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Abych se predstavil

MUDr. Ondrej Zahradnicek

povolani: klinicky mikrobiolog, asistent na
LF MU; ucime u nas bakalarské obory, mediky,
zubare i studenty prirodovédecké fakulty

budu vam prednaset, ale nebudu vas zkouset,
to budou kolegove a kolegyné z naseho ‘ustavu

zajemci se u mne mohou prihlasit a
mohou se prijit podivat primo k nam




Jak se ucit na zkousku

Ve dvanacti hodinach nelze probrat totéz,
na co maji studenti denni formy hodin tricet.
Presto probereme vsechna témata, jen
je vice i méne zkratime

Vice zkratime ta témata, ktera jsou spise
,Na nauceni", mene ta, ktera jsou spise ,na
pochopeni®.

Na IS MU ve Studijnich materialech najdete
nezkraceneé verze prezentaci

Najdete tam takeé skripta ke stazeni. To
vSe bude dostupné v pribéhu semestru.




Prehled probiranych témat

Sezeni 1 — 22. unora 2008

— 1 zakladni pojmy, patogenita a virulence
— 2 prehled vysetrovacich metod

Sezeni 2 — 7. brezna 2008

— 3 dekontaminacni metody
— 5 zaklady imunologie

Sezeni 3 — 18. dubna 2008

— 6 respiracni infekce
— 7 travici infekce
— 8 mocove infekce




Prehled probiranych témat

Sezeni 4 — 30. kvétna 2008

— 9 STD, infekce klze a oka

— 10 sepse a systemove infekce

— 11 hnisave infekce a infekce mekkych tkani

Sezeni 5 — 2. Cervna 2008
— 4 antimikrobialni latky
— 12 nozokomialni nakazy

Sezeni 6 — 3. cervna 2008

— 13 odbéry vzorkd
— 14 mykologie a parazitologie
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Klinicka mikrobiologie a imunologie

Klinicka mikrobiologie se jako samostatny obor
odstépila zacatkem 20. stoleti z patologie. Do
té doby se diagnostikou mikrobialnich ptivodct
ve vzorcich pacientt zabyvali patologove

O vice nez pllstoleti pozdéji se z mikrobiologie
vycClenila imunologie, tedy véda o
obranyschopnosti organismu. Dnes uz existuji
samostatné imunologicke ustavy a laboratore,
medici maji samostatnou zkousku z imunologie.
Klinicka imunologie je vsak zaroven i soucasti
interny, pripadne pediatrie.




Co nas ceka v tomto predmetu

Povidani o klinicky vyznamnych
mikrobech a jejich vlastnostech

Povidani o urcovani mikrobti a vibec o
praci v laboratori klinické mikrobiologie

Kratké predstaveni lidské imunity a
imunologie jako takoveé

A hlavné predstaveni infekci
jednotlivych organovych soustav,
zplsobl odbéru vzorkl, interpretace
vysledkl a podobné







Co je to mikrob

Musi to byt zive. Zrnicko prachu neni
mikrob, i kdyz je mikroskopicke
Musi to byt mikroskopické. Zirafa
neni mikrob, i kdyz je ziva

Z druhe podminky se pripousteji vyjimky.
Jreba tasemnice patri do mikrobiologié

presto, Ze mohou mit deset metrd. Ale
jejich vajicka jsou mikroskopicka.




Bakterie
Helicobacter
a kolem ni
schematicky

jeji genom

http://biology.plosjour
nals.org/archivef1545-
7885/3/1/figure/10.13
71_journal.pbio.00300
40.g001-M.jpg




Co jsou vsechno mikroby

Mikroby jsou tedy napriklad
mikroskopickeé rasy a sinice, archea
(drive archeobaktérie), rtizné organismy
schopné vydrzet hluboko pod morem
nebo v extremnich podminkach horkych

pramenu

Jako kllnlckeho mikrobiologa mne tyto
mikroby nezwl presto mu5|m uvest, ze
jsou zajimave a uzasneé




Tridéni zivych organismu

Priony — neobsahuji DNA, veétsinou se
viibec nepovazuji za zivé organismy
Viry a bakteriofagy

Bunécné organismy

— Archea (archeobakterie)

— Eubacteria (eubakterie)

— Eucarya (eukaryotni organismy)
e jednobunécné
o mnohobunécné




Klinicky vyznamné mikroby

Klinicky vyznamné mikroby jsou takove, které
jsou vyznamne pro lidske télo (ne tedy pro
clovéka = tvlrce, ale pro Clovéka = objekt)
+~Vyznamne pro télo" ani zdaleka neni totéz
jako ,télu skodlivé". Naopak, mnohe jsou
neskodné, nebo dokonce pomahaji
Kazdy organismus ma sveé klinicky
vyznamneé mikroby: clovek, kazdy druh
zvirete Ci rostliny. Dokonce i mikroby (treba
bakterie) maji své mikroby (bakteriofagy).




http://medicine.plosjournals.org/archive/1549-1676/2/1/figure/10.1371_journal.pmed.0020024.g001-M.jpg




Hlavni klinicky vyznamné mikroby

Viry (a priony)
Bakterie (treba streptokok nebo
Escherichia)

Houby (kvasinky a plisne)
Paraziti — presahuji pojem mikrob:
— Vnitrni paraziti

« Prvoci (treba ptivodce malarie)

o Motolice (treba motolice jaterni)

o Hlistice (treba roup nebo skrkavka)
o Tasemnice (treba tasemnice dlouhoclenna)

— Vnejsi paraziti (vsi, blechy, Sténice)




Co nas zajima o mikrobech

morfologie jaky maiji tvar a usporadani
struktura z Ceho se skladaji
fyziologie jak se chovaji

metabolismus

jak a ¢im se zivi

odolnost

jak vzdoruji vykyvim

klasifikace

jak jsou vzajemneé pribuzné




Co nas zajima o klinicky
vyznamnych mikrobech

patogenita které organy osidluji a jak
patogeneze jakym zptsobem pripadné skodi
prenos jak se prenaseji

inkubacni doba

jak dlouho trva, nez se projevi

diagnostika

jak je mizZzeme poznat

lécba a prevence

co proti nim midzeme délat




Morfologie klinicky
vyznamnych mikroorganismd

Viry se skladaji z DNA nebo RNA a bilkovin;
nekteré viry maji navic membranovy obal, ktery
Lukradly" néjakeé hostitelské bunce

Viry maji kubickou nebo sroubovicovou
symetrii. Nekteré maji treba tvar dvanactistenu.
Mohou tvorit ,,pseudokrystaly"

Kvasinky maji tvar vajicka, mohou pucet a tvorit
tzv. pseudomycelia. Na povrchu maji b. stenu

Vlaknité houby a paraziti jsou tvarové velice
rozmaniti, navic se lisi vyvojova stadia




http://vietsciences.free.fr/khaocuu/nguyenlandung/vir




Morfologie bakterii

Koky ve dvojicich (diplokoky), v retizcich a
ve shlucich (nerikejme radéji ,,streptokoky" a
,Stafylokoky", bylo by to matouci)

TycCinky rovné Ci zahnuteé (vibria), pripadné
nekolikrat zahnuté (spirily), kratké nebo
dlouhée, tvorici az vlakna Ci rozvétvena
vlakna; konce mohou byt oblé Ci Spicate a |
tyCinky muzou byt rtizné usporadané
Spirochety — tenkeé spiralovité bakterie

Beztvare bakterie, napriklad
mykoplasmata (nemaji bunécnou sténu,
takze nemaji tvar)




Koky v retizcich (elektronova
mikrofotografie Enterococcus sp.)
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Zprohybana tycinka — helikobakter
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http://vietsciences.free.fr/nobel/medecine/images/helicobacter%?2520pylori.JPG




Spirochety

E willl

idsc.nih.go.jp/.../k03/k
03_012/k03_012.html




Typ bunéecneé steny

Grampozitivni bakterie maiji tlustou a
jednoduchou bunécnou stenus. Jsou odolné
hlavné mechanicky. Pri barveni podle
Grama jsou fialové. Napriklad stafylokeky.

Gramnegativni bakterie maji tenkou, ale
0 to slozitejsi bunécnou sténu. Jsou odolné
hlavné chemicky. Pri barveni podle Grama
jsou cervené. Napriklad escherichie.

Gramem se nebarvici bakterie
bunécnou sténu nemaji (mykoplasmata)
nebo ji maji hodné jinou (mykobakteria).




Grampozitivni
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Fimbrie a bicCiky

Mnohé bakterie jsou schopny. pohybu
K pohybu slouzi hlavné biciky

Fimbrie mohou vedle pohybu slouzit
napr. i k prilnuti bakterie na povrch
nebo pri vymene genetické
informace

Biciky bakterii jsou Uplné jiné nez biciky
eukaryotnich organismu




Bakterie s biciky (Escherichia coli)

http://www.biotox.cz/toxikon/bakterie/bakterie/obr/escherichia_coli_1.htm




Pouzdro a biofilm

Pouzdro obklopuje jednotlivou bakterii, popr.
dvojici. Neni to uz integralni soucast bakterialni
bunky, spiS nanosy molekul (vétsinou
polysachariddl), které bunku chrani

Biofilm je souvisla vrstva, vznikla z bakterii,
jejich pouzder a dalsiho materialu. Biofilm je
mnohem odolnéjsi nez jednotliva bakterie, zijici
v tzv. planktonickeé formé




Jak se tvori biofilm bakterii

Primy kontakt plovoucich bakterii
S povrchem

a» +_
Prilnuti na tento povrch R
Rust a shlukovani techto bakterii:do
mikrokolonii .

Produkce polymerove matrix s

Vytvoreni trojrozmeérneé struktury,
které se fika biofilm ~ cS%m
Bakterie reguluji svlj pocet pomoci

takzvaného quorum sensingu
(Podle kolegyné Cernohorské z naseho Ustavu)




Neobarvené pouzdro
-

http://pathmicro.med.sc.edu/fox/capsule.jpg
V barveni dle n@;"‘%‘;ﬂgﬂﬁu |
Burriho byly PPO iﬂooo*r 209
nabarveny D
bakterie na '
cerveno a pozadi :
dobarveno tusi;
mikroskopista
pak tusi pouzdro =
tam, kde se nic
neobarvilo




Sporulace

Sporulace je néco jako zimni spanek, ale mnohem
dokonalejsi nez je zimni spanek zvirat. Opakem spory
je vegetativni forma zivota bunky

Spory preziji velmi vysoke teploty, vyschnuti,
desinfekci a podobné

Spora vznika tak, ze se bunka rozdeli na dve casti.
Ty se vsak neoddell uplné: jedna, ze které se stane

spora, je obklopena tou dru Nou, ktere zUstava
vegetativni forma. Takove spore rikame endospora

V extrémnich podminkach vegetativni bunka'hyne
a zuistane pouze spora

Za priznivych podminek spora vyklici
Nepletme si spory bakterii a spory hub!




Spory rlznych druht rodu Bacillus

&x ; B. Suldibix
B, Coreis
B Tharimoriemsi
H. Antiracis

@ & - B, Polyveymg {fxe 1o M)

ex » B Pasteurti [dégrade 11 rée)

http://membres.lycos.fr/neb5000/Bacteriologiel/Groupes%20
Bacteriens/Batonnets%?20et%20coque%20Gram-
positifs%20formant%20des%20endospores.htm




Sporvjseul blochemlcky neaktivni,
samy | rvi prl temer
& ,

radpem barveni
www.cropsoil.uga.edu/~parrottlab/Bugs/index.shtml.




Fyziologie a metabolismus bakterii

Tak jako kazdy organismus, i bakterie maji
svlj katabolismus a anabolismus

Katabolismus muze byt troji:

— Fermentace — stépeni bez potreby kysliku."Malo
energeticky vyhodny, ale nepotrebuje kyslik.
Vyuzivaji ji napriklad strevni bakterie

— Aerobni respirace — z mala zivin se ziska hodnée
energie, je ale nutny kyslik. Vyuzivaji ji bakterie,
které nachazime ve vneéjsim prostredi, na
rostlinach aj.

— Anaerobni respirace — jiny akceptor elektront \nez
kyslik, pro cloveka malo vyznamne




Mnozeni bakterii

Kazda bakterie ma svou generacni dobu

Za jednu generacni dobu jsou z jedné dve,
za desetinasobek je z jedné bakterie 1024
bakterii (teoreticky) a podobné

Idealni mnozeni by existovalo pouze
kdybychom neustale pridavali ziviny a popr.
kyslik a odebirali odpadni produkty
Pozor, neplette si generacni dobu (za jak
dlouho se bakterie rozdéli na dve) a
kultivacni dobu (za jak dlouho vidime
vysledek na kultivacni pudé)




Zivotni podminky bakteri

Pro zivot bakterii jsou nutné urcité podminky
Tyto podminky musime splinit take v pripade, ze
chceme bakterie umeéle pestovat (treba proto,
abychom je pritom mohli urcovat)

Nestaci takove, aby bakterie prezivala. Musi byt
i schopna se mnozit

Na druhou stranu, pokud s bakteriemi
bojujeme (pri desinfekci, sterilizaci), nestaci
obvykle potlacit jejich mnozeni, ale musime je
upiné zahubit.




Zivotni podminky — pokracovani

Podminky musi byt splnény, co se tyce teploty,
pH, koncentrace soli a mnoha dalsich véci

Nepusobi pritom jednotlivé, kombinuji se

O, B || @ O |

dolni mez preziti  dolni mez rustu " horni mez ristu horni mez preziti
(letalni, mikrobicidni) {inhibicni} nptlmum (mez mnoZeni) (usmrcujici hodnota)

Takto plsobi na bakterie napr. rlzné pH (za
predpokladu, ze se nemeni ostatni
podminky)




Interakce mikrob —
makroorganismus: obecnée (1)

Mezi mikrobem (mikroorganismem) a
hostitelskym organismem (clovek, ale i
zvire, rostlina, jiny mikrob...) m{ze nastat
cela skala vztahd — interakci. MUze to byt
kooperace (Clovek poskytuje utociste
strevnim escherichiim a ty se mu za to
odvdéci tvorbou vitamint), indiferentni vztah
nebo primo antagonisticky vztah.




Interakce mikrob —
makroorganismus: obecne (2)

Z hlediska klinické mikrobiologie je vyznamny vztah
mikroorganismus — makroorganismus (coz
muZze byt Clovék, ale také zvire ¢i rostlina)

MUze jit o symbidzu, neutralni vztah Cirantibiozu
Casto se pouzivaji i terminy z potravnich retezci
(komenzalismus, saprofytismus, parazitismus):

Virulentni mikroby jsou zpravidla — ale ne vzdy -
parazitické

Ne vzdycky se daji mikroby jednoduse
~Zzaskatulkovat". Casto zalezi na okolnostech, jestli
bude mikrob ,zly" nebo ,hodny"




Interakce mikrob. — makroorganismus:
mikroby napadaijici cloveka

Mikroorganismy, které napadaji cloveka, jsou
vybaveny rtznymi faktory virulence — jsou
to faktory, ktere zajist'uji schopnost mikroba

proniknout do organismu. Nejcasteji to byvaji
rizné enzymy, toxiny, bakterialni pouzdro aj.

Makroorganismus se mikrob{m brani radou
riznych zpUsobu. Jde vzdy o to, zda se vice
prosadi faktor virulence mikroba, nebo
mechanismus obranyschopnosti
makroorganismu




Patogenita mikroorganismu

Existuji mikroby nepatogenni — neschopné
vyvolat nemoc. Vétsinou jsou to ty, které vibec
nejsou schopny do organismu proniknout.

Existuji mikroby podminéené patogenni, které
vyvolavaji nemoci jen za urcitych podminek.
Casto jsou to prospesne bakterie, ktere jsou
vetsinou ,hodné" a jen vyjimecné zacnou
»zlobit", kdyz se treba dostanou kam nemaiji,
nebo kdyz zmutuji

Existuji i mikroby obligatne patogenni, ktere
vyvolavaji nemoc vzdy, kdyz se dostanou do
téla v dostatecném poctu a vhodnym zptisobem




Predpoklady patogenity

Ly

Prenosnost z hostitele (zdroje) na dalsi

organismus (osobu)

2)
3)

Fa

Nakazlivost — schopnost narusit ebranu hostitele
Virulence — schopnost mikroba nejak poskodit

nostitele.

<tory zodpovedneé za virulenci, respektive

patogenitu

Kolonizace hostitele — fimbrie, biCiky, adheziny

Faktory invazivity — vnikani do tkané

Toxiny (jedy), hlavné u bakterii: neurotoxiny,
enterotoxiny, lokalni toxiny a jiné

Faktory boje s obrannymi mechanismy hostitele

Biofilm — slozity Utvar, slozeny nejen z mikrobdl




Patogenita a virulence

Virulence

okamzita vlastnost konkrétniho kmene mikroba (kmen =
populace z jedné bunky)

Kmeny tedy mohou byt

avirulentni — tedy v daném okamziku Uplné neskodné,
neschopne napadat makroorganismus

méne Ci vice virulentni — tedy disponujici rliznou mirou
schopnosti napadnout makroorganismus.
Patogenita
vlastnost urcitého mikrobialniho druhu

Nepatogenni: nejsou schopny vyvolat u daného zivocisneho
druhu nemoc.

Potencialni (oportunni) patogeni: vyvolavaji chorobu jen nekdy
Obligatni (primarni) patogeni vyvolavaji nemoc "vzdy"




Priklad pusobeni
patogenmho mikroba

These large, dark, boil-like blisters are a diagnoste symplom of necrotizing
fascilis (also known as flesh-eating disease).
5, 1998 hitp:mdchoice .comd)




Hodné mikroby: bézna mikroflora

Mnoho mikrobl nam pomaha. Tim, ze osidluji
nase sliznice, zabrani tomu, aby je osidlily zlé
patogenni mikroby. Nekteré pomahaiji.i jinak

Nejvic, asi kilogram, je jich v tlustém streve
Hodné mikrobt je i v dutiné Ustni a v hitanu
U zen je mikrobni ekosystém v pochve

I pres relativni nedostatek vody ma svoiji
mikrofioru také ktize (ponekud se liSi na rlznych
mistech)




_http: //faculty.sm
.edu/ayati/prqk€u
s/proteus1.dif

Plaziva bakterie Proteus se podili na likvidaci
nestravenych bilkovinnych zbytk{ potravy




Mikroflora jako ekosystém

Kdysi lidé mysleli, ze vsechny. Skiidce Urody
jednoduse zahubi napriklad DDT. Ukazalo se
ale, ze takovy brutalni zasah casto
nadela vic skody nez uzitku, zviast’ kdyz
se pouzije nevhodnym zptisobem

Podobné slozity ekosystém je i treba
strevni mikroflora. I proto dnes na strevni
infekce vetSinou nedoporucujeme
antibiotika, protoze systém ,,rozhod
jesteé vic.

A\
|

casto




Co ovlivnuje infekci

Vstupni brana infekce (kudy mikrob pronikl)

Forma infekce
— podle rozsahu — lokalni / celkova
— podle vyjadreni pribéhu — bezpriznakovay/
driznakova
— u infekce s priznaky dale prtibéh abortivni —
typicky — komplikovany
Vylucovani mikrobd z téla
V podstate je plynuly prechod mezi infekci,
bezpriznakovou kolonizaci a beznou florou:.




Co ovlivihuje formu infekce

na strane mikroba: vybavenost faktory
virulence (mUze byt dana treba i tim, ze
mikrob sam je napaden bakterialnim virem
— bakteriofagem)

na strané makroorganismu: stav imunity,
stav anatomickych bariér, hormonalni
rovnovaha, pripadné zakladni onemocnéni
a spousta dalsich véci

forma vzajemnéeho setkani mikroba a
makroorganismu




Prehled mikrobiologickych
vysetrovacich metod

Mikrobiologie a imunologie — BDKM021
Téma 2
Ondrej Zahradnicek




Cile mikrobiologicke
diagnostiky

Odhaleni plvodce nemoci (patogena)

Nekdy: zjisténi citlivosti patogena na
antimikrobialni latky

Nékdy take: urceni faktory virulence




Co je to vzorek

Vzorek je to, co je odebrano pacientovi a
prichazi na vysetreni do laboratore:

kusovy ci tekuty material ve zkumavce
Ci jiné nadobce (krev, sérum, moc...)

ster ci vyter na vatovem tamponu,
obvykle zanoreném do transportniho media.

Pri diagnostice nekdy pracujeme s celym
vzorkem. Jindy je nutno ziskat ze vzorku
kmen nebo kmeny patogennich mikrobd.




Co je to kmen

Kmen je Cista kultura (,,vypéestek™) jednoho
druhu mikroba

Kmen ziskame jedine kultivaci
(peéstovanim) mikroba na pevné
pudé.

Kochlyv objev, ze bakterie Ize takto

pestovat, mel zasadni vyznam v de&jinach
mikrobiologie.




Prehled metod

Metody prime: Hledame mikroba, jeho Cast Ci
jeho produkt

— Primy prikaz ve vzorku — pracujeme s celym
vzorkem

— Identifikace kmene — urceni vypéestovaneho izolatu
Metody neprimé: Hledame protilatky.
Protilatka neni soucasti ani produktem
mikroba — je produktem makroorganismu




Prehled metod primého prikazu

Metoda Priikaz ve |Identifikace
vzorku

Mikroskopie ano ano
Kultivace ano ano
Biochemicka identifikace |ne ano

Prikaz antigenu ano ano

Pokus na zvireti ano V praxi ne
Molekularni metody ano Vv praxi ne*

*netyka se molekularni epidemiologie — sledovani pribuznosti kmen{




Co vidime v mikroskopu

V pripade mikroskopovani kmene vidime

jeden typ mikrobialnich bunék

V pripade mikroskopovani vzorku

muzeme vidét

— mikroby — nemusi tam byt zadné, a mize tam

oyt i klidné deset druhd

— bunky makroorganismu — nejcasteji epitelie a

eukocyty, nékdy erytrocyty

— jine struktury, napr. fibrinova vlakna, bunécnaou
drt’ (detritus) a podobné




Typy mikroskopie

Elektronova mikroskopie — u vird; spise

vyzkum nez pri bé€zném prtkazu vird

Opticka mikroskopie

— Nativni preparat — na velké a/nebo pohyblivée
mikroby

— Nativni preparat v zastinu (hlavné
spirochety)
— Fixovaneé a barvené preparaty, napriklads
« Barveni dle Grama — nejdulezitéjsi bakteriologické

e Barveni dle Ziehl-Neelsena — napf. u bacildl TBC
o Barveni dle Giemsy — na nékteré prvoky




Gramovo barveni - princip

Grampozitivni bakterie maji ve sve sténe tlustsi vrstvu
peptidoglykanu mureinu. Diky tomu se na né pevneéji
vaze krystalova nebo gencianova violet’ a po upevneéni
této vazby Lugolovym roztokem se neodbarvi ani
alkoholem. Gramnegativni bakterie se naopak odbarvi
alkoholem a dobarvi se pak na Cerveno safraninem.

Chemikalie

Grampozitivni

Gramnegativni

Krystal. violet’

Obarvi se

Obarvi se

LugolQv roztok

Vazba se upevni

Upevni se mene

Alkohol Neodbarvi se Odbarvi se
Safranin ZUustanou Obarvi se na
fialove cerveno




Mikroskopie vzorkt

+ archiv MU

' Mikroskopie
EgE




Kultivace (pestovani) bakterii
(pripadné také kvasinek)

Bakterie Casto péstujeme na umélych ptidach

Bakterie na ptidu naockujeme a pote ptdu
umistime do termostatu, vétsinou nastaveneho
na 37 °C (pro bakterie vyznamné pro cloveka je to
vetsinou optimalni teplota — coz ma logiku)

Za 24 (nékdy az 48) hodin pidu vytahneme a
pozorujeme, jak nam bakterie vyrostly
Vlaknité houby se péstuji mnohem déle

Viry a paraziti se vétSinou vibec nepéstuji




Kultivace bakterii — podminky

N =

Bakteriim musime pripravit prijatelné vnejsi
podminky — teplotu, vihkost apod.

Nektere jsou dany nastavenim termostatu, jiné
sloZzenim kultivacni pady

Pouzivame rtzna kultivacni média, slouzici

k urcitym ucellim

Aerobni a fakultativhe anaerobni bakterie
muzeme péstovat za normalni atmosféry

Striktne anaerobni bakterie vyzaduji atmosféeru
bez kysliku. Kapnofilni zase zvyseny podil CO..




Pripravené kultivacni
pudy se uchovavaji
v chladnicce

Foto: archiv MU




Smysl kultivace bakterii

ProcC vlastné v laboratori bakterie péstujeme?

— Abychom je udrzeli pri zivoté a pomnozili. K tomu
slouzi kultivace na tekutych ptdach i na
~pevnych" pidach (to jsou putdy, které netecou,
jejich zakladem je vétsinou agarova rasa)

— Abychom ziskali kmen — pouze pevné pudy

— Abychom je vzajemné odlisili a oddélili — pouzivaji
se diagnostické a selektivni pldy, slouzici
k identifikaci




Foto: archiv MU w " '
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kolonie !. -

Kolonie je Utvar na povrchu pevne pudy.
Pochazi z jedné bunky nebo malé skupinky
bunek (dvojice, retizku, shluku)

Kolonie je tedy vzdy tvorena jednim kmenem.

V nékterych pripadech mizeme z poctu kolonii
odhadnout pocet mikrobl ve vzorku — nebo
presn€ji pocet ,kolonii tvoricich jednotek™ (CFU)

Popis kolonii ma vyznamne misto v diagnostice




Kultivace v praxi

Vzorek se vlozi do tekute piidy nebo nanese na
pevnou plidu

U pevné pudy se ho snazime tzv.
mikrobiologickou klickou rozredit, abychom

ziskali jednotlivé kolonie a mohli dale pracovat
s kmeny mikrob(

Tekuté pudy

— jsou pldy pomnozovaci

— zakladem je zpravidla hovéezi vyvar a bilkovinny
hydrolyzat

— nejdulezitéjsi je peptonova voda, bujén, VL-bujon,
selenitovy bujon (selektivné pomnozovaci)




Foto: archiv MU
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Pevné (agarove) pudy
oZakladem je opet masopeptonovy bujon, ale
navic obsahuji vytazek z agarove rasy. Pouzivala
se i zelatina, ale neosvédcila se tolik jako agar.

Abychom vyuzili vSech
vyhod, které pevné pldy e
nabizeji, musime vzorek .
(kultivace vzorek =>
kmen), ale i kmen g/ Lt
(kultivace kmen - kmen) ' & =
dobfe rozockovat. L C\%
Klasickym zplisobem
rozockovani je tzv.

NI y

krizovy rozter.

Foto: www.medmicro.info




V pripadée smesi vytvori kazda
bakterie svoje kolonie
(pri dobrém rozockovani)

1 — ockovani smesi bakterii (naznaceny teckami), 2 — vysledek
kultivace: v prvnich usecich smeés, az na konci izolované kolonie




Foto: archiv MU




Existuji rizné typy pevnych ptd

Diagnosticke pudy — roste "kdeco, ale rtizne"
(krevni agar, VL krevni agar)

— Chromogenni ptdy — zvlastni druh diagn. ptd
Selektivni ptdy — roste "jen malo co" (krevni agar
s 10 % NaCl pro kultivaci stafylokoki)

Selektivné diagnostické pudy — napr. Endova (jen
G—, a rozliseni bakterii podle stépeni laktozy)
Obohacené pudy — k péstovani naro¢nych bakterii
(Cokoladovy agar, coz je zahraty krevni agar)
Specialni pidy — maji své zvlastni urceni (MH pulda
pro testy citlivosti kmene k antibiotikiim)




Pestovani anaerobnich bakterii

Anaerobni bakterie nesnaseji kyslik. Musime je
tedy péstovat ve specialni atmosfére bez
kysliku.




Biochemickeé identifikacni metody

I mezi savdi jsou rozdily. Clovék neum/
tvorit vitkamin C, nekteri savci ano

Bakterii predlozime urcity substrat a
zkoumame, zda ho bakterie pomoci sveho
enzymu zmeni v produkt. Produkt se
musi lisit od substratu skupenstvim ci
barvou. Nelisi-li se, uzijeme indikator

Existuje pritom velké mnozstvi
zpusobu technického provedeni
tohoto typu testll.




Moznosti praktickeho

provedeni
Rychlé testy (vteriny az minuty)
— Katalazovy test
— Testy s diagnostickymi prouzky (oxidaza)
Testy s inkubaci (hodiny az dny)
— Jednoduché zkumavkove testy
— Slozité zkumavkove testy
— Sady jednoduchych zkumavkovych testd
— Testy v plastovée desticce (miniaturizace)
— Jiné testy (napf. Svejcarova plotna)




Katalazovy test

velmi jednoduchy, do substratu
(roztok H,0,) rozmichame bakterie. Bublinky =
pozitivita. Princip: 2 H,0, 2 2 H,0 + O,

medic.med.uth.tmc.edu/path/oxidase.htm

(.atalase + (atalase -




Priklady dalSich testu:

oxidazovy test (diagnosticky
prouzek)
e, '. POs.




Foto: archiv MU



...a dalsi testy

Lrease pos. Urease neg.

medic.med.uth.tmc.edu/path/oxidase.htm




Moderni biochemicke testy
zahrnuji i desitky reakci

Testy se délaji v dulcich plastovych
mikrotitracnich desticek.

Pocet testl v sadach kolisa od sedmi‘az po
vice nez padesat

LiSi se v technickych detailech. Vzdy je vsak
substrat lyofilizovany, bakterie se nejprve
rozmicha ve fyziologickém roztoku nebo
suspenznim mediu a pak se kape Ci lije do
dalkd




Foto: archiv MU

NEFERMtest 24

Pliva Lachema: do

jednoho ramecku lze
vlozit Ctyri trojradky
(Ctyri testy, urceni




Za h ra n ién II www.ilexmedical.com/products_engl/api.htm.
(Y =

soupravy r-? "ﬁ s | |

Foto: archiv ustavu 8 g g g i g

i Sy l.—llJ u—‘-l—u—q
+-_'I'P"

I._ "‘ 'I'

-I—'I"{- 1__-.-.1"_'_:_1‘"_.-“'.'

- = el e ol i iy oy il i —
T _ —
—

e L - — e B e N .y —

http://www.oxoid.com/
bluePress/uk/en/image
s/PR020505.jpg

BRI AR PACE AR HEME 1CaE (AR |RHLTY S 17 =




Pokus na zvireti

Pokus na zvireti byval dtlezitou soucasti
diagnostiky v zacatcich mikrobiologie. Jsou
ale vyjimecneé pripady, kdy se uplatni i dnes.

www.rockinjawrabbits.com/newzealand.htm




Prikaz nukleové kyseliny

metody bez amplifikace nukleove
kyseliny (klasicke genové sondy)

metody s amplifikaci (namnozenim)

— PCR (polymerazova retézova reakce)

— LCR (ligazova retézova reakce)

Principialné se pouziti v mikrobiologii
nelisi od pouziti jinde (napr. v genetice)
Nevyhoda — nekdy jsou az prilis citlive,
takze se prokaze kazda molekula DNA,
ktera mohla treba , priletnout odnekud

¥ AL

zvenci®. Citlivost se dnes ale da omezit.




Metody zalozené na interakci
antigen — protilatka
O antigenech a protilatkach bude

vV Vv Vv

jeste rec, az se budou probirat zaklady
imunologie.

Prozatim si pouze predstavime

v hrubych rysech mikrobialni antigen
a protilatku proti nému, abychom si
pak ukazali, jak se jejich vzajemna
interakce vyuziva v diagnostice




Co je to antigen

Antigen je struktura na povrchu mikroba (ale
i treba pyloveho zrnka Ci zvireciho chlupu),
ktereé télo provokuje k tvorbé protilatek

Antigen se da prokazat pomoci protilatky,
ktera se proti nému vytvorila napriklad uzvirete

Co je to protilatka

Protilatka je bilkovina, imunoglobulin, produkt
imunitniho systemu cloveéka (nebo zvirete).

Protilatka se da prokazat pomoci specifického
antigenu, proti kteréemu se vytvorila




Serologické metody (zalozené na
interakci antigen — protilatka)

pracuji s reakci antigen — protilatka
(za vzniku komplexu); vzajemne se.lisi
zplisobem detekce komplexu antigen =
protilatka

pri stejném principu metod se daji
vyuzit pro pritkaz antigenu (pomoci
zvireci protilatky) i pro priikaz protilatky
v tele pacienta (pomoci antigenu
mikroba, nebo i celeho mikroorganismu)
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Protilatku antigenem, nebo
antigen protilatkou?

Prtikaz antigenu: laboratorni protilatky
(zvifeciho plvodu) + vzorek pacienta nebo
kmen mikroba.

Prima metoda

Prukaz protilatky: laboratorni antigen
(mikrobialni) + serum (vyjimecné sliny,

likvor) pacienta /
+ u _

Neprima metoda m




Prikaz antigenu a
antigenni analyza

V ramci prukazu antigenu (tedy primého

prikazu) Ize jesteé dale rozliSit dva podtypy:

- Primy priukaz antigenu ve vzorku, napriklad ve
vzorku mozkomisniho moku

— Antigenni analyza (identifikace) kmeng,
izolovaného ze vzorku (napriklad kmene

meningokoka)
U neprimého priitkazu naopak vzdy
bracujeme se vzorkem, a to se vzorkem seéra,
kde hledame protilatky




Serologicka laborator

Foto: archiv MU




Cerstva, nebo davno prodélana
nakaza?

Po nakaze pretrvavaiji protilatky dlouhodobe,
nekdy celozivotne. Samotny nalez protilatek
tedy tolik neznamena. Pro rozliseni cerstve x
davno prodeélané nakazy se pouziva:

— zjisténi mnozstvi protilatek (jako tzv. titru) a
zmena tohoto mnozstvi v case (dynamika
titru)

— rozliseni protilatek tridy IgM a IgG (jen u
nekterych novéjsich reakci je to ovsem mozné)

— stanoveni tzv. avidity (sily vazby protilatek)




Pribeh protilatkové odpovedi

Akutni infekce: velké mnozstvi
protilatek, prevazne tridy IgM

Pacient po prodelané infekci: mala
mnozstvi protilatek, hlavne IgG
(imunologicka pamét)

Chronicka infekce: rizné moznosti




archiv MU
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Nespecificke antigeny a
heterofilni protilatky

Nespecificky antigen (Paul-Bunnellova
reakce): protilatky reaguji s neéjakym jinym
antigenem nez s antigenem mikroba
Hererofilni protilatky: protilatky nejsou
namireny primo proti mikrobu, ale proti
nejake molekule, ktera se pri infekci tvori
(kardiolopin u syfilis)




Prehled serologickych metod

Precipitace

Aglutinace (a aglutinace na nosicich)
Komplementfixacni reakce (KFR)
Neutralizace (ASLO, HIT, VNT)

Reakce se znacenymi slozkami:

— Imunofluorescence (IMF)

— Radioimunoanalyza (RIA)

— Enzymova imunoanalyza (EIA, ELISA)
— Imunobloty (= zvlastni pripad ELISy)




Rozdil mezi starsimi a
novejsimi metodami

Starsi metody (aglutinace, komplementfixace,
neutralizace) neumeji rozlisit protilatky tridy
IgG a IgM. Proto je tu nutno odebirat dva
vzorky séra a sledovat dynamiku titru.

Novejsi metody toto nepotrebuji. Titry se
nezjist'uji, u metody ELISA se zato zjist'uji
hodnoty absorbance, odpovidajici intenzite
reakce (mnozstvi molekul, které reagovaly)




Prace laboratore v praxi

Do laboratore prijde vzorek

K neprimému pritkazu jsou prijimany
vzorky sera (kde hledame protilatky)

K primému prukazu jsou prijimany. vzorky
z tech mist na téle, kde predpokladame
infekci: nejcastéjsi jsou vytery z krku a
nosu, vzorky moce a stolice, ale nékdy prijde
i treba kousek srdecni chlopné odebrany pri
operaci




Proces mikrobiologického
vysetrovani — na vsem zalezi!!!

LEKAR (KLINIK LABORATOR

Indikace vysetreni — zda, jake
Vlastni provedeni odberu
Transport materialu
Rozhodnuti, jak zpracovat

Vlastni zpracovani materialu

Zaslani vysledku

Interpretace v kontextu ostat.
vysledku a stavu pacienta (IéCit
vzdy pacienta, ne nalez)




Nashledanou priste...




