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Tyden 3: Fyziologie bakterii, kultivacni pudy
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Nejprve opakovani z minula

Morfologie bakterii
(sloZeni, tvary,
usporadani, sporulace)

Fyziologie bakterii
(mnozeni, metabolismus,
vyuzivani substratu)

Barveni (= pozorovani
mikroba jako
morfologicke jednotky)

Kultivace (= pozorovani
rustovych, tedy
fyziologickych vlastnosti
mikroba




B Mnozeni bakterii je zdkladnim projevem
jejich zivotaschopnosti

m Kazda bakterie ma svou generacni dobu
(zpravidla hodiny, u nékterych dny)

m Za jednu generacni dobu jsou z jedné dvé, za
desetinasobek je z jedne 1024 bakterii
(teoreticky) a podobné

m Idealni mnozeni by existovalo pouze
kdybychom neustale piidavali ziviny a popft.
kyslik a odebirali odpadni produkty



Faze latence — bakterie jsme nechali kultivovat,
ale jeste jich nepribyva

Faze exponencialni — rtist se zrychluje
Faze stacionarni — rostou porad stejn¢€ rychle

Zpomaleni a zastaveni rustu — dosly ziviny, je
priliS mnoho odpadu, nebo bakterie samy
reguluji svlyy pocet pomoci ,,quorum sensingu‘



m Tak jako kazdy organismus, 1 bakterie maji
svi) katabolismus a anabolismus

m Katabolismus muze byt troji:
Fermentace — Stépeni bez potreby kysliku. Malo
energeticky vyhodny, ale nepotrebuje kyslik
Aerobni respirace — z mala Zivin se ziska hodné
energie, je ale nutny kyslik
Anaerobni respirace — jiny akceptor elektronu



m Fermentovat 1 respiraéné odbouravat 1ze ruzné
substraty. Substratem muiize byt polysacharid,
monosacharid, aminokyselina, lipid apod.

m Pro rizné bakterie existuji typické substraty,
kter¢ um¢ji bud’to fermentovat nebo respiracné
odbouravat. To se vyuziva v diagnostice.

m Typicke substraty zpravidla souviseji s adaptaci
mikrobu na urcité prostiedi. Tieba strevni
mikroby uméji odbourdavat molekuly, které se ve
stfevé bézn¢ vyskytuji.



Priklad — ureazova aktivita
helikobaktektera
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Podminky

m Pro kultivaci bakterii jsou nutné urcité
podminky

m Nestaci takove, aby bakterie prezivala.
Musi byt 1 schopna se mnozit

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

m Nepusobi piitom jednotlivé, kombinuji se
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Kultivace bakterii obecné
Bakteriim musime pfipravit piijatelné vné;si
podminky — teplotu, vlhkost apod.

Aerobni a fakultativné anaerobni bakterie
muzeme péstovat za normalni atmosfeéry

Striktné€ anaerobni bakterie vyzaduji
atmosferu bez kysliku

Pouzivame ruzna kultivaéni média, slouzici
k urCitym ucelum
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Pé&stovani anaerobnich bakterii




Smysl kultivace bakterii

m ProC vlastn€ v laborator1 bakterie péstujeme?
Abychom je udrzeli pri zivoté a pomnozili.
K tomu slouzi kultivace na tekutych pudach 1 na
,,pevnych® pudach (to jsou pudy, které neteCou,
jejich zakladem je vétSinou agarova rasa)
Abychom ziskali kmen — pouze pevne pudy
Abychom je vzajemné odliSili a oddélili —
pouzivaji se diagnostické a selektivni pudy,
slouzici k 1dentifikaci



Vzorek a kmen

m Vzorek je to, co se odebira pacientovi.
Vzorek obsahuje buniky makroorganismu,
ruzny pocet druhti mikrobt (nula az treba
dvacet) a dalsi pfimési

m Kmen - izolat — je populace jedné¢ bakterie,
1zolovana ze vzorku na pevné pude¢

m Abychom ziskali kmen, musime bakterii
péstovat na pevné pudé a dobre rozockovat



M1krob1010glcke metody — rozdelem
m Metody primého prikazu

Primy prukaz ve vzorku (pracujeme s celym
vzorkem, napriklad sputem, mozkomiSnim
mokem, moci apod.)

Identifikace kmene (pracujeme s jednim kmenem,
ktery byl ze vzorku 1zolovan)
m Mectody nepiimého prukazu — spocivaji
v prukazu protilatek proti mikrobovi
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Postaveni kultivace v systému metod
m Piim¢ metody (mikrob — ¢ast — produkt):

Mikroskopie — prukaz ve vzorku 1 1dentifikace

Biochemicka identifikace — jen 1dentifikace!
Prukaz antigenu — prukaz ve vzorku 11d.
Prukaz nukleové kyseliny — zpravidla jen
prukaz ve vzorku

Pokus na zvitet1 — zpravidla prukaz ve vzorku

m Nepiime metody (protilatky)



Pojem kolonie

m Kolonie je dtvar na povrchu pevné pudy.
Pochazi z jedné bunky nebo malé skupinky
bunck (dvojice, retizku, shluku)

m V nékterych pripadech muzeme z poctu kolonii
odhadnout pocet mikrobu ve vzorku — nebo
presnéj1 pocet ,,kolonii tvoricich jednotek*
(CFU)

m Popis kolonii ma vyznamné misto v diagnostice
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Vyznam kultivace Vyznam kultivace na
v tekutych pudach pevnych pudach

- Typy tekutych pud Typy pevnych pud




. -E‘?H.:—L'
T :x:x‘i-":"“ ’ -"-a”'r"-{ < ? .ij"n 3 d—% g
R i ! 2 % ¥ -

AT ﬁﬁ%ﬁfgﬁé S "xﬂ?

Kultivacni podmmky opakovani

m Pro kultivaci bakterii jsou nutné urcité
podminky

m Nestaci takove, aby bakterie prezivala. Musi
byt 1 schopna se mnozit

m Podminky musi byt spln€ny, co se tyCe
teploty, pH, koncentrace soli a mnoha

dalSich véci. Nékteré jsou dany nastavenim
termostatu, jiné slozenim kultivacni pudy.

m Nepusobi pritom jednotlivé, kombinuji se
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Konkretm kultlvaéhi podmmky
klinicky vyznamnych bakterii

VeétSinou vyzaduji teplotu kolem 37 °C, ovSem pi1
ruzn¢ Sirokém rozmezi.
Ale bakterie puvodem z vnéjSiho prostredi preferuji nizsi
teploty, ptaci patogeny naopak vyssi (ptaci maji vyssi
teplotu téla)
VétSinou vyzaduji koncentrace soli odpovidajici
fyziologickeému roztoku
Ale bakterie zvyklé Zit na zpocené kiizi snaseji 1 vysoke
koncentrace soli.
V¢étSinou vyzaduji pH kolem sedmi

Ale helikobakter, zvykly Zit v Zaludku, snese i mnohem
ni1zsi pH.
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Je to dobre nebo spatne 7€ TUzZne
bakterie jsou ruzné narocne?

m Je to Spatné, protoZe se Spatné definuji
podminky, které by vyhovéel vétsiné
(nerkuli vSem) klinicky vyznamnym
bakteriim

m Je to dobre, protoze diky tomu muzeme 1
kultivaci vyuzit v diagnostice (napf.
schopnost rust na pudé s 10 % NaCl dobre
odlisi stafylokoky



Pudy obeénde” versus pdy
v klinické mikrobiologii

m V prumyslove mikrobiologii €1 v nékterych
jinych aplikacich se zpravidla pouzivaji
chemicky presné definované pudy. Vime,
kolik je v nich ¢eho, a muzeme taky sledovat,
kolik ¢eho pribylo nebo ubylo.

m V klinicke mikrobiologii nepotrebujeme
veédet presne slozeni. Casto 1 slozky pud jsou
nedefinované (krvinky, extrakt z kvasnic).



Tekuté pudy a pevne pudy

m Zakladem tekutych pud je masopeptonovy
bujon (hovézi vyvar + bilkovinny hydrolyzat).
Pouzivaji se predevSim k pomnozeni.
Vysledek se Spatn¢é hodnoti: v podstaté jen
ciry bujon / zakaleny bujon (roste /neroste)

m Zaikladem vétSiny pevnych pud je tentyz
bujon, ale doplnény vytazkem z agarove rasy.
Bakterie na pevnych pudach rostou pomaleji,
ale zato velmi rozmanit¢, a 1ze je rozoCkovat.



Ruzné Vzorky ruzna kultlvace

m Jak ovliviiuje typ vzorku typ kultivace?

Vzorky, kde je obvykle malo mikrobi se davaji
jen do tekutych pud, kde se mikroby rychle
pomnoZi. Priklad: vytér ze spojivkového vaku
Vzorky, kde muze byt hodné i malo mikrobu a i
malo mikrobii je vyznamnych oc¢kujeme na
pevne 1 tekute pudy. Priklad: stéry z ran
Vzorky, kde je vétSinou hodné mikrobu, popr. i
fyziologicka bézna flora se ockuji pouze na
pevne pudy. Priklad: vytéry z krku



Pojmy vzorek a kmen

m Vzorek je to, co se odebira pacientovi. Vzorek
obsahuje bunky makroorganismu, ruzny pocet
druhti mikrobii (nula az tfeba dvacet) a dalsi
primesi

m Kmen — 1zolat — je populace jedn¢ bakterie,
izolovana ze vzorku na pevné pudé

m Abychom ziskali kmen, musime bakteri1 péstovat
na pevné pudé a dobre rozoCkovat

Nejdrive si ale probereme pudy tekute, i kdyz jimi
kmen neziskame...
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Rozdelem tekutych pud.

m Tekuté pudy mnoho kategorii nemaji.
Vlastn€ jen dvé:

m Pudy pomnozovaci jsou nejbéznéisi a
univerzalni. Prikladem je bujon pro aerobni
kultivaci a VL-bujon pro anaerobni kultivaci
(VL = viande-levure, z francouzstiny —
obsahuje masokvasnicny extrakt)

m Pudy selektivné pomnoZovaci maji za ukol

pomnozit urcitou bakteri a potlacit mnozeni

jinych. Prikladem je selenitovy bujon pro
salmonely
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Pevne (agarove) pudy

m Abychom vyuzili vSech vyhod, kter¢ pevne
pudy nabizeji, musime vzorek (kultivace
vzorek = kmen), ale 1 kmen (kultivace
kmen = kmen) dobfe rozockovat.
Klasickym zpusobem rozockovani je tzv.
krizovy roztér. V praxi se zpravidla natre
napfi. na polovinu misky tamponem a pak
se rozoCkovava kliCkou. N¢kdy se jeste
doplnuji ruzne Cary a disky — o nich jindy.
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ProC je potreba mit izolované

kolonie

m Protoze jen v tom pripad¢ lze identifikovat
vetsi poCet patogenu, které jsou ve smesi

m Ale take proto, Ze pouze jednotlivé kolonie

umoznuji pozorovat typické vlastnosti
kolonie.

Sebelepsi klaun vam nepredvede nic ze sveho
umeni, drzite-li ho v kamrliku nahecmaneho
na spoustu dalSich klaunu.
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V pripad

bakterie svoje kolonie
(pf1 dobrém rozockovani)

1 — oCkovani smési bakterii (naznaeny teCkami), 2 — vysledek
kultivace: v prvnich Gsecich smés, az na konci1 izolované kolonie



Vzorek se nanese na
mensi ¢1 vetsi
plochu, a pak se
rozoCkovava jako
pi1 preoCkovani
kmene
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Pojem kolonie
(opakovani)

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

m V nckterych pripadech muzeme z poctu kolonii
odhadnout pocet mikrobu ve vzorku — nebo
presnéj1 pocet ,,kolonii tvoricich jednotek
(CFU)

m Popis kolonii ma vyznamné misto v diagnostice



Co Ize popisovat u kolonii

m Velikost m Povrch (hladky, drsny)
m Barva m Konzistence (sucha...)
m Tvar (okrouhly...) m Pruhlednost

m Profil (vypoukly...) m Vuné/zapach

m Okraje (vybézky..) m Okoli kolonie*

*Ptesny vyznam tohoto poymu zalezi na druhu
pudy. Naptiklad u pud s krvinkami se hodnoti
naruSeni krvinek v okoli kolonie



Pevn¢ selektivni pudy

m Ucelem je selektovat
(vydélit) ze smési baktérii
pouze urcitou skupinu
nebo skupiny

m Prikladem je agar pro
stafylokoky s 10 % NaCl

m Nckdy je selektivnosti
dosazeno piidanim
antibiotika. Krevni agar

E s amikacinem je selektivni

ESE M & pro streptokoky a

enterokoky




Selektivita hypersolného agaru
Vetsina Enterokoky Stafylokoky

10 %




Pudy diagnosticke

m NepotlaCuji rust zadného
mikroba

m Zato diky svému slozeni
rozliSuji mikroby podle urcite
vlastnosti

m Prikladem je krevni agar ke
sledovani hemolytickych
vlastnosti a VL krevni agar
(podobny, ale na anaeroby)

m Zvlastnim pfipadem pudy
chromogenni a fluorogenni




m VsSechny pudy s krvinkami (krevni agar, VL
krevni agar, agar s pranymi erytrocyty apod.
—netyka se ale krevniho agaru s 10 % NaCl,
kde jsou krvinky lyzovany) jsou schopny
rozlisit;

m Uplnou hemolyzu
m Caste¢nou hemolyzu
m Nepritomnost hemolyzy

m Viridaci (zezelenani)
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Pudy chromogenni a fluorogenni

m Chromogenni pudy obsahuji
barvivo, na kter¢ je navazany
specificky substrat -

. barevnost se ztraci, neni to

\ uz barvivo, ale chromogen

l\Bakterie schopna Stépit
specificky substrat zmeni

Puda muze obsahovat 1 vice
chromogenu (pro vice druhit)

m Fluorogenni pudy podobneg,
s fluorescené¢nim barvivem
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Ctyfi rtizné kvasinky
rostou v typickych
koloniich — jedna v
zelenych, jedna v
modrych, jedna v
suchych ruzovych a
jedna v hladkych
ruzovych. Ostatni druhy
kvasinek jsou na této
pudé¢ bile.







m Kombinuji v sobé
selektivni a diagnosticke
vlastnosti

m Prikladem puda Endova:

Rostou pouze nékteré G-
bakterie (selektivita)

Ty, co rostou, 1ze rozlisit na
laktoza pozitivni (Cervene)
a negativni (bledé

m Podobna je puda McConkeyho, ve svété béznéjsi

m Sclektivné diagnosticke jsou 1 pudy XLD, CIN a;.
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selektivné diagnosticke — sh
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Puda Kmen A Kmen B
selektivni neroste roste
Puda Kmen C Kmen D
diagnosticka roste, ma |roste, ma
kolonie kolonie
makové takoveé
Puda Kmen E Kmen F Kmen G
selektivne neroste roste, ma |roste, ma
diagnosticka kolonie kolonie
makove takoveé




Pudy obohacen¢ a

selektivné
obohacené

O J sou urceny pro narocné
mikroby

m Obsahuji ruzné nutricni
faktory

m Prikladem Cokoladove a

Levinthalovy agary pro
neisserie a hemofily

m Mohou byt selektivné
obohacen¢ (GC agar),
tedy kombinace
selektivity a obohaceni
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m Sledovani faktoru virulence
(zloutkovy agar pro
histotoxicka klostridia,
puda s kongocCerveni pro
stafylokokovy sliz)

m [n vitro testovani citlivosti
na antimikrobialni latky:
Mulleruv-Hintonove agar; §
slouZi zarovei ke sledovani
pigmentu bakterii



Poznamka
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V pripadé¢ kultivacn€ naro¢nych
bakterii se 1 testovani citlivosti
provadi na obohacenych ptudach.

e —



- =g
F.'.".": -E'.- i .-\:--c._.:-_a__}\.'b-:_: i . _.-_5:_:;.--_\. 3= AT .. . - _-_.._.._.-_.__L_:.-\_-t__;-_-\_: .::..-\.'. ! i g"l'.r-'l.nl e -‘TF( 3’ cﬂ-% :l
| ':- o .-'.\q-\-:-:-_ ol . _,:I:. RS Aar T _:._:'i_::!:. o _.E_:\_x:_\-\-_ A \:.-. '_::x | ST “? s%a
TR Lo b e e .-"é? 'ﬁ"
i T i Lt : o l._ \
SR e e A L LT s i
i SRR el ﬁ

Soucasne trendy v kultivaci

m Navzdory rozvoji genetickych metod s1
kultivace zachovava svou kliCovou ulohu
pi1 diagnostice zejmeéna baktérii

m Standardizace nuti prechazet od pud
vyrabénych ,,na kolen¢* k pudam komercné
vyrabénym

m Chromogenni a fluorogenni pudy se 1 pres
vysSi cenu zvolna prosazuji



Pé&stovani anaerobnic
bakterii
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Pristé budeme
pokraCovat
povidanim o
biochemické
1dentifikaci
bakterii
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