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Co nCo náás dnes s dnes ččekekáá
�� NesporulujNesporulujííccíí anaerobnanaerobníí bakteriebakterie

�� Klostridia (grampozitivnKlostridia (grampozitivníí sporulujsporulujííccíí
anaerobnanaerobníí tytyččinky)inky)

�� Mykobakteria (pMykobakteria (půůvodce tuberkulvodce tuberkulóózy, zy, 
ppůůvodce lepry, atypickvodce lepry, atypickáá mykobakteria); mykobakteria); 
zmzmíínka o aktinomycetnka o aktinomycetáách a nokardich a nokardiííchch



JeJeššttěě nenežž zazaččnemeneme……

�� ……mměěli bychom si cosi uvli bychom si cosi uvěědomit. domit. DoteDoteďď
((minulminuléé dvdvěě ppřřednednášášky)ky) jsme si povjsme si povíídali dali 
vvěěttššinou (ainou (ažž na výjimky, napna výjimky, napřř, kapavku) o, kapavku) o
bakteribakteriíích, ch, kterkteréé se projevse projevíí ppřři bi běžěžnnéé
diagnosticediagnostice

�� DoktorDoktor prostprostěě popoššle vzorek le vzorek „„na kultivacina kultivaci““, a , a 
ono z nono z něěj j „„nněěco vyrosteco vyroste““..

�� S tS tíím um užž je ale KONEC! je ale KONEC! DDáál ul užž nnáás s ččekajekajíí
jen mikroby, pro kterjen mikroby, pro kteréé tohle neplattohle neplatíí..



TakTakžže:e:

�� Pokud chce klinik, aby byl jeho vzorek Pokud chce klinik, aby byl jeho vzorek 
provprověřěřen na pen na přříítomnost tomnost anaerobanaerobůů, , 
mykobakterimykobakteriíí čči aktinomyceti aktinomycet, , musmusíí to uvto uvéést na st na 
prprůůvodcevodce. Mus. Musíí se use užžíít specit speciáálnlníí postupy.postupy.

�� U dalU dalšíších pch půůvodcvodcůů (t(třřeba spirochet eba spirochet ččii
chlamydichlamydiíí) se nav) se navííc zpravidla odebc zpravidla odebíírráá sséérum a rum a 
provprovááddíí se nepse nepřříímý prmý průůkazkaz

�� Laborant si toho musLaborant si toho musíí být vbýt věědom a pdom a přříípadnpadněě
upozornit na vhodný zpupozornit na vhodný způůsob odbsob odběěru ru čči i 
oznaoznaččeneníí prprůůvodkyvodky



1. Nesporuluj1. Nesporulujííccíí anaerobyanaeroby



Co jsme znali doteCo jsme znali doteďď

�� ZatZatíím jsme se seznm jsme se seznáámili mili 
se se ččtytyřřmi skupinami mi skupinami 
mikrobmikrobůů, kter, kteréé rostou za rostou za 
aerobnaerobníích podmch podmííneknek –– aaťť
uužž jsou jsou striktnstriktněě aerobnaerobníí
jako napjako napřř. . 
pseudomonpseudomonáády, nebo dy, nebo 
fakultativnfakultativněě anaerobnanaerobníí
jako tjako třřeba eba Escherichia Escherichia 

coli.coli.



NynNyníí si psi přřididááme dalme dalšíší ččtytyřři i 
skupinyskupiny

�� KaKažžddáá z onz oněěch ch ččtytyřř skupin skupin 
mmáá totitotižž svoje svoje anaerobnanaerobníí
„„bratbratřřííččkyky““.. Jejich Jejich 
vlastnosti se výraznvlastnosti se výrazněě lilišíší
od aerobnod aerobníích bakterich bakteriíí a a 
naopak vykazujnaopak vykazujíí nněěkterkteréé
spolespoleččnnéé charakteristikycharakteristiky. . 
VymykVymykáá se jen rod se jen rod 
ClostridiumClostridium, proto, protožže ume umíí
tvotvořřit sporyit spory



PPřřííbběěhh

�� PanPaníí RakovRakováá byla pbyla přřijata proijata pro
horehoreččnatý stav a natý stav a intenzivnintenzivníí bolesti bbolesti břřichaicha

�� ZobrazovacZobrazovacíí metody ukmetody ukáázaly na zaly na absces malabsces maléé
ppáánvenve. Uk. Ukáázaly vzaly vššak takak takéé nnáádor na ddor na děěloložžnníím m 
ččíípkupku –– pozdpozděěji se ukji se ukáázalo zalo žže jde o e jde o karcinomkarcinom

�� U panU paníí RakovRakovéé se nase naššttěěststíí podapodařřilo ilo operaoperaččnněě
vyvyřřeeššitit nejdnejdřřííve absces a potve absces a potéé i ni náádor, bydor, byťť za za 
cenu provedencenu provedeníí hysterektomie. Metasthysterektomie. Metastáázy se zy se 
nanaššttěěststíí neobjevily.neobjevily.



VinVinííkem jekem je

�� SmSměěs s striktnstriktněě anaerobnanaerobníích, ale i fakultativnch, ale i fakultativněě
anaerobnanaerobníích bakterich bakteriíí

�� Tato smTato směěs se zs se zřřejmejměě vyskytovala v pochvvyskytovala v pochvěě panpaníí
RakovRakovéé, ani, anižž by jby jíí ččinila sebemeninila sebemenšíší problprobléémymy

�� NNáádor vdor vššak ak poruporuššil anatomickou bariil anatomickou bariééruru, a mikroby , a mikroby 
se dostaly do mse dostaly do mííst, kde zpst, kde způůsobily absces.sobily absces.

�� NesporulujNesporulujííccíí striktnstriktněě anaerobnanaerobníí mikrobymikroby majmajíí
vzhledem ke svým vlastnostem velmi omezenvzhledem ke svým vlastnostem velmi omezenéé
momožžnosti pnosti přřenosu.enosu.

�� VelkVelkáá ččáást infekcst infekcíí je tedy je tedy endogennendogenníího pho půůvoduvodu



PPřřipomeipomeňňme si, za jakých me si, za jakých 
podmpodmíínek rostou jaknek rostou jakéé bakteriebakterie

ano**ano**neneneneneneStriktnStriktníí anaerobyanaeroby

ne*ne*anoano(ano)(ano)neneKapnofilnKapnofilníí bakteriebakterie

ne*ne*(ano)(ano)anoanoneneMikroaerofilnMikroaerofilníí baktbakt..

AerotolorantnAerotolorantníí baktbakt..

anoanoanoanoanoanoanoanoFakultativFakultativ. anaeroby. anaeroby

ne*ne*anoanoanoanoanoanoStriktnStriktníí aerobyaeroby

Bez OBez O22↑↑ COCO22↓↓ OO22NormNormáálnlnííProstProstřřededíí

*V praxi někdy vyrostou – běžně dosahovaná anaerobióza není dokonalá

**V praxi někdy nevyrostou – běžně dosahovaná anaerobióza není dokonalá. 
Takové bakterie (EOS – Extremely oxygen sensitive) běžně nelze kultivovat



Různé
anaeroby



SpoleSpoleččnnéé charakteristikycharakteristiky
nesporulujnesporulujííccííchch anaerobanaerobůů

�� VyskytujVyskytujíí se jako se jako bběžěžnnáá flflóóra:ra:
�� v tlustv tlustéém stm střřevevěě tvotvořříí 99,9 % celkov99,9 % celkovéého objemu mikrobho objemu mikrobůů, je , je 

jich tam kolem jednoho kilogramujich tam kolem jednoho kilogramu

�� v v úústechstech mohou mohou žžíít dt dííky biofilmu ky biofilmu –– jsou do njsou do něěj zavzaty tak, j zavzaty tak, 
aby nemaby neměěly ply přříímý pmý přříístup ke vzduchu, kterstup ke vzduchu, kteréé by je by je 
ohroohrožžovaloval

�� v pochvv pochvěě nejsou pnejsou přříítomny u vtomny u vššech ech žžen, ale uven, ale uvááddíí se, se, žže asi e asi 
70 % 70 % žžen nen něějakjakéé anaeroby v pochvanaeroby v pochvěě mmáá; pokud se zde ; pokud se zde 
ovovššem pem přřemnoemnožžíí, jde o dysmikrobii, kterou je nutno l, jde o dysmikrobii, kterou je nutno lééččitit

�� PPřři zi záánněětu tu obvykle neexistuje jeden pobvykle neexistuje jeden půůvodcevodce, ale , ale 
uplatuplatňňuje se smuje se směěs. Ns. Něěkdy se poukdy se použžíívváá termtermíín n 
„„Veillonova flVeillonova flóórara““



Přehled nesporulujících anaerobů
(u člověka nejběžnější druhy)

Fusobacterium, Fusobacterium, 

Leptotrichia*Leptotrichia*

Bacteroides, Prevotella, Bacteroides, Prevotella, 

Porphyromonas**Porphyromonas**

VeillonellaVeillonellaGG--

PropionibacteriumPropionibacterium******

EubacteriumEubacterium

PeptococcusPeptococcus

PeptostreptococcusPeptostreptococcus

G+G+

TyTyččinkyinkyKokyKoky

*se zašpičatělými konci
**s rovnými konci tyčinky
***není stoprocentní anaerob

Diagnostiku probereme 
zároveň s.diagnostikou 
klostridií



RozdRozdííly mezi gramnegativnly mezi gramnegativníími mi 
anaerobnanaerobníími tymi tyččinkamiinkami

PPůůvodnvodněě vvššechny patechny patřřily do rodu ily do rodu BacteroidesBacteroides

ČČasto tvoasto tvořříí pigmentpigmentNetvoNetvořříí pigmentpigment

Biochemicky mBiochemicky méénněě aktivnaktivnííBiochemicky aktivnBiochemicky aktivněějjšíší

BývajBývajíí citlivcitlivéé na penicilinna penicilinRezistentnRezistentníí na penicilinna penicilin

PPřřeveváážžnněě v v úústnstníí dutindutiněěPPřřeveváážžnněě ve stve střřevevěě

PrevotellaPrevotella a a 
PorphyromonasPorphyromonas

Rod Rod BacteroidesBacteroides



2. Klostridia2. Klostridia



ÚÚvod:vod: MikuleckMikuleckéé pole trochu jinakpole trochu jinak

MikuleckMikuleckéé polepole

hluboko zoranhluboko zoranéé

Nejedno Nejedno Clostridium tetaniClostridium tetani

v tom poli je schovanv tom poli je schovanéé

V poli je schovanV poli je schovanéé

zalezlzalezléé ve spove spořřee

ČČekekáá aažž synesynečček nek něějakýjaký

to pole zas pooto pole zas poořřee……

(Zpívá se jako normální Mikulecké

pole of Fanoša Mikuleckého)

S takým klostridiem

Nedobře kočkovat

Nechaj sa, synečku 
zavčasu

pořádně přeočkovat…



Klostridia Klostridia –– ppřřehledehled

EnteropatogennEnteropatogennííC. difficileC. difficile

Klostridia plynatých snKlostridia plynatých sněěttííClostridium perfringens, C. Clostridium perfringens, C. 

septicum, C.septicum, C. welchiiwelchii a aj.a aj.

Producent botulotoxinuProducent botulotoxinuC.C. botulinumbotulinum

PPůůvodce tetanuvodce tetanuC. tetaniC. tetani

Je potřeba si uvědomit, že i klostridia se úplně
normálně podílejí na běžné střevní mikroflóře. Problém 
nastává, pokud se přemnoží, dostanou tam, kam 
nemají, vyskytne se kmen produkující velké množství
toxinu apod.



PPřřííbběěh prvnh prvníí

�� MustafaMustafa, kosovský Alb, kosovský Albáánecnec, se rozhodl, , se rozhodl, žže e 
navnavššttíívvíí svsvéého bratrance v sousednho bratrance v sousedníí vesnici. vesnici. 
Pole, pPole, přřes kteres kteréé se vydal, jise vydal, jižž mměělo být lo být 
odminovodminovááno. Pno. Přřesto se jedna nevybuchlesto se jedna nevybuchláá
mina jemina ješšttěě nanaššla. la. StStřřepina, epina, ššpinavpinaváá od blod bláátata, , 
sese MustafoviMustafovi zasekla zasekla hluboko do stehnahluboko do stehna..

�� Za nZa něěkolik dnkolik dníí bylbyl MustafaMustafa ppřřijat do jednijat do jednéé
zz..polnpolníích nemocnic. Stehno mch nemocnic. Stehno měěl zdul zduřřeleléé a pa přři i 
poklepu byl slypoklepu byl slyššitelný itelný zvuk praskajzvuk praskajííccíích ch 
bublinekbublinek.. MustafaMustafa byl hned operovbyl hned operováán.n.



VinVinííkem je tentokrkem je tentokráátt

�� Clostridium perfringensClostridium perfringens, jeden z p, jeden z půůvodcvodcůů
plynatplynatéé snsněěti (spolu s ti (spolu s C. novyiC. novyi, , C. septicumC. septicum aj.)aj.)

�� PlynatPlynatáá snsněťěť je typickje typickéé vvááleleččnnéé onemocnonemocněěnníí. . 
MMůžůže se ve se vššak vyskytnout i v dobak vyskytnout i v dobáách mch mííru, ru, 
napnapřřííklad pklad přři i žživelných pohromivelných pohromááchch

�� Klostridia plynatých snKlostridia plynatých sněěttíí –– respektive jejich respektive jejich 
enterotoxiny enterotoxiny –– se takse takéé uplatuplatňňujujíí jako patogeny jako patogeny 
ve stve střřevevěě



Vznik plynatVznik plynatéé snsněětiti



NekrotizujNekrotizujííccíí enterokolitida enterokolitida –– i to i to 
mmůžůže zpe způůsobovat sobovat C. perfringensC. perfringens



PPřřííbběěh druhýh druhý

�� Pan KostePan Kosteččka leka ležžel uel užž ttřřetetíí týden v nemocnici týden v nemocnici 
pro pro bakteribakteriáálnlníí zzáánněět kostnt kostníí ddřřeneněě. Z. Záánněět mu t mu 
llééččili ili klindamycinem, linkosamidovým klindamycinem, linkosamidovým 
antibiotikemantibiotikem. N. Nááhle pan Kostehle pan Kosteččka dostal tka dostal těžěžký ký 
prprůůjem. Na oddjem. Na odděělenleníí zrovna nemzrovna neměěli li 
metronidazolmetronidazol, a tak s, a tak sááhli po starhli po staréé metodmetoděě: dali : dali 
panupanu KosteKosteččkovikovi vypvypíít ampulku vankomycinut ampulku vankomycinu, , 
antibiotika, kterantibiotika, kteréé se normse normáálnlněě podpodáávváá pouze pouze 
injekinjekččnněě, proto, protožže se nevste se nevstřřebebáávváá ze stze střřeva.eva.



VinVinííkem jekem je

�� Clostridium difficileClostridium difficile, respektive jeho , respektive jeho toxitoxinn

�� Tento mikrob se vyskytuje ve stTento mikrob se vyskytuje ve střřevevěě celkem bcelkem běžěžnněě, , 
problprobléém vm vššak je, kdyak je, kdyžž zazaččne produkovat toxin, a ne produkovat toxin, a 
ppřředevedevšíším, kdym, kdyžž mu nmu něěkdo odstrankdo odstraníí konkurenci a konkurenci a 
on se pon se přřemnoemnožžíí..

�� OdstranOdstraněěnníí konkurence zpkonkurence způůsobsobíí nejnejččastastěěji ji llééččba ba 
nněěkterými typy antibiotikkterými typy antibiotik, nej, nejččastastěěji linkosamidy. ji linkosamidy. 
Linkosamidy jsou Linkosamidy jsou úúččinninnéé proti vproti věěttššininěě striktnstriktněě
anaerobnanaerobníích bakterich bakteriíí, nikoli v, nikoli vššak proti ak proti C. difficileC. difficile..

�� Dnes se k lDnes se k lééččbběě poupoužžíívváá nejnejččastastěěji bakteriji bakteriáálnlníí
chemoterapeutikum chemoterapeutikum metronidazolmetronidazol



TetanusTetanus



Tetanus



JeJeššttěě jednou tetanusjednou tetanus



Trismus (kTrismus (křřeečč ččelistnelistníích svalch svalůů))



BotulismusBotulismus



Typický vzhled jazyka pTypický vzhled jazyka přři botulismui botulismu



DefilDefiléé zlozloččincincůů: : C.C. botulinumbotulinum

(vlevo), (vlevo), C. C. septicumsepticum (vpravo)(vpravo)



Diagnostika anaerobDiagnostika anaerobůů (spole(společčnnáá
ččáást k nesporulujst k nesporulujííccíím i klostridim i klostridiíím)m)

�� Mikroskopie:Mikroskopie: MMáá vvěěttšíší význam nevýznam nežž u aerobu aerobůů, , 
vzhledem k morfologickvzhledem k morfologickéé rrůůznorodostiznorodosti

�� Kultivace:Kultivace: Je nutno zajistit anaerobiJe nutno zajistit anaerobióózu pomoczu pomocíí
anaerostatanaerostatůů čči i anaerobnanaerobníích boxch boxůů. U tekutých p. U tekutých půůd d 
postapostaččuje uje ppřřelitelitíí parafinemparafinem. Pou. Použžíívváá se se VLVL ((vviande iande 
llevureevure) buj) bujóón, VL krevnn, VL krevníí agar a ragar a růůznznéé specispeciáálnlníí ppůůdydy

�� Biochemie:Biochemie: katalkatalááza  a oxidza  a oxidááza vza věěttššinou negativninou negativníí, , 
momožžnnéé vzvzáájemnjemnéé rozlirozliššeneníí biochemicky, i analýza biochemicky, i analýza 
plynplynůů chromatogafichromatogafiíí (jsou biochemicky aktivn(jsou biochemicky aktivníí))

�� AntigennAntigenníí analýza a nepanalýza a nepřříímý prmý průůkazkaz se v diagnostice se v diagnostice 
anaerobanaerobůů ppřříílilišš nepounepoužžíívajvajíí



Diagnostika anaerobDiagnostika anaerobůů ––
pokrapokraččovováánníí

�� Pokus na zvPokus na zvíířřetieti se pouse použžíívváá u tetanu a botulismu. U u tetanu a botulismu. U 
tetanu se mytetanu se myšš svsvííjjíí v v kkřřeečči (typicki (typickéé jsou napnutjsou napnutéé
konkonččetiny a napruetiny a napružžený ocas),ený ocas), u botulismu u botulismu jeje naopak naopak 
patrnpatrnéé ochabnutochabnutíí konkonččetin a celetin a celéého tho těěla.la.

Ponděkud 
rozostřená tetanická

myš (lepší jsem 
bohužel nesehnal)



OpistotonusOpistotonus

�� Opistotonus znamenOpistotonus znamenáá esovitesovitéé prohnutprohnutíí
ttěěla, pla, přříípadnpadněě i ocasu, jaki ocasu, jakéé pozorujeme u pozorujeme u 
pokusnpokusnéé mymyššii

Podobně jako myš se do opistotonu dostává i pacient



K mikroskopii anaerobK mikroskopii anaerobůů
�� Studenti nStudenti něěkdy zamkdy zaměňěňujujíí spspóóru (ru (úútvar, který je tvar, který je 

neprobarvený, resp. jen slabneprobarvený, resp. jen slaběě se rýsujse rýsujíí jeho okraje) a jeho okraje) a 
ztluztluššttěěnníí tytyččinkyinky (kter(kteréé se vyskytuje u nse vyskytuje u něěkterých kterých 
tytyččinek, kterinek, kteréé jsou nesporulujjsou nesporulujííccíí a zpravidla a zpravidla 
gramnegativngramnegativníí).).

�� U skuteU skuteččných sporulujných sporulujííccíích mikrobch mikrobůů mmáá význam význam 
sledovat sledovat umumííststěěnníí spspóórr. U . U Clostridium tetaniClostridium tetani je spje spóóra ra 
termintermináálnlníí (na konci um(na konci umííststěěnnáá))

�� AnaerobnAnaerobníí tytyččinky jsou ninky jsou něěkdy velice rkdy velice růůznotvarznotvaréé ––
vv..jednom preparjednom preparáátu najdete tu najdete úútvary od vltvary od vlááknitých aknitých ažž po po 
prakticky kokovitprakticky kokovitéé



BacteroidesBacteroides

Dříve se používal pro tyto 
útvary název 

„Sphaerophorus 
necrophorus“, tedy 

„Kulonoš smrtonosný“





PoznPoznáámka ke kultivaci anaerobmka ke kultivaci anaerobůů: : 
Jak zJak zíískat anaerobiskat anaerobióózuzu

�� MechanickyMechanicky –– VL bujony pVL bujony přřelijeme elijeme 
parafinovým olejemparafinovým olejem

�� FyzikFyzikáálnlněě –– v anaerobnv anaerobníím boxu se nahradm boxu se nahradíí
vzduch smvzduch směěssíí anaerobnanaerobníích plynch plynůů, , 
vhvháánněěných z bombyných z bomby

�� ChemickyChemicky –– v anaerostatu sev anaerostatu se
�� z organických kyselin tvoz organických kyselin tvořříí vodvodíík a COk a CO22

�� v druhv druhéé ffáázi na palladiovzi na palladiovéém katalyzm katalyzáátoru toru 
reaguje vodreaguje vodíík s kyslk s kyslííkem za vzniku vody,kem za vzniku vody, taktakžže e 
se kyslse kyslíík spotk spotřřebovebováávváá



PPřřeleléévváánníí VLVL--bujonbujonůů parafinemparafinem
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AnaerostatAnaerostat

Palladiový kalalyzátor 
(pod víčkem) nezbytný 
pro druhou fázi reakce

Generátor anaerobiózy 
(sáček s chemikáliemi) 
nutný pro celou reakci



AnaerostatAnaerostat
podrobnpodrobněějjšíší popispopis

vzduchotěsné víčko

palladiový kalalyzátor 
(pod víčkem)

konstrukce pro 
ukládání Petriho misek

Generátor anaerobiózy 
(sáček s chemikáliemi)

šroubovací

uzávěr

tlakový 

ventil



Anaerostat jinAnaerostat jinéé
provenienceprovenience

Fusobacterium sp.



JeJeššttěě ke kultivacike kultivaci
�� AnaerobnAnaerobníí bakterie rostou bakterie rostou ččasto v drobných, asto v drobných, 

nepravidelných koloninepravidelných koloniííchch, kter, kteréé majmajíí nněěkdy kdy 
výbvýběžěžkatkatéé okraje. Typický je pro nokraje. Typický je pro něě taktakéé znaznaččný ný 
zzáápach.pach.

Clostridium septicum
Prevotella melaninogenica

(černý pigment)



Kolonie různých 
anaerobních 

baktérií



BiochemickBiochemickéé rozlirozliššeneníí

�� PouPoužžíívajvajíí se rse růůznznéé testy, v natesty, v naššich podmich podmíínknkáách ch 
ppřředevedevšíšímm ANAEROtestANAEROtest 23 Lachema.23 Lachema.

Kmen A

Kmen B

Kódová kniha je rozdělená na 
několik částí podle morfologie 
anaerobních bakterií. Je třeba 
hledat v té správné části kódové
knihy



Anaerotest Anaerotest -- ppřřííklad odeklad odeččííttáánníí
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UkUkáázky zky 
rrůůzných zných 

zahranizahraniččnníích ch 
testtestůů pro pro 

identifikaci identifikaci 
anaerobanaerobůů



TestyTesty antibiotickantibiotickéé citlivosticitlivosti

�� AntibiotickAntibiotickáá citlivostcitlivost se u se u anaerobanaerobůů ururččuje uje 
na pna půůddáách, na kterých jsou schopny rch, na kterých jsou schopny růůstst, tj. , tj. 
nikoli na MH agaru, ale zpravidla na VL nikoli na MH agaru, ale zpravidla na VL 
krevnkrevníím agarum agaru

�� LLéékem volby u vkem volby u věěttššiny anaerobiny anaerobůů je opje opěět t 
klasický penicilinklasický penicilin. Rezistentn. Rezistentníí je vje vššak rod ak rod 
BacteroidesBacteroides (v u(v užžšíším slova smyslu m slova smyslu –– rody rody 
PrevotellaPrevotella a a PorphyromonasPorphyromonas, kter, kteréé se z nse z něěj j 
kdysi odkdysi odššttěěpily, jsou citlivpily, jsou citlivéé))



TypickTypickéé citlivosticitlivosti

�� TypickTypickéé je, je, žže mnohe mnohéé anaeroby jsou anaeroby jsou 
rezistentnrezistentníí na vankomycin. Zna vankomycin. Záároveroveňň jsou jsou 
ppřřitom citlivitom citlivéé na na „„slabslabší“ší“ antibiotika, jako je antibiotika, jako je 
penicilin penicilin čči metronidazol (na sni metronidazol (na sníímku)mku)



IlustraIlustraččnníí
fotofoto



PrPrůůkazkaz tvorby tvorby lecitinlecitináázy zy –– specialita specialita 
v diagnosticev diagnostice C. perfringensC. perfringens

�� Tvorba lecitinTvorba lecitináázy se projevzy se projevíí precipitacprecipitacíí kmene kmene 
na na žžloutkovloutkovéém agarum agaru. Proto. Protožže ve vššak lecitinak lecitinááz je z je 
mnoho a nmnoho a náás zajs zajíímmáá pouze lecitinpouze lecitinááza za 
Clostridium perfringensClostridium perfringens, prov, prověřěřujeme, zda je ujeme, zda je 
lecitinlecitinááza inhibovatelnza inhibovatelnáá specifickým specifickým 
antitoxinem.antitoxinem.
„Negativní I“

vůbec 
neprodukuje 
lecitinázu. 

„Negativní II“
produkuje, ale 
nějakou jinou, 
než nás zajímá



Použity obrázky z adres:
01-05 www2.bc.cc.ca.us/bio16/20_Nervpictures.htm.

06 http://de.wikipedia.org/wiki/Bild:Clostridium_botulinum.jpg

07 http://www.health.qld.gov.au/EndoscopeReprocessing/Module13d.htm

08 - 10 www.biotox.cz

11 http://medecinepharmacie.univ-
fcomte.fr/bacterio_web/exa_microscopiques/ana/Clostridium_difficile_spores.htm

12 http://kherr14.myweb.uga.edu/botulism.html

13 http://vietsciences.free.fr/khaocuu/nguyenlandung/cacnhomvikhuanchuyeu2.htm

14 http://www.ecureme.com/emyhealth/data/Clostridium_Difficile_Colitis.asp

15 - 18 http://www.niah.affrc.go.jp/disease/EM/atlas/bacteria0.html

Clostridium prohlédnuto po stranu 5 včetně

19 http://www.ulb.ac.be/sciences/biodic/ImBacterie20002.html

20 21 gold.aecom.yu.edu/id/micro/anaerobicjar.htm

22 http://focus.hms.harvard.edu/2005/Sep16_2005/research_briefs.shtml

23 - 45 http://www.geocities.com/CapeCanaveral/3504/gallery.htm

46 - 49 www.microbes-edu.org/etudiant/anaerobies.html.

50 - 69 http://pharmacie.univ-lille2.fr/recherche/labos/Bacteriologie/photos/index.php?album=7

70 microvet.arizona.edu/.../c_tetani.html.

71 http://www.bbc.co.uk/czech/svet/021007_botox_pckg.shtml



3. Mykobakteria, aktinomycety, nokardie3. Mykobakteria, aktinomycety, nokardie



ÚÚvod: Plivvod: Pliváátka v boji proti TBCtka v boji proti TBC

V dobV doběě prvnprvníí republiky republiky 
vyvinula spolevyvinula společčnost za nost za 
osobnosobníí angaangažžovanosti ovanosti 
prezidenta Masarykaprezidenta Masaryka a a 
jeho jeho „„Ligy proti Ligy proti 
tuberkultuberkulóózeze““ velkvelkéé úúsilsilíí
v boji proti tv boji proti tééto nemoci. to nemoci. 
Významnou souVýznamnou souččááststíí
byla osvbyla osvěěta, aby lidta, aby lidéé
neplivali na zem, ale neplivali na zem, ale 
poupoužžíívali plivvali pliváátka.tka.



PPřřííbběěh prvnh prvníí

�� HonzaHonza jijižž nněěkolik let vkolik let věědděěl, l, žže je e je 
HIV pozitivnHIV pozitivníí. Dob. Dobřře ve věědděěl, l, žže je e je 
mnohem zranitelnmnohem zranitelněějjšíší nenežž ostatnostatníí
lidlidéé, , žže ho kae ho kažžddáá infekce infekce 
dostihne rychleji nedostihne rychleji nežž jinjinéé

�� PPřřesto ho zaskoesto ho zaskoččilo, ilo, žže e 
vv..poslednposledníí dobdoběě zazaččal kaal kaššlat.lat.
Jeho oJeho oššetetřřujujííccíí lléékakařři zkoui zkouššeli eli 
rrůůznznéé momožžnosti, anosti, ažž nakonec na nakonec na 
zzáákladkladěě rentgenu, PCR vyrentgenu, PCR vyššetetřřeneníí
a kultivaa kultivaččnníího vyho vyššetetřřeneníí dospdospěěli li 
kk..nnáázoru, zoru, žže se jedne se jednáá o o milimiliáárnrníí
(zrnkovitou) formu tuberkul(zrnkovitou) formu tuberkulóózy.zy.



VinVinííkem zde bylokem zde bylo
�� Mycobacterium tuberculosisMycobacterium tuberculosis, , i kdyi kdyžž TBC mTBC můžůžee

zzůůpsobovatpsobovat i napi napřřííklad klad Mycobacterium bovisMycobacterium bovis..

�� ZajZajíímavostmavostíí tohoto mikroba je ztohoto mikroba je zááliba v liba v žživotivotěě
uvnituvnitřř bunbuněěkk. S t. S tíím takm takéé souvissouvisíí skuteskuteččnost, nost, žže e 
na mykobakteria se na mykobakteria se ššpatnpatněě tvotvořříí protilprotiláátkovtkováá
odpovodpověďěď (tak(takžže se nede se nedáá prokazovat antigen ani prokazovat antigen ani 
protilprotiláátky) a tky) a žže hlavne hlavníí slovo mslovo máá bunbuněčěčnnáá
imunitaimunita –– i pi přři vakcinaci.i vakcinaci.

�� JelikoJelikožž ppřři HIV infekci je pri HIV infekci je práávvěě bunbuněčěčnnáá imunita imunita 
postipostižžena, je TBC jednou z ena, je TBC jednou z oportunnoportunníích infekcch infekcíí..



TuberkulTuberkulóózaza



NenNeníí jen plicnjen plicníí
forma TBCforma TBC



TBC TBC 
ve ve 

svsvěěttěě



JeJeššttěě jednou jednou 
TBCTBC



DalDalšíší zvlzvlášáštnosti mykobakteritnosti mykobakteriíí

� Jejich buněčná stěna je vysoce hydrofobní, jsou 
v ní tzv. mykolové kyseliny. Téměř se nebarví
podle Grama, jsou nutná speciální barvení.

� Roste pomalu, má dlouhou generační dobu, 
proto jsou pro kultivaci nutné speciální půdy

� Jsou velmi odolná k desinfekčním prostředkům. 
Nelze použít prostředky spektra „A“, proti 
běžným bakteriím, je nutné „T“ (proti TBC), 
případně „M“ (proti atypickým mykobakteriím)

� Jsou též odolná k antimikrobiálním látkám.



BunBuněčěčnnáá
ststěěna na 

mykobakterimykobakteriíí



PPřřííbběěh druhýh druhý
�� Pan Hassan Pan Hassan žžil v il v poupoušštntníí ččáásti Ssti Súúddáánunu, , 

zmzmíítantanéé neustneustáálými vlými váálkami a nepokoji.lkami a nepokoji.
�� V poslednV posledníí dobdoběě se od nse od něěj zaj začčali odvracet i ti ali odvracet i ti 

ppřřáátelteléé, kte, kteřříí jeješšttěě neuprchli ani nebyli neuprchli ani nebyli 
povrapovražždděěni. ni. ZnetvoZnetvořřeneníí obliobliččejeeje pana Hassana pana Hassana 
bylo neklamnou znbylo neklamnou znáámkou, mkou, žže pan Hassan trpe pan Hassan trpíí
onemocnonemocněěnníím, kterm, kteréé se se v tv těěchto zemchto zeměěpisných pisných 
šíšířřkkáách jech ješšttěě ststáále vyskytuje ale vyskytuje ažž ppřříílilišš ččastoasto..

�� NaNaššttěěststíí se pan Hassan setkal s pracovnse pan Hassan setkal s pracovnííky ky 
jednjednéé nevlnevláádndníí organizaceorganizace, kterým rovn, kterým rovněžěž byla byla 
diagndiagnóóza jasnza jasnáá. Pomoc. Pomocíí dapsonu dapsonu se podase podařřilo ilo 
panu Hassanovi pomoci.panu Hassanovi pomoci.



VinVinííkem jekem je

�� Mycobacterium lepraeMycobacterium leprae, mikrob je, mikrob ješšttěě zvlzvlášáštntněějjšíší nenežž
tuberkultuberkulóóznzníí mykobakteriummykobakterium

�� Jeho generaJeho generaččnníí doba je jedoba je ješšttěě výraznvýrazněě deldelšíší. In vitro . In vitro 
kultivace se podakultivace se podařřila teprve nedila teprve nedáávno a trvala celý vno a trvala celý 
jeden rokjeden rok

�� ZZáákladnkladníí llééččba lepry nenba lepry neníí drahdraháá, bohu, bohužžel v zemel v zemíích, ch, 
kde se lepra vyskytuje, je i tato pomkde se lepra vyskytuje, je i tato poměěrnrněě nníízkzkáá
cena pcena přříílilišš vysokvysokáá

�� Proto se problProto se probléémem lepry zabývmem lepry zabýváá řřada ada nadacnadacíí, , 
nevlnevláádndníích a charitativnch a charitativníích organizacch organizacíí a podobna podobněě..



LepraLepra



JinJináá
mykobakteriamykobakteria

�� KromKroměě M. tuberculosisM. tuberculosis a a M. lepraeM. leprae existuje i existuje i 
spousta spousta daldalšíších mykobakterich mykobakteriíí. N. Něěkterkteráá, nap, napřř. . 
Mycobacterium marinumMycobacterium marinum, pat, patřříí mezi tzv. mezi tzv. 
atypickatypickáá mykobakteriamykobakteria, kter, kteráá obobččas zpas způůsobujsobujíí
infekce ran a jininfekce ran a jinéé problprobléémy. my. NNěěkterkteráá
mykobakteria jsou nepatogennmykobakteria jsou nepatogenníí a jsou norma jsou normáálnlníí
sousouččááststíí lidsklidskéé mikroflmikroflóóry, napry, napřř. . M. smegmatisM. smegmatis

–– viz obrviz obráázekzek



PPřřííbběěh th třřetetíí

�� PanPaníí PPíšíšttěělkovlkováá si usi užž deldelšíší dobu hmatala pod dobu hmatala pod 
kkůžůžíí krku krku drobndrobnéé úútvarytvary

�� NedNedáávno se stalo, vno se stalo, žže jeden z te jeden z těěchto chto úútvartvarůů se se 
otevotevřřel na povrchel na povrch a v a v úúststíí se objevil velmi se objevil velmi 
hustý, hustý, žžlutý plutý pááchnoucchnoucíí hnis. To uhnis. To užž panpaníí
PPíšíšttěělkovou donutilo zajlkovou donutilo zajíít k lt k léékakařři.i.

�� LLéékakařři poslali i poslali hnis na mikrobiologickhnis na mikrobiologickéé
vyvyššetetřřeneníí.. VyVyššetetřřeneníí trvalo dlouhotrvalo dlouho –– panpaníí
PPíšíšttěělkovlkováá uužž spspíílala mikrobiologlala mikrobiologůům, m, žže si tam e si tam 
nněěkde vkde váálejlejíí ššunky. Nakonec se ukunky. Nakonec se ukáázalo, zalo, žžee……



……jde o aktinomykjde o aktinomykóózuzu

�� tedy tedy žže vine vinííkem je kem je ActinomycesActinomyces sp.sp.

�� Aktinomycety jsou Aktinomycety jsou vlvlááknitknitéé bakteriebakterie, v podstat, v podstatěě
grampozitivngrampozitivníí, ale , ale barvbarvíí se Gramem se Gramem ššpatnpatněě, , 
protoprotožže jejich bune jejich buněčěčnnáá ststěěna je hodnna je hodněě hydrofobnhydrofobníí a a 
obsahuje hodnobsahuje hodněě mykolových kyselinmykolových kyselin

�� Aktinomycety se bAktinomycety se běžěžnněě vyskytujvyskytujíí v v úústnstníí dutindutiněě
zdravých osobzdravých osob. Odtud se za r. Odtud se za růůzných okolnostzných okolnostíí
mohou dostat do mmohou dostat do měěkkých tkkkých tkáánníí krku, tvkrku, tváářře e čči i 
hrudnhrudnííku. Jsou to anaerobnku. Jsou to anaerobníí bakteriebakterie

�� PodobnPodobnéé aktinomycetaktinomycetáám jsou nokardiem jsou nokardie, kter, kteréé jsou jsou 
naopak striktnnaopak striktněě aerobnaerobníí. Jinak v. Jinak vššak majak majíí hodnhodněě
podobnpodobnéé vlastnosti.vlastnosti.



NokardiNokardióóza za 
mozku na CTmozku na CT



Acidorezistence a alkalirezistenceAcidorezistence a alkalirezistence
�� Aby mohly na nAby mohly na něěco pco půůsobit kyseliny sobit kyseliny čči alkalie, musi alkalie, musíí to to 

„„nněěcoco““ být hydrofilnbýt hydrofilníí, tedy komunikovat s vodným , tedy komunikovat s vodným 
prostprostřřededíím. Pro mykobakteria vm. Pro mykobakteria vššak tohle neplatak tohle neplatíí..

�� Nejsme tedy schopni je kyselinami Nejsme tedy schopni je kyselinami čči alkaliemi nii alkaliemi niččitit

�� Nejsme takNejsme takéé schopni je kyselinami odbarvovatschopni je kyselinami odbarvovat, pokud , pokud 
tedy se je ntedy se je něějakým zjakým záázrakem podazrakem podařřilo obarvitilo obarvit

�� TotiTotižž: v: věěttššina barviv je takina barviv je takéé hydrofilnhydrofilníích, a tudch, a tudíížž se se 
mykobakteria i mykobakteria i ššpatnpatněě barvbarvíí, zpravidla je nutno barvit , zpravidla je nutno barvit 
je za horka, aby se vje za horka, aby se vůůbec obarvilabec obarvila

�� Nokardie a aktinomycetyNokardie a aktinomycety jsou na rozdjsou na rozdííl od l od 
mykobakterimykobakteriíí acidorezistentnacidorezistentníí jen zjen zččáástisti. Barv. Barvííme je me je 
proto podle Grama, ale musproto podle Grama, ale musííme pome poččíítat s ttat s tíím, m, žže se e se 
barvbarvíí nerovnomnerovnoměěrnrněě a a ššpatnpatněě..



Co z toho vyplývCo z toho vyplýváá pro klinika?pro klinika?

�� Pokud klinik poPokud klinik poššle vzorek (sputum, mole vzorek (sputum, močč, hnis , hnis čči i 
cokoli jincokoli jinéého) ho) „„na bakteriologickou kultivacina bakteriologickou kultivaci““, , 
nemnemůžůže oe oččekekáávat, vat, žže vye vyššetetřřeneníí odhalodhalíí ppřříípadnou padnou 
ppřříítomnost mykobakteritomnost mykobakteriíí

�� ChceChce--li klinik zjistit, zda mli klinik zjistit, zda máá pacient TBC, muspacient TBC, musíí
poslat vzorek zvlposlat vzorek zvlášášťť a na pra na průůvodce výraznvodce výrazněě
oznaoznaččit, it, žže me máá být vybýt vyššetetřřen kultivaen kultivaččnněě čči PCR na i PCR na 
tuberkultuberkulóózuzu. V tom p. V tom přříípadpaděě laboratolaboratořř provede provede 
ppřřííslusluššnnéé proceduryprocedury

�� SSéérum na protilrum na protiláátky proti TBC taktky proti TBC takéé posposíílat nelzelat nelze, , 
protilprotiláátkovtkováá odpovodpověďěď je velmi je velmi ššpatnpatnáá..



DefilDefiléé zlozloččincincůů::
Mycobacterium tuberculosisMycobacterium tuberculosis



Jak pJak páátrat mykobakteritrat mykobakteriííchch
�� Mikroskopie:Mikroskopie: PouPoužžíívváá se Ziehlse Ziehl--Neelsenovo barvenNeelsenovo barveníí
�� Kultivace:Kultivace: PouPoužžíívváá se specise speciáálnlníích pch půůd, pd, přřiiččememžž ppřřed ed 

vlastnvlastníí kultivackultivacíí ppřředchedcháázzíí momořřeneníí, obvykle louhem, obvykle louhem. . 
CCíílem molem mořřeneníí je usmrtit ostatnje usmrtit ostatníí bakteriebakterie, kter, kteréé by pby přři i 
svsvéém rychlm rychléém rm růůstu byly kultivastu byly kultivaččnněě úúspspěěššnněějjšíší..
AlkalirezistentnAlkalirezistentníí mykobakteria momykobakteria mořřeneníí ruručče pe přřeežžijijíí..

�� AutomatickAutomatickáá kultivace:kultivace: PouPoužžíívváá se rse růůzných typzných typůů
kultivakultivaččnníích automatch automatůů: mohou detekovat kultiva: mohou detekovat kultivaččnníí
pozitivitu mnohem dpozitivitu mnohem dřřííve neve nežž klasickklasickáá kultivacekultivace

�� BiochemickBiochemickéé rozlirozliššeneníí je moje možžnnéé, je v, je vššak vyhrazeno ak vyhrazeno 
specializovaným laboratospecializovaným laboratořříímm

�� Pokus na zvPokus na zvíířřeti:eti: obobččas se pouas se použžíívváá mormorččee
�� PCR diagnostikaPCR diagnostika se stse stáávváá ččíím dm dáál dl důůleležžititěějjšíší



PCR kit pro diagnostiku TBCPCR kit pro diagnostiku TBC



BarvenBarveníí dle Ziehldle Ziehl--NeelsenaNeelsena

�� V prvnV prvníím krokum kroku barvbarvííme karbolfuchsinem me karbolfuchsinem 
((GabbetemGabbetem) za horka a) za horka ažž do výstupu par. Bez do výstupu par. Bez 
zahzahřříívváánníí by mykobakteria vby mykobakteria vůůbec nebec neššlo obarvit. lo obarvit. 

�� V druhV druhéém krokum kroku odbarvujeme odbarvujeme „„kyselým alkoholemkyselým alkoholem““, , 
cocožž je smje směěs alkoholu s miners alkoholu s mineráálnlníí kyselinou, kyselinou, 
nejnejččastastěěji kyselinou chlorovodji kyselinou chlorovodííkovoukovou

�� Ve tVe třřetetíím krokum kroku dobarvujeme pozaddobarvujeme pozadíí, tj. v, tj. všše, co e, co 
jsme ve druhjsme ve druhéém kroku odbarvili. Dobarvujeme m kroku odbarvili. Dobarvujeme 
malachitovou zelenmalachitovou zeleníí nebo nebo metylenovou modmetylenovou modřříí..

�� VýsledkemVýsledkem jsou jsou ččervenervenéé acidorezistentnacidorezistentníí tytyččinky na inky na 
modrmodréémm nebo nebo zelenzelenéémm pozadpozadíí



ZiehlZiehl--Neelsenovo barvenNeelsenovo barveníí



KultivaceKultivace mykobakterimykobakteriíí

�� PPřřed kultivaced kultivacíí musmusíí být provedeno mobýt provedeno mořřeneníí

�� PouPoužžíívvááme me tekutou ptekutou půůdu du ŠŠulovu ulovu čči Banii Baniččovu a ovu a 
vajevaječčnnéé ppůůdy Ogawovu dy Ogawovu čči Li Lööwensteinwenstein--
JenssenovuJenssenovu. Vaje. Vaječčnnéé ppůůdy jsou tuhdy jsou tuhéé vzhledem vzhledem 
ke koagulaci vajeke koagulaci vaječčnnéého bho bíílku lku –– neobsahujneobsahujíí agaragar

�� I pevnI pevnéé ppůůdy se naldy se naléévajvajíí do zkumavek a do zkumavek a 
uzavuzavíírajrajíí zzáátkoutkou. Nen. Neníí to jen kvto jen kvůůli ohroli ohrožženeníí
personpersonáálu, ale plu, ale přředevedevšíším kvm kvůůli vyschnutli vyschnutíí ppůůdy.dy.

�� Výsledky Výsledky se odese odeččíítajtajíí po 3, 6 a pro jistotu i 9 po 3, 6 a pro jistotu i 9 
týdnech kultivacetýdnech kultivace..



Vzhled koloniVzhled koloniíí mykobakterimykobakteriíí



K tekutK tekutéé ŠŠulovulověě ppůůdděě

�� I pozitivnI pozitivníí zkumavka zkumavka 
je na prvnje na prvníí pohled pohled 
ččiriráá, proto, protožže ne náárrůůst st 
mykobakterimykobakteriíí je je 
patrný jen u dna patrný jen u dna 
((„„modrej bordelmodrej bordel““, jak , jak 
to trefnto trefněě oznaoznaččila ila 
studentka J. H. studentka J. H. ☺☺))



TestyTesty antiantituberkulotuberkuloticktickéé citlivosti citlivosti 
(nikoli antibiotick(nikoli antibiotickéé!)!)

�� Nelze pouNelze použžíívat difvat difúúznzníí diskovdiskovéé testytesty

�� Antituberkulotika pAntituberkulotika přřididáávvááme pme přříímo do mo do 
kultivakultivaččnníí ppůůdydy

�� Antituberkulotika jsou zvlAntituberkulotika jsou zvlášáštntníí lláátkytky, a, ažž na na 
výjimky odlivýjimky odliššnnéé od antibiotikod antibiotik

�� VVžždy se udy se užžíívajvajíí kombinace tkombinace třříí čči i ččtytyřř:: rychle rychle 
totitotižž vznikajvznikajíí rezistence, navrezistence, navííc nc něěkterkteráá
ppůůsobsobíí jen intrajen intra-- a jina jináá zase extracelulzase extraceluláárnrněě



PPřřehled behled běžěžnněě uužžíívaných vaných 
antituberkulotikantituberkulotik

S, STMS, STMStreptomycinStreptomycin

ZZPyrazinamidPyrazinamid

RRRifampicinRifampicin

EEEthambutolEthambutol

H, INHH, INHIsoniazidIsoniazid

ZkratkaZkratkaAntibiotikumAntibiotikum

Tuberkulózní játra 
pokusného morčete



DiagnostikaDiagnostika nokardinokardiíí a a 
aktinomycetaktinomycet

�� Jsou jen Jsou jen ččáástesteččnněě
acidorezistentnacidorezistentníí. Barv. Barvíí
se i podle Grama, ale se i podle Grama, ale 
pompoměěrnrněě ššpatnpatněě. Jsou . Jsou 
to grampozitivnto grampozitivníí aažž
gramplabilngramplabilníí vlvlááknakna

�� Nokardie jsou aerobnNokardie jsou aerobníí, , 
aktinomycety anaerobnaktinomycety anaerobníí



TestyTesty antibiotickantibiotickéé citlivosticitlivosti
�� AntibiotickAntibiotickáá citlivostcitlivost se na rozdse na rozdííl od l od 

mykobakterimykobakteriíí ddáá u nokardiu nokardiíí a aktinomycet a aktinomycet 
stanovit difusnstanovit difusníím diskovým testem. Musm diskovým testem. Musííme ale me ale 
popoččíítat s ttat s tíím, m, žže rostou pomalu a e rostou pomalu a ššpatnpatněě..
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