Lékarska
mikrobiologie pro
ZDRL

Tyden 1: Uvod



Dnes mame na programu

e Co je to mikrobiologie
e Co je to humanni klinicka mikrobiologie

e Co je to laborator klinické mikrobiologie
(hlavné bakteriologie), jak funguje a proc
funguje prave tak, jak funguje

e Ktere jsou lekarsky vyznamné mikroby a
kterymi metodami je zkoumame



Zkouska, literatura

Zkouska z lékarské mikrobiologie -

- na konci druhého semestru. Ma praktickou a
teoretickou cast. U teoretickeé Casti si vytahnete
trojici otazek. Otazek je celkem 120

Doporucenou knihou je , Lékarska

mikrobiologie — vysetrovaci metody", je ale

hodné objemna a také pomé&rné drahd. Muzete
také studovat s téchto prezentaci (vsechny
budou postupné viset na ISu ve Studijnich

materidlech) a daldich materidlu, které vdm

poskytneme. ]
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Historie mikrobiologie

e Prvni mikroby (,,animalcula™)
pozoroval Antony van Leeuwenhoek,
diky tomu, ze jako prvni sestrojil
dostatecné zvéetsujici mikroskop

e Zasluhu na dnesni podobé
mikrobiologie maji Louis Pasteur a
Robert Koch, kteri propracovali
mlkroblologlcke metody a popsali
mnoho jednotlivych druhu bakterii



Historie klinické mikrobiologie a
imunologie

e Klinicka mikrobiologie se jako samostatny
obor odstépila zacatkem 20. stoleti
z patologie. Do té doby se diagnostikou
mikrobidlnich puvodcl ve vzorcich
pacientU zabyvali patologové

e O vice neZ pulstoleti pozdé&ji se
z mikrobiologie vyclenila imunologie, tedy
veda o obranyschopnosti organismu.



Humanni klinicka
mikrobiologie — co to je

e Je to prunik mnoziny vselijakych
mikrobiologickych obord a mnoziny
|ékarskych oboru.

e Pro lekare jsme prilis mikrobiologicti. Pro
mikrobiology z prirodoveédecke fakulty jsme
prilis lekarsky zaméreni...

e Veterinari nam nadavaji (a maji nékdy
pravdu), ze si myslime, ze klinicka
mikrobiologie je jen ta humanni. Ve
skutecnosti existuje i veterinarni obdoba -
veterinarni klinicka mikrobiologie 8



Klinicka mikrobiologie
Molekuldarni  Mikrobiologie nfekéni

biologiea  rostlin ékaFstvi
enetika .

9 Humanni Epidemiologie

Obecna Klinicka infekcnich

mikrobiologie mikrobiologie nemoci

Buné(”:né Veterinarni Dermato-

C klinicka venerologie
biologie mikrobiologie ’

9



Kdo jsou mikrobiologovée

Zakladni mikrobiologicky vyzkum

Primyslova \ Klinicka Jiné
mikrobiologie \ mikrobiologie medicinské

N2

Chemickoj Prirodovédecké | ékarské
technologic. a podobné fakulty
skoly fakulty

Na nasem ustavu jsou lékari a dalsi odbornici. |,
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Co nas ceka v tomto
predmetu

e Povidani o uréovani mikrob a vibec o

braci v laboratori klinické mikrobiologie

e Povidani o klinicky vyznamnych
mikrobech a jejich viastnostech

e Néco o dekontaminaci a antibioticich

e Drobné exkurze do stycnych oblasti
mezi mikrobiologii, imunologii,
epidemiologii apod.
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http://vietsciences.freegfr/ khaocuu/ nguyenlan
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Co je to mikrob

e Musi to byt zive. Zrnicko prachu neni
mikrob, i kdyz je mikroskopickeé

e 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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Bakterie
Helicobacter
a kolem ni
schematicky
jeji genom

http://biology.plosjour
nals.org/archive/1545-
7885/3/1/figure/10.13
71_journal.pbio.00300
40.g001-M.jpg 15




Co jsou vsechno mikroby

e Mikroby jsou tedy napriklad
mikroskopické rasy a sinice,
archea (drive archeobakteérie),
ruzné organismy schopné vydrZet
hluboko pod morem nebo
v extremnich podminkach horkych
pramenu

e jSOuU zajimave a uzasné
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Co tyhle mikroby umi

e Prezivaji v mori v hloubce 10 km
e Preziji i teploty kolem 110 °C
e \Vydrzi znacnou radioaktivitu

e Jsou schopny misto kysliku ,,dychat™ siru
Ci dusik (zkratka, maji jiny akceptor
elektronu neZ atom kysliku)

e Mnoho véci ovsem umeéji i mikroby
lékarsky vyznamneé, jak si povime dale
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Tridéni zivych organismu

e Priony — neobsahuji DNA, véetsinou
se vibec nepovazuji za Zivé
organismy

e Viry a bakteriofagy

e Bunécné organismy
— Archea (archeobakterie)

— Eubacteria (eubakterie)

— Eucarya (eukaryotni organismy)
e jednobunécne
e mnohobunécne
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Klinicky vyznamné
mikroby

e Klinicky vyznamné mikroby jsou takove, ktere
jsou vyznamnée pro lidskeé telo

e ,Vyznamne pro telo" ani zdaleka neni totez
jako ,télu skodlivé". Naopak, mnohé jsou
neskodné, nebo dokonce pomahaji

e Kazdy organismus ma sveé klinicky
vyznamné mikroby: clovék, kazdy druh
zvirete Ci rostliny. Dokonce i mikroby (treba
bakterie) maji své mikroby (bakteriofagy).

20
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Hlavni klinicky vyznamné
mikroby (a jiné organismy)

e Viry (a priony)
e Bakterie (treba streptokok, Escherichia)
e Houby (kvasinky a plisné)
e Paraziti - presahuji pojem mikrob:
- Vnitrni paraziti
e Prvoci (tfeba pUvodce maléarie)
e Motolice (treba motolice jaterni)
e Hlistice (treba roup nebo skrkavka)
e Tasemnice (treba tasemnice dlouhoclenna)
- Vnejsi paraziti (vétsinou clenovci, tedy

napriklad vsi, blechy, sténice) 22



Humanni klinicka mikrobiologie
se proto déli na podobory:

e |ékarska bakteriologie

e |ékarska virologie P

e |ékaf'skd mykologie 9

e |ékarska parazitologie - nenaiion

e nékdy se jesteé zvlast vyclenuje
serologie, tj. obor, ktery se zabyva
prukazem protildtek proti mikrobum,
pripadné i prukazem antigenu v séru
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Co nas zajima o mikrobech

morfologie jaky maji tvar a usporadani
struktura z ceho se skladaji
fyziologie jak se chovaji

metabolismus |jak a ¢im se zivi

odolnost jak vzdoruji vykyvum

klasifikace jak jsou vzajemnée pribuzné
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Co nas zajima o klinicky
vyznamnych mikrobech

patogenita |které organy osidluji a jak

hatogeneze |jakym zpusobem ptipadné Skodi

Drenos jak se prenaseji

inkubacni |jak dlouho trva, nez se projevi
doba

diagnostika |jak je muZzeme poznat

|é¢ba a co proti nim muzeme délat
prevence 25




Rozdeéleni vird

e DNA viry, napriklad
— herpesviry — HSV, VZV, EBV, CMV, HHV6
— adenoviry - nekteré respiracni virozy
— papovaviry — napriklad urogenitalni papilomaviry
— parvoviry - naptiklad puvodce paté détské nemoci
— virus zloutenky B
e RNA viry, napriklad
— enteroviry - polio, coxsackie, ECHO
— rhinoviry - viry rymy
- viry chfipky, parachfipky, spalniCek, zardenek,
priusnic
— viry zloutenek A, C, D, E
- ruzné viry klistovych encefalitid, tropickych virdz,
vztekliny, horecCek Lassa a Ebola
— virus HIV

26



Rozdeéleni bakterii 1

e podle tvaru a usporadani
- koky - kulovité, tvori dvojice, retizky, shluky...
- tycCinky - protahlé, mohou byt rovné, zahnuté...
— kokotycCinky (kokobacily) - mezi koky a tyCinkami
— spirochety - ve tvaru spiraly
- bez tvaru - napr. mykoplasmata
e podle tzv. Gramova barveni (dano typem
bunécné stény)
— grampozitivni — barvi se fialové
— gramnegativni - barvi se Cerveneé
— Gramem se nebarvici - jiny typ stény Ci bez stény

27



Rozdeéeleni bakterii 2

e podle vztahu ke kysliku
— striktné aerobni (rostou pouze v pritomnosti kysliku)
— striktné anaerobni (vyzaduji atmosféru bez kysliku)
— fakultativné anaerobni (,,prepinaji* metabolismus)
— aerotolerantni (v praxi neodlisitelneé od predchozich)

— mikroaerofilni (potrebuji kyslik, ale musi ho byt
malo)

- kapnofilni (potrebuji kyslik, ale také zvyseny podil
CO, v atmosfére)

e v praxi Casto jen aerobni / anaerobni

28



Prehled klinicky vyznamnych
bakterii, o kterych bude hodne
rec: cast prvni

e NejduleZitéjsi grampozitivni koky:
— Staphylococcus: S. aureus, koagulaza-
negativni stafylokoky

- Streptococcus: hemolytické, viridujici,
streptokoky bez hemolyzy
(gamahemolytickeé)

— Enterococcus: E. faecalis, E. faecium

29






Cast druha

e Nejdulezitéjsi grampozitivni ty&inky:
- Listeria, Corynebacterium, Bacillus (ten
je sporulujici, tj. tvori spory)

vV =« V7

e Nejdulezitéjsi gramnegativni koky:
— Neisseria (N. gonorrhoeae - ,, gonokok",
N. meningitidis — ,meningokok™, , ustni"
neisserie)

— Moraxella catarrhalis — take Branhamella
catarrhalis

31



Cast treti
e Nejdulezité&jsi gramnegativni tycinky:
- Enterobakterie: obligatni patogeny:
Salmonella, Shigella, Yersinia; oportunni
patogeny: Escherichia coli, Klebsiella,

Enterobacter, Citrobacter, Proteus,
Providencia, Morganella, Serratia,

— Gramnegativni nefermentujici tyCinky (popr. i
kokotycCinky, event. koky): Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter, Burkholderia,
Stenotrophomonas

— Ostatni: Haemophilus Pasteurella (rany po
pokousani psem); Campylobacter,
Helicobacter; Vibrio (napr. V. cholerae);
Legionella, Bordetella Francisella 32



Cast étvrtd

e NejduleZitéjsi anaeroby:

— Clostridium (C. tetani, C. botulinum, C.

difficile, C. perfringens a jina tzv.
JKlostridia plynatych snéti) -
grampozitivni sporulujici tycCinky

- Actinomyces - puvodce aktinomykdzy

— Ostatni anaeroby vétsinou pusobi ve
smeési. Napr. Propionibacterium,
Peptococcus, Bacteroides, Prevotella,
Fusobacterium Ci koky Veillonella
gramnegativni.

33



Cast pata

e Nejdulezitéjsi spirochety:
— Treponema, Borrelia, Leptospira
e Nejdulezitéjsi z ostatnich bakterii:

— Mycobacterium (M. tuberculosis, M.
leprae), Mycoplasma (M. pneumoniae, M.
hominis), Ureaplasma (U. urealyticum),
rickettsie, chlamydie

34



Dlagnostlka prukaz a
uréovani mikroorganismu

o KI|n|cka m|krob|olog|e v praxi spociva
v tom, ze lékarF (at uz je to obvodni |ékar,
ambulantm specialista Ci lekar z kterehokoh
oddéleni nemocnice) posle do laboratore
vzorek

e Ukolem klinickomikrobiologické laboratore
je prokazat v takovém vzorku pripadnou
pritomnost mikrobt a pokud tam jsou, tak je
take urcit.

e Urceni nemusi byt presné, ale musi poskytnout
dostatek informaci pro lécbu

35



Co je to vzorek

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

e kusovy ci tekuty material ve zkumavce Ci
jiné nadobce (krev, serum, moc...)

o ster Ci vyter na vatovém tamponu,
obvykle zanoreném do transportniho média.

Pri diagnostice nékdy pracujeme s celym
vzorkem. Jindy je nutno ziskat ze vzorku
kmen nebo kmeny patogennich mikrobu.

36



Co je to kmen

Kmen je Cista kultura (,vypéstek")
jednoho druhu mikroba

Kmen ziskame jedine kultivaci
(péstovanim) mikroba na pevné
pudé.

Kochuv objev, Ze bakterie Ize takto

péstovat, mel zasadni vyznam
v dejinach mikrobiologie.

37



Cile mikrobiologickeho
vysetrenl
o Zjistéeni mikrobialniho agens
- primo (prokazeme mikroba, jeho soucast Ci

produkt ve vzorku; v pripade izolacnich
metod sem patri i identifikace kmene)

- neprimo (prokazeme protilatky, které si
makroorganismus vytvoril jako odezvu na
antigenni vyzvu)

e Jen nekdy tez: zjisténi in vitro citlivosti
mikrobialniho agens na antimikrobialni
latky (kultivovatelné bakterie a houby)



Prehled metod

e Metody primé: Hledame mikroba, jeho
cast ¢i jeho produkt (produktem muze
byt napriklad néjaky bakterialni jed -
toxin)

- Primy priakaz ve vzorku - pracujeme s celym
vzorkem (moci, krvi, vyterem z krku a

podobné)
- Identifikace kmene - urceni vypéestovaného
izolatu
e Metody neprimé: Hledame protilatky.
Protilatka neni soucasti ani produktem
mikroba - je produktem makroorganismu,

odezvou na cinnost mikroba

39



Prehled metod primého

prukazu

Metoda Prukaz ve |Identifikace
vzorku

Mikroskopie ano ano
Kultivace ano ano
Biochemicka ne ano
identifikace
Prukaz antigenu ano ano
Pokus na zvireti ano V praxi ne
Molekularni metody |ano Vv praxi ne*

*netyka se molekularni epidemiologie — sledovani pribuznosti kmen(




ProC se mikrobiologicka diagnostika
zabyva nejvic bakteriemi

e Houby a paraziti, pfi vsi Gcté, zpusobuji
relativné méneé onemocnéni Cloveka nez
viry a bakterie. Problematika mykologie a
parazitologie je hodné specialni a moc se
nehodi do vSeobecné mikrobiologie

e Zabyvat se viry je obtizneé a zatim to nema
zpravidla prilis velky prakticky dopad (to
,zatim"™ znamena, Ze situace se mozna
zmeéni po praktickém zavedeni zjistovani
citlivosti na antivirotika)

41



Proc )€ mene kllnlckych
virologu nez bakteriologu

e Mnoha virova onemocneéeni (hlavné détska)
se projevuji typickymi klinickymi priznaky a
nevyzaduji laboratorni diagnostiku

e Mnoha virova onemocneéni se neléci
kauzalné, tj. 1eCi se pouze priznaky. Je-li
tomu tak, neni nutno bezpodminecne znat
puvodce.

e \Virologicka diagnostika je obtiznéjsi a drazsi
a proto se pro ni rozhodujeme jen kdyz je
opravdu padny duvod

42



Jak je organizovana laborator
klinické mikrobiologie

e Prijem vzorku. Dobry primar se pozna
podle toho, ze vi, ze prave prijem je
nejdulezitéjsi soudasti laboratore.

e Vlastni vySetreni. Pokud je kultivacni, trva
nékolik dnud az mnoho tydnu (nékteré viry,
plisne, mykobakteria). Néktera jina
(mikroskopie, prukaz antigenu) mohou byt
hotova behem nékolika desitek minut.

e Expedice vysledku v takoveé forme, aby
umoznila spravnou interpretaci

43



Rozdil mezi klinickou bakteriologii a
bakteriologickym vyzkumem

e Badatel ma relativhe dost Casu. Kdyz
mu to dlouho trva, nikdo na ne&j vztekle
nerve do telefonu.

e Badatel na druhou stranu musi
diagnostikovat presne. Klinickemu
mikrobiologovi jeho klienti radi odpusti,
pokud bakterii urci jen rodoveé Ci
skupinove, jen kdyz to rychle.

e Klinika ostatné vice zajimaji leCebné
moznosti, nez presny nazev mikroba.

44



Rozdil mezi klinickou mikrobiologii a
klinickou biochemii - 1

e Doba biochemického stanoveni
Zavisi prevazné na organizaci prace
v biochemické laboratori

e Doba mikrobiologickeho vysetreni
zavisi prevazne na tom, jak rychle
se t&m potvurkam urddi vyrust;
sebeupornéjsi a sebezavilejsi
ortoped cCi doktor z ARK jim
nedokaze porucit. Neplati to ovsem
u metod, kde se mikroby nekultivuji

45



Rozdil mezi klinickou mikrobiologii
a klinickou biochemii - 2

e Biochemik (ale i serolog) pracuje takto:
— Stanoveni 1 - vysledek 1
— Stanoveni 2 - vysledek 2
— Stanoveni 3 = vysledek 3

e Bakteriolog pracuje jinak:

- Vzorek - metoda = podle vysledku
pripadné kupa dalsich metod > mozna
casem i nejaky vysledek

— Bakteriologie se mnohem huf automatizuje

46




Rozdil mezi klinickou mikrobiologii
a klinickou biochemii - 3

e Dalsim rozdilem jsou i typy vzorku.
Biochemici pracuji témer vyhradné se

sérem, plazmou a moci. Mikrobio

neprimého prukazu rovnéZ pracuj

og u
e se

V 4 A\ 4 V 4 O = A4
serem. U primeho prukazu je vsa

K hutno

pouzit vzorek odpovidajici lokalizaci
mikroorganismu. A to muze byt skoro cokoli.

47



Typy vzorkd

e Tekuté a kusové materialy se zasilaji
zg)ravidla ve sterilnich nadobkach
’ . . O v ’
ruzneho tvaru a velikosti. Muze to byt
krev, moC, mozkomisni mok a ruzne
jine telni tekutiny

e Vytéry a stery se zasilaji zpravidla
zanorené do transportni pudy,
nejcasteéji Amiesovy

e Zvlastni pripady: zaslani sklicka
s natérem, specialni odbérové
soupravy (hemokultury) aj.

48



Algoritmy

e Bakteriologické vysetreni je ve sve
podstaté algoritmus. Je podobné
kriminalistice — postupné se zuzuje
okruh podezrelych, az je pachatel
usvedcen. (A jako v kriminalistice, |
zde mohou nastat ,justicni omyly")

49



Priklad

Diagnostika stafylokoku. Poté,

co zjistime, ze nas kmen je
grampozitivni kok, urcujeme
ho dalsimi testy. Pritom
vedomeé pomijime klinicky
nevyznamne a vzacne rody a
druhy. Riziko omylu ovsem
musi byt prijatelné.

Does it grow.
qeroblcqlly'?

(Larger grapes)

STAPHYLOCOCCUS
Koagulase + Koagulase -
Clumping f. + Clumping f. -
(Haemolysis +) (Haemolysis -)
(Yellowish) (Rather white)

(Smaller grapes)

ST. AUREUS [[COAG.NEG.ST.

For more precise diagnostic, especially
insicle of the group of coagulase-negaf.
staphylococci, BIOCHEM. TESTS are used




Casovy faktor

e \/ ,den 0" obvykle pouze prljde vzorek.
Provest Ize leda mikroskopii, prlmy
prukaz antigenu ve vzorku ¢&i prukaz DNA

\'&

e\ ,den 1" Ci ,den 2" je k dispozici
vysledek kultivace. Kdyz je podezrely
nebo pozitivni, pokracuje diagnostika do
dalsiho dne

e Negativni vysledky se expeduji v ,,den 1"
nebo ,den 2%, pozitivni v ,den dva az
,den 5% podle situace

51



Priklad Den 0. (prijata

// stolice)

Obrazek L. Cernohorské

selenit

‘\ 28 o 42 C

\
\
\ llllll coon llllll

/
4

72h*@ v

identifikace
Negativni vysledek je za 48h
Pozitivni za 72h a pozdé&ji
*Neni-li uvedeno jinak kultivace probiha pfi 37 C 52
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