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Abych se predstavil

MUDr. Ondrej Zahradnicek

povolani: klinicky mikrobiolog, asistent na
LF MU; ucime u nas bakalarskée obory, mediky,
zubare i studenty PrF a od lonska i PedF
budou se stridat prednasky a cviceni

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



Ucebni materialy

Odprednasené prezentace budou
vyveseny ve Studijnich materialech predmétu

Tamtéz take visi skripta

V pripadé zajmu mohu dodat rizné dalsi
materialy
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Mikroby a lidské télo

Soucasne déti vedi casto velmi mnoho o
zviratech v ZOO, o rostlinach

v zahrade i v lese, diky naucnym serialtim
vedi i néco o evoluci, o bunce, i 0
organovych systémech lidského téla

Védi ale malo o organismech, ktere ziji
v nich samych; pokud uz se dozvedi neco
o mikrobech, jsou to spise organismy

z potoka Ci z lesni hrabanky nez ty, které
osidluji je samé



Mikroby v lidskem téle

Kazdy z nas si s sebou neustale nosi priblizné
kilo mikroorganismu. Nejvic je jich ve streve.
Proto taky je téch mikroorganismu, co s sebou
mame, o0 neco vic, kdyz jdeme ,na velkou", ne
kdyz se odtamtud vracime ©

Kromé toho neustale potkavame rtizné mikroby;
které nas prechodné osidluji a mohou byt na
povrchu naseho téla nebo uvnitr n€j nalezeny

A konecne jsou tu i mikroby, které nam skodi a
zpusobuiji infekcni nemoci Ci rlizné zanéty



Jsou vlastneé hodn€, nebo zle?

Mach a Sebestova se ocitli v krku svého
spoluzaka Kropacka, aby zabijeli zlé
bakterie. Obecné predstava mnoha laikl je,
ze bakterie jsou neco zleho, skodlivého,
zpusobujictho nemoc

Ve skutecnosti z tzv. ,klinicky vyznamnych
mikrobd" jsou mnohé bud’ neskodné, anebo
skoli jen za urcitych okolnosti: napriklad
kdyz se premnozi a dostanou se tam, kam
nemaji



Kdo zkouma mikroby

Mikroby se zabyvaji mikrobiologoveé.
Mikrobiologie spada pod biologické vedy a
jako takova se studuje na
prirodovedeckych fakultach

Mikroby lidského tela se zabyvaiji
klinicti mikrobiologoveé. Klinicka
mikrobiologie je prechodny obor mezi
biologickymi a lekarskymi védami. Klinicti
mikrobiologoveé jsou proto dilem lékari a
dilem prirodovédci, pripadné jini odbornici



Co zkoumaiji klinicti mikrobiologove

Klinicti mikrobiologové ani tak nezkoumaji
mikroby, od toho jsou mikrobiologovée
,classic", ti, kteri délaji analyzy DNA a hledaji
vzajemné pribuzenské vztahy mezi mikroby,
jejich vlastnosti a slozeni

Klinicti mikrobiologove spise zkoumaji (nekdy
velmi krehké ©) vztahy mezi mikrobem a
jeho hostitelem. Klinického mikrobiologa
vetsinou nezajima izolovana Escherichia coll,
ale spise treba Escherichia coli adherovana na
sténu mocoveho mechyre.



http://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Escherichia
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Co je to mikrob

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

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

Z druhé podminky se pripousteji vyjimky.
Treba tasemnice patri do mikrobiologie
presto, Ze mohou mit deset metrd. Ale
jejich vajicka jsou mikroskopicka.
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Co jsou vsechno mikroby

Mikroby jsou tedy napriklad
mikroskopické rasy a sinice, archea
(drive archeobaktérie), rizné organismy
schopné vydrzet hluboko pod morem
nebo v extrémnich podminkach horkych
prameni

Jako klinického mikrobiologa mne tyto

mikroby nezivi, presto musim uvest, ze
jSOU zajimave a uzasne



Co tyhle mikroby umi

Prezivaji v mori v hloubce 10 km
Preziji i teploty kolem 110 stupnti Celsia
Vydrzi znacnou radioaktivitu

Jsou schopny misto kysliku ,,dychat" siru
Ci dusik (zkratka, maiji jiny akceptor
elektront nez atom kysliku)

Mnoho veci ovsem umeji i mikroby
lékarsky vyznamné, jak si povime dale



Neisserie

www.meningitis.de/erreger/meningokokken.html.



Klinicky vyznamné mikroby

Klinicky vyznamné mikroby jsou takoveé, které
jsou vyznamne pro lidskeé télo (ne tedy pro
clovéka = tvlrce, ale pro clovéka = objekt)
,Vyznamne pro telo" ani zdaleka neni totéz
jako ,télu skodlive"™. Naopak, mnohé jsou
neskodné, nebo dokonce pomahaji
Kazdy organismus ma sve klinicky
vyznamneé mikroby: clovek, kazdy druh
zvirete Ci rostliny. Dokonce i mikroby (treba
bakterie) maji své mikroby (bakteriofagy).



Neisseria gonorrhoeae

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 plivodce malarie)

o Motolice (treba motolice jaterni)

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

— Vnéjsi paraziti (vsi, blechy, sténice)






http://vietsciences.free.fr/khaocuu/nguyenlandung/virus01.htm



Tvary a usporadani bakterii

Koky ve dvoijicich (diplokoky), v retizcich a
ve shlucich (nerikejme rade€ji ,streptokoky" a
,Stafylokoky", bylo by to mateuci)

TycCinky rovné Ci zahnuté (vibria), pripadné
nekolikrat zahnuté (spirily), kratké nebo
dlouhé, tvorici az vlakna Ci rozvétvena
vlakna; konce mohou byt oblé Ci Spicate a |
tyCinky mizou byt rdizné usporadané
Spirochety — tenké spiralovité bakterie

Beztvarée bakterie, napriklad

mykoplasmata (nemaji bunécnou stenu,
takze nemaji tvar)
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Zprohybana tycCinka — helikobakter

http://vietsciences.free.fr/nobel/medecine/images/helicobacter%?2520pylori.JPG




Spirochety

J. il |

idsc.nih.go.jp/.../k03/k03.
012/k03_012.htm|



Typ bunéecné steny bakterii

Grampozitivni bakterie maji tlustou a
jednoduchou bunécnou sténti. Jsou odolné
hlavné mechanicky. Pri barveni podle
Grama jsou fialove. Napriklad stafylokeky.

Gramnegativni bakterie maji tenkou, ale
0 to sloziteéjSi bunécnou sténu. Jsou odolne
hlavné chemicky. Pri barveni podle Grama
jsou Cervené. Napriklad escherichie.

Gramem se nebarvici bakterie
bunécnou sténu nemaji (mykoplasmata)
nebo ji maji hodné jinou (mykobakteria).
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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
polysacharid), 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. O biofilmu bude vice
v dalsi casti této prezentace



Neobarvené pouzdro

http://pathmicro.med.sc.edu/fox/capsule.jpg
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Vznik biofilmu

Na zacatku je pevny povrch a plovouci
bakterie + =

Bakterie prilne na povrch =
Nasleduje shlukovani daldich bakterit

Bakterie zacnou produkovat
polysacharidovou hmotu = W

Az vznikne tridimenzionalni struktura zvana

biofilm
y -



Detekce biofilmu na jazyku ©

Cerveny jazyk jedne studentky v praktiku
vénovanem prukazu ustniho biofilmu

Foto O. Z.



Vyznam tvorby biofilmu u bakterii

Bakterie mohou lépe regulovat pocetnost
populace — v ramci biofilmu se totiz informuji
produkci urcitych latek (tzv. quorum sensing)

Bakterie se stavaji odoIlnéjsi vici vnéjsim viiviim:
— desinfekcnim prostredktm
— antibiotiklim (nemusi zabrat!)
— imunitni reakci hostitele

Biofilm tvori jak bakterie bézné
flory (z hlediska organismu spise
pozitivni), tak i patogeny.

Foto: Archiv Veroniky [Hole



Patologicky biofilm — pribéh

Muz, 58 let, v roce 2001 zaveden
kardiostimulator, v roce 2002 opakovaneé
hospitalizovan na internim oddéleni

s teplotami nejasného plvodu

V kultivaci krve (hemokultivaci) prokazan
Staphylococcus epidermidis s velmi dobrou
citlivosti

Nekolikrat dlouhodobé prelécovan
vysokymi davkami antibiotik v kombinacich



Pribeh — pokraCovani
Zpocatku vzdy dobra odezva, pote se ale
vzdycky objevuji znovu teploty:.
Je proto nasazena terapie velmi silnymi
antibiotiky, po zlepseni stavu je pacientovi
vymenena elektroda a to vede k celkovemu
zlepseni stavu pacienta.



Sporulace

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

VAN V4

desinfekci a podobné

Spora vznika tak, ze se bunka rozdeéli na dve casti.
Ty se vsak neoddéli uplné: jedna, ze které se stane
spora, je obklopena tou druhou, které zlstava
vegetativni forma. Takovée spore rikame endospora

V extrémnich podminkach vegetativni bunka'hyne
a zlistane pouze spora

Za priznivych podminek spora vyklici
Nepletme si spory bakterii a spory hub!
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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 vnéjsim prostredi, na
rostlinach aj.

— Anaerobni respirace — Jlny akceptor elektronll nez
kyslik, pro Cloveka malo vyznamné



Mnozeni bakterii

Kazda bakterie ma svou generacni dobu

Za jednu generacni dobu jsou z jedné dvé, 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, nepletme si generacni dobu (za jak
dlouho se bakterie rozdéli na dvé) a kultivacni
dobu (za jak dlouho vidime vysledek na
kultivacni ptde)



Foto: archiv MU

V jedné z nasich laboratori



Zivotni podminky bakterii

Pro zivot bakterii jsou nutné urcité podminky
Tyto podminky musime splnit také v pripade, ze
chceme bakterie umeéle péestovat (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 — 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 pfeziti  dolni mezristu " horni mez rlstu horni mez pfreziti
{letalni, mikrobicidni) {inhibiéni) uptlmum {mez mnoZeni) {(usmrcujici hodnota)

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



Vztahy mikroba a hostitele

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

MUze jit o symbiozu, neutralni vztah ci antibiozu

Casto se pouzivaji i terminy z potravnich fetézct
(komenzalismus, saprofytismus, parazitismus).
Virulentni mikroby jsou zpravidla — ale ne vzdy'=
parazitické

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



nestravenych bilkovinnych zbytkl potravy.
Je to typicky saprofyt.



Interakce mikrob. — makroorganismus:
mikroby napadajici cloveka

Mikroorganismy, které napadaiji cloveka, jsou
vybaveny riznymi faktory virulence - jsou
to faktory, které zajist'uji schopnost mikroba

proniknout do organismu. NejCasteji to byvaiji
rizné enzymy, toxiny, bakterialni pouzdro aj.

Makroorganismus se mikroblm brani radou
riznych zplsobd. Jde vzdy o to, zda se vice
prosadi faktor virulence mikroba, nebo
mechanismus obranyschopnosti
PELG I ERTE T



Patogenita mikroorganismu

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

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

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



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

méné ¢i vice virulentni — tedy disponujici rznou mirou
schopnosti napadnout makroorganismus.
Patogenita
vlastnost urcitého mikrobialniho druhu

Nepatogenni: nejsou schopny vyvolat u daného zivocisSneho
druhu nemoc.

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



Priklad pusobeni
patogenm’ho mikroba

m # 4

Thesa large, dark, boiHike blisters are a diagnostc symplom of necrotizing
fascitis (also known as flesh-eating dssease).
(Souwrce: EMBES, 15068 hitp:/fmdchoice . comd



Mikroflora jako ekosystem

Kdysi lidé mysleli, Ze vSechny. Sklidce Urody
jednoduse zahubi napriklad DDT. Ukazalo se
ale, ze takovy brutalni zasah casto
nadeéla vic skody nez uzitku, zviast' kdyz
se pouzije nevhodnym zptisobem

Podobne slozity ekosystém je i treba
strevni mikroflora. I proto dnes na strevni
infekce vetSinou nedoporucujeme
antibiotika, protoze systém ,rozhodi" Casto
jeste vic.



Na cem zalezi, jak tézky prubéh
bude mit infek€ni nemoc?
Faktory na strané mikroba: vybavenost
faktory virulence (mtze byt dana treba i
tim, ze mikrob sam je napaden
bakterialnim virem — bakteriofagem)

Faktory na strané makroorganismu: stav
imunity, stav anatomickych bariér,
hormonalni rovnhovaha, pripadné zakladni
onemocneni a spousta dalsich veci

Forma vzajemného setkani mikroba a
makroorganismu



Normalni mikroflora a jeji vyznam

Na rtiznych mistech lidského téla je pritomna tzv.

normalni (bézna) flora ¢i mikroflora.

Je tvorena komenzalnimi i saprofytickymi

mikroby, které jsou hostiteli vice i méne

Prospesne:

— kolonizaci prislusné sliznice brani tomu, aby byla
osidlena patogeny

— podileji se na stavu mikroprostredi, napr. pH

— ve streve likviduji nestravitelné zbytky

— mohou mit i dalSi pozitivni efekty pro hostitele (napr.
tvorba vitaminG strevnimi bakteriemi)




Kde mikrofiora je a kde neni

Mikroflora neni ve tkanich, v parenchymu
organd, v krvi, v mozku ani mozkomisnim
moku. Zde je kazdy nalezeny mikrob velmi
pravdepodobné patogenem

Mikroflora neni ani v nékterych dutych
organech, napr. v jicnu, v plicich, v mocovem
mechyri (krome starych osob) Ci v déloze
Mikroflora je zejména v dutiné ustni a
hltanu, v tlustém (a zC€asti i tenkém) streve,
v pochvé a v mensim mnozstvi také na kizi



Mikroflora v pribéhu zivota clovéka

Plod nema zadnou beznou floru, po
narozeni zvolna zacina osidlovani

Béhem prvnich mésict a let zivota se bézna
mikroflora vyviji (zejména strevni

v souvislosti se zménami potravy)

U Zen se méni vaginalni mikrofiéra v dtsledku
hormont pri menarche, dale pri zacatku
pohlavniho zivota a pak v menopause

U starsich osob dochazi k dalsim zménam
(napr. se casto ustanovi ,bezna flora"
v mocovem mechyri, drive sterilnim)



Mikroflora jako ekosystem

Kdysi lidé mysleli, Ze vSechny. Sklidce Urody
jednoduse zahubi napriklad DDT. Ukazalo se
ale, ze takovy brutalni zasah casto
nadeéla vic skody nez uzitku, zviast' kdyz
se pouzije nevhodnym zptisobem

Podobne slozity ekosystém je i treba
strevni mikroflora. I proto dnes na strevni
infekce vetSinou nedoporucujeme
antibiotika, protoze systém ,rozhodi" Casto
jeste vic.



KGze, nos, boltec, zevni
zvukovod, kozni adnexa

Stafylokoky (i zlaté),
Korynebakteria, kvasinky

Hltan a ustni dutina

Ustni streptokoky a neisserie

Hemofily, mala mnozstvi
pneumokokdll, meningokokd,
anaeroby, nepat. treponem.

Tlusté (i tenke) strevo

Anaeroby, enterobakterie,
enterokoky, Entamoeba coli

Vagina

Laktobacily, mala mnozstvi
nejriznéjsich mikrobd

Prechody (rty apod.)

Smeés zastupct obou mist




Normalni osidleni dychacich cest

Nosni dutina nema specifickou floru,
prechazi tam vSak mikroflora z ktize (predni
cast) a hltanu (zadni cast)

V hltanu (stejne jako v ustni duting)
nachazime ustni streptokoky, neisserie,
nevirulentni kmeny hemofild aj. Mnohé dalsi
tam jsou, ale vetsinou je nevykultivujeme

Plice a dolni dychaci cesty jsou normalne
bez vétsiho mnozstvi mikrob(

Na ostatnich mistech (hrtan) jsou rdzné
prechody (hrtan — jako v hltanu, ale méne)



Normalni osidleni travicich cest

Rty znamenaji prechod kozni a ustni flory

V ustni dutine (stejné jako v hltanu)
nachazime ustni streptokoky, neisserie,
nevirulentni kmeny hemofild aj. Mnohé dalsi
tam jsou, ale vétsinou je nevykultivujeme

Jicen a zaludek jsou za normalnich okolnosti
bez vétsiho mnozstvi mikrobd

V tenkém a zejména tlustém streve
nachazime zpravidla asi 1 kg anaerobd, dale
enterobakterie, enterokoky, kvasinky, nekdy |
nepatogenni améby

Rit’ je opét mistem prechodu streva a kize



Normalni situace v ustni dutiné

Ustni dutina je i za normalni situace velice
slozity ekosystém, slozeny z rliznych druhd
bakterii, usazenych materiald, lidskych bunék
a dalSich slozek

Bakterie se v dutiné ustni pritom nevyskytuji
v nejakém chaosu, ale v komplikovaném,
strukturovaném utvaru, zvaném biofilm.
V daném pripadé jde o vicedruhovy
strukturovany biofilm, ve kterém napr.
anaeroby jsou pritomny ve véetsi hloubce nez
aerobni bakterie



Mocove cesty zdravého cloveka

Ledviny — normalné bez mikrobU
Panvicky ledvinné — normalné bez mikrobi
Mocovody (uretery) — normalné bez mikrob{i

Mocovy méchyr mladych a stredneé
starych osob — normalné bez mikrobt

Mocovy méchyr seniorll — i za normalnich
okolnosti mtze byt osidlen mikroflorou, ktera
necini problémy a stava se ,béznou florou"

Mocova trubice — normalné bez mikrobl, ¢ast
prilehla k Usti vSak mtze byt osidlena zvenci



Normalni stav pohlavnich organd

Za normalnich pomeért nejsou mikroby
— U zeny v deloze, vejcovodech, vajecnicich
— U muze v prostaté, chamovodech, varlatech

Specifickou normalni floru ma vagina
(laktobacily, primées rtznych aerobnich |
anaerobnich mikrob()

Vulva tvori prechod vaginalni a kozni flory
U muze je specificky predkozkovy vak,
vedle kozni flory jsou tu i napr.
nepatogenni mykobakteria apod.



Normalni osidleni ktize
Prestoze klize je pro mikroby nejdostupnéjsi,
je jeji osidleni mnohem chudsi nez
v pripadé napr. ust, pochvy Ci tlustého streva
Mikrob, ktery chce zit na kizi, musi shaset
vyschnuti a vysoké koncentrace soli

Na klizi se tedy normalne vyskytuji
— koagulaza negativni druhy stafylokokd

— zlaty stafylokok — malé mnozstvi je normalni
— korynebakteria a pribuzné G+ tycCinky

— mala mnozstvi kvasinek



Pece o strevni mikrofloru
V rekonvalescenci prijmu, ale i napf. po
celkoveé antimikrobialni terapii (kde
mohlo dojit k vybiti casti mikroflory) je
vhodné snazit se 0 obnovu normalniho
stavu

Pouzivaji se jogurty (nesladké, netucnée);
kyselé zeli, rtizné preparaty (Hylac)

— Nékteré obsahuji substraty pro ,, dobré" bakterie,
to jsou prebiotika.

— Nektere obsahuji primo ty dobré bakterie, to jsou
probiotika

— Nékteré obsahuiji oboje, to jsou symbiotika




Pece o vaginalni mikrofloru

Také vaginalni ekosystem mtize byt
narusen antimikrobialni lécbou Ci néjakym
onemocnenim

Také zde doporucuji ,lidové receptury®
napr. aplikaci jogurtu do pochvy

Jinak Ize doporucit prebiotickeé ci

y s

probiotické vaginalni Cipky

Dllezita je také vyziva a GUprava
hormonalnich hladin (antikoncepce)



Diagnostika
mikrobU



Cile mikrobiologicke
diagnostiky

Odhaleni ptivodce nemoci (patogena)

Nekdy: zjisténi citlivosti patogena na
antimikrobialni latky (hlavne u bakterii a
kvasinek, nedéla se u parazitd a viaknitych
hub, u vird je to ve fazi vyzkumu)

Nékdy také: urceni faktort 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, serum, moc...)

ster Ci vytér na vatovém 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 jedineé kultivaci
(peéstovanim) mikroba na pevné
pudeé.

Kochlv objev, Ze bakterie Ize takto

pestovat, mel zasadni vyznam v d&jinach
mikrobiologie.



Prehled metod

Metody primée: Hledame mikroba, jeho cast Ci
jeho produkt

— Primy prikaz ve vzorku — pracujeme s celym
vzorkem

— Identifikace kmene — urceni vypéstovaneho 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 VvV praxi ne
Molekularni metody ano Vv praxi ne*

*netyka se molekularni epidemiologie — sledovani pribuznosti kmen(



1. Mikrosko



Co vidime v mikroskopu

V pripadée mikroskopovani kmene vidime
jeden typ mikrobialnich bunék

V pripadé mikroskopovani vzorku
mUzeme vidét

— mikroby — nemusi tam byt zadné, a mize tam
oyt i klidné deset druhd

— bunky makroorganismu — nejcastéji epitelie a
eukocyty, nekdy erytrocyty

— jiné struktury, napfr. fibrinova vlakna, bunécnou
drt’ (detritus) a podobné




Typy mikroskopie
Elektronova mikroskopie — u virl; spise
vyzkum nez pri bézném prikazu virli
Opticka mikroskopie
— Nativni preparat — na velké a/nebo pohyblivé

mikroby

— Nativni preparat v zastinu (hlavne

spirochety)

— Fixované a barvené preparaty, napriklad:;

e Barveni ¢
e Barveni ¢

e Barveni ¢

e Grama — nejdUlezitéjsi bakteriologické
e Ziehl-Neelsena — napr. u bacill TBC
e Giemsy — na nekteré prvoky



Gramovo barveni — princip 1

Grampozitivni bakterie-maji ve své
sténé tlustsi vrstvu peptidoglykanu
mureinu.

— Diky tomu se na né pevnégji vaze
krystalova nebo gencianova violet'...

— ...a po upevneni teto vazby Lugolovym
roztokem...

— ...se neodbarvi ani alkoholem.

Gramnegativni bakterie se naopak
odbarvi alkoholem a dobarvi se pak na
cerveno safraninem.



Gramovo barveni — princip 2

Chemikalie Grampozitivni | Gramnegativni

Krystal. violet’ |Obarvi se fialove | Obarvi se fialove

Lugollv roztok |Vazba se upevni |Upevni se méné

Alkohol Neodbarvi se Odbarvi se

Safranin ZUstanou fialové | Obarvi se Cervené

Gramem se nebarvici bakterie se neobarvi v prvnim kroku
kvili absenci bunécné stény (Mycoplasma) nebo proto, ze
jejich sténa je vysoce hydrofobni (Mycobacterium).

Spirochety by se barvily gramnegativng, ale jsou velmi
tenke, takze i je Ize take vlastné povazovat za ,,Gramem se
nebarvici* a Gram se v jejich diagnostice nepouziva.




Mikroskopie vzo

Mikroskopie
kmene




2. Kultivac



Kultivace (péstovani) bakterii
(pripadne take kvasinek)

Bakterie casto péstujeme na umélych pldach

Bakterie na pidu naockujeme a poteée pidu
umistime do termostatu, vétsinou nastaveného
na 37 °C (pro bakterie vyznamné pro cloveka je to
vetsinou optimalni teplota — coz ma logiku)

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

Viry a paraziti se vétSinou viibec nepéstuji



Kultivace bakterii — podminky

N =

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

Nekteré jsou dany nastavenim termostatu, jiné
slozenim kultivacni pady

Pouzivame rtizna kultivacni média, slouzici

k urcCitym ucellm

Aerobni a fakultativné anaerobni bakterie
mUzeme péstovat za normalni atmosféry

Striktné anaerobni bakterie vyzaduji atmosféeru
bez kysliku. Kapnofilni zase zvyseny podil CO.,.
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é kultiva
pudy se uchova
v chladnicce

Pripraven



Smysl kultivace bakterii

ProcC vlastne v laboratori bakterie péstujeme?

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

— Abychom ziskali kmen — pouze pevné pldy

— Abychom je vzajemné odlisili a oddéelili — pouzivaji
se diagnostické a selektivni pddy, slouzici
kK identifikaci



| Foto: archiv MU | w " '
Pojem -

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 vyznamné misto v diagnostice



Kultivace v praxi

Vzorek se viozi do tekuteé ptidy nebo nanese na
pevnou pudu

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

ziskali jednotlivé kolonie a mohli dale pracovat
s kmeny mikrobd

Tekuté pudy

— jsou pldy pomnozovaci

— zakladem je zpravidla hoveézi vyvar a bilkovinny
hydrolyzat

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




Foto: archiv MU




Pevné (agarové) pudy
eZakladem je opet masopeptonovy bujon, ale
navic obsahuji vytazek z agarove rasy. Pouzivala
se i zelatina, ale neosvedcila se tolik jako agar.

Abychom vyuzili vSech
vyhod, které pevné pldy
nabizeji, musime vzorek
(kultivace vzorek -
kmen), ale i kmen
(kultivace kmen > kmen)
dobre rozockovat.
Klasickym zptisobem
rozockovani je tzv.

NI

krizovy rozter.

Foto: www.medmicro.info




Co se da popisovat u kolonii

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

Profil (vypoukly...) Vné/zapach

Okraje (vybezky..) Okoli kolonie

To vSe ale pouze v pripadé, ze se podarilo rozockovanim
ziskat jednotlivé kolonie. Tam, kde je husty narlst, se
tyto vlastnosti hodnotit nedaii.



V pripade 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 pud

Diagnostickeé pldy — roste "kdeco, ale rlizné"
(krevni agar, VL krevni agar)

— Chromogenni ptdy — zvlastni druh diagnostickych ptd
Selektivni pudy - roste "jen malo co" (krevni agar
s 10 % NaCl pro kultivaci stafylokok()

Selektivné diagnostické plidy — napr. Endova
(rostou tam jen nékteré G— bakterie = selektivita +
rozliseni bakterii podle stépeni laktozy = diagnosticita)
Obohacené pudy — k péstovani naroc¢nych bakterii
(Cokoladovy agar, coz je zahraty krevni agar)
Specialni plidy — maji své zvlastni urceni (MH plda
pro testy citlivosti kmene k antibiotik@im)



gt v mReto: archiv MU

Krevni age

» Nejbéznéjsi ptda v klinické
mikrobiologii. Roste na ni
vétsina bakterii. Vyhodny je
také tim, ze rlzné bakterie
se na ném rtzné chovaji
(rozkladaji Ci nerozkladaji
Krvinky)

oto: archiv MU



Priklad selektivne diagnosticke
pudy — Endova puda

Endova plida je selektivni jen pro nékteré
gramnegativni tycinky (selektivni vlastnost)

.-‘L._.

Endova puda umi
také rozlisit
bakterie podle
toho, jestli
dovedou Stepit
laktozu, nebo ne
(diagnosticka
vlastnost).




PUdy se pouzivaji i k testovani
citlivosti na antlblotlka

V tomto pnpade se bakterie
naockuji po celé plose a na
pudu se nakladou kulaté papirky
napustené jednotlivymi
antibiotiky (antibiotickeé
disky). Antibiotika difunduji
agarem. Je-li kmen citlivy, vytvori
se zona citlivosti.
NejCastéji se pouziva bezbarva |fi
MH puda, na které je zaroven §
dobre vidét i pigmenty bakterii

Foto: archiv



Postup ockovani vytéru z krku

1 oCkovano tamponem

2 ockovano klickou

3 stafylokokova cara

4 disk BH (bacitracin
pro hemofily)

5 disk VK(vankomycin
a kolistin pro
meningokoky)

Na celé naoCckovane
ploSe patrame po
streptokocich
(bezbarvé) a po
stafylokocich (spise
bilé Ci zlatavé)




Vyter z krku — realny vysledek



Pestovani anaerobnich bakterii

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




3. Biochemicka
(a jina)
identifikace
il



Biochemicke identifikacni metody

I mezi savdi jsou rozdily. Clovék neum/
tvorit vitamin 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
zpltisobtl technického provedeni
tohoto typu testtl.



Jednoduchy priklad: Katalazovy
test

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

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

Catalase + (_atalase -



Foto: archiv MU



...a dalsi testy

Indole +

Urease pos. Urease neg.

medic.med.uth.tmc.edu




zkoumaji i vzajemné
interakce dvou ruznych bakterialnich

o ¥
SIS YTL
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Foto: archiv MU



Moderni biochemickeé testy
zahrnuiji i desitky reakci

Testy se délaji v dllcich 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 fyziologickem roztoku nebo
suspenznim mediu a pak se kape ci lije do
dalkd



Foto: O. Z.

NEFERMtest 24

Pliva Lachema: do
jednoho ramecku Ize
vlozit Ctyri trojradky

(Ctyri testy, urceni !
Ctyr rlznych kmend) §




Za h ra n ién II www.ilexmedical.com/products_engl/api.htm.
soupravy

B g — =] =g ——

U EUeE e

gl |—'— — IF— —l|-—.|.l-|_| .l-\._._.
iy g I

] e |

http://www.oxoid. com/blue — ; : '
Press/uk/en/lmages/PR : i
505.jpg _ p—— 8 _ iy A =
' fuisrﬁiﬁiﬁ
www |Iexmed|cal com/products engl/ap| htm

—y il...-f-in_.-i—h-r ey s W o m—




www.ucd.ie/kyr/Images/jpgs/Photo16.htm

3




4. Pokus
zZvireti



Pokus na zvireti

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

www.rockinjawrabbits.com/newzealand.htm



nukleove
Kyseliny



Prikaz nukleové kyseliny

metody bez amplifikace nukleoveé
kyseliny (klasické genovée 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 ,prilétnout odnékud

zvenci. Citlivost se dnes ale da omezit.



Praktické poznamky

Vzorky, které budou zkoumany metodou PCR,

se odebiraji ponekud jinak, nez vzorky ke

kultivaci. Mikrob nemusi nutne prezit, zato

je dulezité

— aby DNA nebyla kontaminovana nejakou DNA
Zvendl

— aby vzorek neobsahoval néjakou latku, ktera privodi
tzv. inhibici reakce

Proto se zpravidla pouziva suchy tampon,
nikoli tampon s transportni ptidou

Je nutno pracovat sterilng, a je nutno
pouzivat netalkované rukavice (talek mize
inhibovat reakci)




anngenu
prukaz
protilatky



Metody zalozené na interakci
antigen — protilatka

O antigenech a protilatkach bude

rec pristé, dohromady

s obranyschopnosti téla proti mikrobtim

Prozatim budiz jen receno, ze mtzeme

detekovat antigen pomoci protilatky,

anebo protilatku pomoci antigenu



Shrnuti: Prace
laboratore
V prax



Prace laboratore v praxi

Do laboratore prijde vzorek

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

K primému priikazu 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 (l&Cit
vzdy pacienta, ne nalez)




Dékuji za pozornost

G — bakterie v podani as. MUDr. Petra Ondrovcika, CSc.
(1957 — 2007)




