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Moznosti sérologickych a molekuldrné biologickych vysetfovacich metod v mikrobiologii s sebou pfindsi na jednu stranu
rozsifeni spektra detekovanych patogent a vyrazné urychleni zachytu, na druhou stranu je interpretace vysledkl provazena
fadou Uskali. Clanek se snazi popsat zékladni podstatu, moznosti a vyuZiti jmenovanych metod detekce s pfihlédnutim na
rlzné nastrahy interpretace.
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The possibilities of serological and molecular-biological microbiological examination methods, on the one hand, extend the
spectrum of detected pathogens and significantly accelerate pathogen capture, but on the other hand, the interpretation of re-
sults is accompanied by a number of pitfalls. This article tries to describe the basic nature, possibilities and use of the mentioned

methods of detection, taking into account various pitfalls of interpretation.
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Mikrobiologické vysetfovaci metody umoz-
nuji pfimy i nepifmy prakaz infekce. Pfi pifmém
prikazu infekce ve vysetiovaném biologickém
vzorku prokazujeme konkrétni mikroorganismus
(virus, bakterii, houbu, parazita), jeho antigennf
determinantu nebo nukleovou kyselinu. Mezi
metody pfimého prikazu fadime mikroskopii,
kultivaci, sérologicky prikaz specifického antige-
nu ¢i pfitomnost nukleoveé kyseliny (molekularné
biologické metody). Pozitivni nélez oviem nezna-
meng, Ze zjistény mikroorganismus je etiologic-
kym agens infekce. MUze se jednat o kolonizuiji-
ctho mikroba nebo o kontaminaci biologického
vzorku. Pouze kultivacni metody nam potvrdi,
jednéa-li se o Zivé agens, umozni sledovat feno-
typové vlastnosti vykultivovaného kmene a urcit
jeho citlivost k antimikrobnim I&tkadm. Pro viechny
metody pifmé detekce v biologickém materidlu je
zakladni podminkou Uspésné diagnostiky sprav-

né provedeny odbér. Nespravny odbér materidlu,
jeho nevhodné skladovéni, ¢i transport do labo-
ratofe vede k neplatnym a zavadéjicim vysled-
kam. Pri nepifimém priikazu infekce hodnotime
specifickou imunitni odpovéd organismu, kterou
vyvolal konkrétni infekeni cinitel. Volba vhodné
vysetfovaci metody zavisi na klinickych pfizna-
cich infekce a na anamnéze pacienta. Vysledek
mikrobiologického vysetfeni pacienta je mozno
interpretovat pouze v kontextu s ostatnimi labo-
ratornimi a klinickymi nélezy (1, 2).

Sérologickéd reakce je definovana jako
specifickd reakce mezi antigenem a protilat-
kou a vyuzivdme ji v laboratorni diagnostice
infek¢nich nemoci pro pifmy prikaz infekéniho
agens (antigenu) i pro nepifmy prikaz infekce
(protilatek) (3, 4).

Primy prikaz vyuziva specifickou protildtku
k potvrzeni pfitomnosti konkrétniho antigenu
v biologickém materidlu. Této metody vyuziva-
me napt. pfi diagnostice hepatitidy B — detekce
antigend HBsAg a HBeAg, u HIV prokazujeme p24
antigen. Viyznamnym pomocnikem pri diferencial-
ni diagnostice bakteridlnich meningitid je agluti-
nacni reakce s antigeny nejcastéjsich bakterialnich
plvodct piimo v likvoru (Streptococcus pneumo-
niae, Streptococcus agalactiae, Neisseria meningitidis,
Haemophilus influenzae, Escherichia colj).

Pfimého priikazu antigent vyuzivaji také imu-
nochromatografické testy oznacované jako rych-
lotesty nebo clearview testy. Soupravy lze pro
jejich jednoduchost a rychlost pouzit pfimo v.am-
bulanci nebo u lizka pacienta bez nutnosti ode-
silat biologicky material do laboratore. Nicméné
spolehlivost rychlotestl je omezena a citlivost
se nevyrovna enzymovym nebo molekuldrné
biologickym metoddm. Jako konkrétni pfiklad
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mUzeme uvést prlkaz antigenu Streptococcus
pneumoniae nebo Legionella pneumophila v modi,
Streptococcus pyogenes ve vytéru z krku, adenovi-
ry, noroviry, rotaviry ve stolici, atp.

P¥i nepfimém prikazu infekéniho agens
detekujeme specifické protilatky pomoci zna-
mych antigend. Protilatky se v makroorganismu
tvoff jako imunitni odpovéd na stimulaci antige-
nem. Interpretace vysledkd sérologickych reak-
cf mdze byt svizelnd a ¢asto nemuze klinikovi
poskytnout jednoznacny zavér bez posouzeni
vsech souvislosti a klinického stavu. Nutnostf je
ve vétsiné pfipadd sledovani dynamiky imunitni
odpovédi.

Mikrob po vniknuti do organismu vyvola
imunitnf reakci, kterd mimo jiné vede k pro-
dukci specifickych protildtek. Pro diagnostiku
infek¢nich stavl mdzeme stanovit celkové
protildtky nebo imunoglobuliny jednotlivych
tfid (IgM, IgA a IgQG). Jako prvni se zacinaji tvo-
fit protilatky s nizkou afinitou a specificitou
- IgM protildtky. Postupnym ladénim imunit-
ni reakce dochdzi k izotypovému presmyku
a zacinaji se tvorit vysoce afinitni IgA a IgG.
Celkové stabilita komplexu protildtky a anti-
genu je vyjadrend aviditou. Vysoka avidita
imunoglobulinl je zndmkou infekce probéhlé
pred delsi dobou. Priikaz akutni infekce pomoci
nizké avidity protildtek je nespolehlivy. IgM
protilatky po skoncenf infekce postupné mizi,
z(stavaji anamnestické IgG. Nélez IgM ale ne
vzdy svédci pro pravé probihajici infekci. Pri
prudké aktivaci imunitniho systému nebo pfi
poruse regula¢nich mechanismd se mizeme
setkat s polyspecifickou produkci IgM. Diky
nizké specificité IgM protildtek a jejich zkfizené
reaktivité s podobnymi antigenlim mdzeme
nespecifickou IgM reaktivitu zachytit v celé
fadé sérologickych testl. S interpretaci opét
pomuze odbér parového vzorku a sledovani
dynamiky imunitni odpovédi.

Stejné tak pfi aktivaci latentnich infekci,
chronickych perzistujicich infekcich a reinfekcich
mohou hladiny IgM kolisat a je obtizné pomoci
jednoho vysetreni hodnotit stadium infekce.

Viysledek sérologického vysetfenti protildtek
byvéd udavan kvalitativné (pozitivni, negativni,
pfipadné hrani¢nf), semikvantitativné (index po-
zitivity, pomér S/CO = srovnanim s hrani¢nim cut
off vzorkem) nebo kvantitativné (¢iselnd hodno-
ta + jednotka, napf. U/, titr protilatek). Je-li pro
vysetfovanou poloZzku stanoveny mezinarodni

standard, Ize vysledek udavat v mezindrodnich
jednotkach nebo jejich ekvivalentech (1U/1).
Srovnavaci standardy nejsou pro vétsinu analytl
dostupné, jednotlivé soupravy rlznych vyrobcl
vyuzivaji jinych antigennich determinant, a to
je dlvodem, proc¢ se vysledky sérologickych
vysetfeni jednotlivych laboratofi mohou lisit
a jsou mezilaboratorné nesrovnatelné.
VySetfeni parového vzorku je pro kvalitni
interpretaci sérologického vysetfeni nutnostf,
nicméné casové prodleva mezi vysetifenimi
Casto pouze potvrdi etiologické agens u jiz
rekonvalescentniho pacienta. Sledovani dy-
namiky tvorby protilatek je jednodussi u tit-
racnich metod, kdy se vysetfované sérum fedi
geometrickou fadou a hodnoti se titr proti-
ldtek. Signifikantnim nalezem je minimalné
4 nasobny vzestup titru protildtek v parovém
séru. Hodnoceni dynamiky tvorby protilatek
u znac¢enych metod je mozné, je-li vysledek
kvantifikovan. U kvalitativnich/semikvantita-
tivnich hodnoceni se musime spokojit se sé-
rokonverzi jednotlivych tfid imunoglobulinG.

Interpretace sérologické diagnostiky ma fadu
obtfzi. Na metody nepifmého priikazu nelze spo-
|éhat v ¢asné fazi onemocnéni. Nastup specifické
imunitni odpoveédi trva nékolik dnd az tydnd (dia-
gnostické okno) dle typu infekce, proto pfi akutnich
stavech negativni prikaz protildtek nevylucuje
infekci a pfi pretrvavajicim podezienf je potieba
opakovat vysetfeni s Casovym odstupem.

Pfi masivnim vyplaveni mikrob( do krevniho
obéhu mUze dojit k do¢asnému vyvazani proti-
latek do imunokomplexd, a tedy k paradoxnimu
snizenf hladin stanovovanych volnych protilatek.

U osob s nedostatecné vyvinutou nebo
suprimovanou imunitou se na vysledky prd-
kazu protilatek nemizeme spolehnout. Vzdy
je vhodné vysetfeni doplnit metodou pfimého
prikazu infek¢niho agens.

Pfi interpretaci sérologickych vysledkd mu-
si byt rovnéz zohlednéna specifika détského
veku, kterd vyplyvaji pfedevsim z postupného
vyzravani imunitniho systému. U novorozenc(
a kojenct do cca 6 mésicl se mizeme setkat
s nadlezem imunoglobulind tfidy IgG, které byly
ziskany od matky transplacentarnim prestupem.
Ostatnf tfidy imunoglobulinG pres placentu ne-
prochazi. Matefské IgG protilatky maji funkci
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opsonind pro vétsinu grampozitivnich bakte-
rif a rovnéz jsou dostate¢nou ochranou proti
béznym virovym infekcim. | u nezralych déti se
po stimulaci antigenem zevniho prostredi tvoff
nejprve IgM protilatky. Nezraly imunitni systém
tvoii protildtky v men3im mnozstvi, a také se
netvofi celé spektrum zndmych protilatek. Od
narozeni je organismus schopen vytvéret pro-
tildtky proti proteinovym antigendm, ale proti
polysacharidovym az od 2 let. Celkova hladina

Gravidita vyzaduje navozeni imunologické
tolerance matcina organismu vaci plodu zasahu-
jici do celého imunitniho systému. Dlsledkem je
vyssi pocet nespecifickych sérologickych nalez{
u téhotnych Zen.

Po ockovéni se mohou kratkodobé vyskytnout
v nizkych hladindch imunoglobuliny tfidy IgM,
a poté ve vyssich hladinach IgG. Pokud onemocni
ockovany jedinec, profil zachycenych protildtek
naopak nemusi obsahovatIgM, ale zaznamendme
pouze vyznamny vzestup IgG, coZ Ize vysledovat
opét pouze vysetfenim parového vzorku.

Molekuldrné biologické metody v mikro-
biologii patii mezi metody pfimého prikazu -
jde o detekci nukleové kyseliny (DNA, RNA) po-
mnozenim (@mplifikaci) specifického Useku pro
dany patogenni mikroorganismus, nejcastéji
real-time polymerazovou fetézovou reakci. To
pfindsi vyhodu vysoké citlivosti, rychlosti pro-
vedenf a mozZnosti kvantifikace (virova naloZ).
Jmenované metody jsou cileny prevazné na
nekultivovatelné (viry), popf. pomalu rostouci
mikroorganismy (napf. Mycobacterium tubercu-
losis). Prvni a dnes bézné vyuzivanou oblasti pro
tyto metody je prlikaz plvodcl respiracnich
infekci, velky benefit pfinasi také v diagnostice
meningitid a hepatitid, kde je mj. kvantitativni
stanoven( virémie nedilnou soucasti algoritmu

modernf [écby.

V diagnostice infekci respira¢niho traktu hraje
primarni roli rozlisenf bakteridiniho nebo virového

plvodce. Proto prvni misto stale zaujima bakte-
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riologickd kultivace pro nalezeni bakteridlniho
agens odpovédného za infekci spolu s ur¢enim
jeho citlivosti k antibiotiklim. Pfi interpretaci na-
lezu je potfeba uvaZovat nad kvantitou vyskytu
daného agens v poméru k fyziologické flére a od-
lisit tak kolonizaci a nosi¢stvi od patologické role
mikroorganismu. Metody molekuldmi biologie
a sérologie vétsinou nastupuji az v druhé linii, tedy
tehdy, pokud odpovidajici bakteridlni plvodce
nenfnalezen a Ize pfedpokladat virovou etiologii
infekce (napr. pfi mononukledze) nebo jedna-li se
napf. o infekci béhem sezdény respiracnich infekci
(chripkova sezdna), kdy je virovy pavod infek-
ce ocekavan. Piinos molekularné biologického
prikazu zde méa vétsinou vétsi vahu nez detekce
protilatek. Nespornou vyhodou je také moznost
soubézného zachytu vice patogent z jednoho
odebraného vzorku (pfi tzv. multiplex PCR detekci
je bézné prokazovat aZ pét patogent béhem jed-
né detekce). Jednd se hlavné o zachyt respiracnich
vir( (chiipkové, RSV = respiracni syncytialni virus,
adenovirus, viry parainfluenzy) a dale pak hlre
kultivovatelnych bakterii (¢asto oznacovanych
jako plvodci atypickych pneumonif): Mycoplasma
pneumoniae, Bordetella pertussis, Bordetella para-
pertussis, Chlamydophila pneumoniae, Legionella
pneumophila. Interpretace nalezl byvé jedno-
znacna — pozitivni zachyt hovoff o pfitomnosti
daného patogena v lokalité, z niz byl odebran
biologicky vzorek. U negativniho zachytu je
situace sloZitéjsi — je potfeba se zamyslet nad
tim, zda byl odbér proveden spravné, ze spravné
lokality a v optimalni ¢as, coz mUze velice vy-
znamneé ovlivnit kvantitu patogena v odebraném
materidlu. DlleZité je také, zda bylo odebrano
dostate¢né mnozstvi materidlu, coz maze byt
napfiklad u nespolupracujiciho ditéte obtizné.
Tretim interpretac¢nim vysledkem je inhibice, kdy
laboratof nemUze rozhodnout o pfitomnosti/ne-
pftomnosti mikroorganismu ve vzorku vzhledem
ktomu, Ze samotnd detekce (PCR reakce) je inhi-
bovana neznamou komponentou z biologického
vzorku a i pfi pfitomnosti mikroorganismu by byl
vysledek detekce negativni. Inhibitor( je zndma
celd fada (napf. hemoglobin, polysacharidy, Iéky)
a nelze jednoduse rozhodnout, ktery za inhibicf
stoji (5). V&tsinou je Iékar pozadan o opakovany
odbér biologického vzorku.

V praxi molekuldrné biologickymi technikami
bézné probihd bezproblémovy zachyt chfipko-
vych vird (vétsina testll nabizi i jejich urc¢eni do
podtyp, coZ je duleZité pro epidemiologickou

situaci dané chfipkové sezony), viru spalnicek,
RSV, plvodce ¢erného kasle — Bordetella pertussis
a Bordetella parapertussis z vytéru z nosohltanu,
sputa nebo bronchoalveoldrnf lavaZe. U bordetel
se molekuldrné biologicky prlikaz za¢al povazovat
za standard, pficemz nutnost kultivace uz dnes
vetsinou odpada (6). Detekce Legionella pneumo-
phila neméa v pfipadé détského pacienta prilisné
opodstatnéni. K nabidce moznosti molekularné
biologické detekce bakterii, které se mohou béz-
né v lokalité nosohltanu a respiracniho traktu vy-
skytnout (Streptococcus pneumoniag, Streptococcus
pyogenes, Haemophilus sp.) je tfeba pfistupovat
opatrné, vzhledem k obtizné interpretaci vysled-
ku (pfitomnost bakterie versus nezndmd kvantita
prokdzané bakterie). V téchto pfipadech je vysoka
citlivost PCR metod naopak nevyhodou.

U vétsiny bakteridlnich infekci je dobré
diagnodzu podpofit i sérologickym prlikazem
protildtek, pficemz je potieba pomyslet na je-
jich opozdény nastup. Pfi odeznivajici infekci
naopak muize antigen (nukleova kyselina) jiz
vymizet a mohou pretrvavat jen protilatky. Bézna
je soubéznd PCR detekce nukleové kyseliny a sé-
rologicky prdkaz protildtek proti Mycoplasma
pneumoniae (IgM, 1gG), Bordetella pertussis (IgA,
IgG). Oba vysledky prlkazu se navzdjem do-
plhuji. U détskych pacientl je potfeba pocitat
s protilatkovou odezvou navozenou o¢kovanim
acelularnf vakcinou proti bordetelového toxi-
nu. Vysetfeni protilatek je nespolehlivé 1 rok
po vakcinaci. Molekuldrné biologicka detekce
intracelularni Chlamydophila pneumoniae je
problematicka, stejné tak jako interpretace sé-
rologického nélezu.

V pripadé neuroinfekci molekuldri biologie
vyborné doplhuje ¢asnou diagnostiku pred tim,
nez je bakteridlni plvodce z likvoru vykultivovan.
PCR detekce je zpravidla provadéna soubézné
s prvotnimi metodami prikazu (mikroskopif,
aglutina¢nim prikazem antigend) a mize tak
urychlit diagnostiku az o 12 hodin oproti kul-
tivaci. Mezi nejcastéji prokazované patogeny
patii Haemophilus influenzae, Neisseria menin-
gitidis, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus
agalactiae, Listeria monocytogenes v kombinaci
s enteroviry, HSV a varicella — zoster viru (VZV).

Pti laboratorni diagnostice neuroinfekci
zpUsobenych virem klistové encefalitidy (KME)
a boreliemi je nepostradatelné sérologické
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vysetfeni krve (KME) i likvoru (borelie). Virus
klisStové encefalitidy Ize pomoci PCR zachy-
tit pouze v Casné fazi onemocnéni, kdy jesté
nejsou neurologické pfiznaky manifestovany.
Pozitivita PCR borelii v likvoru pfi prokdzané
neuroborelidze je asi jen 30 % (7). Pro posou-
zen{ intratekdInf produkce protildtek je nutné
vypocitat Index protildtek (antibody index, CSQ
koeficient, Reiberlv koeficient), ktery zohled-
nuje stav a funkci hematoencefalické bariéry
a umoznuje posoudit, zda se protilatky tvorf
v kompartmentu CNS nebo prostoupily z krve.
Vysetfovani protilatek proti ostatnim neuro-
tropnim virdm v likvoru ma vétsi vyznam pro
diagnostiku imunopatologickych stavli nez pro
urceni akutni faze neuroinfekce. V ¢asné fazi
infekce se specifické protilatky v likvoru netvoff

v detekovatelném mnozstvi.

V soucasné dobé je zndmo osm lidskych her-
petickych virQ. Vétsina primarni infekci herpetic-
kymi viry u déti probihd s jasnymi klinickymi pro-
jevy bez nutnosti laboratorni diagnostiky a [é¢by.
Projevy nakonec samy odezni, ale herpetické viry
setrvavaji v organismu po cely Zivot.

Prvni setkani's virem Epstein-Barrové zazna-
menavame u vétsiny populace jiz v détském vé-
ku. Primoinfekce probiha vétsinou asymtoma-
ticky nebo pouze s mirnymi pfiznaky béznymi
pro jind virovd onemocnéni. V obdobf adoles-
cence a ¢asné dospélosti se primoinfekce pre-
zentuje pod obrazem infekéni mononukledzy.
Mezi klinické projevy patfi zejména horecka,
lymfadenopatie, faryngitida, splenomegalie,
hepatomegalie. K Ustupu klinickych pfiznakd
dochézi ve druhém tydnu nemoci. Unava a ma-
latnost vsak mdze pretrvavat nékolik tydn( (8).

Laboratorni diagnostika se opird zejména
o detekci specifickych protilatek proti virovym
strukturdinim proteindm VCA (Viral Capsid
Antigen), nestrukturdinim proteintim, které jsou
exprimovany béhem lytické faze — EA (Early
Antigen) a v neposledni fadé proti nuklear-
nim proteindm, exprimovanym pfi latentni fazi
EBNA (Epstein-Barr Nuclear Antigen). Pacienti
s poruchami imunity mohou tvofit abnormal-
né vysoké ¢i naopak nizké titry specifickych
protildtek. Protilatky proti EBNA nemusf tvofit
vlbec (9).
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ViySetfeni pouze jednoho vzorku séra u déti
mUze vézt k nejednoznacnosti interpretace vy-
sledkd. Pro akutni EBV infekci je charakteristicka
pozitivita VCA IgM, kterd pfetrvava 4-8 tydna.
Protilatky proti EA se objevuji 3-4 tydny po prv-
nich pfiznacich a perzistuji 2—-4 mésice. Protilatky
proti EBNA jsou prokazatelné pfi latentni infek-
ci a spole¢né s VCA IgG pretrvavaji cely zivot.
Znamkou reaktivace infekce je pozitivita VCA IgM
a protildtek EA a EBNA (9).

Prechod do chronicity je charakterizovan vy-
sokymi titry VCA IgG, EAlgG a pozitivitou VCA IgM.
Béhem této faze onemocnéni mize dochazet
kzanétlivému postizeni rliznych tkania organd. Pri
interpretaci serologickych vysledkd musime myslet
i na moznost zki{zené reaktivity IgM protildtek proti
ostatnim herpetickym virim.

Metody zalozené na real-time polymerazové
fetézové reakce umoznuji kvalitativni i kvantita-
tivni detekci EBV. Jsou vyhodou na zac¢atku one-
mocnéni, kdy zejména u déti nemusf byt patrné
jednoznacné klinické pfiznaky a protilatky jesté
nejsou detekovatelné. V pfipadé kvantitativniho
stanoveni virové naloze v nékolika vzorcich s ¢a-
sovym odstupem je mozZné sledovat aktivitu viru
a odlisit akutni virémii od kratkodobé spontanni
replikace (10). To je vyuzivdno zejména u imu-
nokopromitovanych pacientt s onkologickym
onemocnénim nebo po transplantacich.

Lidsky cytomegalovirus (CMV) je zcela béz-
nym lidskym patogenem. RozliSujeme cytome-
galovirovou infekci vrozenou a ziskanou. Ziskana
infekce uimunokompetentniho hostitele probiha
inaparentné. Viyjimecné vyvold obraz podobny
infekéni mononukledze s atypickymi lymfocy-
ty a zvySenymi jaternimi transamindzami (11).
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antivirotiky a pfiznivé ovlivnit sluchové a vyvo-
jové vysledky (12).

Infekce parvovirem B19 probiha zpravidla
asymptomaticky. U déti se projevuje charak-
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a chfipce podobnymi pfiznaky. Asi po 2 tydnech,
v dobé odpovidajici narUstajici hladiné protilatek,
se objevi kozni exantém a mohou se vyskytnout
i revmatické potize. Z dalSich komplikaci jsou
zndmy myokarditida, hepatitida a neuropatie.
Je pravdépodobné, ze tyto projevy infekce par-
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vovirem B19 jsou nasledkem vzniku a ukladanf
imunokomplex( do kize a dalsich oblasti v téle.

Parvovirus napada prekurzory erytrocytd
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