Lekarska mikrobiologie

Alena Sevéikova
OKM, FN Brno



Lekarska mikrobiologie

— zabyva se mikroorganismy patogennimi pro
Cloveka
* vyvolavajici u néj onemocnéni
— mikroorganismy prirozené se u cloveka
vyskytujici



Lekarska mikrobiologie

Virologie — 20 - 200nm
Bakteriologie - 1 um
Mykologie -cca 10 um
Parazitologie — 10 -150um
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http://cs.wikipedia.org/wiki/Nukleoid

Stari planety cca 4,5 miliardy let

Prokaryotické bunky — archea, bakterie cca 3,5 miliardy
let

Eukaryotické bunky jednobunécné — cca 2 miliardy let

Eukaryotické vicebunééné organismy — cca 700 miliénu
let

Obratlovci - cca 250 milionu let
Savci - cca 70 milionu let
Clovék — cca 800 000 let



Struéna historie

 Lidé jiz ve staroveku
tusili, ze nektere
choroby jsou infekCni
a podezrivali z
prenosu ,neviditelné
tvorecCky”

* ltalsky lekar
Fracastoro, (1485-
1553)



http://www.historyrevue.cz/index.php?locales=2&id_page=113&id_previous_page=178&nocache=1220338736.8056&inq=a8534d4a79391cc6bf251701862c6ee5&ida=0&id_art=12901&sta=0&cislo=0&sea=13136&sid=0&fid=0&kty=0&f_ord=2&checksum=40804be91ff59b3743f0057bd7967bf8

Struéna historie

1676 Antony van
Leeuwenhoek
sestrojil jednoduchy
mikroskop a
pozoroval ,mala
zviratka® v hlenu
svych zubu

1796 Edward Jenner Sy r
zavedl| oCkovani proti e kﬁ T ¥4
pravym nestovicim

objevil ve slinach


http://cs.wikipedia.org/wiki/Soubor:Antoni_van_Leeuwenhoek.png

Struéna historie

* Ignac Semmelweis (1818-1869) myt|
rukou Jj ~ANIF |




« 1857 Louis Pasteur

zformuloval teorii, ze zkvaseni
vina je zpusobeno mikroby a
predpokladal, ze stejnym
zpusobem by mikroby mohly
vyvolavat choroby a soucCasne

« s Robertem Kochem
prokazali

« 1876, Ze snét slezinna mize
byt vyvolana experimentalne
vstriknutim bakterie Bacillus
anthracis do téla zvirat




Erou Louise Pasteura a Roberta Kocha nastalo
obdobi oznacCovane jako zlaty vek mikrobiologie

(1822 — 1895)
— oCkovani proti vztekline, sneti slezinne, cholere
drubeze
— pricina kvaseni piva a vina, pasterizace
— kultivace bakterii v tekutych pudach
— objevil mikroby vytvarejici spory, anaeroby
(1843 — 1910)

— zavedl izolaci Gistych kultur na pevnych pudach,
barveni bakterii a mikrofotografii

— podilel se na objevu puvodce cholery a izoloval
puvodce tuberkuldzy



- Joseph Lister 1827 — 1912 zacal operovat pod
sprskou kyseliny karbolove, aby zamezil infekci
ran mikroby ze vzduchu - antisepse




Podle metod a postupu zavedenych
Pasteurem a Kochem byla postupne
objevena vétSina puvodcu bakterialnich
iInfekci

Zakladatelem virologie je povazovan
, ktery v roce 1892 popsal
prenos mozaikové choroby tabaku

1898 — objeven prvni zivocCisny virus
1911 — prvni lidsky virus, zluta zimnice
1915 — viry bakterii - bakteriofagy



1900 - 2015






http://www.historyrevue.cz/index.php?locales=2&id_page=113&id_previous_page=178&nocache=1220338736.8056&inq=a8534d4a79391cc6bf251701862c6ee5&ida=0&id_art=12901&sta=0&cislo=0&sea=13136&sid=0&fid=0&kty=0&f_ord=2&checksum=40804be91ff59b3743f0057bd7967bf8

|dentifikace bakterii

* Postup, kterym zjistime, ze nove izolovany
kmen nalezi do znameho, pojmenovaneho
taxonu

— morfologicke znaky (tvar, velikost, usporadani,
barvitelnost bakterialnich bunék, vzhled kolonii)

— fyziologicke znaky (tvorba nebo $tépeni riznych
sloucenin)

— chemotaxonomické znaky (sloZeni bunéc¢né
steny, analyzy mastnych kyselin)

— genetické znaky a molekularni viastnosti




Zakladni morfologie bakterii
mikroskopicky preparat
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Streptococcus sp. - Staphylococcus sp.




Stavba bakterialni bunky

Cytoplasma buriky obsahuje
— nukleoid-jaderny ekvivalent, cirkularni DNA
— ribosomy a inkluzni teliska, vakuoly,
— Plasmidy — malé molekuly DNA

Cytoplasmaticka membrana
Bunecna stena
Polysacharidova pouzdra nebo slizova
vrstva — glykoprotein, chrani pred fagocytézou

Blélky — organy pohybu a fimbrie — adheze
bakterii k epitelu




Cytoplasmaticka membrana

« Slozena z dvojité vrstvy fosfolipidu a ruznych
bilkovin a

* Bilkoviny se uplatnuji
— v transportu zivin do bunky
— v respiracnich pochodech

— v syntéze nekterych slozek membrany, stény i slizove
vrsty

— v sekreci latek z cytoplasmy do zevniho prostredi
(bakterialni toxiny, extracelularni enzymy)




Bune

Silna tuha vrstva
odolavajici osmotickemu
tlaku a umoznuijici
bakterii uchovat svuj tvar

Sténa grampozitivnich
bakterii je jednodussi a
tvori ji mohutna 20 nm
silna peptidoglykanova
struktura, protkana
retézci kys.teichoove

cha sténa
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v . LV aLD a4

nm — tenky
peptidoglykan, proteiny
tvorici poriny ve
fosfolipidoveé dvojvrstve,
lipoproteiny,
lipopolysacharidy,
periplasmaticky prostor
(endotoxin, O antigen)



Vnejsi vrstvy

Polysacharidoveé pouzdro
(pneumokoky, klebsiely,
hemofily)

Polypeptidové pouzdro
(anthrax)

Slizova vrstva
(Streptococcus mutans,
koagulaza negativni
stafylokoky) — biofilm
Bakterialni biCiky

Pili, fimbrie



http://www.chori.org/Principal_Investigators/Test_Samuel_T/Pictures/Fig-1.jpg
http://www.microbelibrary.org/microbelibrary/files/ccImages/Articleimages/Atlas-Bld/Streptococcus pneumoniae fig11.jpg

Bakterialni spory

* Rody Bacillusa Clostridium tetani
Clostridium reaguji na

vysychani Ci ubytek zivin
tvorbou spor — vysoce
odolné utvary, mohou
prezivat stovky let pfri
nepriznivych podminkach

« Bakterialni endospory
neprijimaji Gramovo
barvivo — svetlolomné
utvary

 Tvar, velikost a ulozeni
spor jsou nekdy typické
pro ruzné druhy




Odolnost spor

* VUCi teplu, UV zareni, vysychani, nékterym
desinfekCnim prostfedkum (ethanol, fenol)
e Spory jsou niceny
pri 100° C za 90 min

Autoklavovanim pri tlaku 2 atm
(121°C) za 20 min
— Oproti tomu vegetativni bunka — je zniCena pri
70°C za 10 min



Rozdéleni mikrobu podle vztahu ke
kysliku

* Aeroby: Pseudomonas, Vibrio, Mycobacterium

* Anaeroby:

— Obligatni,(striktni):Clostridium haemolyticum,
Clostridium difficile

— aerotolerantni: Clostridium perfringens

* Fakultativni anaeroby: vetsina, napr.
enterobakterie, stafylokoky, enterokoky

* Mikroaerofilni mikroby: lactobacily,
kampylobaktery

« Kapnofilni: zvy$ena tenze C0?%: meningokoky,
gonokoky



Termostaty

strojim




Anaerostaty



http://images.google.cz/imgres?imgurl=http://www.merci.cz/sekce/0216/04.jpg&imgrefurl=http://www.merci.cz/katalog/pristroje-pro-ohrev-a-chlazeni/216_inkubatory-s-rizenou-atmosferou&h=728&w=768&sz=87&hl=cs&start=2&usg=__O7EH84XSDzwpzJEGGJ-83tLjPWo=&tbnid=sFugmZKSvDg_aM:&tbnh=135&tbnw=142&prev=/images%3Fq%3Danaerostat%26gbv%3D2%26ndsp%3D20%26hl%3Dcs%26sa%3DN

Biosyntéza

Zdroj uhliku — organicke slouceniny
(monosacharidy, disacharidy, skrob, glykogen,
pektin, chitin, celuldza, lipidy, proteiny, nukleové
Kyseliny

Zdroj dusiku — vzdusny N,, amoniak

Sira, fosfor

Mg, Ca, K — vysoké koncentrace

Mn, Zn, Mo, Se, Co, Cu — stopove prvky
Rustove faktory — vitaminy, aminokyseliny



Bakterialni rustovy cyklus

» Rust bunky
— koordinovana tvorba makromolekul a bunecnych
slozek
— po dosazeni urcité velikosti (iniciacni perioda) je
zahajena replikace chromosomu, vzniknou dve
kruhové molekuly dvojretezcove DNA

 Tvorba septa

» Deleni bunky — kazda dcerinna bunka ziskava
svou kopii DNA a polovinu cytoplasmatickeho
obsahu


http://images.google.cz/imgres?imgurl=http://www.nadidem.net/k/diplkm/images/Diplokok_jpg.jpg&imgrefurl=http://www.nadidem.net/k/diplkm/pages/Diplokok_jpg.htm&h=420&w=422&sz=16&hl=cs&start=1&usg=__9BaIDxysMh5pCCL5eton9Csvl1w=&tbnid=V_kyo7cf38UMgM:&tbnh=125&tbnw=126&prev=/images%3Fq%3Ddiplokok%26gbv%3D2%26hl%3Dcs%26sa%3DG

Generacni doba

Délka rustoveho cyklu, je doba, za kterou
se pocet bakterii zdvojnasobi

Jeji délka je individualni viastnosti bunky a
zavisi take na mnozstvi zivin
Generacni doba u Za
optimalnich podminek je pri 37°C 20min,
pri 30° C jedna hodina
Generacni doba u

je 12 hodin



Bakterialni rustovy cyklus

« Stacionarni rustova krivka
— Lag-faze Fan

— Logaritmicka, exponencialni faze . njﬁ to
— Stacionarni faze / \

— Faze odumirani

*  Kontinualni kultivace — udrzeni populace v
logaritmické fazi rust
— v prumyslové mikrobiologii
— rust bakterii v zazivacim traktu


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/5/53/Bacterial_growth.png/250px-Bacterial_growth.png

Typy rustu

» Planktonicky rust
— v podobe izolovanych bunek



http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/7/79/Gram_Stain_Anthrax.jpg/250px-Gram_Stain_Anthrax.jpg

Typy rustu

* Rust bakterii v podobé biofilmu
— Biofilmy jsou strukturovana mikrobialni spolecCenstvi, ulozena v
mezibunécné hmoté a adherujici k inertnim i Zivym povrcham
— Jsou vice chranény proti vysychani, desinfekCnim latkam, ale
také proti u€inku fagocytu, protilatek a antibiotik




Vznik biofilmu

* Na umelych materialech: intravenozni
katetry, umelé srdecCni chlopne, kloubni
nahrady, nitrodelozni teliska, mocove
katetry (koagulazanegativni stafylokoky,
Staphylococcus aureus, aktinomycety)

« Zubni poviak, zubni kaz, zanety stredniho
ucha, osteomyelitida, zanet zlucovych
cest, endokarditida, zanety plic pri cysticke
fibroze




Podminky pro kultivaci
mikroorganismu

— 80 % ziveé bakterie, 15% u spor

— Nejvice citlivé na vyschnuti jsou neisserie
(gonokok)
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— Odolngjsi jsou zastupci kozni flory
— Puvodce tuberkul6zy — vydrzi nékolik tydnu

— Vysoce odolne — nokardie, aktinomycety —
pudni, plisné, spory, cysty prvoku, vajicka
cervu



Podminky pro kultivaci
mikroorganismu

— Minimalni, optimalni, maximalni rustova
teplota

— Teplotni rozmezi rustu
« 20-40° C — vétSina IékaFfsky vyznamnych bakterii
— NejuZzsi teplotni rozmezi ma gonokok 30-38,5°C
— Schopnost mnozit se pfi 0° C maji listerie, yersinie

— Schopnost mnozit se pri 8° C maji salmonely, zlaté
stafylokoky

— Kolem 45° C jesté rostou salmonely, kampylobaktery,
Bacillus cereus



Podminky pro kultivaci
mikroorganismu

— 0 - 20° C psychrofily — nepatogenni mikroby,
Zijici ve vodé a pudé

— 20 - 40° C mesofily — vétSina mikrobu
vyznamnych pro lékarskou mikrobiologii

— Nad 40° C termofily, horké prameny,
kompost, chlévska mrva, nepatogenni,

Archaea

— Nad 80° C hypertermofily, podmorske
sopecne oblasti, Archaea



Podminky pro kultivaci
mikroorganismu

— Stoupa o 1atm na 10m vody

— Do hloubky 2000m prevazuji mikroorganismy
barotolerantni

— V extrémnich hloubkach ziji barofily



Podminky pro kultivaci
mikroorganismu

— Vetsinou v hypotonickem prostredi chrani
mikroby pevna bunecna sténa

— V hypertonickem prostredi ztraceji vodu,
prestavaji se mnozit, podlehaji plasmolyze
(princip konzervace potravin pomoci soli,
cukru)

» enterokoky toleruji 6,5% NaCl, stafylokoky 10%
* Vibria bez pridavku 1% NaCl vetSinou nevyrostou



Podminky pro kultivaci
mikroorganismu

— Vetsinou je optimalni pH neutralni pH6-pH8

— Vibrio cholerae — vyhovuje zasadite prostredi
pH 7,4 — 9,6, pri kyselem rychle hynou

— Enterokoky jsou vysoce tolerantni pH 4,8 — 11

— Pri kultivaci v uzavreném systemu vznikaji
metabolity prevazne kyselé, po vycCerpani
naraznikové kapacity rust se mikroorganismu
zastavuje




Podminky pro kultivaci
mikroorganismu

— Odrazi pomeér mezi oxidovanymi a
redukovanymi latkami v danem prostredi

— Oxidované prostredi vyhovuje aerobum, |
kdyz pri svem metabolismu redox potencial
sSniZuji a umozAuji mnozeni anaerobu

— Anaeroby vyzaduji redukovane prostredi,
nizky redox potencial



Péestovani bakterii

» Tekuté kultivacni pudy (Pasteur, Koch)

 Kultivace na pevnych agarovych pudach
(Walter Hesse)

* 1887 Richard Petri zavedl| sklenene
misky s plochym vickem — Petriho misky

* 1914 — prvni komercne pripravovaneé
susené kultivaéni pudy



Podminky pestovani bakterii

» Dostatek vody, zivin, rustovych faktoru,
optimalni teplotu, vhodne slozeni
atmosféry, odpovidajici redox potencial,
optimalni pH, vhodny osmoticky tlak,
ochrana pred zarenim, sterilita prostredi a
jeho ochrana pred kontaminaci

 Termostaty — vetsinou pri 37°C, vihkost,
pfipadné se zvySenou tenzi CO?

 Anaerostaty




Druhy kultivacnich pud

— RUzné druhy bujénu (masopeptonovy bujén,
thioglykolatovy bujon)
» Pouziti k pomnozeni malého mnozstvi mikrobu
« Zakal, sediment, blanka
— Cukrové pudy

« St&penim substratu dochazi ke zméné pH roztoku
a ke zméné barvy pfidaného indikatoru
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Druhy kultivacnich pud

- ztuzeni puvodné tekutého
zakladu pfidanim 1-2% agaru, (5%)

Vyhoda - péstovani mikrobu v izolovanych
koloniich

Bakterialni kolonie je spolecCenstvi bunek vznikle
Z puvodneé tfreba z jedné zivotaschopné
mikrobialni bunky

Viditelnou kolonii tvori nekolik set miliard bunek

Rozockovanim jedné kolonie ziskame Cistou
mikrobialni kulturu



Staphylococcus aureus
na krevnim agaru




Znaky bakterialni kolonie

Velikost — v mm

Tvar — kulaty, laloCnaty, plazici se
Profil — plochy, vypoukly, miskovity
Okraje — rovné lalocnate

Povrch — hladky, drsny, leskly, matny
Transparence — (ne)pruhledna
Barva — bila, zluta, bezbarva

Zmeny v okoli — zbarveni, hemolyza

Konsistence — hlenovita, drobiva, vrustajici do
agaru

Zapach — po jasminu,



Escherichia coli
na MacConkey agaru




Plazivy rust Protea hauseri a
1Izolované kolonie Escherichia coli




Typy pud

— bujon, peptonova voda

— krevni agar, cokoladovy agar,
Bordet-Gengouova puda (Bordetella pertussis,
parapertusis), Sulova puda (mykobakteria)

— obsahuji inhibitor zabranuijici rustu
nezadouci flory, KA s 10% NacCl (stafylokoky),
selenitova puda (salmonely), alkalicka
peptonova voda (vibria), antibiotickeé disky:
bacitracin (hemofily), vankomycin-colistin
(meningokoky)



Typy pud

— sledujeme, zda mikrob
dokaze vyuzit pridany substrat,
— Stépeni cukru, napf. glukozy,
— Desaminace fenylalaninu (proteus)
— Dekarboxylace aminokyselin (lysin, arginin, ornithin)
— St&peni modoviny, redukce nitratu,
— Tvorba H2S, indolu, acetoinu, vyuziti citratu
— Prukaz enzymu - katalasa, oxidaza, Pyr-test, ONPG
— Chromogenni pudy, kombinované pudy Hajn,
— Pestra rada, komercni soupravy,
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Cerné kolonie vankomycin rezistentniho
enterokoka na selektivni pudé




Campylobacter sp.
na selektivni pudeé




Charakteristicke znaky Salmonella sp. na
pudé dle Hajna a na pudé dle Svejcara




|dentifikace 4 kmenu enterobakterii
na Enterotestu 24 (Lachema)
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Chromogenni puda (Zluté roste Proteus sp.,
cervene Escherichia coli, modre Klebsiella sp.)




Typy pud

— kombinuji
vlastnosti pud selektivnich a
diagnostickych
— Pro gramnegativni mikroby
« Endova, MacConkeyho, XLD, SS, CIN, TCZS

— Pro grampozitivni mikroby Claubergova puda
(puvodce zaskrtu)

 Slanetzuv-Bartleyho agar (enterokoky)

— Pro anaerobni kultivaci
VL bujon, thioglykolatovy, Schaedlertuv




Salmonella sp. rostouci na Endové pude
(pruhledné kolonie) a na XLD (Cerné)




Typy pud

* Pudy ke zjistovani testu citlivost
— MH — agar (Muelleruv-Hintonové)
— MH - bujén
* Pudy k uchovavani kultur
— Glycerolovy sérovy bujon
* Pudy transportni
— Amies



Testy citlivosti




Transportni puda s Amiesem




LahviCky na hemokultury




