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• Co je záchranná otázka 

• Co se plete 

• Co je nového

• Co byste chtěli vy? 

Témata



Základní principy mikrobiologie 

Odběr a diagnostika



Příklad – pneumonie 

Náhlý nástup horečky, zimnice, 
pleurální bolesti na hrudi, 

produktivní kašel

lobární nález na 
rentgenovém snímku, 

zvýšení zánětlivých markerů

Klinika – tohle není esenciální (potřeba 
mít přehled)

Mikrobiologie – tohle JE esenciální (potřeba 
UMĚT)

Materiál Test

Výtěr z nosohltanu PCR

Sputum Mikroskopie, kultivace (PCR)

Fibroaspirát /BAL (INVAZIVNÍ!) Mikroskopie, kultivace (PCR )

Hemokultury Mikroskopie, kultivace (PCR)

Jaký materiál? A jaké testy z něj 
udělat? 

Poznámky aplikace Presenter
Poznámky prezentace
A na udržování této rovnováhy, tedy eubiózy, má vliv celá řada faktorů: 



• Cystitida 

• Infekční endokarditida 

• Sinusitida 

• Průjem po  návratu z tropů (CAVE)

• Průjem endemický

Další příklady – říkejte vy



Co má kdy smysl? 

Je-li to tekutý materiál/tkáň? 
Nabrat do sterilní nádobky –

NE ŠTĚTKA

Je-li to tekutý materiál/tkáň? 
VŽDY MIKROSKOPIE

Proč? Výsledek je hned. 

Je-li navíc i sterilní a 
kultivačně negativní: 
- Panbakteriální PCR

Proč? Když to nevyšlo… 

Proč? Může být mikroskopie

Kdy sérologie? 

• Těžko přístupná místa pro přímou 
dg.: mezenteriální lymfadenitida, 
amébový abcses aj.

• Není jiná dg. metoda (Borelie, 
některé viry)

• Sledování dynamiky / 
epidemiologie (IgG)/ očkovací Ab

Kdy dělat PCR? 

1) Když má smysl mít rychlý 
výsledek (cost/benefit) –
bakteriální meningitidy

2) Když to nejde kultivovat –
panel atypických pneumonií a 
respiračních virů

Biochemické testy

PŘÍKLADY: 
• dourčení narostlých kmenů 

(patotypy E.coli, E.coli/Shigellla), 
• rychlá kultivační diagnostika 

(plasmakoaguláza –
S.aureus/CoNS; oxidáza –
P.aeruginosa, Neisseria)

Antigenní testy

PŘÍKLADY: 
• COVID/chřipka – jen u 

symptomatických jedinců
• Legionella, pneumokok v moči 

Poznámky aplikace Presenter
Poznámky prezentace
A na udržování této rovnováhy, tedy eubiózy, má vliv celá řada faktorů: 



• MALDI z materiálu 

• PCR ze všeho a vždycky 

• Sérologie u akutních stavů 

Často se opakující chyby 



Hemokultury

Odběr a diagnostika



Krev





• Strategie jednoho odběru je 
non-inferiorní k párovým 
hemokulturám

• Nižší riziko kontaminace, méně 
invazivní pro pacienta

• Neplatí pro IE !



Kultivace (2 hod/ 18-24 hod)*

Mikroskopie (ihned)

Signalizuje pozitivitu

Hemokultury = 
set lahviček za 
jeden den

Citlivost (6 hod / 18-24 hod)** 

Jak se udělá identifikace agens? 

PCR



ATB a ATM

Opakování



+ Amfotericin B

+ Amfotericin B

Toxicita



AWaRe
• Zařadit do skupiny podle složení a 

AWaRe
• skupiny dle „vhodnosti“ použití 

antibiotik v klinické praxi z hlediska 
účinnosti, toxicity, ceny a rizika 
indukce antibiotické rezistence. 

Access: úzké spektrum účinku, nižší potenciál pro vznik 
rezistence, nižší cena, méně časté nežádoucí účinky, antibiotika 

volby na řadu infekcí 



AWaRe
• Zařadit do skupiny podle složení a 

AWaRe
• skupiny dle „vhodnosti“ použití 

antibiotik v klinické praxi z hlediska 
účinnosti, toxicity, ceny a rizika 
indukce antibiotické rezistence. 

Watch: širší spektrum účinku, vyšší potenciál pro vznik 
rezistence, vyšší cena, vyšší riziko toxicity, alternativní 

antibiotika 



AWaRe
• Zařadit do skupiny podle složení a 

AWaRe
• skupiny dle „vhodnosti“ použití 

antibiotik v klinické praxi z hlediska 
účinnosti, toxicity, ceny a rizika 
indukce antibiotické rezistence. 

Reserve: široké spektrum účinku, 
vysoká cena, vysoké riziko toxicity, 

rezervní antibiotika 



ATM Poznámka

Echinokandiny (anidulafungin) Hlavní ATM pro systémové infekce

Amoftericin B 1. Volba JENOM: invazivní kandidóza druhu C.parapsilosis u HD nestab., 
mukormykóza a invazivní kryptokokóza (s flucytosinem) - ABLC forma (v ČR běžně 
s flukonazolem 800 mg) 2.v: invazivní mykotické infekce

Flukonazol Všechny infekce kandidami, kromě C.krusei - zde echinokadin

Vorikonazol 1.v u aspergilózy - další proti aspergilovi: posakonazol, isavukonazol

Terbinafin mykotické infekce kůže, vyžaduje-li to léčbu - hlavně tinea

Antimykotika (a antigeny)

Test Na co je

Beta-D-glukan panfungální test

Manan kandidy

Glukoroxylomanan kryptokoky

Galaktomanan aspergily



Sekvenování v mikrobiologii

Opakování

Nové otázky



S laskavým svolením 
Dr. Marcely Krůtové

Sekvenování první generace (Sangerovo sekvenování)
- Panbakteriální PCR
- Typizace některých bakterií (spa typy S.aureus) 

Sekvenování druhé generace (next-generation sequencing) 
= masivně paralelní sekvenování
- Celý genom (WGS) / exony (metagenom) / jen konkrétní 

úseky (profilování)
- Mikrobiomy, viromy, genomy bakterií (rezistomy, příbuznost 

pro epidemiologii)

Sekvenování třetí generace 
(PacBio, Nanopore) 
- Sekvenování v reálném čase



Sekvenování
• Sangerovo sekvenování (první generace) – pro panbakteriální PCR, 

typizace některých bakterií (spa typy S.aureus) 

• Sekvenování nové generace – mikrobiomy, viromy a genomy bakterií 
– rezistomy, příbuznost (pro epidemiologii) 

• Sekvenování třetí generace – „sekvenování v reálném čase“



Kde se to dá využít? 

Studium lidského mikrobiomu 
- asociace s neinfekčními nemocemi 
(IBD, IBS, T1D, obezita aj.)

Analýzy genomu bakterií (software) 
- Virulentní kmeny 
- Geny rezistence (ResFinder) 
- Klonální šíření (Galaxy

Fekální mikrobiální terapie
- testování dárců 
- sledování udržení u příjemců 

Diagnostika infekcí z primárně 
sterilních materiálů



Panbakteriální PCR Materiály? 
Primárně sterilní!

Srdeční chlopně

Punktáty

Likvor

Velmi vzácně i krev, BAL

Ještě vzácněji narostlé kultury 



Jak se to dělá?  
• Dvoukolový proces

1. Amplifikace 16S rDNA

2. Sekvenování amplikonu
16S rDNA



Gen pro 16S rRNA

Yarza P,. Nat Rev Microbiol; 2014

• Je část malé ribosomální 
podjednotky bakterií (30S, tvořena 
21 proteiny a 16S rRNA)

• Velikost: 1542 bp
• Struktura genu: 

• konzervativní oblasti (tam nasedají 
primery) a 9 hypervariabilních oblastí 
V1-V9 (to se amplifikuje a pak 
sekvenuje). 

• Využívá se nejvíc oblast V3-V4 (asi 440 
bp) 



Gen pro 16S rRNA

Výhody a proč se využívá:
• Je to jak vysoce konzervovaná, tak ubikvitární sekvence
• Je to relativně jednoduché a levné sekvenovat
• Existuje dobrá referenční databáze (Silva, GreenGenes, RDP)



Další využití 
panbakteriálního PCR

• Zkouší se i z NESTERILNÍCH 
MATERIÁLŮ (tedy často 
polymikrobiálních)

• Obtížná interpretace

https://static.metagenlab.ch/2023_ESGMD_metagenomics/

U zkoušky, ale platí, že indikace 
panbakteriálního PCR jsou 

primárně sterilní materiály! 

https://static.metagenlab.ch/2023_ESGMD_metagenomics/


1. Hodnocení křivky PCR 

Cíl

Interní 
kontrola

Pozitivní 
kontrola

Negativní 
kontrola

Prahový cyklus (Ct)

Materiál: Kultivačně negativní 
kloubní punktát

POZITIVNÍ 
= je v tom bakterie. 

Ale jaká? 

Ct hodnota reflektuje cyklus, 
kdy dochází k nárůstu 
fluorescence nad práh pozadí



Hodnocení sekvence
Sekvence míří do databáze NCBI BLAST

Hodnocení: 
- Similarita sekvencí (98-100%)
- Počet shodných nálezů

Vzorek: BA-9454
CGCCGCGTGAGTGAtGAAGGTCTTCGGATCGTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACATATGTGTAAGTAACTG
TGCACATCTTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTG
GCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACG
GCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAG
CGGTGAAATGCGCAGAgATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAT
GTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCC

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome


Mikrobiom

1) Co to dělá, co to ovlivňuje, k čemu to je, základní 
metriky a složení

2) Rady do praxe: pestrost, nekupovat si komerční analýzy
3) ATB a mikrobiom

Nové otázky

Definice (zjed.): mikrobiota a její pole působnosti. 



Fyziologické funkce střevního mikrobiomu
Obrana před infekcí

Sommer & Bäckhend, Nat Rev Microbiology, 2013

Trávení

Vývoj imunitního systému 

Integrita střevní stěny

EUBIÓZA
= rovnováha ve složení a 
funkci střevního mikrobiomu

Metabolismus

Poznámky aplikace Presenter
Poznámky prezentace
… který plní celou řadu funkcí: ….. Vypíchnout vliv SCFA. A když vše funguje, nazýváme tento stav jako eubióza



Ateroskleróza, 
diabetes, obezita

Ovlivnění složení střevního mikrobiomu

Syndrom dráždivého 
tračníku (IBS)

Nespecifické střevní 
záněty (IBD)

Alergie, astma, celiakie 
(CeD)

Nádorová 
onemocnění

Dysbióza = nerovnováha ve složení a 
funkci střevních mikrobů

Klostridiová 
kolitida (CDI)

Poznámky aplikace Presenter
Poznámky prezentace
Působením jiných faktorů však může dojít k vychýlení této rovnováhy, kterou nazýváme jako dysbióza a ta byla již asociována s celou řadou nemocí…. Včetně celiakie, neinfekčních onemocnění trávicího traktu jako jsou celiakie, IBS a také to, co bude dnes zajímat dnes nás: nespecifické střevní záněty, IBD



Jak se to přenáší do praxe – příklad na IBD

Gilbert et al., Nature, 2025; Lee et al. iScience, 2025

Poznat mechanismus
Snížená diverzita a podíl 

producentů SCFA

Najít měřitelné metriky 
Zastoupení Phocaeicola

vulgatus (neg) a Prevotella
copri (pos)

Najít léčebné nástroje
Dieta, fágová terapie či 

FMT

Predikovat cokoliv
Odpověď na léčbu dle 

složení

Microbiome predictors



Jak moc je mikrobiom variabilní? 
• Krátkodobě (hodiny až dny)

• Dietní intervence (n=10): vysokotučná dieta 
(animal-based)

Dramatické změny do 48 h při extrémní 
změně diety, ale  do dalších 48h návrat do 

původního stavu

Příjem vlákniny 

Poznámky aplikace Presenter
Poznámky prezentace
https://www.nature.com/articles/nature12820/figures/1; �The similarity of each individual’s gut microbiota to their baseline communities (β diversity, Jensen–Shannon distance) decreased on the animal-based diet (dates with q < 0.05 identified with asterisks; Bonferroni-corrected, two-sided Mann–Whitney U test). Community differences were apparent 1 day after a tracing dye showed the animal-based diet reached the gut (blue arrows depict appearance of food dyes added to first and last diet day meals



• Adekvátní metoda (metagenomické
sekvenování a ne profilování 16S rDNA)

• Nelze interpretovat

• Musí být relevantně velká srovnávací skupina

• Nelze dělat žádná doporučení či 
individualizované doplňky stravy 

KOMERČNÍ ANALÝZY MIKROBIOMU

Porcari et al. Lancet Gastro. 2024



• První významný závěr s ohledem 
na dietu a mikrobiom

McDonald et al., Msyst, 2018

American Gut project

• Klíčem ke zdraví mikrobiomu je 
diverzita složení. 

• Ta je nejvyšší u těch, co jedí >30 
rostlinných potravin týdně (více než 

filozofie stravování)



Difficilogenní ATB 
• ATB jejichž užívání je spojeno s vyšším rizikem klostridiové kolitidy

4 „C“
Clindamycin

Cephalosporins

Co-aminopenicilins

Ciprofloxaxin (+other FQs)

Štefan, Antibiotika, 2024

Poznámky aplikace Presenter
Poznámky prezentace
4c… z nich nejvíc lnkosamidy�https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC10444966/?utm_source=chatgpt.com



Jakub Hurych
Ústav lékařské mikrobiologie, 2. LF UK a FN Motol
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