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Klinicka mikrobiologie




Jak se k tomu ¢loveék dostane
Zakladni mikrobiologicky vyzkum

Prumyslova Klinicka Jin¢ medicinske
mikrobiologie \ mikrobiologie obory
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Moje cesta je ta oranzova.
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Co nas ceka

Povidani o mikrobech a jejich vlastnostech

Povidani o urcovani mikrobu a vubec o praci
v laboratori klinické mikrobiologie
Predstaveni nékterych béznych a dulezitych
klinicky vyznamnych mikrobu

Odpovédi na Vase dotazy (muZete se ale ptat 1
primo k jednotlivym tématiim)







[. Mikroby a
jejich vlastnosti




Co je to mikrob

* Musi to byt zivé. ZrniCko prachu neni
mikrob, 1 kdyz je mikroskopicke

 Musi to byt mikroskopické. Zirafa neni
mikrob, 1 kdyz je ziva

Z druhe podminky se pripousteji vyjimky.
Treba tasemnice patri do mikrobiologie

presto, ze mohou mit deset metru. Ale jejich
vajicka jsou mikroskopicka.




Bakterie
Helicobacter
a kolem ni
schematicky
jeji genom




Co jsou vSechno mikroby

» Mikroby jsou tedy napriklad mikroskopické
rasy a sinice, archea (drive archeobakterie),
ruzne organismy schopne vydrzet hluboko
pod morem nebo v extrémnich podminkach
horkych pramenu

» Jako klinického mikrobiologa mne tyto
mikroby nezivi, presto musim uvest, Ze jsou
zajimave a uzasne




Co tyhle mikroby umi

Prezivaji v mor1 v hloubce 10 km

Preziji 1 teploty kolem 110 stupnu Celsia
Vydrzi zna¢nou radioaktivitu

Jsou schopny misto kysliku ,,dychat® siru ¢1
dusik (zkratka, maji jiny akceptor elektronu
nez atom kysliku)

Mnoho véci ovSem uméji 1 mikroby l¢karsky
vyznamne, jak s1 povime dale







Ttidéni z1vych organismu

* Priony — neobsahuji DNA, veétsinou se viubec
nepovazuji za Zivé organismy

* Viry a bakteriofagy

* Bunécné organismy
— Archea (archeobakterie)
— Eubacteria (ecubakterie)

— Eucarya (eukaryotni organismy)
* jednobunécné

e mnohobunécéné




Klinicky vyznamné¢é mikroby

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

.. Vyznamne¢ pro t€lo* an1 zdaleka neni totéz jako
,.t¢lu Skodlive®. Naopak, mnohé jsou neSkodné,
nebo dokonce pomahayji

» Kazdy organismus ma sve klinicky vyznamné
mikroby: Clovek, kazdy druh zvirete ¢i rostliny.
Dokonce 1 mikroby (tfeba bakterie) maji sve
mikroby (bakteriofagy).




Neissereia gonorrhoeae




Hlavni klinicky vyznamn¢é mikroby

* Viry (a priony)
» Bakterie (tfeba streptokok nebo Escherichia)
* Houby (kvasinky a plisn¢)
» Paraziti — presahuji pojem mikrob:
— Vnitrni paraziti
* Prvoci (tfeba puvodce malarie)
* Motolice (tfeba motolice jaterni)

 Hlistice (tfeba roup nebo Skrkavka)

* Tasemnice (tfeba tasemnice dlohoclennd)

— Vnéjsi paraziti (vS1, blechy, sténice)




Co nas zajima o mikrobech

morfologie jaky maji tvar a usporadani
struktura z ¢eho se skladaji
fyziologie jak se chovaji
metabolismus jak a ¢im se z1vi

odolnost jak vzdoruji vykyvim
klasifikace jak jsou vzajemn¢ pribuzné




Co nas zajima o klinicky
vyznamnych mikrobech

patogenita které organy osidluji a jak
patogeneze jakym zpusobem pripadné skodi
prenos jak se prenaseji

inkubacni doba

jak dlouho trva, nez se projevi

diagnostika

jak je muZeme poznat

1éCba a prevence

co proti nim muzeme délat




Morfologie klinicky vyznamnych
mikroorganismu

Viry se skladaji z DNA nebo RNA a bilkovin;
nékteré viry maji navic membranovy obal, ktery
,,2ukradly* n¢jakée hostitelské bunce

Viry maji kubickou nebo Sroubovicovou
symetrii. Néktere maji treba tvar dvanactisténu.
Mohou tvorit ,,pseudokrystaly*

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

Vlaknité houby a paraziti jsou tvarove velice
rozmaniti, navic se liSi vyvojova stadia
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Morfologie bakterii

» Koky ve dvojicich (diplokoky), v fetizcich a ve
shlucich (netikejme radéji ,,streptokoky* a

,,stafylokoky*, bylo |

by to matouci)

* TycCinky rovné ¢1 za

nute (vibria), pripadné

nékolikrat zahnuté (spirily), kratké nebo dlouhg,
tvorici az vlakna ¢1 rozvétvena vlakna; konce
mohou byt obl¢ €1 Spicate a 1 tyCinky muzou byt

ruzn¢ usporadane

* Spirochety — tenké spiralovité bakterie

* Beztvaré bakterie, napriklad mykoplasmata
(nemaji bunécnou sténu, takze nemayji tvar)




Koky v fetizcich (elektronova
mikrofotografie Enterococcus sp.)




Zprohybana ty€inka — helikobakter




Spirochety
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Typ bunécne stény

 Grampozitivni bakterie

 Gramnegativni bakterie maji tenkou, ale o to
chemicky. P11 barveni podle Grama jsou
cervene. Napriklad escherichie.

 Gramem se nebarvici bakterie bunécnou sténu
nemaji (mykoplasmata) nebo j1 maji hodné jinou
(mykobakteria).




Grampozitivni Gramnegativni
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Fimbrie a biCiky

Mnoh¢ bakterie jsou schopny pohybu

K pohybu slouzi hlavné biCiky

Fimbrie mohou vedle pohybu slouzit napf.
1 k prilnuti bakterie na povrch nebo pii
vyméné genetické informace

BiCiky bakterii jsou upln€ jine nez biciky
eukaryotnich organismu




Bakterie s biCiky (Escherichia coli)




Pouzdro a biofilm

* Pouzdro obklopuje jednotlivou bakteri1, poprt.
dvojici. Neni to uz integralni soucast
bakterialni bunky, spiS nanosy molekul
(vetSinou polysacharidu), kter¢ bunku chrani

» Biofilm je souvisla vrstva, vznikla z bakterti,
jejich pouzder a dalSiho materialu. Biofilm je
mnohem odoln¢€jsi nez jednotliva bakterie,

..,

z1jici v tzv. planktonicke formé




Jak se tvori biofilm bakterii

* Primy kontakt plouvoucich bakterii
s povrchem

=
* Prilnuti na tento povrch _gman
» Rust a shlukovani téchto bakterii do
mikrokolonii
* Produkce polymerové matrix o~

* Vytvoreni trojrozmérné struktury, ktere
se fik4 biofilm _&_

» Bakterie reguluji svuj poCet pomoci
takzvaného quorum sensingu

(Podle kolegyné Cernohorské z naseho vistavu)




Neobarven¢ pouzdro
V barveni dle ngf
Burriho byly
nabarveny |
bakterie na
cerveno a pozadi
dobarveno tusi;
mikroskopista pak
tusi pouzdro tam,
kde se nic
neobarvilo
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Sporulace

Sporulace je néco jako zimni spanek, ale
dovedeny oproti zimnimu spanku zvifat k
mnohem veEtsi dokonalosti

O.,

Spory preziji velmi vysoké teploty,
vyschnuti, desinfekci a podobng¢
Spora vznika jako endospora: bunka se

rozd¢li, ale neodd¢li uplné€: jedna Cast se meni
ve sporu, ktera je zavzata do t¢ druh¢ bunky

Nepletme si spory bakterii a spory hub!




Spory ruznych druhu rodu Bacillus

ex 0 B Subtilis
B, Cerens
B, Thuringiensis

8. Anihracis

ex - B Polhooveng (fixe le N2)

ex » B Pastouri! (degrade 1Uree)




Spory jsou biochemicky neaktivni,
samy 0 Sob¢ se nebarvi pri temer
zadnem barveni




Fyziologie a metabolismus bakterii

» Tak jako kazdy organismus, 1 bakterie maji svuj
katabolismus a anabolismus

» Katabolismus muze byt troji:

— Fermentace — Stépeni bez potreby kysliku. Malo
energeticky vyhodny, ale nepotiebuje kyslik. Vyuzivaji
j1 naptiklad stfevni bakterie

— Aerobni respirace — z mala Zivin se ziska hodné
energie, je ale nutny kyslik. Vyuzivaji j1 bakterie, kter¢
nachazime ve vnéjSim prostiedi, na rostlinach aj.

— Anaerobni respirace — jiny akceptor elektront nez
kyslik, pro ¢lov€ka malo vyznamne




Mnozeni bakterii

» Kazda bakterie ma svou generacni dobu

e Zajednu generacni dobu jsou z jednée dve,
za desetinasobek je z jedné bakterie 1024
bakterii (teoreticky) a podobné

* Idealni mnoZeni by existovalo pouze
kdybychom neustale piidavali Ziviny a
popr. kyslik a odebirali odpadni produkty




V jedne¢ z nasSich laboratori



Realna rustova kiivka

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

* Faze exponencialni — rust se zrychluje
» Faze stacionarni — rostou porad stejné rychle

« Zpomaleni a zastaveni rustu — doSly ziviny, je
priliS mnoho odpadu, nebo bakterie samy
reguluji sviy pocet pomoci ,,quorum sensingu




Substraty

* Pro sve energeticke potieby vyuzivaji bakterie
ruzne substraty

» Kazda bakterie ma jinou Skalu substratu, jinou
Skalu biochemickych reakci, ktere provozuje (tak,
jako se lisi i ZivoCichove napr. schopnosti /
neschopnosti vyrabet si vitamin C)

» Tyto rozdily lze velice dobfe vyuzivat pri
urcovani bakterii — vime, ze bakterie, kterda ma
Stépi substraty B, F, L, M, P, S, V, Z a nesStépi H,
Ch, K, R, D, T, N musi byt bakterie X. ypsilon




Priklad — Stépeni moCoviny u
helikobaktektera

» Tato reakce umoznuje helikobakterum prezivat ve
vysoce kyselém prostiredi zaludecni sliznice

* CO, vyprcha, kdezto NH; (NH,OH) zustava a
alkalizuie mikroprostredi kolem bakterie




Z1votni podminky bakterii ,,in vivo*

(za z1va) 1 ,,1n vitro* (na Petrtho misce)
* Pro zivot bakterii jsou nutn¢ urcité podminky
* Tyto podminky musime splnit také v pfipadg,

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 (pi1 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 piitom jednotlivé, kombinuji se

O, B || @ O |

dolni mez preziti  dolni mez rustu " horni mez ristu horni mez preziti
(letalni, mikrobicidni) {inhibicni} nptlmum (mez mnoZeni) (usmrcujici hodnota)

Takto pusobi na bakterie napt. ruzn¢é pH (za
predpokladu, Ze se nemeéni ostatni podminky)




Prestat rust jesté neznamena hynout

e ®

mez preziti
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Dulezitym faktorem je vzdy cCas...

' Na misto osy TEPLOTA si
% mUZete dosadit jiny
¥ fyzikdlni faktor (tlak,
% intenzitu zdateni,
vyschnuti
% nebo kon-
", centraci
% chemické




Mikroby a makroorganismus

o 7 hlediska klinické mikrobiologie je vyznamny
vztah mikroorganismus — makroorganismus
(coz muze byt Clovek, ale také zvire €1 rostlina)

* Muze jit o symbiozu, neutralni vztah ¢1 antibiozu

» Z potravniho hlediska muze jit o komensalismus,
saprofytismus nebo parazitismus

* Ne vzdycky se daji mikroby jednodusSe
zaSkatulkovat“. Casto zaleZi na okolnostech,
jestli bude mikrob ,,zly* nebo ,,hodny*




Patogenita mikroorganismu

» Existuji mikroby nepatogenni — neschopn¢ vyvolat
nemoc. V¢Etsinou jsou to ty, které vubec nejsou
schopny do organismu proniknout.

» Existuji mikroby podminéné patogenni, ktere
vyvolavaji nemoci jen za uréitych podminek. Casto
jsou to prospesne bakterie, ktere jsou veétSinou
,,hodne* a jen vyjimecn¢ zaCnou ,,zlobit*, kdyz se
treba dostanou kam nemaji, nebo kdyz zmutuji

» Existuji 1 mikroby obligtné patogenni, ktere
vyvolavaji nemoc vzdy, kdyzZ se dotanou do téla v
dostateCném poctu a vhodnym zpusobem




Virulence mikrobu

* Virulence se da pochopit jako mira
patogenity organismu. Podminén¢
patogenni druh mikroba muze zahrnovat
kmeny virulentn€jSi a mené virulentni

* Virulence muze byt dana naptiklad
produkci toxinu, schopnosti prilnout na
sliznici (tfeba 1 ve form¢ biofilmu) C1
schopnosti vniknout do tkani.




Hodn¢ mikroby: bézna mikroflora

Mnoho mikrobu nam pomaha. Tim, ze osidluji
nasSe sliznice, zabrani tomu, aby je osidlily zle
patogenni mikroby. Nékteré pomahaji 1 jinak

Nejvic, as1 kilogram, je jich v tlustém strevé

Hodné€ mikrobt je 1 v dutiné ustni a v hitanu
U Zen je mikrobni ekosystém v pochvé

I pres relativni nedostatek vody ma svoji
mikrofloru take kuze (ponckud se 1181 na
ruznych mistech)




Plaziva bakterie Proteus se podili na likvidaci
nestravenych bilkovinnych zbytku potravy




Mikroftlora jako ekosystém

« Kdysi1 lidé myslel1, Ze vSechny Skudce urody
jednoduse zahubi napriklad DDT. Ukazalo se
ale, ze takovy brutalni zasah ¢asto nadéla vic
Skody nez uzitku, zvlast kdyz se pouzije
nevhodnym zpluisobem

* Podobn¢ slozity ekosystém je i treba stirevni
mikroflora. I proto dnes na strevni infekce
veétsSinou nedoporuCujeme antibiotika, protoze
system ,,rozhodi* Casto jeste vic.




Jak bojujeme s mikroby

* Dekontaminacni metody (desinfekce a
sterilizace) likviduji mikroby ve vnéjSim
prostiedi. Vyuzivaji pomérné jednoduché
fyzikalni a chemicke principy (teplo, zareni,
oxidacni ¢inidla, tenzidy)

» Antimikrobialni latky likvduji mikroby uvnitf
mikroorganismu. Mechanismy pusobeni musi
byt mnohem jemné¢jsi a specifictéyi

 Imunizace (pasivni a aktivni) vyuziva
prirozen¢ obranyschopnosti organismu




Sterilizace X desinfekce

» Sterilizace je postup, ktery vede ke sterilité, tj.
niCi vSechny formy zivota. Je zbytecn¢ uvadéet v
definici ,,vCetné spor — kdyz vSechny, tak
zkratka vSechny, 1 cysty parazitu, houby,
neobalené viry, zkratka vSechno.

* Desinfekce je postup, ktery ni¢i patogeny
pritomne v daném prostredi. Protoze spektrum
patogent je jiné v ordinaci praktického 1¢kare a
jin¢ v TBC 1éCebné, je jina 1 spravne desinfekce.
* Oproti klasickym predstavam existuje i
chemicka sterilizace a fyzikalni desinfekce.







Antimikrobialni latky

* Na rozdil od desinfekce nemusi vzdy
mikroby usmrcovat, ale staci, kdyz potlaci
jejich mnozeni. Se zbylymi mikroby uz si
pak télo vétsSinou poradi samo

» Toto ale neplati u pacientu v tézkém
stavu. U téch nestaci latky, kter¢ zastavuyi
rust (mikrobistaticke) a jsou potreba latky,
kter¢ mikroby usmrcuji (mikrobicidni)




Druhy antimikrobialnich latek
 Latky pusobici celkove:
— Antiparazitarni latky proti parazitim
— Antimykotika proti kvasinkam a vlaknitym houbam
— Antivirotika proti virum
— Antituberkulotika proti mykobakteriim
— Antibiotika prot1 bakteriim (pfirodniho puvodu)

— Antibakterialni chemoterapeutika take proti bakteriim,
ale synteticka

V posledni dobé se stiraji rozdily mezi poslednimi dvema

» Latky pusobici lokalné: antiseptika
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Imunizace - princip

* Imunizace je postup, pi1 kterém do téla podame
protilatky (pasivni imunizace), anebo télo
povzbudime k jejich tvorb€ (aktivni imunizace)

* Hladovému muzi na bichu feky
— nachytame ryby — pasivni imunizace
— pomuzeme, aby se naucil ryby chytat — aktivni
Imunizace
— nékdy kombinujeme oboji




Pasivni imunizace

* Do organismu jsou vneseny uz hotove protilatky
nebo serum, ktere je obsahuje.

* Nevyhoda: protilatky od ciziho Cloveka nikdy
nejsou stejne, funguji méne ucinné a postupne
se jich télo zbavuyje (kratkodoby tcinek)

* Vyhoda: organismus je chranén okamzite.
Nevyhodu kratkodobého u€inku lze odstranit,
pokud pasivni imunizaci zkombinujeme s
pasivni (napriklad u tetanu)




Aktivni imunizace

» Aktivni imunizace = oCkovani: do organismu
je vnesena oCkovaci latka, obsahujici tzv.
antigen. T¢lo je antigenem "vyprovokovano" a
vytvari protilatky.

* Ockovani proti TBC — vyjimka: cilem zde
neni vyvolat tvorbu protilatek,ale tvorbu
bunécné 1munity, coz souvisi se zvlastnimi
mechanismy u TBC infekce




Ockovani velice pomaha
pr1 boj1 s mnohymi

nemocemi u nas 1 ve svete
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[I. UrCovani
mikrobu, prace
laboratore
klinickeé
mikrobiologie




Diagnostika: prukaz a urCovani bakterii

* Klinicka mikrobiologie v praxi spociva v tom, ze
lékar (at’ uz je to obvodni I€kar, ambulantni
specialista ¢1 1¢ékar z kteréhokoli oddéleni
nemocnice) posle do laboratore vzorek

» Ukolem klinickomikrobiologické laboratoie je
prokazat v takovém vzorku pripadnou pritomnost
mikrobi a pokud tam jsou, tak je také urcit.

* UrCeni nemusi byt presne, ale musi poskytnout
dostatek informaci pro léCbu




Pojmy vzorek a kmen

Vzorek je to, co je odebrano pacientovi a prichazi na
vySetreni do laboratore:

* kusovy Ci tekuty material ve zkumavce Ci1 jin¢
nadobce (krev, serum, moc...)

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

Kmen je Cista kultura (,,vypéestek*) jednoho druhu
mikroba

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

Kochuv objev, Ze bakterie 1ze takto péstovat, mél
zasadni vyznam v déjinach mikrobiologie.




Prehled metod

* Metody primé
— Hledame mikroba, jeho cast Ci jeho produkt
(napriklad n¢jaky bakterialni jed — toxin)
— Primy prukaz ve vzorku — pracujeme s celym
vzorkem (moci, krvi, vytérem z krku a podobn¢)
— Identifikace kmene — urCeni vypéstovancho 1zolatu
* Metody neprime
— Hledame protilatky. Protilatka neni soucasti ani

produktem mikroba — je produktem
makroorganismu, odezvou na ¢innost mikroba




Prehled metod primeho prukazu

Metoda Prukaz ve |Identifikace
vzorku

Mikroskopie ano ano

Kultivace ano ano

Biochemicka identifikace |ne ano

Prukaz antigenu ano ano

Pokus na zvireti ano V praxi ne

Molekularni metody ano v praxi ne*

*netyka se molekularni epidemiologie — sledovani pribuznosti kmeni




Mikroskopie

Pozorujeme mikroby, u vzorku i bunky
hostitelského organismu (epitelie, leukocyty a
podobn¢)

Nativni preparat - na velke a/nebo pohyblive
mikroby

Nativni preparat v zastinu (hlavné spirochety)
Fixované a barvené preparaty — barveni podle
Grama, podle Giemsy, podle Ziehl Neelsena
(pouziti pro ruzne skupiny bakterii, hub ¢i
parazitu)

Elektronova mikroskopie — u viru; spise
vyzkum nez pi1 bézném prukazu viru
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Mikroskopie vzorku




Kultivace (p€stovani) bakterii
(pripadné take kvasinek)

Bakterie Casto péstujeme na umélych pudach

Bakterie na pudu naoCkujeme a poté pudu
umistime do termostatu, vétSinou nastaveneho

na 37 °C (pro bakterie vyznamne¢ pro

Cloveka je

to veétSinou optimalni teplota — coz ma logiku)

Za 24 (nékdy az 48) hodin pudu vytahneme a
pozorujeme, jak nam bakterie vyrostly

Vlaknité houby se péstuji mnohem de¢le

Viry a paraziti se v€tSinou vubec ne;

nestuyi




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

N¢ektere jsou dany nastavenim termostatu, jine
sloZzenim kultiva¢ni pudy

Pouzivame ruzna kultiva¢ni média, slouzici

k urCitym ucelum

Aerobni a fakultativné anaerobni bakterie
muzeme pestovat za normalni atmosfery

Striktné anaerobni bakterie vyzaduji atmosféru
bez kysliku. Kapnofilni zase zvySeny podil CO.,,.
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Smysl kultivace bakter

* ProC vlastn¢ v laboratof1 bakterie péstujeme?

— Abychom je udrzeli pi1 Zivoté a pomnozili. K tomu
slouzi kultivace na tekutych pudach 1 na
,,pevnych* pudach (to jsou pudy, ktere netecCou,

Je

2

— Al

jich zakladem je vE€tSinou agarova rasa)

bychom ziskali kmen — pouze pevné pudy

bychom je vzajemné odlisili a oddélili —

pouzivaji se diagnosticke a selektivni pudy,
slouzici k 1dentifikaci




Pojem kolonie

» Kolonie je utvar na povrcl
Pochazi z jedné bunky ne

bunck (dvojice, fetizku, shluku)

.." ®
L

hu pevne pudy.
b0 male skupinky

* V nékterych pripadech muzeme z poctu kolonii
odhadnout pocCet mikrobu ve vzorku — nebo
presné¢ji pocet ,,kolonii tvoricich jednotek™

(CFU)

» Popis kolonii ma vyznamné misto v diagnostice




Kultivace v praxi

* Vzorek se vlozi do tekuté pudy nebo nanese na
pevnou pudu

* U pevne pudy se ho snazime tzv.
mikrobiologickou kliCkou rozredit, abychom
ziskal1 jednotlivé kolonie a mohli dale pracovat
s kmeny mikrobu

* Tekuté pudy
— jsou pudy pomnoZovaci
— zakladem je zpravidla hovézi vyvar a bilkovinny
hydrolyzat
— nejdulezitéisi je peptonova voda, bujon, VL-bujon,
selenitovy bujon (selektivné pomnozovaci)




Tekute pudy
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Pevne (agarove) pudy

« Zakladem je opét masopeptonovy bujon, ale navic
obsahuji vytazek z agarové rasy. Pouzivala se 1
zelatina, ale neosvédCila se tolik jako agar.

* Abychom vyuzili vSech
vyhod, které pevnée pudy P—
nabizeji, musime vzorek 74
(kultivace vzorek = kmen),
ale 1 kmen (kultivace kmen
—> kmen) dobfe rozockovat.
Klasickym zpusobem
rozoCkovani je tzv. krizovy
rozteér.




Co se da popisovat u kolonii

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

* Protil (vypoukly...) * Vuné/zapach
 Okraje (vybézky..) * Okoli kolonie

To vSe ale pouze v pripad¢, ze se podarilo
rozoCkovanim ziskat jednotlive kolonie. Tam, kde je
husty narust, se tyto vlastnosti hodnotit nedaji.




V pripad¢ smési vytvori kazda
bakterie svoje kolonie
(pf1 dobrém rozocCkovani)

1 — oCkovani smeési1 bakterii (naznaCeny teCkami), 2 — vysledek
kultivace: v prvnich Gsecich smés, az na konci 1zolované kolonie







Existuji ruzne typy pevnych pud

* Diagnostické pudy — roste "kdeco, ale ruzng"
(krevni agar, VL krevni agar)
— Chromogenni pudy — zvlastni druh diagn. pud

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

* Selektivné diagnostické pudy — napr. Endova (jen
G—, a rozliSeni bakterii podle Stépeni laktozy)

* Obohacené pudy — k péstovani naroCnych bakterii
(Cokoladovy agar, coz je zahtaty krevni agar)

* Specialni pudy — maji sve zvlastni urCeni (MH puda
pro testy citlivosti kmene k antibiotikuim)




Pudy diagnosticke

* Nepotlacuji rust zadneho
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)

o Zvlastnim pripadem plidy
chromogenni a flurogenni




Pevne selektivni pudy

 Udelem je vyselektovat
(vydélit) ze smési baktérii
pouze urcitou skupinu
nebo skupiny

« Prikladem je agar pro
stafylokoky s 10 % NaCl

* N¢kdy je selektivnosti
dosazeno pridanim
antibiotika. Krevni agar

R s amikacinem je selektivni

A IR pro streptokoky a

enterokoky

[lustrac¢ni foto: krystalky NaCl




Selektivita hypersoln¢ho agaru




Priklad selektivné diagnosticke
pudy — Endova puda

Endova puda je selektivni jen pro nékteré
gramnegativni tyCinky (selektivni vlastnost)

-

Endova puda umi take
rozliSit bakterie
podle toho, jestl
dovedou Stépit
laktozu, nebo ne
(diagnosticka
vlastnost).




Chromogenni pudy

* Chromogenni puidy obsahuji barvivo, na které je navazany
specificky substrat = barevnost se ztraci, neni to uz
barvivo, ale chromogen

» Bakterie schopna Stépit specificky substrat zmeéni
chromogen zpét na puvodni barvivo




Pudy se pouzivaji 1 k testovani
citlivosti na antibiotika

* V tomto pfipad¢ se bakterie
naoCkuji po celé ploSe a na pudu se
nakladou kulaté papirky napusténé
jednotlivymi antibiotiky
(antibiotické disky). Antibiotika
difunduji agarem. Je-l1 kmen citlivy,
vytvori se zona citlivosti.

* NejcCastnéj1 se pouziva bezbarva
MH puda, na kter¢ je zaroven dobie
vidét 1 pigmenty bakterii




Postup ocCkovani vytéru z krku

bacitracinovy disk
[na hemaofily)

¥V + K disk
[vanko. + kolistin)

meningokoky

afylekek. cara

eckovani tampenem

ockovani klickeou

hemofily



Vytér z krku — redlny vysledek




Pé&stovani anaerobnich bakterii

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




Biochemicke 1dentifikaCni metody

o [ mezi savci jsou rozdily. Clovek neumi tvorit
vitamin C, nektert savci ano

» Bakteri1 predlozime urcCity substrat a
zkoumame, zda ho bakterie pomoci sveho
enzymu zméni v produkt. Produkt se musi liSit
od substratu skupenstvim ¢1 barvou. NeliSi-li
se, uzijeme indikator

» Existuje pritom velké mnozstvi zpusobii
technického provedeni tohoto typu testui.




Moznosti praktickeho provedeni

* Rychlé testy (vteriny az minuty)

— Katalazovy test

— Testy s diagnostickymi prouzky (oxidaza)
* Testy s inkubaci (hodiny az dny)

— Jednoduché zkumavkove testy

— Slozité zkumavkove testy

— Sady jednoduchych zkumavkovych testi

— Testy v plastove destiCce (miniaturizace)

— Jiné testy (napt. Svejcarova plotna)




Katalazovy test

velmi jednoduchy, do substratu
(roztok H,0,) rozmichame bakterie. Bublinky =
pozitivita. Princip: 2 H,0, 2 2 H,O0 + O,

(.atalase + (atalase -




Priklady dalSich testu:

oxidazovy test (diagnosticky prouzek)

e, . [R5




Provedeni testu v praxi




...a dalsi testy

Lrease pos. Urease neg.




N¢ékdy se zkoumaji 1 vzajemne interakce
dvou ruznych bakterialnich kmenu

¥
: . - } 5:

Fat,




Moderni biochemicke testy
zahrnuji 1 desitky reakci

* Testy se d¢laji v dulcich plastovych
mikrotitracnich desticek.

» Pocet testu 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 €1 lije do dulku




NEFERMtest 24

Pliva Lachema: B
do jednoho ramecku |
1ze vlozit Ctyti
trojradky (Ctyt1 testy,
urceni Ctyt ruznych
kmenu)




Z.ahranicéni
soupravy
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Pokus na zvireti

Pokus na zvireti1 byval dulezitou soucasti
diagnostiky v zacCatcich mikrobiologie. Jsou ale
vyjimecne pripady, kdy se uplatni 1 dnes.




Prukaz nukleove kyseliny

* metody bez amplifikace nukleové kyseliny
(klasicke genove sondy)

* metody s amplifikaci (namnozenim)
— PCR (polymerazova retézova reakce)
— LCR (ligazova retézova reakce)

* Principialn€ se pouziti v mikrobiologii nelisi
od pouziti jinde (napf. v genetice)

* Nevyhoda — nékdy jsou az prilis citlive, takze
se prokaze kazda molekula DNA, ktera mohla

treba ,,prilétnout odnékud zvenci. Citlivost se
dnes ale da omezit.




Co je to antigen

Antigen je struktura na povrchu mikroba (ale 1
treba pyloveho zrnka €1 zvireciho chlupu), ktere
télo provokuje k tvorbé protilatek

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

Co je to protilatka

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

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




Serologicke metody (zalozen¢ na
interakci antigen — protilatka)

e pracuji s reakci antigen — protilatka (za
vzniku komplexu); vzajemné se liSi zpusobem
detekce komplexu antigen — protilatka

* pristejném principu metod se daji vyuzit pro
prukaz antigenu (pomoci zvireci protilatky) i
pro prukaz protilatky v téle pacienta (pomoci
antigenu mikroba, nebo 1 celého
mikroorganismu)







Protilatku antigenem, nebo
antigen protilatkou?

Prukaz antigenu: laboratorni protilatky
(zvifeciho puvodu) + vzorek pacienta nebo
kmen mikroba.

Piima metoda

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

pacienta /
B+ |-

Nepiima metoda




Prukaz antigenu a antigenni analyza

* V ramci prukazu antigenu (tedy primého
prukazu) lze jesté dale rozlisit dva podtypy:
— Primy prukaz antigenu ve vzorku, napriklad
ve vzorku mozkomisniho moku

— Antigenni analyza (identifikace) kmene,
1zolovan¢ho ze vzorku (napiiklad kmene
meningokoka)

* U neprimého prukazu naopak vzdy
pracujeme se vzorkem, a to se vzorkem sera,
kde hledame protilatky




Serologicka laborator




Cerstva, nebo davno prod¢lana nakaza?

* Po nakaze pretrvavaji protilatky dlouhodobg,
nckdy celozivotné. Samotny nalez protilatek tedy
tolik neznamena. Pro rozliSeni Cerstve X davno
prod¢lané nakazy se pouziva:

— zjisténi mnozstvi protilatek (jako tzv. titru) a zména
tohoto mnozstvi v ¢ase (dynamika titru)

— rozliSeni protilatek tridy IgM a IgG (jen u nékterych
nov¢jsSich reakcei je to ovSem mozne)

— stanoveni tzv. avidity (sily vazby protilatek)




Prub¢h protilatkove odpovedi

» Akutni infekce: velke mnozstvi protilatek,
prevazn¢ tiidy IgM

* Pacient po prodélané¢ infekci: mala
mnozstvi protilatek, hlavné IgG
(imunologicka pamét))

o Chronicka infekce: riizne moznosti




Ukazka serologicke reakce ELISA
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Prace laboratore v praxi

* Do laboratofe prijde vzorek

e K neprimému prukazu jsou prijimany vzorky
sera (kde hledame protilatky)

* K primému prukazu jsou prijimany vzorky z
téch mist na téle, kde predpokladame infekci:
nejCastéjsi jsou vytéry z krku a nosu, vzorky moce
a stolice, ale nékdy prijde 1 tieba kousek srdecni

chlopné odebrany pi1 operaci




Proces mikrobiologickeho
vySetfovani — 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 (IéCit
vzdy pacienta, ne nalez)




Nektere

odbérove |
soupravy |#l

e zleva:

— CAT

— FungiQuick

— souprava na
chlamydie

— suchy
tampon
s dratem




Priklady
nadobek

* Vlevo
klasicka
zkumavka,
napr. na
serum,
vpravo
kontejnerek
na strevni
parazity




Takhle to vypada, kdyz piiydou
vzorky (a blizi se Vanoce ©)




Casovy faktor (tam, kde se provadi
primy kultiva¢ni prukaz bakter1i

* V ., den 0* obvykle pouze prijde vzorek. Provest l1ze
leda mikroskopii, pfimy prukaz antigenu ve vzorku
C1 prukaz DNA

* V ,den 1 ¢i,,den 2* je k dispozici vysledek
primokultivace. Kdyz je podezrely nebo pozitivni,
pokracCuje diagnostika do dalSiho dne

* Negativni vysledky se odesilaji v ,,den 1* nebo

,,den 2%, pozitivni v ,,den dva az ,,den 5* podle
situace




riklad:

. Den 0. (prijata stolice)
stolice

H == = 24hod

48hod =

\
\ 28°C/ 42°C
< \\ / ’/ _-

- CCDA -
\\\\ ‘ A/ _
b o
A/
72hod -

identifikace

Negativni vysledek je za 48h Pozitivni za 72h a vice

*Neni-li uvedeno jinak kultivace probiha pfi 37°C




Laborator klinické bakteriologie

Lawrant 2 Héh - ) Mlkroblolog (VS) ,odedita Laborant 1]

opacka' Iaborator — prohlizi =
H |t|vn|Ch v__irkfj 1'ivysledky kultlvaC| zaplsule l y.
e gpravuje sty

§iMVosti a testy
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1. Virus chiipky

Zarazeni

Obalené¢ ss-RNA viry, Sroubovicova sym.

Patogenita

Celkoveé horeCnaté onemocnéni

Prenos

Hlavn¢ kapénkova infekce

[.éCba

Obrazky

LécCi se priznaky, u oslabenych antivirotika
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2. Virus vztekliny

Zatazeni Obalené¢ ss-RNA viry, Sroubovicova sym.

Patogenita | Postihuje nervovy systéem. Usmrcuje

Prenos Pokousanim psem, liSkou €1 jinym zvif.
Lécba Ockovani. Rozvinuta vzteklina nelécitelna.
T - — r— : I
/4 - . . = . 4 L+ | £
Obrazek -
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3. Virus spalnicek

Zatazeni Obalené¢ ss-RNA viry, Sroubovicova sym.

Patogenita | Détské onemocnéni, dnes vzacne

Prenos Kapénkova infekce
Leécba L¢&Ci se priznaky. Prevence oCkovanim
Obrazek

Podobny
je 1 virus
priusnic.




4. Respiracni syncycialni virus

Zarazeni Obalen¢ ss-RNA viry, Sroubovicova sym.
Patogenita | Jeden z béznych plivodcu dych. infekci
Prenos Kapénkova infekce

Leécba

Pouze 1¢Cba priznaku




5. Virus zloutenky A

arazeni cobalene ss-RNA viry, kubicka sym.
atogenita elkova nemoc, zanét jater
fenos emoc Spinavych rukou

Leécba

Obrazek

Podobn¢ se

prenasi 1 virus
zloutenky E, ale
neni pribuzny




6. Virus zloutenky B

Zarazeni Obalene¢ ds-DNA viry, kubicka symetrie
Patogenita | Jako virus zl. A, ale miva trvale nasledky
Ptfenos Krvi (1injek¢ni jehlou) a pohlavnim stykem
Lécba

Podobn¢ se
prenasi 1 virus
zloutenky C, ale
neni pribuzny

Interferon, leky chranici jatra




7. Adenovirus

Zarazeni Neobaleny ds-DNA virus, kubicka sym.
Patogenita | Dychaci, travici potize, zancty spojivek
Prenos Kapénkova infekce

Leécba Pouze 1¢Cba priznaku

Obrazek

i




8. Virus prosteho oparu

Zarazeni Obaleny ds-DNA virus, kubicka sym.
Patogenita | Prvni typ d€la opar rtu, druhy pohlavi
Prenos Libani, dotykani, pohlavni styk
Leécba Antivirotika jako masti 1 celkové
Obrazek 3 |

Ptibuzny je 1 virus
pasoveho oparu a
planych nestovic,
virus infek¢ni
mononukleozy a
cytomegalovirus
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9. Staphylococcus aureus

,Shlukovec zlaty*

Zatrazeni Grampozitivni kok

Patogenita | Hnisavé nemoci kuze, dychacich cest aj.
Ptfenos Kontaktem, pripadn¢ vzduchem

Lécba

Antibiotika (nejlépe oxacilin)

Obrazky




Shlukovec zlaty — prib¢h

 Pani J. K., kucharka ve studentské menze. M4 na ruce
puchyt, naplnény zlutobilym hnisem. Nevénuje mu
vSak pozornost. Bere do ruky knedliky, ktere se uz
nevari, ale jen prohtivaji

» Student Milos s pritelkyni s1 pochutnaji na
knedlikach. Odpoledne maji schuzku ... ale co to?
Pul hodinu pred schuzkou Milose najednou zni¢ehoz
nic rozbolelo bricho. Na WC nevi, ktery konec travici
trubice nastavit vstric mise driv... Vola pritelkyni —
ta ma ale pochopeni, je na tom stejné... Romanticke
odpoledne se nekona...




10. Streptococcus pyogenes

7 66

,Retézovec hnisavy

Zatazeni Grampozitivni kok

Patogenita | Angina, spala, ruze, zanéty ve tkanich...
Prenos Kapénkova infekce, kontakt

Lécba Ant1b10t1ka nejlepe klasicky penlcﬂm

Obrazky




Retézovec hnisavy — pribch

» Pan Hmozdinka je kutil. Pracoval v dilné, kdyz se
uvolnila t€zka foSna se svérakem a spadla mu na
nohu. Vznikla velka trzna rana, navic znecisténa.
Pana Hmozdinku odvezli do nemocnice. Ranu
chirurgicky osetrili, ale objevily se vysoké horeCky a
piiznaky sepse. P11 reoperaci byl zjiStén zanct
svalovych obalu (fascii) s nekrézou. Bohuzel,
veskera peCe nepomohla: noha nakonec musela byt
amputovana.




These large, dark, boil-like blisters are a diagnostic symplom of necrotizing

fascilis (also known as flesh-ealing disease).
iSowce:. EMBES, 1908 hitp: fmdchoice comid




11. Neisseria meningitidis

66

,,Neisserka mozkomisSni* (meningokok)

Zarazeni Gramnegativni kok

Patogenita Smrtici zanéty mozkovych plen

Prenos Kontakt, na kratkou vzdalenost vzduchem

Leécba Rychla obnova rovnovahy + antibiotika
Obrazky -

Meningokoka
ma v krku asi
10 % uplné
zdravych osob!




Neisserka mozkomisSni — prib¢h

* Lucie se uz Ctyt1 tydny ucila na maturitu
z fyziologie. Vubec nevychazela z domu a jen
sedéla na zadnici. U maturity nakonec ze sebe
nc¢co vykoktala, a tak odmaturovala uspesné.

* Vecer to vSichni Sli oslavit na maturitni vecirek
v taneCnim klubu. Bylo tam nakoureno a
tancovalo se do hluboke noci. Druhy den Lucce
nebylo dobre, zacala mit teploty a pak se objevila
1 vyrazka.




(pokracovani)

* Az tehdy se nechala odveézt do nemocnice na
infekcni oddéleni. V sanitce upadla do
bezvédomi a Iekar1 konstatovali rozvrat
metabolismu. Po mnoha hodinach intenzivni
snahy l¢karu se vSak jeji stav zlepsil. Byla
zachranéna a po dvou tydnech se vratila domu.

Lucku se podarilo zachranit, ale mnoho
podobnych pripadiit bohuzel konci smrti...




12. Neisseria gonorrhoeae

LINeisserka kapavcita™ (gonookok)

Zarazeni Gramnegativni kok

Patogenita | Hnisavy zan€t mocCove trubice a dél. Cipku

Prenos

Pouze pohlavnim stykem

[.éCba

Obrazek




13. Listeria monocytogenes

66

,JListerka syrova

Zarazeni Grampozitivni tyCinka

Patogenita | Postihuje ruzne organy, hlavné oslabenych
Ptfenos Z potravin, hlavné syru, salatu a podobné
Leécba

Obrazek




14. Escherichia coli
Escheriska tra¢nikova

Zarazeni Gramnegativni tyCinka, enterobakterie

(44

Patogenita | BéZna flora stieva, patogen mocCovy a jiny

Prenos Potravinami, kontaktem

Lécba Antibiotika (tfeba ko- trlmoxazol)
Obrazek 7

£ %2
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15. Salmonella enterica
Salmonka strevni‘*

Zatazeni Gramnegativni tyCinka, enterobakterie

9

Patogenita | Pruymova onemocnéni

Pfenos Potravinami (vajicka, zakusky)

Lécba Zavodnéni, dieta, nedavat antibiotika!
Obrazek |




Salmonela — prib¢h

» Sle¢na Tereza je mlsna. Dnes s1 po obéd¢ dala
krémovy zakusek. Odpoledne j1 zacalo bolet
bricho, a pochopila, ze vzdalit se na delsi dobu z
domu nelze. Navstivila 1¢kare, ten ji odebral vytér
z fitniho kanalu. Za n¢kolik dni volali Tereze z
uzemniho pracovisté krajske hygienickée stanice.
Tereza s1 byla jista, ze za vSechno muze krémovy
zakusek. Ukazalo se vSak, ze jeji podezreni bylo
falesne. ..




Z. ¢eho to tedy m¢la?

* Vinik — jidlo nemuze byt krémovy zakusek!
Neodpovida totiz inkubacCni doba, ktere je u
salmoneloz zpravidla dva dny, nékdy ale 1 tyden

* Vinikem — jidlem se nakonec ukazal byt
zloutkovy vénecek, ktery Tereza zbastila o dva
dny diiv

* Lidskym vinikem bude pravd€épodobné n€kdo
v cukrarné ,,U hystericke cukrarky*, kde nékdo
néco nejspis zanedbal. Prave ted’ po tom patra
oddéleni hygieny vyzivy KHS. Muze jit o
primarni €1 sekundarni kontaminaci jidla.




16. Pseudomonas aeruginosa
. Vytrvalka médénkova*

Zarazeni Gramnegativni ty€inka, ,,nefermentujici
Patogenita | Infekce popalenin a ran oslabenych osob
Pienos Hlavn¢ v nemocnicich, kontaktem a;.
Leécba

Velmi obtizna, pouze silnymi antibiotiky

k- ' ' R dre
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Muy vlastni zazitek s vytrvalkou
Pseudomonady napadaji 1 jinak zdravé lidi pf1 poruseni
anatomické kozni bariéry. Infekce vSak byva jen lokalni.

13. 1. 2006, patek, Padang, Zapadni Sumatra,
Indone¢sie: as. ZahradniCek pada do nezakryté
destove kanalizace s nasledkem pomérné€ velke rany
sahajici na okostici holenni kosti

O n¢kolik tydnu pozdé€ji: rana je intenzivné citit
vytrvalkou, ktera je nasledné€ z rany 1 vykultivovana.
Nastésti je dobre citliva

Terapie: lokalni — uSni kapky otosporin (gentamicin
+ polymyxin B, obé slozky ucinn¢)

Terapie uspesSna




o
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1’7. Borrelia burgdorferi
,Borrelovka burgdorferova“

Zatrazeni Spirocheta

Patogenita | Kostni €1 nervova forma lymeské nemoci

Prenos Prisati klistéte

[.éCba

Obrazky
(vpravo
pienaSec)







18. Mycobacterium tuberculosis
./ vlastnosténka tuberkuldzni*

Zarazeni Gramem se nebarvici tyCinka
Patogenita | Plicni 1 mimoplicni formy tuberkulozy
Ptfenos Vzduchem, napada oslaben¢ osoby
Lécba

Obrazek

Pouze kombinaci silnych specidlnich 1¢ku

B AT




Pribéh TBC

» Honza j1Z nékolik let véd¢l, ze
je HIV pozitivni. VEéd¢él, Ze je
zranitelnéjsi nez jini

e Presto ho zaskocilo, ze
v posledni dob¢ zacal kasSlat. Po
mnoha vysetienich se potvrdila
miliarni (zrnkovita) forma
tuberkulozy.




19. Clostridium perfringens

,Uzavienka pronikajici

14 7¢6

Zarazeni Grampozitivni tyCinka, sporulujici, anerob
Patogenita | Plynate snéti za valky €1 pri katastrofé
Ptfenos Vnikne do znecisténe rany

Lécba Prisun kysliku, antisérum, antibiotika
Obrazek s
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20. Candida albicans
.Beélenka bélostna“

Zarazeni Houba, kvasinka

Patogenita | Infekce ruznych sliznic, popf. 1 tkani

Prenos Hlavné potravinovy

:

Leécba Mistni 1 celkova antimykotika
Obrazek




21

. Trichimonas vaginalis
Bicenka poSevni

Zarazeni Prvok, bic¢ikovec

Patogenita | PoSevni vytoky

Prenos Pohlavni styk, vyjimecné napt. pradlem
Lécba Metronidazol (antiparazitarni Ie¢ba)

Obrazek




22. Enterobius vermicularis

Roup détsky

Zarazeni Hlistice

Patogenita | Hlavné svédéni v okoli fitniho otvoru
Pfenos Potravni, ¢asto autoinfekce u déti
Lécba Anthelmintika

Obrazek




Prostor pro dotazy

* Pokud vas néco napadne pozdéi,
muzete mne kontaktovat

e e-mail:
e mobil: 777 031 969
* 1CQ: Bacil, 242-234-100




