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Co to je?

———  Jak se to dela

—— Co tim prokazujeme?

—— Jakeé pudy?

—— Jakeé to ma vyhody?



Kultivace bakterii

= Cilené a regulované mnozeni bakterii slouzici k jejich detekci

Ockovani
Inokulum

Vétsinou
18-24 hodin

Anaerobi 48 hodin,
mikromycety rtzné

Kromé bakterii: mikromycety, méneé jiz parazity a vzacneé i viry
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Kultivacni pudy

Zajistuji energeticky substrat ke
kultivaci mikroba

Dva zakladni typy:
1) Tekuté (média)

1 2 3

Energie
Atmosféra
Teplota

Dalsi

2) Pevné (ptdy)

Pldy

02 vs. CO2 vs. anaerostat
25°Cvs. 37°C

Vlhkost, pH, tlak




Pevné pldy

5 6 7 ¢

OBR. 194 UKAZKA KULTIVACNICH PUD
1 - krevni agar, 2 - Schaedler(v agar (kultivace anaerobii), 3 - ¢okoladovy agar,
4 - CLED plda, 5 - Endova plida, 6 - deoxycholatovy agar, 7 - Sabourauddv agar



. ‘ ‘ {m— ) Pevné pﬁdy

POZT e 5 i v TR S—— SAB GO iy %

Krevni agar Skoro vSechno, hlavné G+ bakterie (hemolyza)

Schaedlertv agar Anaerobi

Cokoladovy agar Kultivacné narocné bakterie



. ‘ ‘ {m— ) Pevné pﬁdy

POZT e 5 i v TR S—— SAB GO iy %

Krevni agar Skoro vSechno, hlavné G+ bakterie (hemolyza)
Schaedlertv agar Anaerobi
Cokoladovy agar Kultivacné narocné bakterie

CLED agar Moc
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Krevni agar Skoro vSechno, hlavné G+ bakterie (hemolyza)
Schaedlertv agar Anaerobi

Cokoladovy agar Kultivacné narocné bakterie

CLED agar Moc

Endliv / MacConkey agar G- bakterie
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Krevni agar Skoro vSechno, hlavné G+ bakterie (hemolyza)
Schaedlertv agar Anaerobi

Cokoladovy agar Kultivacné narocné bakterie

CLED agar Moc

Endliv / MacConkey agar G- bakterie

Deoxycholatovy agar Salmonella



. ‘ ‘ {m— ) Pevné pﬁdy

Krevni agar Skoro vSechno, hlavné G+ bakterie (hemolyza)
Schaedlertv agar Anaerobi

Cokoladovy agar Kultivacné narocné bakterie

CLED agar Moc

Endliv / MacConkey agar G- bakterie
Deoxycholatovy agar Salmonella

Sabouradlv agar Kvasinky



Skoro vSechno, hlavné G+ bakterie (hemolyza)

Schaedlertv agar Anaerobi

Cokoladovy agar Kultivacné narocné bakterie
CLED agar Moc

Endliv / MacConkey agar G- bakterie

Deoxycholatovy agar Salmonella

SabouradUv agar Kvasinky

Karmaliho puda Campylobacter

CIN puda Yersinia

Miller-Hintonova puda ATB citlivost



RUst na pudach
e S-faze — bézna, hladka
 M-faze — mukodzni, hlenovita

e R-faze — sucha, pri absenci zivin

Opouzdreny =
vice virulentni

Streptococcus pneumoniae
(M-faze)
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Prednosti kultivace Ato je hlavni

rozdil proti PCR

Vse se odviji od ziskani zivé kultury

* Detekce vlastnosti a fenotypli

* Hemolyza — projasnéni s destrukci erytrocytu

* FazeS, M, R

e Stanoveni citlivosti na antibiotika

* Mozna sérotypizace - pokud je patogeneticky nebo epidemiologicky dllezité



Algoritmy interpretace
kultivacnich nalezu

Spravny vyber kultivacnich médii

Kvalita @

Kvantita [©




Algoritmy interpretace

kultivacni

ch nalezu

Spravny vybér k

ultivaénich médii

— Co ofekavam z daného materialu? —

Kvalita 2

Kvantita [©

— g+ koky?

—

kultivaéné naro¢né bakter
(hemofily, neiserie)?

enterobakterie?

salmonelly?

anaerobi?
C. difficile
kvasinky?
Proteus?

enterokoky?

legionellu?



Algoritmy interpretace

kultivacni

ch nalezu

Spravny vybér k

ultivaénich médii

—

— Co ofekavam z daného materialu? —

Kvalita 2

Kvantita [©

— g+ koky?

kultivaéné naro¢né bakter
(hemofily, neiserie)?

enterobakterie?
salmonelly?
anaerobi?

C. difficile
kvasinky?
Proteus?
enterokoky?

legionellu?

Krevni agar

Cokoladovy agar

MacConkey agar

DCA

Schaedlerutv agar

BrazierQv agar
Sabouradlv agar
CLED agar
CAP agar
BCYE



Algoritmy interpretace
kultivacnich nalezu

Spravny vybér kultivacnich médii O

Kvalita

KdyZ to neroste
{ KdyZ to roste

na dané plidé © A

Kvantita

.@
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Barva —— Fermentuje to néco?

Maly
Velikost *E Stiedni
Velky
Alfa
Hemolyza ~E Beta
Gamma

S-faze
Faze rustu *E M-faze
R-faze

Zapach —— Dle mikroba —

Specifické fenomény ~E

— Pseudomonas
— Kvasinky

— Proteus

— Neisserie
Plazeni

CAMP

Satelitovwy fenomén



Barva — fermentace laktozy
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Fermentuje: Escherichia, Citrobacter,
Enterobacter and Klebsiella

-
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Nefermentuje: ostatni — vC. Shigella, Salmonella,
Seratia nebo nefermentujici tyCinky




Barva — fermentace laktozy, co s tim da

Fermentuje: Escherichia, Citrobacter,
Enterobacter and Klebsiella

e Kdy nam to nestaci?

* Aglutinace

Typ
0157:H7
026
0104:H4

0103
0111
01415

Nejvice ve svété
Nejvice v CR

Némecka
epidemie (2011)

Déti do 2 let
veku kvuli
HUS

Hemolyticko-uremicky syndrom
(HUS)

= trombocytopénie, hemolyticka
anémie a akutni postizeni ledviny

typické pro détido 2 let, v
epidemiich (léto) - hovézi maso,
nepasterizované vyrobky.




LIDOVKY

Udalosti Nazory Magazin Kultura Orientace Serialy Video Obrazem

Bakterie EHEC uz usmrtila 35 lidi, z toho 34 v Némecku
12. gervna 2011 20:24

BERLIN - Poéet imrti na infekci stfevni bakterie EHEC v Némecku vzrostl o dal$i dvé
osoby na 34 a urady se obavaiji, Ze to jesté neni konec¢na bilance uz ustupuijici
epidemie.

f L 8, 1 pfispévek

| se Svédkou, ktera zemrela koncem kvétna, si epidemie vyzadala uz 35
mrtvych. Némecti odbornici se navic obavaji tézkych a mozna dozivotnich
zdravotnich nasledkd u osob, u nichZ se nadkaza enterohemoragické E. coli
(EHEC) projevila. Svétova zdravotnicka organizace (WHQ) uvadi, ze nadkaza nebo
podezieni na ni se objevila dohromady u 3255 osob.

CESKE REFUBLIKY

T da

Déti do 2 let
veku kvuli
HUS

Hemolyticko-uremicky syndrom
(HUS)

= trombocytopénie, hemolyticka
anémie a akutni postizeni ledviny

typické pro détido 2 let, v
epidemiich (léto) - hovézi maso,
nepasterizované vyrobky.




Barva — fermentace laktozy, co s tim da

e Jak poznam, ze je to
Shigella a ne E.coli?
 MALDI-TOF MS nepomuze

Plyn + (bublinky) - (ne)

Indol + (raz.)

Nefermentuje: ostatni — vC. Shigella, Salmonella,
Seratia nebo nefermentujici tyCinky



Barva — utilizace H2S

Determinanty Determinanty
O-antigenu H-antigenu

1,9,12 g,m Enteritidis

1,4,12 i Typhimurium

6,7, 14 R Infantis

9,12 d Typhi (+ pouzderny
antigen Vi)

Fermentuje: typicky Salmonella a
Citrobacter



[+] Antigens Antigens
Serotype Antigens Phase 1 Phase 2
. . Agona f,o s [1, 2]
Barva — utilizace H2S L
Bareilty 6,7 14 y 1,5
Blockley B, 8 k 1,5
Bovis Morbificans B, 8 ,20 r, [ 1,5
randenburg 1,4, 12 e h e, n, z15
Bredeney 1,4, 12, 27 I, w 1, T
Chester 1,4, [5], 12 e h e, n x
Derby 1, 4, [5], 12 f,g 1. 2]
Dublin 1,9, 12, [Vi] a,p
Enteritidis 1,9 12 [fl. g, m, [p] 7
Gallinarium 1,9 12 -
Glouchester 1,4,12, 27 i | W
Hadar 6, 8 zi0 en x
Heidelberg 1, 4, [8], 12 R 1, 2
Indiana 1, 4,12 z 1, 7
Infantis 6,7, 14 R I, 5
Javiana 1,9,12 I, 228 1,5
Kentucky 8, 20 i 6
Kottbus 6, 8 e h 1,5
Lagos 1, 4, [8], 12 i 1,5
Lille 6,7, 14 z38
Livingstone 6,7 14 d W
Mbandaka 6,7 14 z10 e, n, z15
Meleagridis 3, [10} {15} {15, 34} e h | W
Montevideo 6, 7, 14 g, m, [p], s [, 2 7]
Muenchen 6, 8 d I, 2
Newport B, 8, 20 e h 1, 2
Orian 3, [10} {15} {15, 34} ¥ 1,5
Paratyphi B 1, 4, [8], 12 b 1,2
Saintpau 1,4, [5], 12 e h 1, 2
Senftenberg 1,3,19 g, [s]. t
. X Stanley 1, 4, [8], 12, [27] d f, 2
Fermentuje: typicky Salmonella a Thomsan 6,714 K .5
. Typhimuriurm 1, 4, [5], 12 i i, 2
Citrobacter — - ; =

, {10} {15] f z6

(8]

Weltervreden




Barva — produkce oxidazy

www.microbiologyinpictures.com

Pseudomonas aeruginosa
positive oxidase test




Hemolyza a velikost koloni




Hemolyza a velikost kolonii
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S. pneumoniae E. faecium
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RUst na coko

* Hemofily

* Neiserrie

Satelitovy fenomén



A jak to smrdi?
* Proteus

e Pseudmonas

* Neisseria



Algoritmy interpretace
kultivacnich nalezu

Spravny vybér kultivaénich médii [©

Kvantita [— Je to signifikanini? —— Dle materialu (sputum/ moc)




|[dentifikace narostlych kolonii

Identifikace z kultury

| |

MALDI-TOF MS Biochemie Sérotypizace




Matrix-Assisted Laser Desorption lonization
Time Of Flight Mass Spectrometry

"—'

* Princip metody MALDI-TOF MS

* V\yhody a limitace metody




Matrix-Assisted Laser Desorption lonization
Time Of Flight Mass Spectrometry

] Hmotnostni spektrum

Detektor iontu

Elektrostaticke
‘ pole
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Komora pro ionizaci vzorku




Matrix-Assisted

Video YT

Matrix


https://www.youtube.com/watch?v=7BlqGq0bvS4

Laser Desorption lonization

+
Laser L 2 *te




Time Of Flight

Detector

- Drift region
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Mass Spectrometry




Laser ostreluje, odpafi se a ionizuji castice mikrobti

Elektromagnetické pole je zene vakuovou trubici k detektoru
Mé¥i jim cas jako sprintertim
Kazdy mikrob se rozpada na ¢astice se specifickymi casy pruletu

Casy (peaky na kfivce) se porovnaji s databazi



Vyhody

 Nakladoveée efektivni

* Kratka doba zpracovani, vysoky obrat vzorku
» Siroké spektrum detekovanych mikroorganisma

* Interlaboratorni reproducibilita a adaptabilita



Limitace

* Nema test citlivosti k ATB

* Problémova detekce nékterych mikroorganismu
(Bruker)

* Misidentifikace: Shigella jako E.coli

VVVVV

Klebsiella

* Enterobacter

Listeria

Streptococcus mitis group

* Odlisneé protokoly a databaze — nemusi umoznit prenos
dat mezi laboratoremi



Citlivost na ATB
Skupina |Specifika |

¢ VO|I'me dle sku plny Stafylokoky Vankomycin, rifampicin,
linezolid, ceftarolin

G+ koky jiné Makrolidy a linkosamidy

Enterobakterie ESBL+ kmeny

Nefermentuijici tyCinky

Mocové infekce P.o. ATB na IMC (nitrofurantoin,
fosfomycin, pivmecilinam)

Anaerobi PNC, ampicilin, pip/taz,
klindamycin, metronidazol,
meropenem

Enterokoky Ampicilin (!), vankomycin,

teikoplanin



