivnych vysledkov

Pri kvantitativnych analyzach je ich klinicky vyznam dany
ur¢enim hrani¢nej hodnoty daného parametra, ktord oddeluje
populédciu zdravych od populdcie chorych. Jej ustanovenie si
vyzaduje urcit pravdepodobnostné krivky hodndt daného
parametra v referenénej populdcii zdravych a populdcii chorych.
Medzi oboma populdciami va¢Sinou dochddza k ¢iasto¢nému
prekryvaniu (vid obr. 1.24.3).

Hraniénd hodnotu moZno stanovif dvom spésobmi - na za-
klade optimdlnej diagnostickej senzitivity, alebo optimdlnej
diagnostickej $pecificity. Posuny hrani¢nej hodnoty jednym ale-
bo druhym smerom zvdc$a urcuje ucel diagnostického testu -
skriningovy test by mal byt vysoko senzitivny, naopak, konfir-
macény test by mal byt vysoko S$pecificky. K optimalizacii
diagnostickej senzitivity a $pecificity testov a tym aj ¢o najlep-
$ie oddelenie hodndt daného parametra pri chorych a zdravych
sa pouzivaju niektoré Statistické analytické met6dy, napr. ROC
analyza (Receiver Operating Characteristic analysis).
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Obr. 1.24.3. Distribicia kvantitativneho znaku v zdravej a chorej
populdcii.

1.24.4 Prediktivha hodnota testu

Senzitivita a $pecificita predstavujui jeden zo sposobov kvanti-
fikovania ,,schopnosti“ diagnostického testu. V klinickej praxi pla-
ti, Ze ak pozndme vysledok testu, tak nds zaujima, ako spolahlivy
je dany test pri predpovedani pritomnosti ochorenia. Prediktivna
hodnota je parameter, ktory uddva odpoved na dve otdzky:
¢ pozitivna prediktivna hodnota (positive predictive value,

PPV): ak je test pozitivny, akd je pravdepodobnost, Ze pa-

cient md dané ochorenie (2);

* negativna prediktivha hodnota (negative predictive value,

NPV): ak je test negativny, aka je pravdepodobnost, Ze pa-

cient nemd dané ochorenie (?).

Vypocet prediktivnej hodnoty je moZny dvoma spdsobmi -
na zéklade zndmeho poctu pozitivnych a negativnych vysled-
kov ziskanych danym testom, alebo pomocou zndmej senziti-
vity a $pecificity daného testu a prevalencie (pomer chorych ku
zdravym v pacientskom kolektive v uréenom case).

Vypocet pozitivnej prediktivnej hodnoty (PPV) a negativnej
prediktivnej hodnoty (NPV) pomocou zdklade zndmeho poctu
pozitivnych a negativnych vysledkov ziskanych danym testom:

pocet spravne pozitivnych vysledkov x 100

PPV (%) = .
celkovy pocet pozitivnych vysledkov
(spravne a falo$ne pozitivnych)
pocet spravne negativnych vysledkov x 100
NPV (%) =

celkovy pocet negativnych vysledkov
(spravne a falo$ne negativnych)

Vypocet pozitivnej prediktivnej hodnoty (PPV) a negativnej
prediktivnej hodnoty pomocou zndmej senzitivity a $pecificity
daného testu a prevalencie (vSetky tri hodnoty v %)

prevalencia x senzitivita x 100

PPV(%) = prevalencia x senzitivita +
(100 - prevalencia) x (100 - $pecificita)
(100 - prevalencia) x $pecificita x 100
NPV (%) = (100 - prevalencia) x $pecificita +
prevalencia x (100 - senzitivita)
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