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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 prirodovédeckée 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. Pfesto probereme
vsechna témata, jen je vice ¢i méné zkratime

*Vice zkratime ta témata, ktera jsou spise ,,na nauceni”,
meéneé ta, ktera jsou spise ,,na pochopeni*.

* Na IS MU ve Studijnich materialech najdete nezkracené
verze prezentaci

* Najdete tam také skripta ke stazeni. To vSe bude
dostupné v prubeéhu semestru.



Prehled probiranych temat
e Sezeni 1 — 22. unora 2019 (2h)

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

* Sezeni 2 — 1. brfezna 2019 (3h)
* 4 antimikrobialni latky
* 10 nozokomialni nakazy
* 13 odbéry vzorku
* 14 mykologie a parazitologie

e Sezeni 3 — 24. kvétna 2019 (3h)
* 6 respiracni infekce
7 travici infekce
* 8 mocové infekce



Prehled probiranych temat

*Sezeni 4 - 5. ¢ervna 2018 (2h)
* 9 STD, infekce klze a oka
e 11 infekce krevniho recisté a systémove infekce
* 12 hnisavé infekce a infekce méekkych tkani

*Sezeni 5 - 6. ¢cervna 2018 (2h)

* 3 dekontaminacCni metody
5 zaklady imunologie



Prehled mikrobu. Patogenita
a virulence

Mikrobiologie a imunologie — BDKM021
Téma l
Ondrej Zahradnicek



|  Provoz
=77 e (analyza
klinickych
Foto: vie Archiv MU VZ0 rkfl)

Vyzkum



Klinicka mikrobiologie a imunologie

*Klinicka mikrobiologie se jako samostatny obor
odstépila zacatkem 20. stoleti z patologie. Do té
doby se diagnostikou mikrobialnich puvodcu ve
vzorcich pacientu zabyvali patologové

*O vice nez pulstoleti pozdéji se z mikrobiologie
vyclenila 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, pripadné pediatrie.




Co nas Cceka v tomto predmeétu

* Povidani o klinicky vyznamnych mikrobech a jejich
vlastnostech

* Povidani o urcovani mikrobt a vibec o praci v
laboratori klinické mikrobiologie

 Kratké predstaveni lidské imunity a imunologie jako
takové

* A hlavné predstaveni infekci jednotlivych organovych
soustav, zpusobu odbéru vzorku, interpretace vysledku
a podobné



Co je to mikrob

* Musi to byt zivé. Zrnicko prachu neni mikrob, i kdyz
je mikroskopické

» Musi to byt mikroskopické. Zirafa neni mikrob, i
kdyz je ziva

Z druhe podminky se pripoustéji vyjimky. Treba
tasemnice patri do mikrobiologie presto, Zze mohou
mit deset metru. Ale jejich vajicka jsou
mikroskopicka.



Tridéni zivych organismu

* Priony — neobsahuji DNA, vétsinou se vubec nepovazuji
za zivé organismy

*Viry a bakteriofagy

* Bunécné organismy
* Archea (archeobakterie) — o téch si zde povidat nebudeme,
pro clovéeka nemaji vyznam
* Eubacteria (eubakterie)

* Eucarya (eukaryotni organismy)
* jednobunécné
* mnohobunécné



Klinicky vyznamné mikroby

* Klinicky vyznamné mikroby jsou takové, které jsou
vyznamné pro lidské télo (ne tedy pro Clovéka = tvurce, ale
pro Clovéka = objekt)

* Vyznamné pro telo” ani zdaleka neni totéz jako ,télu
skodlivé®. Naopak, mnohé jsou neskodné, nebo dokonce
pomahaji

* Kazdy organismus ma své klinicky vyznamné mikroby:
clovek, kazdy druh zvirete Ci rostliny. Dokonce i mikroby
(tfeba bakterie) maji své mikroby (bakteriofagy).



Hlavni klinicky vyznamnée mikroby

*Viry (a priony)
* Bakterie (treba streptokok nebo Escherichia)
* Houby (kvasinky a plisné)

* Paraziti — presahuji pojem mikrob:
 Jednobunécni
* Sprozoa (tfeba pUvodce malarie)
* Bicikovci (tfeba lamblie)
 Améby (tfreba ménavka uplavi¢na)
* Nalevnici (tfeba vakovka strevni)
* Mnohobunécni (,,Cervi“ a ¢lenovci)
* Motolice (tfeba motolice jaterni)
* Hlistice (tfeba roup nebo skrkavka)
* Tasemnice (treba tasemnice dlouhoclennd)
» Clenovci (v&i, blechy, $ténice)



Co nas zajima o mikrobech

morfologie jaky maji tvar a usporadani
struktura z Ceho se skladaji
fyziologie jak se chovaiji
metabolismus jak a ¢im se zZivi

odolnost jak vzdoruji vykyvlim
klasifikace jak jsou vzajemné pribuzné




Co nas zajima o klinicky
vyznamnych mikrobech

patogenita které organy osidluji a jak
patogeneze jakym zplsobem pripadné skodi
DFeNos jak se prenaseji

inkubacni doba jak dlouho trva, nez se projevi
diagnostika jak je mldzeme poznat

lé¢ba a prevence | co proti nim miZeme délat




Morfologie klinicky vyznamnych
mikroorganismu

*Viry se skladaji z DNA nebo RNA a bilkovin; nékteré viry maji
navic membranovy obal, ktery ,,ukradly” néjaké hostitelské
bunce

*Viry maji kubickou nebo sroubovicovou symetrii. Nekteré
maji treba tvar dvanactisténu. Mohou tvorit
,pseudokrystaly”

* Kvasinky maji tvar vajicka, mohou pucet a tvorit tzv.
pseudomycelia. Na povrchu maji bunécnou sténu

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



Morfologie bakterii

* Koky ve dvojicich (diplokoky), v fetizcich a ve shlucich
(nefikejme radéji ,streptokoky” a ,,stafylokoky”, bylo by
to matouci)

* TyCinky rovné Ci zahnuté (vibria), pripadné nekolikrat
zahnuté (spirily), kratké nebo dlouhé, tvorici az vlakna Ci
rozvetvena vlakna; konce mohou byt oblé Ci Spicaté a i
tyCinky muzou byt rlzné usporadané

* Kokobacily/kokotycinky (prechod mezi obéma)
* Spirochety — tenké spiralovité bakterie

* Bakterie nestalého tvaru, napriklad mykoplasmata
(nemaji bunécnou sténu, takze nemaji ani staly tvar)



Koky v retizcich ( Enterococcus sp.)




Typ bunecne steny

* Grampozitivni bakterie maji tlustou a jednoduchou
bunécnou sténu. Jsou odolné hlavné mechanicky. Pri
barveni podle Grama jsou fialové. Napriklad stafylokoky.

e Gramnegativni bakterie

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



Grampozitivni Gramnegativni
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Fimbrie a biCiky

*Mnohé bakterie jsou schopny pohybu

*K pohybu slouzi hlavné biciky

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

*BicCiky bakterii jsou uplné jiné nez biciky
eukaryotnich organismu



Pouzdro a biofilm

* Pouzdro obklopuje jednotlivou bakterii, popfr. dvojici. Neni to uz integralni
soucast bakteridlni bunky, spis nanosy molekul (vétSinou polysacharidl), 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. planktonické
formé



Jak se tvori biofilm bakterii

* Primy kontakt plovoucich bakterii s povrchem

* Prilnuti na tento povrch

* Rust a shlukovani téchto bakterii‘nikn'ke-l-en-i-i_

* Produkce polymerové matrix

 \/lytvoreni trojrozmérné struktury, které se rika biofilm ——

 Bakterie reguluji svlj pocet pomoci takzvaného quorum sensingu

(Podle kolegyné Cernohorské z naseho ustavu)



Neobarvene pouzdro

V barveni dle
Burriho byly
nabarveny bakterie
na modro 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

[ v 4

Spory preziji velmi vysoke teploty, vyschnuti, desinfekci a
podobné

Spora vznika tak, ze se bunka rozdéli na dvé casti. Ty se
vsak neoddéli uplné: jedna, ze které se stane spora, je
obklopena tou druhou, které zustava vegetativni forma.
Takové spore rikame endospora

V extrémnich podminkach vegetativni bunka hyne a
zustane pouze spora

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



Fyziologie a metabolismus bakterii

*Tak jako kazdy organismus, i bakterie maji svuj
katabolismus a anabolismus

e 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 hodné energie, je
ale nutny kyslik. Vyuzivaji ji bakterie, které nachazime ve
vnejsim prostredi, na rostlinach a;j.

* Anaerobni respirace — jiny akceptor elektront nez kyslik,
pro cloveka malo vyznamné



Mnozeni bakterii

* Kazda bakterie ma svou generacni dobu

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

* |[dealni mnozeni by existovalo pouze kdybychom neustale
pridavali ziviny a pop¥. kyslik a odebirali odpadni produkty

* Pozor, neplette si generacni dobu (za jak dlouho se bakterie
rozdéli na dvé) a kultivacni dobu (za jak dlouho vidime
vysledek na kultivacni pudé) — ta je jejim mnohonasobkem



Zivotni podminky bakterii
Pro zivot bakterii jsou nutné urcité podminky

Tyto podminky musime splnit take v pripadé, ze
chceme bakterie uméle péstovat (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 uplné zahubit.



Zivotni podminky — pokradovani

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

* Nepusobi pritom jednotlive, kombinuji se

O, B |©| @ O |

dolni mez pfeziti  dolni mezristu " horni mez rlstu horni mez pfreziti
{letalni, mikrobicidni) {inhibiéni) uptlmum {mez mnoZeni) {(usmrcujici hodnota)

Takto pusobi na bakterie napr. rizné pH (za predpokladu, ze
se nemeéni ostatni podminky)



Interakce mikrob — makroorganismus:
obecne (1)

Mezi mikrobem (mikroorganismem) a
hostitelskym organismem (Clovek, ale i zvire,
rostlina, jiny mikrob...) mUze nastat celd skala
vztahu — interakci. MUze to byt kooperace (¢loveék
poskytuje utocisté strevnim escherichiim a ty se
mu za to odvdéci tvorbou vitaminu), indiferentni
vztah nebo prfimo antagonisticky vztah.



Interakce mikrob —
makroorganismus: obecne (2)

7 hlediska klinické mikrobiologie je vyznamny vztah
mikroorganismus — makroorganismus (coz muze byt
Cloveék, ale také zvire Ci rostlina)

* Muze jit o symbidzu, neutrdlni vztah ¢i antibiozu

» Casto se pouZivaji i terminy z potravnich fetézci
(komenzalismus, saprofytismus, parazitismus). Virulentni
mikroby jsou zpravidla — ale ne vzdy — parazitickeé

*Ne vzdycky se daji mikroby jednoduse ,,zaskatulkovat®.
Casto zalezi na okolnostech, jestli bude mikrob ,,zly“ nebo
,hodny”



Interakce mikrob — makroorganismus:
mikroby napadajici Cloveka

* Mikroorganismy, které napadaji cloveka, jsou
vybaveny ruznymi faktory virulence — jsou to
faktory, které zajistuji schopnost mikroba
proniknout do organismu. Nejcastéeji to byvaji
ruzné enzymy, toxiny, bakterialni pouzdro aj.

*Makroorganismus se mikrobUim 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 vubec nejsou schopny do
organismu proniknout.

* Existuji mikroby podminéné patogenni, které vyvolavaji
nemoci jen za uréitych podminek. Casto jsou to prospéiné
bakterie, které jsou vetsinou ,hodné” a jen vyjimecneée
zacnou ,zlobit” kdyz se treba dostanou kam nemaiji, nebo
kdyz zmutuji

* Existuji i mikroby obligatné patogenni, které vyvolavaji
nemoc vzdy, kdyz se dostanou do téla v dostateCcném poctu a
vhodnym zpUsobem



Predpoklady patogenity

1) Prenosnost z hostitele (zdroje) na dalSi organismus
(osobu)

2) Nakazlivost — schopnost narusit obranu hostitele
3) Virulence — schopnost mikroba néjak poskodit hostitele.

Faktory zodpovédné 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 mikrob(



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, neschopné
napadat makroorganismus

méneé Ci vice virulentni — tedy disponujici riznou mirou schopnosti
napadnout makroorganismus.

Patogenita
vlastnost urcitého mikrobidlniho druhu

Nepatogenni: nejsou schopny vyvolat u daného zivocisného druhu
nemoc (vSechny jejich kmeny jsou avirulentni)

Potencialni (oportunni) patogeni: vyvolavaji chorobu jen za urcitych
okolnosti (,,zvrhnou” se, dostanou se jinam)

Obligatni (primarni) patogeni vyvolavaji nemoc "vzdy"



,2Hodne" mikroby: bézna mikrofléra

* Mnoho mikrobti 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 streveée
* Hodné mikrobu je i v dutiné ustni a v hltanu
*U zen je mikrobni ekosystém v pochvé

* | pres relativni nedostatek vody ma svoji mikrofloru také
kiize (ponékud se lisSi na ruznych mistech)



Mikroflora jako ekosystem

*Kdysi lidé mysleli, Ze vSechny Sktdce urody
jednoduse zahubi napriklad DDT. Ukazalo se ale,
Ze takovy brutalni zasah casto nadéla vic skody
nez uzitku, zvlast kdyz se pouZije nevhodnym
zpusobem

*Podobneé slozity ekosystém je i treba strevni
mikroflora. | proto dnes na strevni infekce
vetsinou nedoporucujeme antibiotika, protoze
systém ,,rozhodi“ casto jesté vic.



Co ovliviuje infekcl

*Vstupni brana infekce (kudy mikrob pronikl)

*Forma infekce
* podle rozsahu — lokalni / celkova
* podle vyjadieni pribéhu — bezpriznakova / priznakova
* u infekce s priznaky dale prubéh abortivni — typicky —
komplikovany
*VVylucovani mikrobu z téla

V podstaté je plynuly prechod mezi infekci,
bezpriznakovou kolonizaci a béznou florou.



Co ovlivhuje formu infekce

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

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

*forma vzajemného setkani mikroba a
makroorganismu



Prehled mikrobiologickych
vysetrovacich metod

Mikrobiologie a imunologie — BDKM021, BAKMO021
Téma 2
Ondrej Zahradnicek



Cile mikrobiologicke diagnostiky

Odhaleni puvodce nemoci (patogena) —
pokud mozno se snazime najit opravdového
puvodce, ne nejakéeho mikroba, ktery se
v daném misté mohl treba objevit jen
nahodou; ne vzdycky je ale role mikroba
v daném infekcnim procesu jasna

Nekdy: zjisteni citlivosti patogena na
antimikrobialni latky (bakterie a kvasinky)

Nekdy takeé: urceni faktoru 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...)

*stér Ci vytér na vatovém tamponu, obvykle
zanoreném do transportniho média.

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 (,,vypéstek”) jednoho
druhu mikroba, je to smeés bunék, které
pochazeji z jedné bunky a maji vSechny stejné
vlastnosti

Kmen ziskame jediné kultivaci (péstovanim)
mikroba na pevné pudeé.

Kochuv objev, Ze bakterie Ize takto péstovat,
mel zasadni vyznam v déjinach mikrobiologie.



Prehled metod

*Metody primé: Hledame mikroba, jeho cast Ci
jeho produkt

*Primy prukaz ve vzorku — pracujeme s celym
vzorkem

*|ldentifikace kmene — urceni vypéestovaného
izolatu

*Metody neprimé: Hledame protilatky.
Protilatka neni soucasti ani produktem
mikroba — je produktem makroorganismu



Prehled metod primého prukazu

Metoda Prikaz 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 v praxi ne*

*netyka se molekularni epidemiologie — sledovani pribuznosti kmenu




Co vidime v mikroskopu

*V pripadé mikroskopovani kmene vidime jeden
typ mikrobialnich bunék

*V pripadé mikroskopovani vzorku muzeme vidét
*mikroby — nemusi tam byt zadné, a muze tam byt i
klidné deset druhu
* bunky makroorganismu — nejcastéeji epitelie a
leukocyty, nekdy erytrocyty
*jiné struktury, napft. fibrinova vlakna, bunécénou drt
(detritus) a podobné



Typy mikroskopie

*Elektronova mikroskopie — u viru; spise vyzkum
nez pri bézném prukazu viru
*Opticka mikroskopie
* Nativni preparat — na velké a/nebo pohyblivé mikroby
* Nativni preparat v zastinu (hlavné spirochety)

* Fixované a barvené preparaty, napriklad:
* Barveni dle Grama — nejdulezitéjsi bakteriologické
* Barveni dle Ziehl-Neelsena — napf. u bacil(l TBC
* Barveni dle Giemsy — na nékteré prvoky



Gramovo barveni — princip

e Grampozitivni bakterie maji ve své stene tlustsi vrstvu
peptidoglykanu mureinu. Diky tomu se na né pevnegji vaze
krystalova nebo gencianova violet a po upevnéni této vazby
Lugolovym roztokem se neodbarvi ani alkoholem.
Gramnegativni bakterie se naopak odbarvi alkoholem a
dobarvi se pak na cerveno safraninem.

Chemikalie Gramnegativni

Krystal. violet’” |Obarvi se Obarvi se

Lugollv roztok |Vazba se upevni|Upevni se méné

Alkohol Neodbarvi se Odbarvi se

Safranin ZUstanou Obarvi se na
fialove cerveno




Mikroskopie vzorku

Foto: archiv
MU

Mikroskopie
kmene




Kultivace (péstovani) bakterii (pripadné
take kvasinek)

* Bakterie Casto péstujeme na umélych ptidach

* Bakterie na pldu naockujeme a poté pudu umistime do
termostatu, vetSinou nastaveného na 37 °C (pro bakterie
vyznamné pro cloveka je to vétsinou optimalni teplota — coz
ma logiku)

eZa 24 (nékdy az 48 nebo jesté vic) hodin pudu vytahneme a
pozorujeme, jak nam bakterie vyrostly

*Vlaknité houby se péstuji mnohem déle

*Viry a paraziti se vétSinou vubec nepéstuji



Kultivace bakterii — podminky

Bakteriim musime pripravit prijatelné vnéjsi podminky —
teplotu, vlhkost apod.

Nekteré jsou dany nastavenim termostatu, jiné slozenim
kultivacni pudy

Pouzivdme ruzna kultivacni média, slouzici k urcitym
ucelum

Aerobni a fakultativné anaerobni bakterie muzeme
péstovat za normalni atmosféry

Striktneé anaerobni bakterie vyzaduji atmosféru bez
kysliku. Kapnofilni zase zvyseny podil CO.,.
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pudy se uchovav
v chladnicce



Smysl kultivace bakterii

*ProcC vlastne v laboratori bakterie péstujeme?

* Abychom je udrzeli pri zivoté a pomnozili. K tomu slouzi
kultivace na tekutych plidach i na ,,pevnych” pudach (to
jsou pudy, 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 pudy, slouzici k identifikaci



Foto: archiv
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Pojem kolonie

a0

* Kolonie je utvar na povrchu pevné pudy. Pochazi z jedné
bunky nebo malé skupinky bunék (dvojice, retizku, shluku)

e Kolonie je vzdy tvorena jednim kmenem.

*V nékterych pripadech mizeme z poctu kolonii odhadnout
pocet mikrobt ve vzorku — nebo presnéji pocet , kolonii
tvoricich jednotek” (CFU)

* Popis kolonii ma vyznamné misto v diagnostice



Kultivace v praxi

*\/zorek se vlozi do tekuté plidy nebo nanese na
pevnou pudu

* U pevné pudy se ho snazime tzv. mikrobiologickou
klickou rozredit, abychom ziskali jednotlivé kolonie a
mohli dale pracovat s kmeny mikrobU

* Tekuté pudy
* jsou pldy pomnozovaci
 zakladem je zpravidla hovezi vyvar a bilkovinny hydrolyzat
* nejdllezitéjsi je peptonova voda, bujoén, VL-bujon,
selenitovy bujon (selektivhé pomnozovaci)



Tekuté pudy

Foto: archiv




Pevné (agaroveé) pudy

e/Zakladem je opét masopeptonovy bujon, ale navic
obsahuji vytazek z agarové rasy. Pouzivala se i zelatina,

ale neosvedcila se tolik jako agar.

e Abychom vyuzili vsech vyhod, které pevné
plUdy nabizeji, musime vzorek (kultivace Foto:
vzorek = kmen), ale i kmen (kultivace kmen
- kmen) dobre rozockovat. Klasickym
zpUsobem rozockovani je tzv. krizovy roztér.




V pripade smesi vytvori kazda bakterie svoje
kolonie
(pri dobrem rozockovani)

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



Foto: archiv



Existuji ruzné typy pevnych pud

* Diagnostické pltidy — roste "kdeco, ale rtzné" (krevni agar, VL

krevni agar)
* Chromogenni pudy — zvlastni druh diagnostickych pud

* Selektivni pluidy — roste "jen malo co" (krevni agar s 10 %
NaCl pro kultivaci stafylokoku)

* Selektivné diagnostické pludy — napr. Endova (jen G—, a
rozliseni bakterii podle stépeni laktozy)

* Obohacené pudy — k péstovani ndarocnych baktérii
(Cokoladovy agar, coz je zahraty krevni agar)

 Specialni ptiidy — maiji své zvlastni uréeni (MH puda pro testy
citlivosti kmene k antibiotikim)



Péstovani anaerobnich bakterii

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

Iegesliknn
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Biochemicke identifikacni metody

*| mezi savci jsou rozdily. Clovék neumi tvofit
vitamin C, nekteri savci ano

*Bakterii predlozime urcity substrat a
zkoumame, zda ho bakterie pomoci svého
enzymu zmeéni 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 testu.



Moznosti praktického provedeni

*Rychlé testy (vteriny az minuty)
 Katalazovy test
* Testy s diagnostickymi prouzky (oxidaza)

*Testy s inkubaci (hodiny az dny)
* Jednoduché zkumavkové testy
*Slozité zkumavkoveé testy
* Sady jednoduchych zkumavkovych testu
* Testy v plastové desti¢ce (miniaturizace)
e Jiné testy (napf. Svejcarova plotna)



Katalazovy test

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




Priklady dalSich testu:
oxidazovy test (diagnosticky prouzek)




Provedeni testu v praxi

Foto: archiv MU



...a dalsi testy (zde tzv. MIU a
Hajnova puda u dvou ruznych
bakterii




Moderni biochemicke testy zahrnuji i
desitky reakci

Testy se délaji v dulcich plastovych mikrotitracnich
desticek.

Pocet testu v sadach kolisd od sedmi az po vice nez
padesat

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

Slouzi k identifikaci jiz vypéstovanych kmenu
(stejné jako dalsi tzv. identifikacni metody)



Foto: archiv MU

NEFERMtest 24 Pliva
Lachema: do jednoho
ramecku lze vlozit
ctyri trojradky (Ctyri
testy, urCeni Ctyr
ruznych kmenu)




Pokus na zvireti

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

www.rockinjawrabbits.com/newzealand.htm



Prukaz nukleové kyseliny

* metody bez amplifikace nukleové kyseliny (klasické
genové sondy)

* metody s amplifikaci (hamnozenim)
* PCR (polymerazova retézova reakce)
* LCR (ligdzova 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

,Prilétnout odneékud zvenci® Citlivost se dnes ale da
omezit.



Metody zalozené na interakci antigen —
protilatka

*O antigenech a protilatkach bude jesté 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
pylového zrnka Ci zvireciho chlupu), které télo
provokuje k tvorbé protilatek

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

Co je to protilatka

Protilatka je bilkovina, imunoglobulin, produkt
imunitniho systému clovéka (nebo zvirete).

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



Serologické metody (zalozené na
interakci antigen — protilatka)

epracuji s reakci antigen — protilatka (za vzniku
komplexu); vzajemneé se lisi zpusobem detekce
komplexu antigen — protilatka

*pri stejném principu metod se daji vyuzit pro
prukaz antigenu (pomoci zvireci protilatky) i pro
prukaz protilatky v téle pacienta (pomoci
antigenu mikroba, nebo i celého
mikroorganismu)



Serologicka reakce v
praxi

www.medmicro.info



Protilatku antigenem, nebo antigen
protilatkou?

Prukaz antigenu: laboratorni protilatky
(zvireciho puvodu) + vzorek pacienta nebo

men mikroba .J/({ M//

Prima metoda

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

pacienta //
Neprima metoda mﬂ u _




Prukaz antigenu a antigenni
analyza

* V ramci prukazu antigenu (tedy primého prukazu) lze
jesté dale rozlisit dva podtypy:

*  Primy prikaz antigenu ve vzorku, napriklad ve vzorku
mozkomisniho moku

* Antigenni analyza (identifikace) kmene, izolovaného ze
vzorku (napriklad kmene meningokoka)

* U neprimého prukazu naopak vidy pracujeme se
vzorkem, a (vétSinou) to se vzorkem séra, kde
hledame (vétsSinou) protilatky



Serologicka laborator

Foto: archiv MU



Cerstva, nebo davno prodé&lana nakaza?

*Po nakaze pretrvavaji protilatky dlouhodobeé,
nekdy celozivotné. Samotny nalez protilatek tedy
tolik neznamena. Pro rozliseni Cerstvé x davno
prodélané nakazy se pouziva:

e zjiSténi mnozstvi protilatek (jako tzv. titru) a zména
tohoto mnozstvi v case (dynamika titru)

*rozliseni protilatek tridy IgM a IgG (jen u nékterych
noveéjsich reakci je to ovsem mozné)

* stanoveni tzv. avidity (sily vazby protilatek)



Prubéh protilatkové odpovédi
* Akutni infekce: velké mnozstvi protilatek,
prevazné tfidy IgM 1
*Pacient po prodélané infekci: mala mnozstvi
protilatek, hlavné IgG (imunologicka pamét)
*Chronicka infekce: rizné moznosti 2




Ukazka serologicke reakce ELISA
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Nespecifické antigeny a heterofilni
protilatky

*Nespecificky antigen (Paul-Bunnellova reakce):
protilatky reaguji s néjakym jinym antigenem
nez s antigenem mikroba

*Heterofilni protilatky: protilatky nejsou
namireny primo proti mikrobu, ale proti néjaké
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)
e Radioimunoanalyza (RIA)
* Enzymova imunoanalyza (EIA, ELISA)
* Imunobloty (= zvlastni pripad ELISy)



Rozdil mezi starsimi a novejsimi
metodami

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

*Noveéjsi metody toto nepotrebuji. Titry se
nezjistuji, u metody ELISA se zato zjistuji
hodnoty absorbance, odpovidajici intenzité
reakce (mnozstvi molekul, které reagovaly)




Prace laboratore v praxi

*Do laboratore prijde vzorek

*K neprimému prukazu jsou prijimany vzorky séra
(kde hledame protilatky)

*K primému prukazu jsou prijimany vzorky z téch
mist na téle, kde predpokladame infekci:
nejcastejsi jsou vytéry z krku a nosu, vzorky moce a
stolice, ale nékdy prijde i treba kousek srdecni
chlopné odebrany pri operaci



Proces mikrobiologického vysetrovani
— zalezi na kazdem kroku

U PACIENTA LABORATOR




Nashledanou priste...




