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Mikrobiologie

Souhrn véd o viastnostech a funkcich mikroorganismu

Viry Virologie

Priony Bakteriologie

Bakterie Botanika - algologie
Mollicutes Mykologie

Chlamydie Parazitologie (protozoologie,
Rickettsie helmintologie)

Cyanobakterie (sinice)
Fungi (kvasinky a plisne)
Protozoa, Cervi, ¢lenovci




Mikroorganismy

Osidleni planety Zemé - stromatolity
Kosmopolitni

Prenos na velké vzdalenosti
Specializace

Prezivani i v nevhodnych podminkach
Geneticka variabilita

Molekularni analyzy — 97% genomu odlisna — jina taxonomicka
jednotka

Rychly prenos genl — role v metabolismu
1,5 kg mikrob{ v téle clovéka (1 bunka — 100 mikrob{)
Nezastupitelna role v ekosystémech



Zakladni otazky klinicke
mikrobiologie
- Je pozorované onemocheéni P | . k ,
zpusobené infekénim agens? reana ytIC d
faze

- Jaky vzorek odebrat?

- Jak detekovat patogena? Ana |ytICké faze

- Je mikrob, kterého jsme Postana |yt|Cké

detekovali skutecne )
puvodcem dané choroby? faze

- Jakou lécbu podat?



Historie mikrobiologie

,Drevni“ obdobi

Antoni van Leeuwenhoek Louis Pasteur (1822 - 1895)
(1632 -1723) Robert Koch (1843 - 1910)
Joseph Lister (1827 - 1912)



Historie mikrobiologie
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Imunologie a serologie ,Klinickd mikrobiologie®

Alexander Fleming
(1881 — 1955)



Historie mikrobiologie

4. st. pr. n. . Hippokrates - zakladni |Iékarske postupy

Do 15. st. priciny inf. chorob neznamé, za ptivodce
oznacovana ,miasma"

Girolamo Fracastoro /1483—-1553/ - uceni o ,,contagiich" - v
mechanismu infekce predpoklada existenci malych zivoucich
nedelitelnych Castic, které Sifi nemoci; epidemie syfilis

De contagionibus et contagiosismorbis et eorum curatione libri tres

(O nakaze a nakazlivych chorobach a jejich léceni, 1546)
Johannes a Zacharias Jensenové

- 1590 prvni pevné mikroskopy, dvoucockové



Historie mikrobiologie

Antoni van Leeuwenhoek (1632-1723)

nizozemsky obchodnik se suknem a
mestsky urednik

sestrojil jednoduchy mikroskop ze
zvetSovacich skel

pozoroval rlizné materialy (voda, blato,
sliny, zubni plak...)
nalezl Cetné pohybujici se mikroorganismy &=
,animalcula®, napr. bakterie, prvoky,
kvasinky, nalevniky, cervené krvinky,
spermie ..

vysledky pozorovani publikoval v Casopise
spolecnosti Royal Society of London

1676 — popis bakterii




Objevy a objevitele

Louis Pasteur (1822-1895)

francouzsky chemik a lékar, zakladatel
mikrobiologie a imunologie

vyvratil teorii samoplozeni
prokazal, Ze bakterie mohou vzniknou zase jen ze Zivych
organismd, ze jsou pricinou, nikoli nasledkem kvaseni,
hniti a infekce (banky s labutim hrdlem)
Teorie — mikroorganismy jsou pricinou nemoci a
zanétd
objasnil proces kvaseni (zjistil, ze preménu cukru v
alkohol a kysani mléka zpUsobuji mikroorganismy)
pasterizace

Prokazal anaerobidozu

vakcina proti antraxu, kureci cholere, prasecimu
moru, vztekliné




Objevy a objevitele

Robert Koch (1843-1910)
némecky lékar a mikrobiolog
Prinesl diikazy, Ze bakterie jsou etiologickym
agens nékterych infekCnich nemoci
zaved| kultivacni pldy s agarem, dokazal izolovat
jednotlivé populace bakterii
Pracoval s Cistymi kulturami bakterii

1879 - 1899: identifikace plvodct tyfu, cholery,
zaskrtu, tetanu, tuberkuldzy

1905 —Nobelova cena za fyziologii a I€karstvi, za
prace o TBC




Kochovy postulaty

Kauzalni vztah meazi specifickou bakterii a specifickou nemoci

Bakterie musi byt pritomna v kazdém pripadu nemoci
Musi byt izolovatelna v Cisté kulture

Naockovani kultury do zdravého hostitele zplisobi charakteristicky
klinicky obraz choroby

Z infikovaného hostitele Ize bakterii znovu izolovat



Objevy a objevitele

Edward Jenner (1749-1823)
anglicky lekar
1796 ockovani proti nestovicim (variola)
virus varioly (pravych nestovic)

pri vyrobe vakciny pouzil kravské nestovice

Slovo ,,vakcina" je odvozeno od slova ,vaccinia“,
coz je oznaceni tzv. kravskych nestovic —
onemocneni, jehoz vyvolavatelé byly pouzity
jako vlbec prvni ockovaci latka. Vakcina
vyvolava u ockovanych jedinct tvorbu protilatek,
tento proces je nazyvan imunizace. Tyto
protilatky maji ochranny vliv, ockovani jedinci
jsou proti chorobé imunni.




Karikatura Jennera
provadejiciho ockovani




Vyznamni mikrobiologove
ceského puvodu

August Josef Corda (1809-1849)

jeden z prvnich ¢eskych badatell, ktery
pouzival mikroskop, pozoroval
rasy,nalevniky a mikroskopické houby

Vilém Dusan Lambl (1824-1895)

popsal bicikovce Giardia (Lamblia)
intestinalis

6077
Prof. MUDr. VILEM D. LAMBL.
Zemiel ve Varsavé dne 26. tnora 1895,
Plivodni reprodukce dle fotografe



Vyznamni mikrobiologove
ceského puvodu

Stanislav Prowazek (1875-1915)

rodak z Jindfichova Hradce, objevil Rickettsia prowazeki

Jaroslav Hlava (1855-1924)

zakladatel Ceské bakteriologie

== ;

Ivan Honl (1866-1936)

Hlavlv asistent, prvni profesor bakteriologie na Karlové univerzité

studoval hlavné tuberkulozu
zaved| u nas sérologickou diagnostiku

jako jeden z prvnich pozoroval antibioticky Ucinek
pseudomonadovych metabolitd na g+ koky
(pyocyanasa -Anginolky)




Biologicka systematika

Carl von Linné (1707 — 1778)
svedsky prirodovedec a lékar,
zakladatel botanické a zoologickeé
systematickeé nomenklatury

Zavedl binominalni nomenklaturu
(rodové a druhové jmeéno
organismu)

1767 - zaradil mikroorganismy do
tridy Chaos




Biologicka systematika

zkouma druhy a druhovou diverzitu organismu

Taxonomie — teorie a praxe klasifikace
organismuy do hierarchicky usporadanych

kategorii (zakladatel Carl von
(Species) — sobé podobné dru
ve vysSi taxon — rod (Genus)

Linné)
bnosti je druh

1y jSOU propojeny

Zakladni taxony v bakteriologii (rod a druh)



Bakterialni druh

Zakladni taxonomicka jednotka bakterii — pojmenovana skupina
pod urovni rodu, jejiz clenoveé vykazuji vysokou podobnost v
porovnani s ostatnimi bakterialnimi izolaty. Podobnost je
srovnavana s tzv. typovym kmenem.




Taxonomie
Rod (Genus) Streptococcus

Druh (Species)
Streptococcus pyogenes
Streptococcus agalactiae
Streptococcus pneumoniae



Bakterie

Jednobunéecné prokaryotické organismy

jadro bakterialni bunky
(nukleoid)

prokaryoticke ribozomy

cytoplazmaticka
membrana
peptidoglykanova
bunécna sténa




Prokaryoticka vs.
Eukaryoticka bunka
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GENERALIZED EUKARYOTIC CELL




Bakterialni bunka

velikost: bunky velmi malé (1-2um)
tvar: kulovity, tyCinkovity
podstatné jednodussi nez eukaryotické bunky

metabolismus: velky pomer povrchu k objemu
rychlejsi komunikace s prostredim
rychlejsi metabolismus

vyziva:

chemotrofie, fotoautotrofie, fotoheterotrofie
rozmnozovani:

délenim



Schema bakterialni bunky

jéd ro bakterialni molekula buné&na sténa ribozém cytopl tické
. . azmaticka
bunky (nukleoid) . membréna

prokaryotické
ribozomy

cytoplazmaticka
membrana

pepl\:ll‘c’lo’g Iylsa nova invaginace
bunecna stena glykokalyx | membrény granula \ fimbrie \ pouzdro \bi¢ik




Bunecna stena

u vetsiny prokaryot (vyjimku tvori
mykoplazmata)

stavba: (je mohutna) priseda na lipoproteinovou
membranu

typickou latkou bunécne stéeny je
peptidoglykan / lipopolysacharid
(v b.s. eukaryot neni!)

je porovita



Bunecna stena
Gram pozitivni bakterie

N-acetyl glukosamin

N-acetyl muramova
kyselina

(lipo)teichoova kyselina

{ o o ddd

syntéza katalyzovana
enzymy -

,_ transpeptidazami
Gram Positive cell structure. Oznaéované Jako PBP
(penicillin binding

peptidoglykan proteins)




Bunecna stena
Gram negativni bakterie

Gram Negative
Bacterial Cell Wall

Lipopoly-
saccharides

OUTER
MEMBRANE

PERIPLASMIC
Peptidoglycan — SPACE
Murein Lipoprotein

INNER ¢
MEMBRANE

CYTOSOL

Membrane
Proteins

Lipoprotein

Lipopolysacharid (lipid A — endotoxin)
Periplazmovy prostor (betalaktamazy)
OmpA protein — receptor pro konjugaci



Funkce bunéecneé steny

Ochrana mechanicka
Ochrana chemicka
Udrzuje vnitrni prostredi
Udrzuje tvar

Kompenzuje vysoky osmoticky pretlak
uvnitr bunky

Permeabilni (plné propustna)
Povrch je nositelem antigennich vlastnosti



Cytoplazmaticka
membrana

jedin@a membrana u prokaryot

stavba: fosfolipidova dvojvrstva, bilkoviny

Pruzna mozaikovita struktura (pricny pohyb fosfolipid()
tloustka 5-9 pm

Funkce

Izolace od vnéjsSiho prostredi - nepropustna pro vysoce polarni molekuly
(bilkoviny)

Transformace energie (sidlo ATPazy)

Sidlo enzym{ nutnych pro stavbu bunécné
stény




Pouzdro

Vnéjsi polysacharidovy obal
Neni pritomen u vSech bakterii
Ma antigenni vlasnosti

Prispiva k virulenci bakterii
Ochrana pred fagocytozou

Adherence - prichyceni na rlizné povrchy,
mohou tvorit jemn3,
kratka vlakénka (glykokalyx)

Klebsiella pneumoniae
streptokoky
neisserie




Pouzdro |1i

Opouzdrené kmeny tvori hladké kolonie S-formy (smooth), navalité
mukdzni M-formy, mutaci mohou prechazet v drsné (rough) R-formy

Streptococcus pneumoniae —ochranna funkce, S. mutans — prilnuti k
zublim)

Sliz - vznik vyluCovanim slozek z pouzdra, volné pripojena nepravidelna
vrstva
Leuconostoc mesenteroides (sacharozu z prostredi preméni na dextran)

Acetobacter aceti (vyluCuje celuldzu - spojeni bunék)



Bicik

Umoznuiji pohyb, nejsou vzdy pritomny
Jeden bicik, svazek bicikt (na jednom nebo obou pdlech buriky),
biCiky po celém povrchu bunky

molekuly globularnich bilkovin (flagelind) podobnych myozinu tvori
duté vlakno stoCené do Sroubovice, v cytoplazmé zakotven bazalnim
teliskem

Funkce

pohyb: dvé kruhovité desticky se otaceji proti sobé — stator a rotor, bicik tahne
buriku

Bakterie nahodné méni smér pohybu (kotrmelce)
Chemotaxe — usmeéernéni pohybu



Fimbrie (pilusy)

kratka krehka nepohybliva vlakna na povrchu
gramnegativnich (i gram pozitivnich) bakterii
mnohocetné na povrchu bakterii

Stavba - bilkoviny usporadané do duté Sroubovice

Funkce - adhesiny




Jadro (nukleoid)

1 molekula DNA - chromozdm bakterii (cca 3 500 gen{)

Cca 15% objemu bunky

neni od cytoplazmy ohranicen membranou

volné v plazme, chemicky hola molekula DNA (kruhova
dvousroubovice)

Neobsahuje histony, ale obsahuje proteiny histonlim podobné

nedéli se mitoticky (replikace v radu desitek minut) — vysoka
frekvence mutaci




Ribozomy

velka podjednotka
r

70S jednotka tvorena 2 podjednotkami:
mensi: 30S (1molekula RNA + 21
molekul bilkovin
vetsi: 50S (2molekuly RNA + 34
molekul bilkovin)

nejsou ohraniceny membranou

men§| vnezv u eull<aryot ) _ Cilové misto ucinku

volne Ci prisedl€ zevnitr k povrchove yybranych skupin antibiotik
membrane ’ ’ Makrolidy

funkce: syntéza novych polypeptidl Tetracyklin

(bilkovin)

B ciézec

Chloramfenikol
aminoglykosidy



Plazmidy

Bt timian

malé cyklické molekuly DNA v cytoplazmé | AR e
charakteristické pro bakterie

v burice vice kopii i druhl plazmidd

Mechanismy prenosu plazmidU
konjugace (konjugativni plazmidy)
transdukce (nekonjugativni plazmidy,
bakteriofag)

transformace (prenos DNA do
kompetentni buriky — in vitro genové
manipulace)

Integrace — integron (zaclenéni plazmid(
do chromozomu)



Plazmidy

Funkce
rezistence na antibiotika
rezistence k tézkym kovim
produkce toxint (diftericky toxin)



Bakterialni metabolismus a rust

- Obligatni anaeroby
(napr. Clostridium spp., Fusobacterium spp.,
Peptostreptococcus spp., ...)

- Obligatni aeroby
(napr. Pseudomonas aeruginosa)

- Fakultativni anaeroby
(napr. Enterobacteriaceae, Staphylococcus spp., ...)



Faze bakterialniho rustu

Exponencial
faze

Log bakterialniho poctu




Vyskyt bakterii

o
Puda
ovliviiuji Urodnost ptdy

humus obsahuje saprofytické bakterie > rozkladaji organické zbytky >
mineralizace

aktinomycety: vytvareji antibiotika (streptomycin, aureomycin,
tetracyklin, ...)

Vzduch
Voda
Lidsky organismus



Clovék - prirozena mikrofléra

Komenzalismus (symbioza)
klize — hlavné vlihka mista (tfisla, podpazi, ...)
usta, ustni dutina — teplo, vlhko, zivi se bilkovinami ze slin

streptokoky: z cukr( délaji kyselinu mlécnou > odvapnéni
zubni skloviny > vznika zubni kaz

dychaci cesty - jen v horni Casti (nosohltan, prtdusky),
zachyceny sliznici v nose, rasinkovym epitelem v pridusnici, ve
zdravych plicich bakterie nejsou

streva

Enterobakterie, anaerobni bakterie — zpracovavaji zbytky
potravin, prirozena ochrana pred patogeny, stimulace
imunitniho systému, zdroj vitaminu K



Clovék vs. bakterie

symbidza x parazitismus (infekce)

Patogenita
podminéna vlastnostmi mikroorganismu
Schopnost vyvolat onemocnéni u konkrétniho hostitele

Virulence — mira patogenity (kvantitativni vyjadreni)

Bakterie pro Cloveka
nepatogenni
primarne patogenni
podminéne (oportunn€) patogenni



Mikrobi jako paraziti

o Viry
e Intracelularni parasitismus

e Bakterie
e Extracelularni parasitismus
o Fakultativné-intracelularni parasitismus
e Obligatné intracelularni parasitismus

e Houby

e Paraziti



Kdy muze mikrob vyvolat infekci

Vztah hostitele, parazita a prostredi

Hostitel

Virulence — mira patogenity (schopnosti vyvolat onemocnéni)
- Invazivita
- Toxinogenita

Velikost infekcni davky — Uspésnost Sireni nemoci

Ekologické faktory — vektory, prezivani v prostredi atd.



Interakce s hostitelem

Kolonizace Unik pied imunitou

Patogenita: Schopnost vyvolat onemocnéni.
Virulence: Stupen patogenity.

Faktory virulence:  Molekuly produkované mikrobem
zodpoveédné za rozvoj onemocneni



Kolonizace a adheze

Adhesiny:

Fimbrie (pili) Lipoteichoova kyselina
— gramnegativni bakterie — grampozitivni bakterie

cytoplasm—>

wall teichoic acid

Linkage O Repeat

= f' WTA wTA

Unit Unit
LTA LTA
Linkage a Repeat
Unit Unit

© D-alanylation
@ Glycosylation

\ ) Phosphate /



Endotoxin

Lipopolysaccharid (LPS)

- Vaze se na specifické receptory makrofagli (CD14 and TL4)
- Interakce s receptory makrofagl a B bunék
- Aktivace komplementu alternativni cestou
- Aktivuje makrofagy, neutrofily, B lymfocyty.
- Horecka (uvolnovani TNF a interleukinu (IL) 1, IL-6)

- Vazodilatace Cell Wall of Gram-negative Bacter S
‘ - Hypotenze ¢
- Leukopenie | <
- Trombocytopenie LW{:;;;*;@;E*;{ y ‘y § < <
nsnhan : \\ o0 |,

Oligosaccharide

PO BCOOOOeD! SOOI 00

0 0il 068000080 Lipid A




Endotoxin

 Endotoxin se podili na vzniku toxického soku v
souvislosti s nedostatecnym prisunem kysliku v
Sokovych podminkach rlizné etiologie (hypovolemie,
stres, hypoperfuze streva).

 Narusena strevni bariéra se pak stava propustnou a
umoznuje penetraci endotoxinu.

 Za normalnich okolnosti je endotoxin z gramnegativnich
bakterii rezidentni flory tlustého streva absorbovan
pouze minimalné a stimuluje imunitni systém.



Endotoxin

 Endotoxin se uvolnuje do krevniho recisté z mist
kolonizovanych gramnegativni mikroflorou, nejcastéji pri
perforacich streva, popaleninach, ucpanych mocovych
cestach, infekcich zlucniku.

« NejbéznejSimi druhy jsou bakterie normalni flory,
zejmena tlustého streva (Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Bacteroides

fragilis).



Endotoxin

Nizka koncentrace - pozitivni ucinek
-stimulace imunity

Vysoka koncentrace - toxicky sok

-vasodilatace a snizeny vykon myokardu vedou k
oxidacnim porucham a multiorganovému selhani
(MODS) a diseminované intravaskularni
koagulaci

Petechie u pacienta s meningokokcemii (Murray et al.: Medical Microbiology, 2005)



Exotoxiny

- Cytolytické enzymy (obvykle tvofi péry v bunééné sténé — napr.
hemolyziny)

- Nespecifické enzymy poskozujici tkane (invaze mikroba)
- Proteiny ovliviujici funkci bunky (A-B toxin)

- Enzymy ovlivaujici imunitni systém hostitele (napr.
proteazy hydrolyzujici imunoglobuliny)



A-B Toxiny

P¥iklady:

- Botulotoxin

- Tetanotoxin

- Shiga-toxin

- Antraxovy toxin
B

- Pertussovy toxin



Penetrace mikrobu tkanémi

- Proteazy
- Fosfolipazy
- Kolagenazy

- Hyaluronidazy




Superantigeny

Aktivace T-lymfocytd navazanim na T-receptor a MHC II (major
histocompatibility complex) bez potreby zpracovani antigenu.

Priklady:

- enterotoxiny Staphylococcus
aureus

Superantigen

- TSST-1 (toxic shock syndrom
toxin) S. gureus

- erytrogenni toxin
Streptococcus pyogenes




Mechanismus uniku pred i

Opouzdreni
Antigenni mimikry

Antigenni maskovani

Produkce proteaz hydrolyzujicich imunoglobuliny
Destrukce fagocytd a inhibice fagocytdzy
Rezistence k lysozymu

Produkce peroxidazy

Intracelularni parazitismus




HISTORIE A BUDOUCNOST
LEKARSKE MIKROBIOLOGIE

Do konce 1. svétové valky byla identifikovana vétsina plivodct
bakterialnich chorob

Pokroky v prevenci a lécbé infekcnich onemocnéni souvisi s
objevem antimikrobik

S vyvojem metod a pristroji - rozvoj vyzkumu vir(
Objevuji se nové nemoci (legionarska nemoc, AIDS, lymska nemoc,

hemorhagické horecky, syndrom toxického Soku, nemoc Silenych
krav, ptaci chripka, SARS, MERS, Zika virus, COVID-19)

Mnoho nemoci, které byly na Ustupu, se zaCina objevovat Castéji
(priusnice, cerny kasel)

Selekce organisml rezistentnich vici antibiotikdim



