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Co uz vime

e Mikroby maji riznou velikost. Kvasinky
jsou vetsi nez bakterie, ty zase nez viry

e Bakterie maji rdzny tvar (koky, kokobacily,
tyCinky, spirochety) a usporadani

o Bakterie maji rlizny typ bunécné stény, a
podle toho je rozdélujeme na Gram +,
Gram — a Gram 0 (Gramem se nebarvici).

e MUzZeme také sledovat bakterialni pouzdra
a bakterialni spory.




Pohadka

e Byla jednou jedna bakterie, a ta byla
malicka, takze ji bez mikroskopu nikdo
nevidel, a v mikroskopu bylo sotva vidét,
jaky ma tvar. Byla z toho velice nest'astna,
protoze si velice zakladala na tom, jak je
zvlastni a zajimava.

» Az jednou prisel pan Koch. Ten bakterii
posadil na pevnou plidu a schoval pres
noc do termostatu. Bakterie zajasala a
zacala se vesele mnozit...




A druhy den

e Pan Koch prisel, odevrel termostat, vyndal
Petriho misku s ptidou, a co nevidél: jeho
mila, malicka bakterie, najednou byla
viditelna pouhym okem! Ne ovsem jako
jedna bakterie, ale jako cely kmen upiné
stejnych bunék, ktery z této jedne bakterie
vzesel, v podobe kopecku — kolonie

» Bakterie byla cela stastna, a predvadéla se
panu Kochovi v celé své krase. Predvedia
mu tvary, profily i povrch sveé kolonie,
pigmenty a spoustu dalSich veci.




Robert Koch

~
Neémecky mikrobiolog Robert Koch se narodil 11. prosince 1843 %‘J‘h
v Clausthal-Zellerfeldu jako jedno z 13 déti dtiIniho technika. Uz'v'5
letech ohromil rodiCe, kdyz jim oznamil, ze se podle novin naucil Cist.
V roce 1862 odesSel Koch na univerzitu do Gottingenu studovat medicinu.
Po obdrzeni doktoratu v roce 1866 odesSel na Sestimésicni studium
chemie do Berlina. Po obdobi vSeobecnée praxe se jako dobrovolnik
prihlasil do sluzby v ve francouzsko-pruské valce v roce 1870 a od roku
1872 do 1880 ve wollsteinském okresu. Zde uskutecnil svi epochalni
vyzkumy, které ho vynesly do ¢ela védeckych pracovnikd. Zabyval se
zejména bacilem antraxu, tuberkul6znimi bacily a cholerovym vibriem.
Koch byl béhem zivota vyznamenam mnoha medailemi a odménén
mnoha cenami, ziskal také nékolik ¢estnych doktoratl a stal se ¢estnym
obcanem néekolika mest. V roce 1905 obdrzel Nobelovu cenu za fyziologii
a medicinu.

Robert Koch zemrel 27. kvétna 1910 v Baden-Badenu
http://www.quido.cz/osobnosti/koch.htm
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http://www.educationforum.co.uk/kochlesson.htm
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Mnozeni bakterii

» Kazda bakterie ma svou generacni dobu

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

 Idealni mnozeni by existovalo pouze
kdybychom neustale pridavali ziviny a popr.
kyslik a odebirali odpadni produkty




Realna rustova krivka

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

e Faze exponencialni — rlst se zrychluje

» Faze stacionarni — rostou porad stejné
rychle

e Zpomaleni a zastaveni rtstu — dosly ziviny,
je prilis mnoho odpadt, nebo bakterie samy
reguluji svlj pocet pomoci ,quorum
sensingu”




Je jedno, za jakych podminek
bakterie pestujeme?

Samozrejme, ze neni! Pro vétsinu bakterii
musime teplotu, vihkost, koncentrace soli
a radu dalsich vlastnosti vtésnat do
pomerneé uzkeho rozmeazi.

dolni mez preziti  dolni mez rustu T horni mez rlstu horni mez preziti
{letalni, mikrobicidni) (inhibigni) OPHMUM e mnoZeni)  (usmreujici hodnota)

Pro péstovani nestaci hodnoty, za kterych
mikroby prezivaji. Musi byt schopny se mnozit.

Pozadavky rdznych mikrobd se vzdjemné lis/!




Klinicky vyznamné bakterie

Teplotu zpravidla vyzaduji kolem 37 °C

— ale ptaci patogeny vice (42 °C), mikroby
pochazejici zvenci méne (30 °C)

Hodnotu pH vyzaduiji kolem pH 7

— ale zaludecni helikobakter mnohem méne

Koncentraci NaCl vyzaduiji kolem 0,9 %

(fyziologicky roztok)

— ale stafylokoky, které musi byt schopny mnozit
se i na zpocené kizi, se mnozi i pri 10 % soli!

V praxi je cast parametrd (napr. teplota) dana nastavenim
termostatu, a zbytek (napr. koncentrace NaCl) slozenim
kultivacniho média.




Kultivacni
termostat

Krome skrinovych
termostatll, jako je tento,
mame na ustavu i jeden
termostat komorovy, tedy
celou mistnlstku o 37 °C.

Veétsina bakterii se
kultivuje v termostatu
pres noc, tedy cca 24 h.




Vztah bakterii ke kysliku

o Aerobni a fakultativhé anaerobni
(pripadné aerotolerantni) bakterie
muUzeme péstovat za normalni
atmosféry

 Striktné anaerobni bakterie vyzaduiji
atmosféru bez kysliku

o Bakterie se specialnimi naroky na kyslik
vyzaduji specialni atmosféru
(mikroaerofilni a kapnofilni bakterie)




Neco malo o bakterialnim katabolismu

 Katabolismus muze byt troji:

— Fermentace — stépeni bez potreby kysliku. Malo

energeticky vyhodny, ale nepotrebuje kyslik. Produktem
napr. kyselina mlécna, etanol apod.

— Aerobni respirace — z mala zivin se ziska hodne energie,
je ale nutny kyslik. Produktem CO, a H,O

— Anaerobni respirace — jiny akceptor elektrond

o Typ katabolismu je uzce spjat se vztahem ke
kysliku. Fermentujici bakterie jsou zpravidla
fakultativné nebo striktné anaerobni. Naopak
aerobne respirujici bakterie byvaji striktné aerobni.




Péstovani anaerobnich bakterii




Smysl kultivace bakterii

e ProcC vlastné v laboratori bakterie

pestujeme?

— Abychom je udrzeli pri zivoté a pomnozili.
K tomu slouzi kultivace na tekutych pldach i na
,pevnych®™ ptdach (to jsou ptdy, které netecou,
jejich zakladem je vetSinou agarova rasa)

— Abychom ziskali kmen — pouze pevné pudy

— Abychom je vzajemne odlisili a oddélili —
pouzivaji se diagnostické a selektivni ptdy,
slouzici k identifikaci




Vzorek a kmen

o Vzorek je to, co se odebira pacientovi.
Vzorek obsahuje bunky makroorganismu,
rizny pocet druht mikrobl (nula az treba
dvacet) a dalsi primesi

o Kmen - izolat — je populace jedné bakterie,
izolovana ze vzorku na pevné pldé

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




Pojem kolonie

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

e V nékterych pripadech mtzeme z poctu
kolonii odhadnout pocet mikrobl ve vzorku —
nebo presnéji pocet ,kolonii tvoricich
jednotek™ (CFU)

 Popis kolonii ma vyznamné misto
v bakterialni diagnostice




Takhle vypadaji pevné pudy
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Je to dobre, nebo Spatné, ze rtizné
bakterie jsou rdzné narocné?

» Je to Spatné€, protoze se spatne definuji
podminky, ktereé by vyhovéli vetsiné
(nerkuli vsem) klinicky vyznamnym
bakteriim

e Je to dobre, protoze diky tomu mtizeme
i kultivaci vyuzit v diagnostice (napr.

schopnost rist na pidé s 10 % NaCl
dobre odlisi stafylokoky




Pudy obecné versus putdy v klinické
mikrobiologii

 V primyslové mikrobiologii ¢i v nékterych
jinych aplikacich se zpravidla pouzivaji
chemicky presné definované pudy. Vime,
kolik je v nich ¢eho, a mizeme taky
sledovat, kolik ceho pribylo nebo ubylo.

» V klinicke mikrobiologii nepotrebujeme vedet
presne slozeni. Casto i slozky pud jsou
nedefinované (krvinky, extrakt z kvasnic).




Tekuté pldy a pevné pudy

o Zakladem tekutych pld je masopeptonovy bujon
(hovézi vyvar + bilkovinny hydrolyzat). Pouzivaji
se predevsim k pomnozeni. Vysledek se Spatnée
hodnoti: v podstaté jen Ciry bujon / zakaleny
bujon (roste /neroste)

o Zakladem vétsiny pevnych ptd je tentyz bujon,
ale doplnény vytazkem z agarové rasy. Bakterie
na pevnych pudach rostou pomaleji, ale zato
velmi rozmanite, a Ize je rozockovat.




Rizné vzorky — rtizna kultivace

» Jak ovliviuje typ vzorku typ kultivace?

— Vzorky, kde je obvykle malo mikrobl se davaji
jen do tekutych pld, kde se mikroby rychle
pomnozi. Priklad: vytér ze spojivkoveho vaku

—Vzorky, kde mize byt hodne i malo mikrobu a
i malo mikrobd je vyznamnych ockujeme na
pevné i tekuté pldy. Priklad: stéry z ran

— Vzorky, kde je vétSinou hodné mikrobdl, popr.
| fyziologicka bézna flora se ockuji pouze na
pevné pldy. Priklad: vytéry z krku




Tekuté pudy
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Rozdéleni tekutych ptd

o Tekuté pldy mnoho kategorii nemaji. Vlastné
jen dve:

e Pldy pomnoZzovaci jsou nejbé€znéjsi a
univerzalni. Prikladem je bujon pro aerobni
kultivaci a VL-bujon pro anaerobni kultivaci
(VL = viande-levure, z francouzstiny —
obsahuje masokvasnicny extrakt)

e PUdy selektivné pomnozovaci maji za ukol
pomnozit urcitou bakterii a potlacit mnozeni
jinych. Prikladem je selenitovy bujon pro
salmonely







Pevné (agarové) pudy

» Abychom vyuzili vsech vyhod, které pevné
pUdy nabizeji, musime vzorek (kultivace
vzorek - kmen), ale i kmen (kultivace kmen
- kmen) dobre rozockovat. Klasickym
zplsobem rozockovani je tzv. krizovy roztér.
V praxi se zpravidla natre napr. na polovinu
misky tamponem a pak se rozockovava
klickou. Nekdy se jesté doplnuiji rizné cary a
disky — o nich jindy.




ProcC je potreba mit izolované kolonie

e Protoze jen v tom pripadé Ize identifikovat
vétsi pocet patogent, které jsou ve smési

» Ale také proto, ze pouze jednotlivé kolonie
umoznuji pozorovat typicke vlastnosti kolonie.

Sebelepsi klaun vam nepredvede nic ze sveho
umeni, drzite-li ho v kamriiku nahecmaneho
na spoustu dalsich klaund.




V pripade smesi vytvori kazda bakterie

svoje kolonie
(pri dobrém rozockovani)

1 — ockovani smeési bakterii (naznaceny teckami), 2 — vysledek
kultivace: v prvnich Usecich smés, az na konci izolované kolonie




Co Ize popisovat u kolonii

» Velikost e Povrch (hladky, drsny)
e Barva » Konzistence (sucha...)
e Tvar (okrouhly...) e Prihlednost

e Profil (vypoukly...) e Viné&/zapach

» Okraje (vybézky..) ¢ Okoli kolonie*

*Presny vyznam tohoto pojmu zalezi na druhu
pudy. Napriklad u pdd s krvinkami se
hodnoti naruseni krvinek v okoli kolonie




Pevné selektivni pddy

ean/ N

Ilustracni foto: krystalky NaCl

Ucelem je selektovat
(vydelit) ze smesi baktérii
pouze urcitou skupinu nebo
skupiny

Prikladem je agar pro
stafylokoky s 10 % NaCl
Nekdy je selektivnosti
dosazeno pridanim
antibiotika. Krevni agar

s amikacinem je selektivni
pro streptokoky a
enterokoky




Pudy diagnosticke

Nepotlacuji rdst zadného
mikroba
Zato diky svému slozeni

rozlisuji mikroby podle urcité
vlastnosti

Prikladem je krevni agar ke
sledovani hemolytickych
vlastnosti a VL krevni agar
(podobny, ale na anaeroby)
Zvlastnim pripadem pldy
chromogenni a fluorogenni




Pldy chromogenni a fluorogenni

e Chromogenni ptdy obsahuji
barvivo, na které je navazan
specificky substrat >
barevnost se ztraci, neni to uz
barvivo, ale chromogen
Bakterie schopna stéepit
specificky substrat zmeni
chromogen zpét na ptvodni
barvivo

Plda mUlze obsahovat i vice
chromogent (pro vice druhi)

Fluorogenni ptdy podobné,
s fluorescencnim barvivem




s

Ukazka chromogenni ptdy na kvasiy_

\ Ctyfi rlizné kvasinky
Il | rostou v typickych

'/ | koloniich — jedna

v zelenych, jedna

v modrych, jedna

v suchych rlizovych a
jedna v hladkych
rdzovych. Ostatni

38 W druhy kvasinek jsou
45 || na této pldé bilé.




Princip chromogenni ptdy




PUdy selektivné diagnostické

e Kombinuji v sobé
selektivni a diagnostické

vlastnosti
 Prikladem ptda Endova:

— Rostou pouze nekteré G-
pakterie (selektivita)

— Ty, co rostou, Ize rozlisit na
laktdza pozitivni (Cervené)
a negativni (bledé
e Podobna je plida McConkeyho, ve svété béznéjsi

 Selektivné diagnostické jsou i ptdy XLD, CIN aj.




Pldy XLD a MAL na salmonely




Zatisi z nasi
komoroveée
lednice




diagnostickeé — shrnuti

Plda
selektivni

Kmen A
neroste

Kmen B
roste

Plda
diagnosticka

Kmen C
roste, ma
kolonie
makoveé

Kmen D
roste, ma
kolonie
takové

PUdy selektivni, diagnostické a selektivhé

Plda
selektivné
diagnosticka

Kmen E
neroste

Kmen F
roste, ma
kolonie
makoveé

Kmen G
roste,
ma
kolonie
takove




PUdy obohacené a selektivné obohacené

e Jsou urceny pro narocné mikroby
e Obsahuji rlizné nutricni faktory

e Obohacenou ptdou je i krevni agar, ktery
jsme ale uvedli mezi pldami diagnostickymi
(svymi vlastnostmi patri do obou kategorii)

 Prikladem ,,Cistych obohacenych ptd" jsou
cokoladoveé a Levinthalovy agary pro
patogenni neisserie a hemofily (které ani na
krevnim agaru nerostou)

o Pldy téz mohou byt selektivné obohacené
(napr. GC agar, coz je cokoladovy agar
s antibiotiky pro kultivaci Neisseria gonorrhoeae)




Cokoladovy
agar




Pldy ke specialnim "\ ™S\
ucelim - 1 A g
Sledovani faktort
virulence:

ena obrazku plda
s kongocerveni pro

stafylokokovy sliz 1 Rl RS

(biofilm) ' o R

edale napr.

Zloutkovy agar pro . . L

hi .yk,g pro Cervené, vihké Suché, ¢erné
IStOt_O)_(IC a kolonie znamenaji  kolonie svedci o

klostridia negativni vysledek Produkcislizu

danym kmenem




——
o™ -

Pidy ke specidlnim Gcelim -2
In vitro testovani citlivosti na I
antimikrobidlni latky: MillerCv- 40
Hintonove agar; slouzi zaroven

ke sledovani pigmentd bakterii

Vpravo nahore
nepigmentovany
stafylokok, vievo dole
zelene pigmentovanad
Pseudomonada




Poznamka

V pripade kultivacné narocnych bakterif se i
testovani citlivosti provadi na obohacenych padach.




Soucasneé trendy v kultivaci

» Navzdory rozvoji genetickych metod si
kultivace zachovava svou klicovou ulohu
pri diagnostice zejména bakteérii

e Standardizace nuti prechazet od pld
vyrabénych ,,na kolené" k ptidam
komercné vyrabenym

e Chromogenni a fluorogenni pldy se i

A\ 4

pres vyssi cenu zvolna prosazuji




kol 1a — Prohlédnéte si pudy

. bujon 8. MH

. VL-bujon 9. NaCl

. selenitovy bujon 10. VLA

. Sabouraud 11. XLD

. Lowenstein-Jenssen 12. CA

13. Levinthal

. Endo 14. Slanetz-Bartley
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Prehled

yud — prvni cast

*pouze jsou-li
pridana antibiotika

Nazev Druh
bujon tekuté nazloutla |pomno- |aeroby
i o v 7 \Y4 Y 4

VL-bujon |Pudy tmavsi  |ZOvacl  |anaeroby
selenitovy narlzovéla |selektivné |salmonely
bujon poOmMnNoz.
Sabourau- | pevné bila selektivni* | houby
dlv agar pldy ve
Lowentein- | zkumavce obohacena | TBC
Jensen
krevni agar pevné obohacena | veétsinu

od diagnosticka | bakterii
Endova plda P y rzova selektivneé predevsim

V Misce diagnosticka | enterobakterie




Prehled pud — druha cast

Nazev

Druh

MH

\Elo

VL-agar

XLD

cokoladovy
agar

Levinthallv
agar

Slanetz-
Bartley

bevné
ptdy na
Petriho
miskach

Barva Typ Pro
skoro bila | specidlni |atb citlivost
selektivni |stafylokoky
jako KA |anaeroby
oranzova selektivné salmonely
diagnosticka
obohacena | hemofily,
neisserie
nazloutla |obohacena | hemofily
rﬁéové selektivné enterokoky

diagnosticka




Ukol 1 b — video ,Pfiprava krevniho
agaru”

e Prohlédnéte si video

o VSimnéte si, ze je naprosto nezbytné
postupovat tak, aby vyrobena ptida
byla sterilni a nebyla kontaminovana
bakteriemi v prostredi

e Ovci krev nelze pridavat, dokud je
plda jesté priliS horka




Ukol 2a — zavislost na kysliku
 Striktni aeroby rostou jen v pritomnosti
kysliku
» Striktni anaeroby rostou jen tam, kde
kyslik neni

o Fakultativni anaeroby a od nich
nerozeznatelné aerotolerantni bakterie
rostou za vsech podminek

» Mikroaerofilni bakterie rostou jen tam,
kde jsou stopy kysliku

» Kapnofilni bakterie vyzaduiji vice CO,




Ukol 2b — r&zné koncentrace NaCl

Vetsina Enterokoky Stafylokoky

10 %




Ukol 2¢ — zavislost na teploté

o Escherichia coli stejné jako
Pseudomonas aeruginosa rostou pri
teplotach 37 °C a 42 °C.

» Naopak Pseudomonas fluorescens roste
pri 4 °C a 37 °C.
o Zaver: Metodu Ize pouzit k rozliseni

pseudomonad. Musime ovsem vedet, ze
kmen je pseudomonada.




Ukol 3a: Zmény na krevnim agaru

 VSechny pudy s krvinkami (krevni agar,
VL krevni agar, agar s pranymi erytrocyty
apod. — netyka se ale krevniho agaru s
10 % NaCl, kde jsou krvinky Iyzovany)
jsou schopny rozlisit:

» Uplnou hemolyzu
 Castecnou hemolyzu | {

o Nepritomnost
hemolyzy

» Viridaci (zezelenani)




Ukol 3b: Vlastnosti Endovy pudy

e Zopakujme si z Uvodu:

e Na Endové ptdé rostou
pouze G- bakterie, a to
jeste jenom nékterée
(selektivita)

o Ty, co rostou, lIze rozlisit
na
(Cervené) a negativni
(bledé).

Z hlediska klinické mikrobiologie to mu vyznam:

laktoza pozitivni bakterie jsou zpravidla mirnéjsimi
patogeny nez bakterie laktoza negativni




Ukol 4: Popis morfologickych
vlastnosti kolonii

e I kdyz v praxi vetsinou nepopisujeme
vsech deset vlastnosti, které mate
uvedeny v protokolu, z cvicnych dtvodd
se 0 to nyni pokuste.

» Tam, kde to nejde, napiste, proc to
nejde. Nezapomente na okoli kolonie, tj.
hemolyzu na krevnim agaru Ci stépeni
laktézy na Endové pudé




Rozdil mezi tvarem a profilem
Tvar

)

okrouhly nepravidelny

Profil

m ( ) ="\

konvexni  plochy miskovity




Ukol 5a: Naoc¢kovani vzorku na agarovou pdu

Naneste tamponem vzorek na cast
misky (asi tak do jedné tretiny
primeéru misky)
Vyzihejte klicku o
Rozockujte z plochy, kam jste 4 ‘ i
nanesli vzorek, do dalSi Casti /EEsa

Vyzihejte klicku
Rozockujte z car, kde jste
rozockovali minule (uzse
nedotykejte plochy, kam jste
ockovali tamponem
Vyzihejte klicku
Naockujte ,hadka"




Ukol 5b: Preockovani agarovée kultury
Vyzihejte klicku
Naberte kmen
Naockujte prvni usek
Vyzihejte klicku

Naockujte druhy usek
Vyzihejte klicku

Naockujte treti Usek
Vyzihejte klicku

Naockujte ,hadka"




Preji Vam
hezky
zbytek
dne...




