Lékarska mikrobiologie
pro ZDRL

Tyden 3: Fyziologie bakterii,
kultivacni pudy
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Mnozeni bakterii (u bakteru
je synonymem i slovo , rust")

e Mnozeni bakterii je zakladnim projevem
jejich zivotaschopnosti

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

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

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



Redlnd rustova krivka

Faze latence - bakterie jsme nechals
kultivovat, ale jesté jich nepribyva
Faze exponencialni - rust se zrychluje
Faze stacionarni - rostou porad stejné
rychle
Zpomaleni a zastaveni ristu - dosly
Vi oa . VsV (o)
ziviny, je prilis mnoho odpadu, nebo

. s O. v 7
bakterie samy reguluji svuj pocet pomoci
,quorum sensingu"



Fyziologie bakterii

e 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

— Aerobni respirace - z mala zivin se ziska hodné

energie, je ale nutny kyslik
— Anaerobni respirace - neni nutny kys

ik, ale je

nutny jiny akceptor elektronu (napfiklad sira);

malo vyznamné u klinicky vyznamnych

hakterii



Vztah bakterii ke kysliku

e Aerobni a fakultativhé anaerobni
(pripadneée takeé aerotolerantni)
bakterie muZeme péstovat za
normalni atmosfery

e Striktné anaerobni bakterie
vyzaduji atmosféru bez kysliku

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



Jak spolu souvisi katabolismus
a vztah ke kysliku?

Typ katabolismu je Gzce spjat se vztahem ke
kysliku.

e Fermentujici bakterie jsou zpravidla
fakultativne Ci striktne anaerobni.

(Pravé fakultativné anaerobni bakterie uméji ,,prepinat"
fermentaci na aerobni respiraci; ty, které to neumeéji,
pouze fermentuji a presto kyslik snaseji, se spravné
nazyvaji aerotolerantni. V praxi se casto obé skupiny
nerozlisuji.)

e Naopak aerobne respirujici bakterie byvaji
striktne aerobni.

e Existuji ovsem i vyjimky



Substraty

e Fermentovat | respiracne odbouravat |ze
ruzné substraty. Substratem muZe byt
polysacharid, monosacharid,
aminokyselina, lipid apod.

e Pro ruzné bakterie existuji typické
substraty, které umeéji budto fermentovat
nebo respiracneé odbouravat. To se
vyuziva v diagnostice.

e Typické substraty zpraV|dIa souwseJl
S adaptaC| mikrobu na urC|te prostredi
nebo s tim, jaké produkty Ci treba jaké
pH bakterie potrebuji ke svému zivotu.



Co chutna... treba takové salmonelce

Manit? Mnam!

Sachardza? Fuj!



Priklad — ureazova aktivita
helikobaktektera
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Urea (mocovma) se vV zaludku _vyskytuje, a jeji
stepem helikobakterdm umozZfiuje zvysit ve
svém tésnem okoli pH a vzdorovat tak zaludecni

kyseliné



Postaveni kultivace v systemu
metod

e Primé metody (mikrob - cast — produkt):
— Mikroskopie - prukaz ve vzorku i identifikace

— Kultivace - priikaz ve vzorku i
identifikace

- Biochemicka identifikace - jen identifikace!
- Prukaz antigenu - prukaz ve vzorku i id.

o 7 ' ' '

- Prukaz nukleové kyseliny — zpravidla jen
o)

orukaz ve vzorku

- Pokus na zviteti — zpravidla prukaz ve vzorku
e Neprime metody (protilatky)




Vzorek a kmen (opakovani)

e Vzorek je to, co se odebira pacientovi.
Vzorek obsahUJe bunky makroorganismu,
ruzny pocet druhu mlkrobu (nula az treba
dvacet) a dalsi primesi

e Kmen - izolat - je populace jedné
bakterie, izolovana ze vzorku na pevné
pudé

e Abychom ziskali kmen, musime bakterii

péstovat na pevné pudé a dobre
rozockovat



Smysl kultivace bakterii

e ProC vlastné v laboratori bakterie
péstujeme?
- Abychom je udrzeli pri zivoté a pomnozili.
K fomu slouzi kultivace na tekutych
audach I na ,,pevnych“ pudach (to jsou

Judy, které netecou jejich zakladem je
vetsinou agarova rasa)

- Abychom ziskali kmen - zde ovsem
muzeme pouzit pouze pevné pudy

- Abychom je vzajemné odlisili a oddelili -
pouzwaJl se diagnosticke a selektivni
pudy, slouZici k identifikaci




Pohadka

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

e Az jednou prisel pan Koch. Ten bakterii
posadil na pevnou pudu 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 pudou, a co nevidél: jeho
mila, malicka bakterie, najednou byla
viditelna pouhym okem! Ne ovsem jako
jedna bakterie, ale jako cely kmen uplné
stejnych bunek, ktery z této jedné bakterie
vzesel, v podobé kopecku - kolonie

e Bakterie byla celd stastna, a predvadéla se
panu Kochovi v celé své krase. Predvedla
mu tvary, profily i povrch své kolonie,
pigmenty a spoustu dalsSich véci.



Robert
Koch

Némecky mikrobiolog Robert Koch se narodil 11. prosince 1843

v Clausthal-Zellerfeldu jako jedno z 13 déti dlIniho technika. Uz v péti
letech ohromil rodicCe, kdyz jim oznamil, ze se podle novin naucil Cist.
Vroce 1862 odesSel Koch na univerzitu do Géttingenu studovat medicinu.
Po obdrzeni doktoratu v roce 1866 odesel na Sestimesicni studium
chemie do Berlina. Po obdobi vseobecné praxe se jako dobrovolnik
prihlasil do sluzby v ve francouzsko-pruskeé 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, tuberkuldznimi 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 nekolika mést. 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



o (0
jednou \1
Robert

http://www.educationforum.co.uk/kochlesson.htm



Robert Koch pri expedici do
Egypta pri choleroveé epidemii




Podminky péstovani
(kultivace) bakterii

e Pro kultivaci (pestovani) bakterii jsou nutne
urcite podmlnky, bez kterych neni
péstovani mozné

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

e Podminky musi byt splnény, co se tyce
teploty, pH, koncentrace soli a mnoha
dalsich charakteristik vnejsiho prostredi

e Nepusobi pFfitom jednotlivé, kombinuji se

e Nékteré podminky jsou dany nastavenim
mkubatoru neboli termostatu (teplota,
CO,), jiné sloZzenim pudy



Kdyz se meéni urcite faktory
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delsi .......

dlouhy

CAS krGtky .......

Na misto osy TEPLOTA si
[ mizete dosadit jiny
fyzikalni faktor (Hlak,
intenzitu zareni,
vyschnuti.......)
nebo kon-
centraci
chemickeé
|atky
(Nacl,
desin-
fekce
apod.)
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Kultivace bakterii obecné

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

Aerobni a fakultativne anaerobni bakterie
muzeme pestovat za normalni atmosféery

Striktneé anaerobni bakterie vyzaduji
atmosféru bez kysliku

Bakterie se specialnimi naroky na kyslik
vyzaduji zvlastni zachazeni (mikroaerofilni v
atmosfére snizeny podil kysliku, kapnofilni
Zvyseny podl'l COZ)

Pouzivame ruzna kultivacni média, slouzici
k uréitym Gcelim



Péstovani anaerobnich
bakterii




www.medmicro.info

Pojem kolonie

N
Kolonie je atvar na povrchu pevné pudy.
Pochazi z jedné bunky nebo malé skupinky
bunék (dvojice, retizku, shluku)
V nékterych pfipadech muzeme z podtu
kolonii odhadnout pocet mikrobi ve
vzorku — nebo presnéji pocet , kolonii
tvoricich jednotek™ (CFU)

Popis kolonii ma vyznamné misto
v diagnostice

Kolonie je vzdy tvorena jednim kmenem.
Pojmy ,kolonie™ a ,kmen" ale nejsou
synonyma, kmen nemusi mit tvar kolonie.




Kultivacni doba

e Kultivacni doba je Casovy usek
nezbytny k tomu, aby z jedné nebo
nékolika bakterii vyrostla viditelna
kolonie

e Kultivacni doba je zavisla na
generacni dobeé, samozrejme je ale
daleko delsi (pro vznik viditelné
kolonie nestaci, kdyz se z jedné
bakterie stanou dvé, ba ani Ctyri
nebo osm, nezbytné jsou miliardy
bakterii)



Prakticka kultivace

www.medmicro.info

Vyznam kultivace
v tekutych pudach

Typy tekutych pud |Typy pevnych pud
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Kultivacni podminky -
opakovani

e Pro kultivaci bakterii jsou nutne urcite
podminky

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

¢ Podminky musi byt splnény, co se tyce
teploty, pH, koncentrace soli a mnoha
dalSich véci. Nékteré jsou dany
nastavenim termostatu, jiné slozenim
kultivaéni pudy.

e Nepusobi pfitom jednotlivé, kombinuji se



Konkrétni kultivacni podminky
klinicky vyznamnych bakterii

Vetsmou vyzadUJl teplotu kolem 37 °C, ovsem
pfi ruzné Sirokém rozmezi.

— Ale bakterie puvodem z vné&jsiho prostredi
preferuji nizsi teploty, ptacCi patogeny naopak
vySsSi (ptaci maji vyssi teplotu téla)

Vetsinou vyzaduji koncentrace soli
odpovidajici fyziologickemu roztoku

— Ale bakterie zvyklé Zit na zpocené kUZi snaseji |
vysoké koncentrace soli.

Vetsinou vyzaduji pH kolem sedmi

— Ale helikobakter, zvykly zit v zaludku, snese i
mnohem nizsi pH.



Je to dobre, nebo spatne ze ruzné
bakterie jsou ruzné naroéné?

e Je to Spatne, protoze se spatnée definuji
podminky, ktere by vyhoveli vétsine
(nerkuli vSem) klinicky vyznamnym
bakteriim

e Je to dobfe, protoze diky tomu muzeme
i kultivaci vyuzit v diagnostice (napfr.
schopnost rust na pudé s 10 % NaCl
dobre odlisi stafylokoky od jinych
bakterii, které na ni nerostou)






Pudy obecné versus pudy
v klinické mikrobiologii

e \V prumyslové mikrobiologii ¢ v nékterych
jinych aplikacich se zpravidla pouzivaji
chemicky presné definované pudy. Vime,
kolik je v nich &eho, a muZeme taky
sledovat, kolik ceho pribylo nebo ubylo.

e \/ klinické mlkroblologu nepotrebUJeme
v&dét presné slozeni. Casto i slozky pld
jsou chemicky nedefinovane (krvinky,
extrakt z kvasnic).
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Tekuté pudy a pevné pudy

e Zakladem tekutych pud je masopeptonovy

bujon (hovézi vyvar + bilkovinny

nydrolyzat). Pouzivaji se predevsim k

bomnozeni. Vysledek se spatne hodnoti: v

podstate jen Ciry bujon / zakaleny bujon
(roste /neroste)

e Zakladem vétsiny pevnych pud je tentyz
bujon, ale doplnény vytazkem z agaroveé
Fasy. Bakterie na pevnych pudach rostou

pomaleji, ale zato velmi rozmanite, a Ize je
rozockovat.







Ruzné vzorky - ruzna kultivace

Jak ovlivnuje typ vzorku typ kultivace?

Vzorky, kde je obvykle malo mikrobl se davaji jen do
tekutych pud, kde se mikroby rychle pomnozi.
Teprve pak se (v pripadé zakalu = pozitivity)
mikroby vyoc&kuiji (subkultivuji) na pevnou pudu.
Priklad: vyter ze spojivkového vaku

Vzorky, kde mUze byt hodné i malo mikrobl a i
pripadné malé mnozstvi mikrobd je vyznamné,
oc¢kujeme na pevné i tekuté pudy. Pokud na pevné
pudé nic vidét neni, ale tekutd puda je zakalen3,
provadi se subkultivace (subkultura) z tekuté pudy
na pevnou. Priklad: stéry z ran

Vzorky, kde je vétSinou hodné& mikrobd, popfF. i
fyziologicka bézna flora se ockuji pouze na pevné
pudy. PFriklad: vytéry z krku



Krevni agar
je puda,
ktera
obsahuje
ovCi cervené
kKrvinky







a kterie
Klebsiella pneumoniaée

ha Endové agaru




Tataz / Y. 3 W\
bakterie na [/ EEREFEE NS ~
krevnim | calie 5 e \
agaru | 8 Rt ‘.




Pouzita puda versus
vlastnosti bakterii

Rizné vlastnosti, napr. barvu, ovliviuji
substraty pritomné v plde, proto na
o ’ o 4 ’ .
ruznych pudach mohou mit bakterie
riznou barvu.

Pochopitelné také napriklad hemolyzu
muzeme studovat pouze na pudach,
které obsahuji krvinky



Tekuté pudy

www.medmicro.info




Rozdéleni tekutych pud

e Tekuté pudy mnoho kategorii nemaji.

Vlastné jen dvé:

e PUdy pomnozovaci 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



Pevne pudy
AN




Pevné (agarové) pudy

e Abychom vyuzili vSech vyhod, kterée pevnée
pudy nabizeji, musime vzorek (kultivace
vzorek 2> kmen), ale i kmen (kultivace
kmen = kmen) dobre rozocCkovat.
Klasickym zpusobem rozo¢kovani je tzv.
krizovy roztér. V praxi se zpravidla natre
napr. na polovinu misky tamponem a pak
se rozockovava klickou. Nekdy se jesté

doplfiuji ruzné &ary a disky - o nich jindy.



ProC je potreba mit
izolovane kolonie

e Protoze jen v tom pripadé lze identifikovat
vétsi polet patogenu, které jsou ve smési
e Ale také proto, ze pouze jednotlivé kolonie

umoznuji pozorovat typické vlastnosti
kolonie.

Sebelepsi klaun vam nepredvede nic ze
svého uméni, drzite-li ho v kamrliku
nahe¢maného na spoustu dalsich klaunda.



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

1 - ockovani smeési bakterii (naznaceny teCckami), 2 -
vysledek kultivace: v prvnich usecich smes, az na konci
izolované kolonie



Postup ockovani vzorku

Vzorek se
nanese na
mensi Ci vetsi
plochu, a pak se
rozockovava
jako pri
preockovani
kmene
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Vytér z krku — realny
vysledek

=
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Co Ize popisovat u kolonii

Velikost

Barva

Tvar (okrouhly...)
Profil (vypoukly...)

Povrch (hladky, drsny)
Konzistence (sucha...)
prihlednost
VUné&/zapach

Okraje (vybezky..) e Okoli kolonie*

*Presny vyznam tohoto pojmu zalezi na

druhu pudy. Na

s krvinkami se
krvinek v okoli

viiklad u pud

nodnoti naruseni
kolonie




Pevné selektivni pudy

e Ulelem je selektovat (vydélit) ze smési
bakterii pouze urcitou skupinu nebo skupiny

e Prikladem je agar pro stafylokoky s 10 %
NaCl

e Nékdy je selektivnosti dosazeno pridanim
antibiotika.

— Krevni agar s amikacinem je selektivni pro
streptokoky a enterokoky.

- PUdy pro kultivaci kvasinek zpravidla obsahuji
kombinaci antibiotik (abychom potlacili bakterie,
kvasinkam antibiotika nevadi, takze rostou)



Selektivita hypersolného

agaru
Vetsina Enterokoky Stafylokoky

10 %

6,5 %

T




Pudy diagnostické

e Nepotladuji rust zddného
mikroba
e Zato diky svému slozeni

rozlisuji mikroby podle
urcité vlastnosti

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

e Zvlastnim pripadem pldy
chromogenni a fluorogenni

www.medmicro.info




Pudy s krvi — zéklad klinické
mikrobiologie
e Véechny 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:

Uplnou hemolyzu
Castec¢nou hemolyzu
Nepritomnost hemolyzy
Viridaci (zezelenani)




Pudy chromogenni a
fluorogenni

www.oxoid.com

e Chromogenni pudy ObsahU]I
barvivo, na které je navazany
speaﬂcky substrat = barevnost
se ztraci, neni to uz barvivo, ale
chromogen

e Bakterie schopna stepit
specificky substrat zmeéni
chromogen zpét na plivodni
barvivo

Vs (0] V4
e Fluorogenni pudy podobne,
s fluorescencnim barvivem




Ukazka chromogenni pudy na
kvasinky

Ctyfi rGzné kvasinkyf
rostou v typickych
koloniich - jedna
v zelenych, jedna
v modrych, jedna
v suchych ruzovych
a jedna v hladkych §
ruzovych. Ostatni
i@druhy kvasinek jsou
Bna této pudé bilé.

www.medmicro.info



Pudy selektivné diagnostické

www.medmicro.info

e Kombinuji v sobé
selektivni a diagnostickée

vlastnosti
e Prikladem ptida Endova:

— Rostou pouze nékteré G-
bakterie (selektivita) _
- Ty, co rostou, Ize rozlidit na_ %
laktoza pozitivni (Cervené) |
a negatlvnl (bledé L

Selektivné diagnosticke jsou i pudy XLD, CIN aj.



Pudy XLD a MAL na
salmonely







Pudy selektivni, diagnostické a
selektivné diagnostické — shrnuti

Puda Kmen A |Kmen B
selektivni neroste roste
Puda Kmen C |KmenD
diagnosticka roste, ma |roste, ma
kolonie kolonie
makové takoveée
Puda Kmen E Kmen F
selektivhé neroste roste, ma
kolonie

diagnosticka

makove

Kmen G
roste, ma
kolonie
takové




Pudy obohacené a selektivné

obohacene

e Jsou urceny pro
narocné mikroby
Obsahuji rizné
nutricni faktory
Prikladem je
cokoladovy agar pro
neisserie a hemofily a
LevinthalUv agar pro
hemofily

Mohou byt selektivne
obohacene (GC agar),
tedy kombinace
selektivity a obohaceni




Pudy ke specidlnim Ucéelum

e Sledovani faktoru virulence
(zloutkovy agar pro
histotoxicka klostridia,
puda s kongocerveni pro
stafylokokovy sliz)

e In vitro testovani citlivosti
na antimikrobialni latky:
Millerav-Hintonové agar; W
slouzi zaroven ke sledovanifi
pigmentu bakterii

www.medmicro.info



Poznamka

V pripadé
kultivacne
narocnych
bakterii se i
testovani
citlivosti
provadi na
obohacenych
pudach.

www.medmicro.info




Soucasné trendy v kultivaci

e Navzdory rozvoji genetickych metod si
kultivace zachovava svou klicovou
ulohu pri diagnostice zejmeéna bakteérii

e Standardizace nuti prechazet od pud

’ v ’ V \\ (o) 7
vyrabenych ,,na kolene"™ k pudam
komercné vyrabénym

e Chromogenni a fluorogenni pudy se i
pres vyssi cenu zvolna prosazuji



www.medmicro.info

Péstovani

anaerobnich
bakterii
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Nashledanou

\'E A4

Pristé budeme
hokracovat
hbovidanim o
niochemicke
identifikaci
bakterii




