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1 LEKARSKA MIKROBIOLOGIA A KLINICKA MIKROBIOLOGIA

Lekarska mikrobiologia je samostatny medicinsky odbor, ktory vo svojej ¢innosti vychadza z
vedeckych poznatkov mikrobioldgie a Studuje Strukturu, metabolizmus, biochemické procesy,
patogenézu, nastroje patogenity a virulencie, citlivost’ na antiiotika a mechanizmy rezistencie
medicinsky vyznamnych mikroorganizmov ako aj procesy obrannych reakcii organizmu voci
nim.

Klinicka mikrobiologia je Specializacny odbor mediciny, ktory sa zaobera etiopatogenézou a
laboratérnou diagnostikou choréb mikrobidlnej etiologie. Poskytuje a interpretuje vysledky
priamej a nepriamej mikrobiologickej laboratornej diagnostiky. Nové poznatky v odbore
viedli k vyraznému rozvoju vsetkych integralnych cCasti klinickej mikrobiologie: klinickej
bakterioldgie, klinickej virologie, klinickej parazitologie a klinickej mykoldgie. Zaobera sa aj
mikrobiologickou diagnostikou importovanych, novych a novorozpoznavanych nakaz, aj
nakaz sposobenych biologickymi zbranami.

Specialista klinicky mikrobiolég poskytuje komplexni a kvalifikovani mikrobiologicku
diagnostiku pre ucely zistenia etiologie mikrobidlnych chordb a stanovenia kauzélnej
antimikrobidlnej terapie a pre u¢inné opatrenia proti vzniku, rozvoju a §ireniu tychto chorob.
Z\castiuje sa na ¢innosti komisii pre racionalnu antibioticku liecbu a zdravotnicku politiku na
vSetkych urovniach. Klinicky mikrobioldog ma prehlad o aktudlnych poznatkoch v
mikrobiologii v celej Sirke a o najnovSich poznatkoch v oblasti patogenézy, diagnostiky a
terapie mikrobialnych chorob. Klinicky mikrobioldg spolupracuje a vykonava konzulta¢nu
¢innost’ pre vSetky odbory medicinskej praxe. Navrhuje a odporuca dalSie postupy pri
diagnostike mikrobidlnych ochoreni. Vo svojej €innosti vychadza z najnovsich vedeckych
poznatkov v odbore, ako aj z poznatkov inych medicinskych odborov a dalSich vednych
odborov v oblasti prirodnych, socialnych a technickych vied. Koncepcia odboru klinicka
mikrobiologia je schvéalend Ministerstvom zdravotnictva SR. Vykonanie Specializacnej
skusky v odbore Klinickd mikrobioldgia je podmienkou pre vykondvanie samostatnej ¢innosti
v tomto Specializacnom odbore. V ramci lieCebno preventivnej starostlivosti tvori klinicka
mikrobiologia samostatné laboratorne oddelenie spolocnych vySetrovacich a lieCebnych
zloziek (SVLZ). Zékladnym pracoviskom klinickej mikrobiologie je ,,Oddelenie klinickej
mikrobiologie” (OKM). Podl'a rozsahu a druhu vykonavanej ¢innosti moéze byt oddelenie
rozdelené na useky, resp. laboratorid Pracovisko klinickej mikrobiologie Specializované na
urcitd ¢innost’, moze byt vynimocne sucast'ou in¢ho organiza¢ného utvaru.

Podl'a ¢innosti je mozné mikrobiologiu rozdelit’ na niekol’ko pododborov:



- bakteriologia
- viroldgia
- anitiinfek¢na imunologia
- sérologia
- mykolédgia
- parazitologia

B protozoologia

B helmintologia

B entomoldgia
Dnes sa stava samostatnym pododborom priprava kultivaénych médii a roztokov a kontrola
ich kvality. Nadstavbova diagnosticku ¢innost’, kontrolu kvality prace laboratorii a expertiznu
¢innost’ v oblasti klinickej mikrobioldgie zabezpecuju referenéné laboratérid. Pre potreby
objektivizacie faktorov vonkajSieho prostredia sa vyclenil samostatny odbor vramci verejného
zdravotnictva — mikrobioldgia vonkajSieho prostredia.
Zakladné ¢lenenie mikrobiologického pracoviska:

http://www.jfmed.uniba.sk/fileadmin/user upload/editors/Mikrobiol Files/Slov Praktika LS/

Mikrobiologia/Seminarne 1.pdf



http://www.jfmed.uniba.sk/fileadmin/user_upload/editors/Mikrobiol_Files/Slov_Praktika_LS/Mikrobiologia/Seminarne_1.pdf
http://www.jfmed.uniba.sk/fileadmin/user_upload/editors/Mikrobiol_Files/Slov_Praktika_LS/Mikrobiologia/Seminarne_1.pdf

2 VSEOBECNA BAKTERIOLOGIA

ZloZenie bakterialnej bunky
Prezentacia:

L.Uvod _do_3tidia lekarskej mikrobiolégie a imunolégie. Definicia mikrobiologie,

napln, histéoria a rozdelenie. Vyznam mikroorganizmov v prirode a v spolocnosti.
Morfologia mikroorganizmov - baktérie, virusy, a huby. Vyznam poznania Struktiry
pre pochopenie biologickych funkcii.

Bunka je zdkladna stavebna jednotka kazdého zivého organizmu. Podla stupiia vyvoja
a organizacie jadrovej hmoty je mozné bunky rozdelit’ do 2 zakladnych skupin:

- bunky prokaryotické ( tvoria archebaktérie a eubaktérie)

- bunky eukaryotické (vytvaraji organizmy zivocichov, rastlin, rias, hub)

Bakterialne bunky su bunky prokaryotické. Od eukaryotickych (somatické bunky, huby,
prvoky) sa lisia odliSnou Strukturou bunky.

Kazd4d bakteridlna bunka obsahuje nasledovné zdkladné Struktury a organely:
- nukleoid je ekvivalent jadra buniek vysSich organizmov, nie je od cytoplazmy oddeleny
jadrovou membranou. Sklada sa z jednej molekuly DNA - chromozomu, ktory je tvoreny
dvojzavitnicovou DNA kruhovitého tvaru. U niektorych bakteridlnych rodov sa nachadza aj
extrachromozomalne ulozena DNA, takéto StruktGry sa nazyvaji plazmidy
- cytoplazma je latka bielkovinnej povahy tvorena koloidnym roztokom bielkovin, suc¢astou
cytoplazmy su aj enzymy, v nej sa realizuju zakladné Zivotné pochody bunky, pozostava z
koloidnej hmoty obsahujicej jadrovi hmotu tvorent jedinym cirkuldrnym chromozémom
pozostavajicim s dvojvlaknovej deoxyribonukleovej kyseliny DNA, ribozémy tvorené
podjednotkami vel'kosti 70S a 40S, zasobné granuly.

- ribozomy - Gtvary zlozené z dvoch podjednotieck RNK vol'ne uloZenych v cytoplazme, alebo
spojenych s cytoplazmatickou membrdanou, na nich uskuto¢iiuje syntéza bielkovin
- cytoplazmaticka membrana pokryva povrch cytoplazmy, a sklada sa z fosfolipidov a
bielkovin. Hlavnou funkciou cytoplazmatickej membrany je selektivha permeabilita, ktora
urCuje smer a zloZenie cez fu prechadzajucich molekul. Voda, v nej rozpustené plyny a
Vv tukoch rozpustné molekuly prechiadzajii cez fosfolipidovii membranu difuziou. Vo vode
rozpustné i6ny obvykle prechadzaji cez malé pory v plazmatickej membréane. VSetky ostatné
molekuly vyZaduji molekuly nosi¢a, ktory ich transportuje cez membranu. Zakladnymi

mechanizmami prechodu latok cez cytoplazmatickli membranu su:


http://www.jfmed.uniba.sk/fileadmin/user_upload/editors/Mikrobiol_Files/Slov_Prednasky_LS/Mikrobiologia/pred.1.VL_LS_uvod.ppt

pasivna difuzia (na presun malych molektl latky sa vyuziva potencidlna energia

koncentra¢ného gradientu z miesta s vyssou koncentraciou do miesta s nizSou koncentraciou.

Funkcie cytoplazmatickej membrany st:

- selektivna permeabilita

- produkcia energie (sidlo transportného systému elektronov, enzymov fosforylacie a
fotosyntézy)

- syntéza peptidoglykanu (u rastucich a deliacich sa buniek)

- spoluucast’ pri amitotickom deleni nukleoidu, replikacii a separacii DNA pri deleni bunky
(existencia aparatu bunkového delenia — divizomu — predpokladd sa, Ze sytetizuje
paptidoglykan a material novej membrany, ktora rozdeli bunku na dve dcérske a nasledne
umozni ich rast )

- syntéza fosfolipidov a proteinov a sekrécia bakteridlnych produktov (enzymy, stcasti
puzdra)

- odstrafovanie splodin

- tvorba endospor

- bunkova stena tvori vonkajsi obal bakteridlnej bunky, je pevna a elastickd, udrzuje tvar a je

osmoticky a mechanicky pevna. Bunkové stena vacSiny medicinsky vyznamnych baktérii —
eubaktérii s vynimkou chlamydii pozostdva zo spleti molekularneho komplexu -

peptidoglykanu (mureinu). Peptidoglykan je tvoreny navzijom pospdjanymi monomérmi N

acetylglukozaminu a kyseliny N acetyl murdmovej. Syntéza monomérov peptidoglykanu

prebieha v cytoplazme. Tieto su prostrednictvom transportnej bielkoviny prichytené na
protoplazmatickli membranu a transportované cez fu. Za spolupOsobenia enzymov su
inkorporované do exitujucich Struktir bunkovej steny, kde sa monoméry navzijom viazu
glykozidickymi vdzbami a vytvaraju retazce. Jednotlivé retazce sa spajaju prostrednictvom
volnych tetrapeptidov N- acetyl muramovej kyseliny. Vézby medzi ret'azcami vytvoria rady,
vidzby medzi radmi vedla seba a nad sebou vytvoria vrstvy. Toto vzdjomné priestorové
previazanie je zakladom velkej pevnosti bunkovej steny a osmotickej stability. Pred
inkorporaciou novych monomérov do existujucej Struktury peptidoglykanu pri raste a deleni
musia byt najprv prerusené glykozidické vazby medzi monomérmi a peptidové mostiky,
ktoré spajaju rady medzi sebou. Iné enzymy potom vsuni novy monomér do prerusenia
peptidoglykdnu a transpeptiddza wuzavrie nové spojenia medzi vrstvami a radmi
peptidoglykénu. Mnohé antibiotika G¢inkuju inhibiciou na Grovni syntézy peptidoglaknu, ¢im
vystavuju baktériu osmotickej lyze. Penicilinové preparity sa viaZzu na transpeptidazy, tzv.

PBP — penicilin binding protein. Su to enzymy, ktoré uzatvaraji peptidové vizby medzi
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vrstvami peptidogylkanu. Touto vazbou peniciliny blokuju ich funkciu pri spajani retazcov

monomérov. Nasledkom toho vznikd malo rigidna bunkové stena podliehajica osomticke;j

lyze.

vonkajsie Struktury: glykokalyx, puzdro, bi¢iky, pilli, fimbrie

Samostatnou formou baktérii su tzv. mykoplazmy(L-formy), ktoré neohrani¢uje bunkova

stena, ale len cytoplazmatickd membrana. Ide onajmensie extracelularne prezivajlce baktérie,

ktoré nie su farbite'né¢ podl'a Grama.

Zaradenie bakterialnej bunky.

http://pathmicro.med.sc.edu/fox/protype.htm

Prokaryotické bunky:

Archaebaktérie - vyskytuji sa vextrémnych podmienkach: halofilné, termofilné,
metanofilné baktérie. Ich bunkova stena neobsahuje peptidoglykan, maju Specificka
rRNA, obsahuju glycerol.

Eubaktérie — do tejto skupiny patria vletky medicinsky vyznamné bkatérie. V bunkovej

stene osahuju peptidoglykan a murein.

Eukaryotické bunky

s bunkovou stenou obsahujicou chloroplast vytvarajG pletiva. Ziviny ziskavaju
absorbciou a energiu fotosyntézou a Vytvaraju organizmy riSe rastlinnej - machy,
liSajniky, ihli¢naté a kvitntce rastliny.

bez bunkovej steny sii organizované do tkaniv, organov a systémov. Ziviny ziskavaja
ingesciou a energiu katabolickymi pochodmi a vytvaraju organizmy zivociSnej riSe -
hmyz, Cervy, stavovce.

obsahujiice chitin nevytvaraju tkanivd ani pletivd. Su schopné fotosyntézy. Ziviny
ziskavaju absorbciou. Takymito bunkami st tvorené huby vreckaté, vytrusné, kvasinky a
pliesne.

Vytvaraju tiezjednoduché obvykle jednobunkové organizmy riSe protista - euglény,

riasy, prvoky

V pisanom texte sa na na zapisanie latinského pomenovania obvykle pouziva typ pisma

kurziva, u baktérii vo forme binomindlnej terminoldgie (rod a druh, genus a species).

Rodovy nazov sa pise vel’kym pismenom a v pripade odbornych textov sa mdze skracovat’ pri

opakovanom pouziti nazvu formou velkého zaciatocného pismena. Druhovy nazov sa pise

malym pismenom ( Staphylococcus aureus = S. aureus).


http://pathmicro.med.sc.edu/fox/protype.htm

Zakladnymi tvarmi baktérii su koky, palicky a zahnuté alebo Spiralovité utvary. Koky sa
vyskytuja samostatne alebo v paroch (diplokoky — pripominajuce kavové zrna, alebo plamen
a sviecku) Vv retiazkach (streptokoky) alebo nepravidelnych zhlukoch (stafylokoky). Tvar
kokov mdze byt’ gulaty, na jednej strane splostely, alebo su takmer Stvorcové. Palicky mozu
vytvarat' rozne utvary podla radenia (palisadovité, Cinske pismo). OdliSuji sa pomerom
dizky a hrabky, pripadne rozsirenim niektorej ¢asti. Spiraly sa odliduju poétom zavitov, ich

hustotou, zakonéenim a nasmerovanim koncov (Leptospira interrogans).

Stvorice kokov (tetrady).
http://beta.globalspec.com/reference/54399/203279/exercise-2

Dvojice kokov (diplokoky)
http://faculty.ccbcmd.edu/courses/bio141/labmanua/lab16/dkngon.html

Koky v retiazkach (streptokoky).
http://faculty.ccbcmd.edu

Baktérie v tvare Spiral.

http://faculty.cchcmd.edu

Palicky v retiazkach (streptobacily).

http://home.cogeco.ca

2.2 Vizualizacia a identifikacia baktérii

Prezentacia: Mikroskopia. Orienta¢né farbenie.

Baktérie moZeme pozorovat vo svetelnom mikroskope nativne alebo po zafarbeni,
v mikroskope s fazovym posunom, v tmavom poli a interferenénom mikroskope. Pre zvysenie
citlivosti je mozné pouzit' preparaciu fluoresceinom a pozorovanie vo fluorescencnom
mikroskope. Na vizualiziciu subcelularnych Struktur je mozné pouzit’ elektronovy mikroskop,
pre didaktické ucely sa pouzivaju rastrovacie elektronové mikroskopické postupy.
Rastrovany elektronmikorskopicky obraz

http://cs.wikipedia.org/wiki/Bakterie

Identifikdcia medicinsky vyznamnych baktérii v laboratoriach klinickej mikrobiologie pre

potreby klinickych pracovnikov sa uskutocnuje kultivaciou, izoléciou a identifikaciou baktérii


http://beta.globalspec.com/reference/54399/203279/exercise-2
http://faculty.ccbcmd.edu/courses/bio141/labmanua/lab16/dkngon.html
http://faculty.ccbcmd.edu/
http://faculty.ccbcmd.edu/
http://home.cogeco.ca/
http://www.jfmed.uniba.sk/fileadmin/user_upload/editors/Mikrobiol_Files/Mikroskopia_01.ppt
http://cs.wikipedia.org/wiki/Bakterie

ako vyvolavatelov infekénych ochoreni. Tieto postupy su zalozené na algoritmoch

Standardnych postupov pozostavajucich z r6znych kombinacii testov a metdd, ktoré maja za

ciel’ identifikovat’ baktériu pripadne jej fyziologické vlastnosti a nastroje patogenity:

v den odberu od 30 minut - do 8 hodin

- dokaz baktérie v biologickom materiale — mikroskopia nativnych alebo farbenych
preparatov.

Vécsina baktérii moze byt zaradend do jednej z 3 skupin na zdklade tinkénych vlastnosti —

schopnosti prijimat’ farbivo a odfarbovat’ sa.:

Grampozitivne baktérie — schopné prijimat’ farbivo pri Gramovom farbeni, nasledne sa

neodfarbuji

Gramnegativne baktérie — schopné odfarbit’ sa pri gramovom farbeni a prijimat’ farbivo pri

dofarbovani

Acidorezistentné baktérie — odolavajuce odfarbeniu roztokom alkoholu a kyseliny.

Zakladné farbiace metodiky pouzZivané v mikrobioldgii, prezentacie na praktické

cvicenia:

Farbenie podPa Grama.

Farbenie acidorezistentnych baktérii a gsranul

Farbenie bakterialnych puzdier a spér

- dokaz antigénov v biologickom materiale — aglutinacia, latex aglutinacia, ELISA
- dokaz NK v biologickom materidle — genetické sondy, PCR
Najnovsie zavadzané metddy identifikacie mikroorganizmov néjdete na:

http://bioinfo.tym.sk/MB/7 Diagnosticke metody v mikrobiologii.pdf

do 24 hodin po odbere

- izolaciu agens v Cistej kulttire

- urcenie morfologickych znakov kolonie a zmien okolia a kultivaénych médii

- znazornenie tinkénych vlastnosti

Zakladné postupy pouzivané pre kultivaciu baktérii najdete na strankach UMI JLF UK

v Martine:

Fyziolégia mikroorganizmov- kultivacia, kultiva¢né pody, dokaz Zivotnych prejavov

baktérii.

Anaerobna kultivacia.



http://www.jfmed.uniba.sk/fileadmin/user_upload/editors/Mikrobiol_Files/Slov_Praktika_LS/Mikrobiologia/Prakt._cv._Gram.pdf
http://www.jfmed.uniba.sk/fileadmin/user_upload/editors/Mikrobiol_Files/acidorezistentne__pohyb.ppt
http://www.jfmed.uniba.sk/fileadmin/user_upload/editors/Mikrobiol_Files/sporypuzdra_farb.ppt
http://bioinfo.tym.sk/MB/7_Diagnosticke_metody_v_mikrobiologii.pdf
http://www.jfmed.uniba.sk/fileadmin/user_upload/editors/Mikrobiol_Files/prakt.VL_LS_-fyziologia_I..ppt
http://www.jfmed.uniba.sk/fileadmin/user_upload/editors/Mikrobiol_Files/fyziologia_II._anaeroby-VL_LS.ppt

do 36 hodin — 48 hodin:

- urcenie biochemickych vlastnosti

- stanovenie antigénnej Struktary — sklickova aglutinacia

- stanovenie niektorych nastrojov patogenity a virulencie (plazmakoagulaza, katalaza,
oxidaza)

do 72 hodin po odbere:

- urCenie faktorov patogenity a virulencie (palzmakoagulaza, lyzozym, penicilinaza, toxiny)

- urcenie citlivost’ na antibiotika

Metody na stanovenie biochemickych vlastnosti a nastrojov patogenity a virulencie

najdete na strankach UMI JLF UK v Martine:

Prezentacie na praktické cvicenia:

Biochemické vlastnosti mikroorganizmov.

Nastroje patogenity a vyznamné bakteridlne enzyvmy a toxiny.

4.den a viac:
- citlivost’ na lyzu bakteriofagom

- sérotypizacia, potvrdenie v referncnom laboratoriu

Vicsina baktérii moze byt zaradend do jednej z 3 skupin na zdklade tinkénych vlastnosti —
schopnosti prijimat’ farbivo a odfarbovat sa.:

Gram pozitivne baktérie — schopné prijimat’ farbivo pri Gramovom farbeni, nasledne sa
neodfarbuji

Gram negativne baktérie — schopné odfarbit’ sa pri gramovom farbeni a prijimat’ farbivo pri
dofarbovani

Acidorezistentné baktérie — odolavajuce odfarbeniu roztokom alkoholu a kyseliny.

Bunkova stena grampozitivnych baktérii:

Bunkova stena grampozitivnych baktérii je hruba vrstva navzijom pospdjanych molekul a
retazcov peptidoglykanu, do ktorej su inkorporované do priestoru vystupujuce molekuly
kyseliny teichoovej. Jej sucast'ou su polyméry glycerolu, fosfatov a ribitolu, pripadne lipidy
(lipoteichoova kyselina). Peptidoglykan zabrafiuje osmotickej lyze a teichoova kyselina

speviiuje bunkovt stenu. Obidve slazia ako tzv. PAMP — pathogen associated molecular
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http://www.jfmed.uniba.sk/fileadmin/user_upload/editors/Mikrobiol_Files/Biochemicvke_vlastnosti_mikroorganizmov_l..ppt
http://www.jfmed.uniba.sk/fileadmin/user_upload/editors/Mikrobiol_Files/VL.2.roc.LS-8.pr.c.-bioch.ll.ppt
http://www.jfmed.uniba.sk/fileadmin/user_upload/editors/Mikrobiol_Files/VL.2.roc.LS-8.pr.c.-bioch.ll.ppt

patterns — molekuly suvisiace s patogénmi. Su to molekuly rozpoznavané réznymi bunkami
imunitného systému a aktivizujuce vrodené neSpecifické imunitné mechanizmy. Aktivuja
alternativnu cestu komplementu. Viazu sa na makrofagy a podporuji uvolnenie obrannych
regulaénych cytokinov (IL-1, IL-6, IL-8, TNF, PAF) a vznik zapalovej reakcie Povrchové
proteiny v peptidoglykane bunkovej steny mozu fungovat’ ako nastroje patogenity baktérie
(enzymy, adheziny, invaziny)

Bunkova stena gramnegativnych baktérii.

Je tvorena :

e 7 tenkej vrstvy peptidoglykanu (2-3 rady) — vnutorna sena a

e 7 vonkajSej membrany, ktora je tvorena lipidovou dvojvrstvou zloZenou z

- fosfolipidov lokalizovanych hlavne vo vnutornej vrstve tejto vonkaj$ej membrany

- lipoproteinov, ktoré spajaji vonkajsiu membranu s vrstvou peptidoglykanov

- lipopolysacharidov (LPS) lokalizovanych na vonkaj$ej vrstve vnilitornej membrany a
pozostavajucich z 3 casti (lipid A, corova Cast’ a polyscharidovy O antigén)

- proteinov, ktoré¢ st rodovo a druhovo Specifick¢é a G€inkuji ako enzymy, adheziny,
invaziny a odolavajt fagocytoze.

Vonkaj§ia membrana je podobne ako cytoplazmaticki membrana semipermeabilna,

priestupna pre malé molekuly prostrednictvom porov, ktoré st zloZzené z proteinov (porinov).

Brani uniku niektorych enzymov a vstupu niektorym toxickym latkam (PNC, lyzozym). LPS

dodava pevnost vonkajSej membrane a Gcinkuje ako PAMP stimuldciou vrodenych

imunitnych mechanizmov, ktoré sa prejavia ako zapal, zvySend teplota, fagocytdza. Tiez

aktivuje alternativnu cestu komplementu. Biologicky sa prejavi endotoxinovou aktivitou.

e periplazmaticky priestor — je zelatinovy material medzi vonkajSou membranou,

peptidoglykanom a cytoplazmatickou membranou. Obsahuje enzymy a vdzobné proteiny,
ktoré umozniuju rozlozenie extracelularnych zivin na mensie molekuly a ich transport cez

cytoplazmatickii membranu

Bunkova stena acidorezistentnych baktérii.

Nézov odzrkadl'uje charakteristickil vlastnost bunkovej steny niektorych mikroorganizmov
odolavat’ odfarbeniu silnymi odfarbovadlami (zmes kyseliny a alkoholu). Bunkova stena
acidorezistentnych baktérii je zloZzend len zvel'mi malého mnoZstva peptidoglykanu a
velkého mnozstva chemickych Struktir obsahujucich zluceniny lipidov  (glykolipidy,
kyselina mykolova, arabinogalaktanovy llipidovy komplex, lipoarabinoman, vosky), ktoré ju

robia relativne nepriepustnou. Zabranuji vstupu chemickych latok do organizmu, ¢im
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spomaluji rast a robia ju rezistentnou na vOCSinu antibakteridlnych preparatov,
chemoterapeutika a dezinfekéné prostriedky, ale napr aj na lyzozym fagocytov. Lyza
patogénnych mykobaktérii uvoliiuje kyselinu mykolova, ktord sa viaze na receptory
makrofagov a stimuluje ich kuvolneniu cytokinov (TNF), ktoré spdsobuji spolu
S lyzozoméalnymi latkami makrofagov snaziacimi sa zneSkodnit' baktériu tkanivové

poskodenie (imunopatologické nasledky zapalu).

Baktérie bez bunkovej steny.

Existuju 2 skupiny — Mykoplazmy a L formy. Mykoplazmy st jedinymi baktériami, ktoré
prirodzene nemaju bunkovu stenu. Svoj tvar a vyrovnany tlak medzi vonkaj$im prostredim a
cytoplazmou si zachovéavaji aktivnym transportom Na+. Ich cytoplazmatickda membrana
obsahuje steroly, ktoré poskytuji pevnost. Prilezitostne, ked’ su baktérie (G+ aj G-)
opakovane kultivované v definovanom prostredi mozu vytvarat’ mutanty bez bunkovej steny
tzv. L formy. Nazov dostali podl'a Listerovho institutu v Londyne, kde ich objavili a popisali.
Su odvodené od mnozstva patogénov, st rezistentné na PNC a mézu vznikat' aj v priebehu
infekcie. Ich etiologickd uloha nie je jednoznacne stanovena. Ak si G+ baktérie vystavené
lyzozymu v osmoticky stabilnom prostredi (napr. za pritomnosti sacharéza), lyzozym rozlozi

glykozidicki viazbu medzi N acetyl muramovou kyselinou a N acetyl glukozaminom

vonkajSej membrany. Bez peptidoglykanu si neudrzia svoj tvar a nadobtdaju sféricky tvar.

Intraceluldrne Struktiry

Cytoplazma predstavuje zakladna vntitorni hmotu bakterialnej bunky uzavreti plazmatickou
membranou. Je to koloidny roztok obsahujtci vodu, obidva typy nukleovych kyselin - DNK
aj RNK, enzymy, aminokyseliny, organické a anorganické latky, zlu€eniny, i6ny. Cytoplazma
je miestom bakteridlneho metabolizmu. Ziviny, ktoré sa dostali do cytoplazmy cez obal
baktérie po ich rozlozeni na malé molekuly exoenzymami produkovanymi baktériou, st
V cytoplazme metabolizované (katabolizmus) na zdkladné stavebné molekuly, a tie su
nasledne v syntetickych dejoch (anabolizmus) chemicky upravené na vlastné makromolekuly.
Tieto reakcie prebiehajuce v cytoplazme sa uskutoCtiuji za pouzitia endoenzymov.
V cytoplazme st umiestnené bunkové Struktiry: jadrova hmota — nukleoid, ribozoémy, u
niektorych plazmidy, endospory, inkliizne telieska, aktinové fibrily.

Jadrova hmota — nukleoid
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Na rozdiel od eukaryotickych buniek geneticky materidl (geném) baktérii je reprezentovany
cirkularnou DNA, ktord vytvara nukleoid, jadrovi hmotu. Jadrovd hmota nie je obkolesena
jadrovou membranou a nevytvara zrete'né jadro. Nukleoid je tvoreny jednou molekulou
dvojvlaknovej DNA, ktorej dva konce sa kovalentne viazu a vytvaraji cirkularnu molekulu.
Gény lokalizované na DNA su pri transkripcii prepisané do RNK (mRNK). A tie st
translaénym mechanizmom prelozené do tripletov aminokyselin a umoznia syntézu proteinov
za UCasti ribozomov. DNA teda determinuje aké proteiny a enzymy a kedy méze bunka
syntetizovat, Cize aké chemické reakcie je schopnd uskutocnovat. Vsetky tieto deje sa
uskuto€niuji prostrednictvom enzymov, ktoré su schopné rozpliest’, replikovat’ a opét’ spojit’
cirkularnu bakterialnu DNA (DNA gyraza, DNA topoizomeraza). Baktéridlny (ale aj
virusovy) gendm predstavuje chemickl Struktaru, ktord je cudzia pre organizmus cloveka, a
preto  stimuluje vrodent neSpecificki imunitu. Niektoré antibakteridlne latky
(chemoterapeutikd) ucinkuju na urovni inhibicie replikdcie nukleovej kyseliny.
Fluorochinolény inhibuji enzymy (topoizomerdzy) potrebné pri syntéze NK, sulfonamidy
blokuju syntézu kyseliny tetrahydrolistovej, kofaktoru potrebného na syntézu purinovych a

pyrimidinovych nukleotidovych baz.

Plazmidy, transpozony

Bakterialne bunky mézu obsahovat’ molekuly DNA, ktoré nie s viazané na jadrova hmotu,
nechromozomalne DNA molekuly — plazmidy. Nie st nevyhnutné pre rast a prezivanie
baktérii za normalnych podmienok, ale obvykle koéduju informacie, ktoré poskytnu za
urcitych podmienok pre baktériu vyhodu. Koduju syntézu niektorych proteinov, ktoré
nukleoid nekoduje. Napr. prirodzene sa baktéria nenachadza v prostredi s ATB a nevyuZiva
plazmid s genetickou informaciou kodujucou syntézu enzymu rozkladajiiceho ATB. Rastie za
rovnakych podmienok ako baktérie neobsahujuce tento plazmid. Ak sa ale nachadza takato
baktéria v prostredi ATB, enzym jej poskytuje vyhodu, tym, Zze ATB rozlozi, inaktivuje a
baktéria preziva, na rozdiel od inych, ktoré konkrétny plazmid neobsahuju.

R plazmid: G-baktérie ¢asto obsahuju plazmid (R plazmid — plazmid rezistencie) obsahujuci
gény kodujuce syntézu nastroja prenosu genetickej informacie z jednej bakterialnej bunky na
druhu - konjugaéného pilusu aj nastroja rezistencie na ATB. Konjugacny pilus je schopny
uskutoc¢nit’ konjugaciu a preniest’ existujicu geneticku informdaciu o rezistencii na ATB a o
produkcii pilusu na d’alSie baktérie, ¢im dochadza k Sireniu rezistencie na ATB.

Transpozony: useky DNA, ktoré st schopné premiestnit’ sa z jednej lokalizacie na inu na

nukleoide alebo plazmide, sa nazyvaja transpozony Na svojich koncoch koduju enzymy
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schopné vystiknut' tento Gsek - samych seba — z nukleoidu alebo plazmidu a opat sa
inkorporovat’ na inom mieste.

Ribozomy

Ribozoémy bakteridlnej bunky st zlozené z rRNK a proteinov. Strukturilne vytvaraju 2
podjednotky so sedimentacnou konstantou alebo jednotkou hustoty S (Svedbergova jednotka)
50S a 30S. Pri proteosyntéze sa vyskytuji spolu a tvoria ribozom s hustotou 70S. Baktéria
obsahuje priblizne 15 000 ribozémov. Zucastnuju sa na proteosyntéze tym, Ze preberaji
informaciu o type proteosyntézy a prelozia ju do formy proteinov. mRNA sa prichytdva na
30S podjednotku a tRNA nestca aminokyselinovy kod na 50S. Mnohé antibiotika G¢inkuju
na urovni posSkodenia bakteridlnych ribozémov ¢im spdsobia syntézu nevhodnych
proteinov. Rozdielne sedimentacné konStanty u bakteridlnych ribozomov a ribozoémov
eukaryotickych buniek poskytuju moznost selektivneho pdsobenia antibiotik. Napr.
tetracyklin sa reverzibilne viaze na 30S, makrolidy sa reverzibilne viazu na 50S a brania
predlzovaniu proteinového retazca

Bakterialny ribozém:

http://labs.genomics.sinica.edu.tw/chwong/RNA%20as%620a%20Drug%20Target.htm

Zasobné latky, granuly

Cytoplazmatické zasobné granuly (glykogénu, Skrobu), volutinové granuly -
metachromatické granuly (fosfatové granuly), sirové granuly (napr. u Nocardie alebo
Actinomyces izraeli) Okrem vyznamu v metabolizme baktériec maju vyznam diagnosticky.
Metachromatické granuly (napr. u Corynebacterium diphteriae) maju svoje meno podla toho,
ze pri farbeni je vysledna farba granul odlisna od farby pouzitého farbiva a obvykle aj od
okolia. Je to spdsobené chemickymi reakciami fosfatovych molekul a pouzitych farbiv

(farbenie podl'a Alberta, Farbenie acidorezistentnych baktérii a granul ).

Endospory

Predstavujii dormantné (kl'udové, spiace) formy zivota niektorych bakterialnych druhov.
Z medicinsky vyznamnych st to niektoré G+ baktérie z rodu Bacillus a z rodu Clostridium.
Predstavuju rezistentné formy Zzivota baktérie odolavajuce vysokym teplotdm, vyschnutiu,
dezinfekénym prostriedkom, vysuSeniu. Ich rezistencia vo¢i chemikalidm je podmienena
nepriepustnostou obalov (cortex, kabat). Odolnost’ vo¢i vysokym teplotdm je spdsobend
obsahom dipikolinatov a osmotickou aktivitou kory, ktora sposobuje dehydrataciu endospory

a tym jej rezistenciu voci vysokym teplotdm a radiacii. Rezistencia spor voci fyzikalnym a
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chemickym podmienkam sa pouziva na kontrolu sterility nastrojov a kontrolu ucinnosti

nastrojov dekontamindcie.

Sporulacia je proces tvorby spory z vegetativnej bunky. Trva priblizne 15 hodin. Je obvykle

podmienena nedostatkami v optimalnom zloZeni prostredia, predovsetkym chybanim uhlika a

dusika. Pri premene dochadza k prijmu vapnika a syntéze kyseliny dipikolinove;.

- replikacia DNA

- vytvorenie membranového septa

- vytvorenie druhej vrstvy cytoplazmatickej membrany okolo jednej z DNA molekul, ktora
bude stcast'ou endospory

- obidve cytoplazmatické membrany syntetizuju peptidoglykan do priestoru medzi nimi a
vytvoria kortex.

- vapenaté soli kyseliny dipikolinovej sa inkorporuji do obalu spory

- kortex je obkoleseny proteinom podobnym keratinu

- niekedy sa vytvori exospdorium — vonkaj$ia membrana zlozena z lipidov a proteinov

- zvySok vegetativnej bunky sa rozpadne a endospora sa uvolni do prostredia

Schéma sporulacie:

http://pathmicro.med.sc.edu/fox/cell envelope.htm

Germindcia spor

Spéry mozu prezivat’ celé éry az do doby, ked’ ich zmena vonkajsich podmienok stimuluje ku
premene na jedina vegetativnu bunku baktérie. Spory samotné st neskodné, pokial’ nedojde
ku germindcii. Germindcia spor alebo ich transformdacia na vegetativhu bunku mdze byt
podmienena napr. miernou teplotou alebo pritomnostou alaninu. Po zapocati germinacie
spora prijima vodu, napuciava, straca obaly a meni sa na vegetativnhu bunku identicku s tou,
z ktorej vznikla. Vyznam spor spociva v tom, ze sa podiel’aji na prenose niektorych vaznych
ochoreni:

- antrax - Bacillus antracis

- tetanus - Clostridium tetani

- botulizmu - Clostridium botulinum

- splynova gangréna - Clostridium perfringens

Umiestnenie endospor vo vegetativnej bunke ma diagnosticky vyznam. Pri Gramovom
farbeni sa nezafarbia (negativne farbenie). Na znazornenie endospor v cytoplazme

vegetativnych buniek sa pouziva Wirtz Conklinovo farbenie (Farbenie bakterialnych puzdier
a_spor).
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Vonkajsie Struktury
Niektoré baktérie mozu obsahovat’ Struktiry, ktoré sa nachadzaju externe od bakteridlnej

steny, ale st sucast'ou baktérie a mézu byt nastrojom jej patogenity alebo virulencie.

Puzdro (glycocalyx, S vrstva)

Takmer vSetky baktérie produkuju v nadbytku extracelularnu hmotu. Ak tato hmota pevne

stvisi s povrchom bunkovej steny nazyva sa ptizdro. Ak je len adherujtca, polymorfna, roznej

hrabky alebo hustoty nazyva sa S vrstva. S vynikou Bacillus antracis, ktory vytvara peptidové
puzdro, vSetky ostatné baktérie produkuju polysacharidové puzdro alebo S vrstvu.. Jeden
bakteridlny druh moze vytvarat niekol'ko typov polysacharidovych puzdier, ktoré st potom
zakladom pre rozne antigénne typy bakteridlneho druhu (napr. Streptococcus pneumoniae sa
vyskytuje az v 90 antigénnych typoch na zéklade roznej chemickej Struktary produkovaného
puzdra). Polysacharidové puazdro je komplex opakujucich sa relativne chemicky

jednoduchych struktur, ktoré maji antigénne vlastnosti. Polysacharidové puzdra st tzv. na T

bunkach nezavislé antigény, ktoré su schopné stimulovat’ imunitn(i reakciu organizmu

priamo, bez ucasti T lymfocytou, ¢o mé svoje nasledky. Takato odpoved je kratkodoba a

menej protektivna. Deti do 3. roku Zzivota vzhladom na nezrely imunitny systém nie su

schopné protektivnej imunitnej odpovedi a su ohrozené opuzdrenymi mikroorganizmami.

Povrchova extraceluldrna vrstva nie je nevyhnutnd pre rast in vitro a po niekolkych

generaciach sa schopnost’ produkcie straca. In vivo je baktéria schopné produkovat’ alebo nie

extracelularnu hmotu podla toho, ¢o je vyhodné pre jej preZivanie.

Ulohou vigsiny pizdier a S vrstiev je, Ze si nastrojom virulencie.

- Majua antifagocytarne vlastnosti — hydrofébne skupiny . puzdra sa navzdjom odpudzuju
S hydrofilnymi skupinami povrchu makrofdgov. U zmieSanych infekcii, m6Zu opuzdrené
kmene chranit’ neoptizdrené pred fagocytdozou. Hrubd vrstva extracelularneho materialu
mozZe branit’ vstupu antibiotika do baktérie a je potrebnéd vysSia koncentracia antibiotika
(napr. pri infekcii pluc baktériou Pseudomonas aeruginosa u pacienta s cystickou
fibrozou)

- Niektoré mézu byt’ nastrojom adherencie, sluzia ako adheziny. (Streptococcus mutans —
prichytenie sa na zubnt sklovinu a sposobenie zubného kazu).

- Interakcia biofilmu, ktory sa vytvara na umelohmotnych alebo cudzich nédhradnych
materialoch (katetre, kibne a chlopfiové ndhrady) a ako adhezin pdsobiacich
extracelularnych vrstiev (Straphylococcus epidermidis) mdze spdsobit’ kolonizaciu tychto

materidlov podmienecne patogénnymi mikroorganizmami.
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Klinicky vyznamné oplzdrené baktérie: Bacillus anthracis, Neisseria meningitidis,
Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae, Salmonelly typhi, Klebsiella
pneumoniae. OdliSenie opuzdrenych kmenov bakteridlneho druhu od neopuzdrenych je

mozné na zaklade mikroskopického preparatu podl'a Burriho (Farbenie bakterialnych

puzdier a spor.), dokazom bobtnania puzdier Specifickou protilatkou — Quellung reakcia,
alebo aglutindciou pomocou Specificky antisér alebo latexovou aglutindciou. Opuzdrené

kmene obvykle rast v mukoznych hlienovitych koldniach.

Biciky
Biciky su ndstrojmi pohybu baktérii. Asi polovica zndmych bakteridlnych kmeniov je
pohybliva. Podstatou pohybu je rotdcia bi¢ika na zaklade protonového gradientu. Bicik moze
rotovat’ v smere hodinovych uciciek alebo proti smeru ruciciek, ¢o je spdsobené zmenami
proteinu v bazalnom telese. Pohyb sluziaci baktérii na premiestnenie sa do najvyhodnejSieho
prostredia ako odoved” na stimul z prostredia sa nazyva taxia. Baktéria mdze reagovat’ na
podnety chmické — chemotaxia, svetelné — fototaxia, zmeny osmotického tlaku — osmotaxia,
na vzduch — aerotaxia, na teplotu — termotaxia.

Struktara bigikov:

- vldkno — pevnd helikalna Struktara, ktora vycnieva z povrchu bunky. Je zloZena
z proteinu flagelin, ktory vytvara helikadlne retazce a koru. Obvykle tato kora nie je
obalena puzdrom (s vynimkou Vibrio cholerae a Bdelovibrio). Protein flagelin je
podstatou bi¢ikovych H antigénov

- hak — je flexibilné spojenie medzi vldknom a bazalnym telesom

- bazélne teleso pozostava z tyCinky a niekol’kych prstencov, ktoré upeviiuju bi¢ik do
bunkovej steny a cytoplazmatickej membrany.

Bic¢ik baktérii nema vnutorné fibrily (ako je tomu u eukaryotickych buniek). Bazalne teleso

funguje ako molekularny motor, ktory umoziiuje rotaciu bicka a jej pohyb

Usporiadanie bi¢ikov na bakterialnej bunke:

- monotrichalne — jediny bi¢ik na jednom pdle

- amfitrichdlne — jeden bicik na kazdom pdle

- lofotrichalne — viac bi¢ikov na jednom alebo obidvoch pdloch

- peritrichalne — bi¢iky na celom povrchu bunky

- axidlne vldkna — vnutorné biciky — pritomné len u spirochét, pozostavaji z 2 az 100

axialnych vlakien, ktoré sa §iria z obidvoch koncov baktérie
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Struktira bi¢ika:

http://en.wikipedia.org/wiki/File:Flagellum base diagram en.svqg

Pritomnost’ bi¢ikov ~ a schopnost pohybu moézme dokéazat kultivaciou v U rurke,
naoc¢kovanim vpichom do agaru v skimavke, u Proteus mirabillis znazornenim Raussovho

fenoménu plazivého rastu na tuhych kultivacnych médiéach.

Fimbrie a pilli.

Fimbrie s mnohopocetné vlasovité utvary na povrchu bakteridlnej bunky. Nazov fimbrie sa
pouziva na akékol'vek nebiCikové vlasovité utvary. Nazov pilli sa pouziva pre utvary G-
baktérii spajajuce bakteridlne pary pri prenose genetickej informacie konjugéaciu. St dlhSie a
obvykle ich je len niekolko na jednej bunke. Fimbrie su menSie ako bi¢iky. Na povrchu
bunky je obvykle niekol’ko stoviek fimbrii peritrichdlne umiestnenych. Funkciou fimbrii je
adherencia bakterialnej bunky k inej bunke (bakteridlnej, 'udskej alebo na povrch nezivych
materidlov). Adherencie je Specifickd a jej podstatou je interakcia len niektorych
gluk6zovych molekl. Fimbrie na povrchu bunky sa mozu stracat’ a vytvarat' v priebehu rastu
a moézu menit’ chemicku Strukturu adhezivnych molekul a byt schopny adherovat’ na rézne
povrchy.. Fimbrie st néstrojom virulencie u niektorych baktérii. Pritomnost’ fimbrii u E. coli
je nevyhnutna pre jej kolonizdciu mocovych ciest a odolavanie odplaveniu praidom mocu.
Kmene Neisseria gonorrhoeae bez fimbrii st avirulnetné.

Pillus:

http://pathmicro.med.sc.edu/fox/coli-2.ipg

Kontrolné otazky k diskutovanej kapitole:

Zakladna charakteristika mikroorganizmov

Zaradenie baktérii do systému, rozdiel medzi eukaryotickou a prokaryotickou bunkou,
Struktura bakterialnej bunky — obal (bunkova stena, cytoplazmaticka membrana)
Struktira bakterialnej bunky — intracelularne organely (nukleoid, ribozémy)

Struktira bakterialnej bunky — povrchové §truktiry (bi¢iky, fimbrie, pilli)

Struktiira bakterialnej bunky — puzdro ( §truktira, vyznam, dokaz)

Struktiira bakterialnej bunky — spory (sporulacia, germinacia, dokaz)

Vyznam znalosti Struktury pre diagnostiku a odhad vlastnosti.

Diagnosticky vyznam mikroskopie v bakterioldgii

Farbenie podl'a Grama
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Farbenie acidorezistentnych mikroorganizmov
Farbenie bakteridlnych puzdier
Farbenie bakteridlnych spor

Farbenie cytoplazmatickych granul

3 Nastroje patogenity a virulencie u mikroorganizmov
Prezentacia:

5.Nastroje_patogenity baktérii. Endotoxiny a exotoxiny. Faktory kolonizacie. Ostatné

nastroje virulencie baktérii. Zakladné principy patogenity pri parazitoch. Huby ako
Pudské patogény. Infekcia a jej formy, reakcia organizmu na infekciu, priebeh a Sirenie
bakterialnej infekcie.

Mikroorganizmy sa nachédzaji takmer v kazdom prostredi, ale len relativne malo ich mdze
sposobit’ ochorenie ¢loveka. Mnohé st uzitocné pri likvidacii odpadov, vyuziti v priemysle,
pri vyrobe liekov a potravin. Predmetom lekarskej mikrobiologie st mikroorganizmy, ktoré
moézu vyvolat' ochorenie ¢loveka. Poznanie nastrojov mikroorganizmov, ktoré su za to
zodpovedné je prvym krokom k pochopeniu patogenézy ochorenia, k ucinnej diagnostike
a lieCbe. Patogenita a virulencia st pojmy, ktoré sa tykaju schopnosti mikroorganizmu
vyvolat’ ochorenie.

Patogenita charakterizuje rozdiely medzi mikrobialnymi druhmi. Je to vlastnost’ kvalitativna.
Mikroorganizmus je schopny vyvolat’ ochorenie (niekedy len za uréitych podmienok alebo
nie). Obvykle je to vlastnost’ geneticky podmienena.

Virulencia odzrkadluje rozdiely medzi kmefimi toho istého druhu. Je to vlastnost
kvalitativna a hovori ako agresivne - vel'mi, rychlo je mikroorganizmus schopny vyvolat

ochorenie. Je mierou patogenity a charakterizuje ju infek¢na davka.

Aby patogénny mikroorganizmus vyvolal ochorenie musi byt schopny:

*sa mnozit' v rezervoari, v ktorom preziva pred infikovanim a po infikovani jedinca
*opustit’ rezervoar a prichytit’ sa v novom prostredi

*kolonizovat’ napadnuté tkanivo

*vyvolat tkanivové poskodenie pripadne aj reakciu ¢loveka
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Tato schopnost’ je podmienena Strukturou a metabolickymi produktami mikroorganizmu To ¢i
po expozicii mikroorganizmu vznikne infek¢éné ochorenie zavisi, na jeho mnozstve a kvalite
vrodenych a ziskanych, nesSpecifickych a Specifickych imunitnych obrannych mechanizmov.
Prejavy niektorych infekcii (predovsetkym virusovych) su nasledkom tkanivového
poskodenia sposobeného imunitnymi mechanizmami. Je to ako vo vojne. Ak nechceme, aby
naSa krajina bola okupovana nepriatelom, bojujeme proti agresorovi aj za cenu casto
nenahraditelného zniCenia miest a ludskych strat. Ak organizmus nechce byt zahlteny
nekontrolovatelne sa mnoziacimi mikroorganizmami a skoncit’ letalne, imunitny systém
bojuje aj za cenu vzniknutych zrastov po zapale, granulémov, fibréz, abscesov, tkanivovych

defektov.

Podrl'a schopnosti vyvolat’ infekciu delime mikroorganizmy na:

*nepatogénne — obvykle na zdklade geneticky podmienenych, Casto Strukturalnych vlastnosti
nie su schopné vyvolat’ ochorenie u ¢loveka

*patogénne — U Cloveka bez Specifickej imunity vyvolaja pri dostato¢ne velkej infekcnej
davke ochorenie

*podmienecne patogénne — vyvolaju ochorenie, pokial’ st splnené niektoré podmienky
(zlyhavanie ne$pecifickych imunitnych mechanizmov, imunodeficity, metabolické poruchy,

poruchy cirkulacie, staza, cudzie telesa a pod.)

Boj ¢loveka s prirodou prebieha aj tomto poli. Mnohé patogénne mikroorganizmy dnes nie su
hrozbou, pretoZe sa podarilo navodit’ Specifickll imunitu proti nim, pripadne nimi vyvolané
ochorenia eliminovat’ (poliomyelitida), ¢i eradikovat' (variola). Naproti tomu vdaka
uspechom mediciny preZiva stale viac I'udi s postihnutim niektorého systému, ¢im sa roz§iruje
pocet ochoreni vyvolanych podmienecne patogénnymi mikroorganizmami (plesiiové

ochorenia, infekcie PK negativnymi stafylokokmi...).

Mechanizmus vzniku ochorenia

Mikroorganizmus po tspe$nom vyvolani ochorenia u jedného jedinca ma tendenciu prejst’ na
in¢ho (obzvlast, ak u neho vycerpal vSetky zdroje pre rast a rozmnoZovanie).
Mikroorganizmy maji vypracované nastroje nato, aby opustili telo infikovaného a vyvolali
ochorenie opit’ u d’alSieho jedinca. K tomu prispievaju aj procesy infikovaného jedinca zbavit’

sa cudzieho mikroorganizmu (hnacka, kychanie, kaslanie...). Prenos infekcie z infikovaného
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na d’alSieho jedinca sa nazyva proces Sirenia ndkazy alebo epidemicky proces.

Proces Sirenia nakazy

Hlavnymi ¢lankami procesu Sirenia nakazy je:

1. Pramen povodcu ndkazy

2. Cesta prenosu povodcu ndkazy

3. Vnimavy jedinec

Pramenom povodcu nadkazy je objekt, v ktorom prezivaji, pripadne sa v nom rozmnozuju
povodcovia infekénych ochoreni. M6ze nim byt ¢lovek, zviera, pripadne iny rezervoar (poda,
hmyz, strava, voda, infikovany ndstroj...)

Cesta prenosu povodcu nakazy z pramena k vnimavému jedincovi sa moze uskutoénit’
niekol’kymi spdsobmi a je ovplyvnena niekol’kymi faktormi:

- lokalizaciou povodcu v prameni nékazy,

- vlastnost’ami povodcu (predovsetkym odolnost'ou voci vonkajsim vplyvom),

- vstupnou branou infekcie.

Tieto faktory zodpovedaju trom fazam prenosu:

o vylucenie pdvodcu nakazy,

o jeho prezivanie vo vonkajSom prostredi (vehikulum prenosu),

0 vstupnou branou infekcie.

K prenosu povodcu nédkazy z prameiia na vnimavého jedinca moéze dochadzat”:

- priamo,

- nepriamo.

Priamy prenos sa uskuto¢niuje kontaktom infikovanej koze alebo sliznice so zdravou kozou
alebo sliznicou vnimavého jedinca. Takyto prenos je typicky pre prenos pohlavnych ochoreni.
Nepriamy prenos sa uskutociiuje prostrednictvom rdznych faktorov prenosu:

- ingesciou (kontaminovanou potravou, vodou...),

- inhalaciou (infek¢nych Castic, prachu...),

- inokulaciou (kontaminovanymi néstrojmi, ithlami, infikovanym hmyzom),

- kontamindciou koze a sliznic.

Vnimavy jedinec je kone¢nym ¢lankom procesu Sirenia ndkazy. V pripade uplatnenia sa
nastrojov patogenity a virulencie mikroorganizmu (pri dostato¢nej infekénej davke), ktorym
nezabranili neSpecifické a Specifické obranné mechanizmy, ddjde ku vzniku infekcie a
ochorenia, ¢im sa vnimavy jedinec stdva moZznym prameniom povodcu nakazy.

Prerusenie cyklu pramen pdvodcu nékazy, cesta prenosu a vnimavy jedinec v ktoromkol'vek

mieste ma za nasledok zastavenie procesu Sirenia nakazy. Na tirovni pramenia povodcu nakazy
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je to mozné terapiou, dekontaminaciou, eradikdciou. Na tUrovni cesty prenosu
dekontaminaciou, izolaciou, karanténou a organiza¢nymi opatreniami. Na tirovni vnimavého
jedinca preventivnym alebo profylaktickym ockovanim, podavanim Specifickej terapie,
profylaktickym podanim Specifickych imunopreparatov.

Spolupraca mikrobioldéga a epidemioldga je v procese Sirenia ndkazy viac ako formalna.
Mikrobioldg prispieva k preruseniu procesu $irenia nakazy presnou a rychlou diagnostikou a
identifikaciou povodcu nakazy, urCenim jeho patogénneho potencialu, citlivosti na
antibiotika. Tiez mdze na zdklade vySetrenia Specifickej imunity identifikovat’ vnimavého

jedinca, pripadne ohrozent populaciu.

Typy infekcii

S vynimkou inokulacie a intoxikdcie sa vSetky mikrobidlne ochorenia cloveka zacinaju

infekciou koze alebo sliznice.

Podrla d’alsieho priebehu dochadza k procesu:

- neinvazivnemu — baktérie prilnll na povrch sliznice, kde sa pomnozia a vyvolaji miestnu
reakciu alebo produkciou toxinou vyvolaji celkové ochorenie organizmu. Po prilnuti na
povrch sliznice prenikni baktérie do buniek a pomnozia sa v nich, vyvolaju ich
poskodenie a tym aj poskodenie sliznice

- invazivnemu — prenikaji do submukoézy, mnozia sa v podsliznicnom tkanive, priCom

mdzu produkovat’ toxin. Po pomnoZeni sa rozsiria do celého organizmu — diseminacia.

Fazy vzniku ochorenia

Skor ako vznikne klinicky zjavné ochorenie prebieha proces infikovania postihnutého
niekol’kymi fazami. Podl'a G¢innosti imunitného systému napadnutého jedinca, patogénneho
potencidlu a virulencie mikroorganizmu sa modze tento proces zastavit na ktorejkol'vek
urovni.

- Kolonizécia — adhézia — upevnenie mikroorganizmu na bunky sliznice alebo koze.

- Invazia — prienik mikroorganizmu do buniek sliznice a submukozy a prezivanie v nich.

- Disemindacia — prienik zo slizni¢nych buniek do submukozy a do krvného rieciska a krvnou
cestou do celého organizmu.

Kolonizacia a preZivanie

Kontakt mikroorganizmu so sliznicou alebo kozou — mikroorganizmy maja nastroje, ktoré im
umoznuju dostat’ sa do kontaktu s cielovou bunkou. Je to napr. pohyb, ktorym pohyblivé

baktérie mézu aktivne alebo chemotakticky postupovat smerom k sliznicnym bunkam, kde
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maji moznost’ kontaktu. Iné mikroorganizmy mézu vd’aka svojim enzymom prejst’ cez vrstvu
hlienu, ktora ich chrani pred posobenim nepriaznivého prostredia. Vel'mi tenké a pohyblivé
baktérie (spirochéty) sa svojim Sroubovicovitym pohybom zavitavaju do koznych abrazii
alebo do sliznice a prenikaju hlbsie do tkaniva.

- Adherencia a rezistencia voc¢i mechanickému odstraneniu z povrchu koze je podmienkou
prekonania  niektorych  nastrojov  neSpecifickej  imunity. Povrchové  Struktary
mikroorganizmov, fimbrie, adheziny a Specifické antigény mikroorganizmov sa spajaji so
Specifickymi receptormi ciel'ovych buniek infikovaného tkaniva, €o je podstatou tkanivového
tropizmu mikroorganizmov. Vytvara sa chemickd vézba, ktord odold mechanickému
odstrafiovaniu cudzich mikroorganizmov (pohybu riasiniek, pradu mocu, peristaltike, slzeniu,
kaSl'u). Prikladmi takychto nastrojov adherencie st protein F Str.pyogenes, vlaknity
hemaglutinin Bordetella pertussis, ktory sa viaze na Specificky receptor riasiniek, adhezin
fimbrii PII Neisseria gonorrhoeae, cholin viazuci protein Str.pneumoniae. Schopnost’ tvorit’
glykokalyx, osidlovat biofilm a rdzne chemické Struktury ulahcuje adherenciu
mikroorganizmov (napr. Stiepenie sachar6zy na glukézu atvorba dextranu umoznuje
adherenciu Str. mutans na zubnu sklovinu).

Boj o zelezo a nutri¢né faktory podmienuje schopnost’ baktérii prezit' v organizme. Je priamo
podmienena ich schopnostou tspesne sutazit o nutricné faktory a zelezo s fyziologickou
florou alebo makroorganizmom. Genera¢ny ¢as baktérii in vivo je kratsi ako in vitro, lebo in
vivo musia bojovat’ o nutricné faktory, ktoré su limitované. Mikroorganizmy o ne sttazia
prostrednictvom transportnych systémov alebo sucasti bunkovej steny, schopnych viazat
substraty a prenaSat’ ich do bakterialnej bunky. Prikladom je Zelezo, ktoré je nevyhnutné pre
rast baktérie aj l'udskej bunky. Baktérie vyuZzivaju siderofory inych baktérii, alebo maji
vlastné siderofory, alebo su schopné viazat' transportné molekuly l'udského organizmu
transferin, hemin, feritin (Haemophilus influenzae), ktoré potom nie su k dispozicii
makroorganizmu.

Rezistencia mikroorganizmu voc¢i neSpecifickym imunitnym mechanizmom sa prejavuje
predovsetkym ako zabrana fagocytozy, a to ako zabrana ingescie (pohltenie mikroorganizmu),
a ako zdbrana desStrukcie (lyzy) pohlteného mikroorganizmu. Napriklad, polysacharidové
puzdro brani pohlteniu baktérie, interferuje stvorbou aktivujacich enzymov (napr. C3
konvertdzy), mechanicky brani opsonizacii protildtkami proti somatickym antigénom.
Baktérie produkuju protedzy degradujice komplexy komplementovej kaskady (C3b). Pred
destrukciou sa baktérie brania umiestnenim v endoplazmatickych vakuolach, pred vytvorenim

fagolyzozomu tnikom z fagozomu do cytoplazmy.
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Unik pred $pecifickymi imunitnymi mechanizmami je sprostredkovany produkciou enzymov
a zmenou antigénnej Struktiry mikroorganizmov (antikapsularne IgG protilatky mézu posobit’
ako opsoniny a naviazanim sa na Struktary mikroorganizmu, napr. puzdra, zlepSovat’ u¢innost’
fagocytozy). IgG, IgA aj IgM sa viazu na adheziny a fimbrie a blokuju ich prichytenie sa na
hostitel'ské bunky. IgM a IgG aktivuji komplementovi kaskadu. Produkcia IgA protedz
mikroorganizmom moze likvidovat’ u¢innost’ $pecifickej imunity.

*IgA proteaza H influenzae zabrani ucinku Specifickych slizni¢nych IgA protilatok.
*Baktérie moézu unikat’ alinku protilatok zmenou antigénnej Struktary a povrchovych
proteinov (Neisseria gonorrhoae).

*Pri podobnosti antigénnej Struktury mikroorganizmu s niektorymi antigénmi l'udského tela
nemusi byt’ baktéria rozpoznana ako antigénna (cudzia) — (puzdra Str. pneumoniae).
*Antigény mozu byt prekryté hostitel'skymi proteinmi (lactoferrin, fibronectin — Str.
pneumoniae, Neisseria meningitidis) a imunitny systém ich nerozpozna ako cudzie.

*Baktérie maji na svojom povrchu proteiny viazuce Fc fragment protilatok, ¢im sa
mikroorganizmus pokryje protilatkami, ale prostrednictvom Fc fragmentu, ¢im je
zablokovand c¢ast’ imunoglobulinu zhodpovedna za naviazanie sa na imunokompetentné
bunky, ktoré by mali zlikvidovat’" mikroorganizmus t j. IgG uz neplnia tlohu opsoninov
(Staphylococus aureus).

- Invazia buniek a tkaniv je u niektorych mikroorganizmov sprostredkovand molekulami
adhezinov (invaziny), ktoré umoziuji endocytozu adherovanych baktérii (vstup Haemophilus
influenzae cez hematoencefalicki bariéru) tvorbou pseudopddii bunky. TG umoziuje
polymerizacia a depolymerizacia aktinovych vlakien slizni¢nych buniek a vytvorenim
endocytickych vakuol. Tym st baktérie vnesené do prostredia s dostatkom nutriénych

faktorov.

Poskodenie hostite/a
Faktory patogenity a virulencie mikroorganizmu schopné poskodit’ hostite'ski bunku st
Struktary  a proteiny  produkované mikroorganizmami  poOsobiace  priamo  alebo
prostrednictvom obrannej reakcie, ktorej ucinky vyvolaju poskodenie hostitel'skej bunky
(imunopatologické nasledky)
Su to:

e sucasti bunkovej steny — LPS a endotoxin, kyseliny teichoova a fragmenty

peptidoglykanu, kyselina mykolovd. Pdsobia ako antigény, niektoré ako
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superantigény a PAMP. Vyvolavaji sekréciu cytokinov a spustaji brannu zapalova
reakciu s naslednym moznym poskodenim
e cxotoxiny - AB toxiny, toxiny enzymovej povahy. Ich pdsobenie je priame — destruuju
cielové tkaniva
Endotoxin
Gram negativne baktérie uvolnuji urcité malé mnozZstvo endotoxinu v priebehu svojho
delenia. Velké mnozstva endotoxinu st vyplavované v obdobi bunkovej smrti a degradacie
baktérie. Stupenn poskodenia suvisi s mnozstvom uvolneného endotoxinu. LPS pritomny
v krvi spdsobuje patofyziologické zmeny regulované cytotoxinmi. V priebehu infekcie G —
baktériami uvol'nenie nizkych hladin endotoxinu vedie k zlepSeniu obrannych mechanizmov
stimulaciou zapalu, primeranej teploty auvolnenim energetickych zdrojov. Rozsiahle
systémové infekcie vSak mézu viest’ k nadmernému uvol'neniu endotoxinu (uz pri nadmerne;j
syntéze sucasti bakteridlnej steny a pritomnosti vol'ného endotoxinu v krvi — fulminantna
forma infekcie N. meningitidis) s tazkymi klinickymi priznakmi:
- teplota
- zapal
- tkanivové poskodenie
- respira¢né zlyhavanie
- poskodenie kapilar — vediace k petéchiam, rasu, kapildrnemu presakovaniu,
hypovolémii
- konsump¢né koagulopatia
- diseminovana intravaskularna koagulacia (DIC)
- hypotenzia
- zniZenie kardialneho vykonu
- ireverzibilny Sok

- hnacka

Superantigény (toxin I typu)

Sucasti bunkovej steny alebo produktov metabolizmu, ktoré reaguju s nadmernym poctom
T4-lymfocytov. BeZzné antigény su pohltené APC bunkami, degradované na epitopy, ktoré sa
potom Vv bunke viazu na MHC II molekuly a st vynesené na povrch APC bunky, tu ich
rozpoznavaju Specifické T4 lymfocyty svojimi TCR Superantigény stimuluji priamo a

nespecificky T4 lymfocyty a aktivizuju tak nadmerné mnozstvo lymfocytov k produkcii
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cytokinov (IL-2, nasledne TNF alfa, IL 1, IL-8 a PAF). Klinicky sa produkcia IL-2 prejavi
ako horacka, nausea, zvracanie, hnacka, nevolnost’. Vyplavenie d’alSich cytokinov sa prejavi
poskodenim endotelidlnych buniek, akatnym respiratnym zlyhavanim, DIC, Sokom,
mnohocetnym zlyhdvanim organov (podobne ako pri LPS Soku). Aktivacia autoreaktivnych T

lymfocytov moze viest’ k spusteniu autoimunitnej odpovede.

Priklady superantigénov st

— toxic shock syndrom toxin 1 ( TSST-1) St. aureus,

— streptokokovy pyrogénny exotoxin (Spe) - produkovany St. pyogenes
bezne sposobujuci Sarlach, vyvolavajuci TSLS — toxic shoc like syndrom.,
pravdepodobne zodpovedny za psoridzu

— stafyokokovy enterotoxin

— niektoré antigény M. tuberculosis, rabies virusu, HIV st pravdepodobne tiez

superantigénmi

Exotoxiny
AB toxiny (toxin III typu) pozostavaju z dvoch Casti. A Cast’ (aktivna) a B (vdzbova —
binding). B ¢ast’ viaze molekulu toxinu na receptorové miesto hostitel'skej bunky a urcuje
tkanivovy tropizmus toxinu. Po tejto vizbe dochédza k vstupu aktivnej Casti samotnej alebo
celej molekuly toxinu do bunky. Cast’ A katalyzuje reakciu odstiepenia ADP ribosyl I skupiny
od koenzymu NAD a kovalentne ju viaZe na protein. To spdsobi poruSenie normalnej funkcie
proteinu a urcuje typ poskodenia. Organizmus vytvori neutralizujuce protilatky (antitoxin).
Ked’ sa protilatka naviaze na toxin, tento nie je schopny sa naviazat' na receptorové miesto
Specifickej bunky. Antitoxin neutralizuje len volné nenaviazané molekuly toxinu. Priklady
AB toxinov su:

- diftericky exotoxin

- cholerovy exotoxin

- enterotoxin A Cl. perfringens, Bacillus cereus,

- pertusicky exotoxin

- exotoxin Ps. Aeruginosa

- shiga toxin

- toxin B. antracis

- botulotoxin

- tetanicky toxin
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- toxin Helicobacter pylori

Utinky tohoto typu toxinov spdsobuju klinické syndromy po dosiahnuti hraniénej hodnoty.
Detailne sa 0 jednotlivych toxinoch dozviete v kapitolach zo S$pecialnej bakteriologie. Tieto
toxiny st imunogénne, denaturovatel'né a neutralizovatel'né. Vo¢i mnohym sa uspesne ockuje
pouzivanim anatoxinov (toxoidov). Pdsobenim fyzikdlnych a chemickych ucinkov moéze
dojst’ k denaturacii toxinov, ¢im stratia svoje toxické vlastnosti, ale zachovaju si antigénne
vlastnosti. Takyto postup ma vyuzitie pri vyrobe ockovacich latok.

Anatoxin, toxoid - latka podobna toxinu, ktora ma zachované antigénne vlastnosti ale stratila
toxické vlastnosti. Po aplikacii do organizmu vyvola tvorbu protilatok, ktoré chrania proti
toxinu, zabranuju toxickému t¢inku — neutralizuju pdsobenie toxinu.

Antitoxin — protilatka proti toxinu.

Toxiny enzymovej povahy (toxin II typu) — su enzymy, ktoré poskodzuju bunkové
membrany hostitel'skych buniek. Ich G¢inok sa prejavi poskodenim buniek ur¢itého tkaniva a
je priamo Umerny mnozstvu uvolneného toxinu produkovaného V priebehu bakteridlneho
metabolizmu. Priklady toxinov IL. typu:

- exotoxiny A Cl. perfringens — kolagenaza, lecitinaza, hyaluronidaza

- leukocidin — St. aureus, Str. pyogenes

- exotoxii B Str. pyogenes — proteaza sposobujica nekrotizujucu fasciitidu

- clastaza Ps. aeruginosa

- hemolyzin, proteaza, DNaza, streptokindza produkované Str. pyopgenes deStruuju

zodpovedajuce tkaniva a sposobuju zapal

- pneumolyzin Str. pneumoniae poSkodzuje riasinkovy epitel.

Niektoré mikrobidlne antigény svojou podobnostou s antigénmi hostitel'skej bunky mozu
spOsobit’ autoimunitné ochorenia. Nimi vyvolané protilatky skriZzene reaguji s antigénmi
I'udského tela, viazu sa s ich epitopmi a vyvolaju zapalova reakciu proti vlastnému tkanivu
alebo aktivizuji CTL autoreagujiice cytotoxické T lymfocyty s podobnym néasledkom. Tato
problematika je sucast'ou kapitoly vSeobecnej a Specidlnej imunolégie.

Prezentacia na praktické cvicenia:

Nastroje patogenity vyznamné bakterialne enzymy a toxiny.
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2.2 Bakterialna genetika
Prezentacia:

3.Genetika __mikroorganizmov. Adaptacia, premenlivost’, modifikiacie, mutacie,

konjugacia, transformacia ,lyzogénna konverzia, biotechnologia a bakterialna bunka.

Makromolekula DNA

Je dvojvldknova, uzaviera sa do kruhu, je zloZend asi z 4 . 10° nukleotidovych parov a dlha
priblizne 1,4 mm, ¢o je asi 1000 krat viac, ako je dizka vlastnej bunky. Z toho dovodu vytvara
molekula DNA viac ako 50 sluciek. Tvoria ju dva komplementarne retazce. Najmenej
Vv dvoch bodoch sa pripgja k plazmatickej membréane. Z genetického hl'adiska vytvara 1
bakterialny chromozom a asi 0 1000 krat mensie plazmidy. Plazmidy sa replikuju nezavisle
od chromozému a nest gény, ktoré nie su pre bunku nevyhnutné , len doplnkové. Molekula
DNA nie je od cytoplazmy oddelena jadrovou membranou a neviazu sa na fiu histony.
Bakterialna bunka je haploidna, ale pri prenosoch genetického materialu z donorovej na
recipientni bunku méze byt i Ciastocne docCasne diploidna. Zékladnou stavebnou jednotkou
vsetkych nukleovych kyselin je nukleotid.

Nukleotid je zlozeny z jednej dusikatej bazy (purinovej alebo pirimidinovej ), z jedného
monosacharidu — pentdzy (ribozy alebo deoxyribozy) azvySku kyseliny fosforecne;j.
Pomocou S$pecifickych enzymov sa navzajom viazu nukleotidy do polyribonukleotidového
alebo polydeoxyribonukleotidového retazca. Fosfodiesterickou vézbou sa spoji pentdza
jedného nukleotidu s fosfatovou skupinou druhého nukleotidu.

Nositelom genetickej informacii o dediénych znakoch a vlastnostiach prokaryotickych
organizmov je DNA. V nej zapisana informacia sa odovzdava z materskej bunky do bunky
dcérskej. Aby nedochadzalo v priebehu amitézy k postupnej strate informacii, kazda
molekula DNA sa musi pred bunkovym delenim zdvojit' — replikovat. Replikdcia DNA
prebieha z jedného miesta cirkularneho chromozomu a §iri sa oboma smermi, kruh ostava
uzavrety. Pri tomto procese sa uplatiuje DNA polymeraza, ktord viaze nové komplementéarne
pripojené nukleotidy a vytvori novy retazec DNA. Replikaciou vznikaju z jednej molekuly
DNA dve dvojvlaknové molekuly DNA. Kazda z tychto dvoch molekiil DNA obsahuje jeden

povodny a jeden novosyntetizovany polynukleotidovy ret'azec.
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Proteosyntéza

Na vSetkych miestach Vv bunke, kde sa nachddza DNA (bakteridlny chromozom
a extrachromozomovy plazmid) prebieha transkripcia — prepis genetickej informacie,
nasledne jej translacia — preklad na ribozémoch v cytoplazme a syntéza bielkovin.
Transkripciou (prepisom z DNA) vznikaji vSetky typy RNA. Pri transkripcii sa uplatiiuje
RNA polymeraza, ktora viaze RNA nukleotidy do polynukleotidového retazca. Transkripciou
Strukturalnych génov DNA vznika polygénna - MRNA a nasledne bielkoviny. Transkripciou
génov pre RNA vznika tRNA a rRNA.

Ribonukleové kyseliny u prokaryotickych organizmov su vzdy jednovldknové. Nukleova
MRNA sa Vv cytoplazme na ribozomoch (rRNA a bielkovina ) translatuje do poradia
aminokyselin. Po translacii sa rozpada. Transkripciou Strukturdlnych génov DNA sa znovu
tvoria nové molekuly mRNA. Translacia prebicha na zrelych ribozémoch v cytoplazme, na
ktorych je pritomnd mRNA. Ku kodénu mRNA sa komplementarne viaze antikodon tRNA,
ktord naviazala na seba prisluSni aminokyselinu. Aminokyseliny sa zarad’uju do retazca za
sebou a vzajomne sa viazu peptidickou vdazbou. Transferova RNA po splneni svojej tlohy sa
uvolni, vrati sa spat’ do cytoplazmy, aby znovu vyhl'adala taku isti aminokyselinu a opat’ ju
transportovala k miestu proteosyntézy bielkovin. Pocet tRNA zodpoveda poctu aminokyselin

Vv cytoplazme, ktoré sa zi¢astiiujii na proteosyntéze.

Regulécia proteosyntézy
Jeden z najznamejsich sposobov regulacie preteosyntézy je riadenie transkripcie indukciou

a represiou. Niekol'ko Struktardlnych génov, ktoré funkéne spolu stvisia sa ¢asto spdjaju do
funk¢énych usekov, ktoré nazyvame operony (enzymy jednej metabolickej drahy ). Aktivita
vSetkych Strukturdlnych génov operonu je podla potreby bunky riadena len jednym
regulacnym génom. Operéon ma niekolko Casti. Zaciatok transkripcie, kde sa viaze RNA
polymerdza sa oznacuje ako promotor. Nasleduje operator, na ktory sa modze naviazat
represor (bielkovina ), ktory sa tvori podl'a regula¢ného génu. ( na inom mieste DNA ).
Operon tvori d’alej niekol’ko Strukturdlnych génov a ukoncenie transkripcie ( odpojenie RNA
— polymerazy ) zabezpec€uje terminator. Skupina Strukturalnych génov operénu sa transkribuje
do jednej molekuly mRNA, ktord sa enzymaticky strihda na casti, ktoré zodpovedaju
jednotlivym génom operonu. Tak z jednej molekuly mRNA po translacii vznikaju viaceré

proteiny.
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NEGATIVNA REGULACIA:
gén je zablokovany represorom, ktory sa naviazal na operator a znemoznuje transkripciu
Strukturdlnych génov = represia. Uvolnenie operatora je mozné posobenim induktora ( napr.

substrat metabolizmu ) na represor = indukcia alebo derepresia.

POZITIVNA REGULACIA:

gén je stale aktivny.

Zmena genetickej informacie

Ak by bola replikaicia DNA vzdy bezchybna, nebolo by moznych zmien v DNA
a v dosledku toho by nenastali zmeny dedi¢nych vlastnosti, nemohla by vzniknit geneticka
variabilita a v konecnom dosledku ani biologicka evolicia. Gény v DNA st usporiadané
linedrne — za sebou ( Escherichia coli asi 4500 génov ). Subor génov v bunke sa nazyva
genom aje U prokaryotickych organizmov synonymom genotypu eukaryotickych
organizmov. Gendm bakteridlnej bunky nie je staly, moze sa zmenit'. Dve zédkladné moznosti

zmeny genetickej informdacie su muticie a rekombindcie.

Mutacie

Dedi¢né zmeny, ktoré vznikaji v DNA vplyvom mutagénnych faktorov sa nazyvaji mutécie.
Spontanne mutacie —

nahodne vznikaju bez zdmerného zasahu cCloveka. Ich pocetnost je pomerne nizka, ale
vplyvom zhorSujiceho zivotného prostredia vzrasta. Pravdepodobnost’ ich vzniku priamo
zavisi od rozsahu gendému a trvania bunkového cyklu (vysoka u mikroorganizmov).
Indukované mutacie -

zdmerne vyvolané ¢lovekom. Dnes sa cielené¢ zmeny genetickej informécie robia v ramci
génového inzinierstva ak ovplyvneniu genetického materialu dochadza vnasanim
cudzorodych DNA pomocou plazmidov alebo lipozémov.

Génové ( bodové ) mutacie -

prebiehaji na molekularnej urovni DNA. Meni sa pri nich kvalita génov. K tejto zmene
kvality génov dochadza pocas replikacie alebo opravného mechanizmu, priCom sa do

niektorého kodonu (trojica za sebou nasledujicich nukleotidov) inkorporuje nespravny
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nukleotid. Takyto kodén vacsinou (nie vzdy) koduje int aminikyselinu, ktora sa inkorporuje

do bielkoviny a podl'a toho v akej je pozicii mdze viest’ az k jej nefunk¢nosti.

Rekombinacie

Mechanizmy prenosu genetickych informacii - bakteridlna bunka moze v bakteridlnej
populacii ziskavat gény od inych buniek rekombinaciou pomocou troch mechanizmov
(transformacia, konjugacia a transdukcia). Vysledkom tychto mechanizmov je ziskanie
genetickej rozmanitosti v genofonde populacii.

Mechanizmus rekombinacie:

http://pathmicro.med.sc.edu/mayer/trans-1.ipg

Transformacia — je najznamej$im a najstar§$im mechanizmom genetického prenosu. Pri
transformacii vstupuje do bunky kratky usek DNA Usek DNA sa moze izolovat za
laboratornych podmienok (chemickou extrakciou) alebo prirodzenym rozpadom bunky.
Transformovand bunka a jej potomstvo maju novu informdciu, ktord sa prejavuje novymi
vlastnostami. Angli¢an Griffiths sa v roku 1928 svojim experimentom najblizsie priblizil
k vysvetleniu jej podstaty. O baktérii Streptococcus pneumoniae vieme, ze v disociacnej faze
M tvori polysacharidové puzdro a je virulentny. Vo faze S ptizdro netvori a je avirulentny.
Pripravenim suspenzie zo Streptococcus pneumoniae vo faze M (virulentny — usmrteny)
afaze S (avirulentny — Zivy) a jej podanim bielym myskdm - biele mySky uhynuli. Preco
biele mySky uhynuli, ked” bol virulentny kmen podal usmrtenym. Pre¢o po naockovani
infekéného materialu odobratého zuhynutych mysSiek vyrastli na kultivaénych pddach
virulentné aj avirulentné kmene Streptococcus pneumoniae? Griffiths sa najblizsie
Kk sic¢asnému vysvetleniu transformacie dostal vtom bode, ked uvaZzoval, Ze zmenu
avirulentného kmena na virulentny nesposobuje polysacharidové puzdro, ale Specificky
protein virulentného kmena. Dnes vieme, ze je to DNA. Schopnost’ bunky, reagovat na
cudziu DNA a prijat’ ju nie je jej stalou vlastnostou. Mo6Ze ju prijat’ v Case exponencialneho
rastu ( Streptococcus pneumoniae, Haemophillus influenzae, Bacillus antracis).

Konjugacia — pri konjugacii sa prenasa geneticka informacia z jedej bunky do druhej
prostrednictvom plazmidu. Tzv konjugativny plazmid sa prenesie do bunky pomocou
Specialneho pillusu. Pillusy st to Gtvary na povrchu bakterialnej bunky. Spajaju baktérii do
parov apodiel'aji sa na prenose genetickej informdacie konjugaciou. Ich tvorba je casto
kédovana v génoch plazmidov spolu s vlastnostou, ktord sa prenasa. Tato medzibunkova

interakcia predstavuje jednosmerny prenos 2z donorovej bunky na recipientnu.
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U enterobaktérii sa plazmidy nazyvaji R faktory (Resistence Transfer Factor). Ak sa napr.
v ¢revnom trakte nachadza Eschericia coli s R faktorom, ktory determinuje rezistenciu na
jeden alebo viac antibiotik, stavaji sa rezistentnymi iiné mikroorganizmy z ¢elade
Enterobacteriaceae pritomné v Crevnom trakte atie mozu rezistenciu odovzdavat d’ale;j.
Bunky, ktoré nest plazmidy sa ozna¢uji ako F * a tie , ktoré ho prijimajii ako F ~. V praxi sa
izolované a rezistentné kmene na antibiotika vysetruju na vyskyt R — faktora, pripadne na
frekvenciu prenosu ajeho Struktaru. .Problematika R-faktorov sa stava zavaznym
medicinskym problémom a boli uz popisané epidémie spdsobené multirezistentnymi kmeiimi
na antibiotika, pricom rezistencia bola ziskana plazmidmi. Dnes tato problematika ziskava na
vyzname Vv suvislosti s vyskytom multirezistentnych nozokomidlnych kmenov a prenosom
rezistenice medzi rodovo (Enterokoky a stafylokoky)

Mechanizmus konjugacie:

http://pathmicro.med.sc.edu/mayer/trans-8.ipg

Transdukcia — pri transdukcii kratky isek DNA vstupuje do bunky prostrednictvom virusu
(u bakterii prostrednictvom bakteriofaga). Cast DNA, ktora virus (bakteriofag) zabudoval do
svojej Struktary omylom pri infekcii inej bakterialnej bunky moze byt prenesena do inej
bakteridlnej bunky, ak ju infikuje. Prostrednictvom tohoto prenosu genetickej informaécie
ziskava napr. baktéria Corynebacterium diphteriae, povodca zaskrtu (diftérie), schopnost
tvorit’ diftericky toxin. Len tie bunky Corynebacterium diphteriae, ktoré maji vo svojom
vnutri faga — (st infikované bakteriofagom nestcim gén pre produkciu difterického toxinu) su
schopné tvorit’ diftericky toxin.. Bakteriofag infikuje baktériu len nukleovou kyselinou, ktora
sa replikuje a moze dojst’ k rekombinacii medzi nukleovou kyselinou baktérie a nukleovou
kyselinou faga.

Mechanizmus transdukcie:

http://pathmicro.med.sc.edu/mayer/trans-2.ipag

Elektronovy snimok a schéma bakteriofaga:

http://pathmicro.med.sc.edu/mayer/phage-1.ijpg

http://pathmicro.med.sc.edu/mayer/bactphage-bw.jpg

Zivotny cyklus bakteriofaga
Bakteriofdg je virus bakteridlnej bunky, ktory vyuziva energeticky systém a syntézu

proteinov bakteriadlnej bunky. Je to intracelularny parazit na genetickej urovni.
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CyKklus lyticky — bakteriofag sa po napadnuti bakteridlnej bunky sa adsorbuje na jej bunkovu
stenu koncom svojho bic¢ika. Cez kandlik bi¢ika prechddza jeho nukleova kyselina (DNA
alebo RNA) do baktérie. Bielkovinovy obal ostava na povrchu baktérie. Bakteriofag
prechadza do vegetativneho Stadia. V tomto Stadiu sa replikuja nukleové kyseliny podla typu
bakteriofaga . Tvorbou bielkovinového obalu Specifického pre faga vznikd infekény fag,
ktory po lyze bunky napada d’alSie baktérie.

Cyklus lyzogénny - fagova DNA alebo RNA je integrovand do nukleovej kyseliny baktérie a
vznikne temperovany fag. K lyze bunky nedochadza. Po viacerych generaciach déjde ku
konverzii a cyklus sa dokon¢i ko pri lytickej infekcii. Lyzogénia je stalym dedi¢nym znakom
kmena.

Zivotny cyklus bakteriofaga:

http://textbookofbacteriology.net/phage 2.html

Transpozony

Transpozony su transponovatel'né tuseky DNA, ktoré sa moézu v gendme hostitela
premiestiovat’ z miesta na miesto (v nukleotide alebo v plazmide).Transpozény na svojich
koncoch koduju enzymy, ktoré st schopné vystrihnat usek DNA z nukleotidu alebo
plazmidu a opat’ ho inkorponovat’ na iné miesto. V praxi to mdze znamenat' premiestnenie
genetickej informacie, kodujucej enzymy urcitej metabolickej drahy (operén) na iné miesto
v gendme a jeho expresiu v zavislosti od vonkajSich podmienok a zdrojov nutri¢nych
faktorov.

Transpozony, schéma:

http://www.docstoc.com/docs/124988970/ T ransposon---PowerPoint

2.3 Fyziolégia baktérii
Prezentacia:

2.Fyziologia mikroorganizmov.

Metabolizmus  mikroorganizmov - zakladné mechanizmy latkovej premeny a
ziskavania energie. Teoretické a praktické vyuzitie biologickych funkcii

mikroorganizmov.
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Délezitou stdastou vieobecnej mikrobiologie je fyziologia mikroorganizmov. Studuje
spOsoby vyzivy, ziskavanie energie, metabolizmus, rast a rozmnozovanie, pohyblivost.
Chemické zlozenie mikroorganizmov nie je vel'mi odlisSné od chemického zloZenia inych
zivych organizmov Z toho vyplyva, Ze mikroorganizmy potrebuju na zachovanie svojej
existencie tie isté latky ako iné zivé organizmy, pricom zlozenie bakterialnej bunky zavisi aj
od prostredia, v ktorom sa nachadza (chemického zlozenia kultivaénych pod a fyzikalno-
chemickych podmienok kultivacie). Mikrorganizmus sa lisi od inych zivych organizmov len
tym, Ze vSetky prejavy charakteristické a typické pre zivé organizmy vykonava len jedna

bunka.

Metabolické deje mikroorganizmov

Premena latok a ziskavanie energic - metabolizmus — sa u mikrorganizmov uskuto¢fiuje
dvoma biochemickymi procesmi. Metabolické procesy zahtiaju sicasne pochody asimila¢né
— syntetické (anabolizmus), pri ktorych vznikaju jednotlivé zlozky bakterialnej bunky
a pochody, pri ktorych tieto zlozité latky sa Stiepia na jednoduchsie — pochody disimila¢né
(katabolizmus). Energia uvolnena pri katabolizme vo forme molekuly adenozintrifosfatu
(ATP) obsahuje dve makroergické vizby, ktoré su okamzitym zdrojom pre pochody
anabolizmu. Va¢Sina metabolickych procesov je katalyzovana enzymami, ktoré k svojmu
ucinku casto vyzaduju d’alSie molekuly — kofaktory. Kofaktorom mézu byt jednoduché iony
kovov (vapnika, horcika ... ) alebo zloZité organické molekuly. Pri syntetickych procesoch
bunka rastie a rozmnozuje sa. Pri disimila¢nych, ak s v prevahe, bunka sa zmensSuje az
odumiera. Jednym z ddlezitych faktorov pre tieto pochody je ucast’ kyslika. Na rozdiel od

zivocisnej bunky, nie vSetky baktérie ho striktne pre svoj zivot vyzaduju.

Rozdelenie baktérii podl’a poZiadaviek na pritomnost’ kyslika

Podl'a naro¢nosti na pritomnost’ kyslika pozndme baktérie :

-aerébne (obligatne aerobne, striktne aerdbne): ziju len v pritomnosti kyslika,

typ metabolizmu je oxidativna fosforylacia (respiracia).

anaerobne ( obligatne anaerobne, striktne anaerdbne ): ziju len bez pristupu kyslika,

typ metabolizmu je fermentacia.

fakultativne anaerobne : st to aecrobne mikroby, ktoré st schopné zit' i bez
pritomnosti kyslika. Typ metabolizmu je fermentacia

a respiracia.
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mikroaerofilné ( kapnofilné ):
tato skupina baktérii rastie v prostredi so znizenym
obsahom kyslika a zvySenou tenziou kysli¢nika
uhlic¢itého. Typ metabolizmu je fermentacia.
anaerdobne aerotolerantné:
rasti v pritomnosti kyslika, ale jeho pritomnost’ ma na
ich rast negativny vplyv. Typ metabolizmu je
fermentécia.
Toto rozdelenie baktérii podla naro¢nosti na plynné prostredie ma vyznam v laboratornej

diagnostickej praxi.

Rast a rozmnoZovanie baktérii

V optimalnom prostredi narastaji bakterialne bunky do ur€itej velkosti, a potom sa delia .
Charakteristické pre ne je nepohlavné — prieéne delenie v obdobi maximalneho rastu —
Vv exponencidlnej faze. Pred rozdelenim materskej bunky, sa najprv rozdeli jadrova hmota a z
plazmatickej membrany vytvorena dvojvrstvova priehradka zosilnie. T4 zodpoveda po
rozstiepeni za to, ze obe dcérske bunky maju svoju priecnu stenu. U niektorych baktérii sa
bunky uplne neoddelia od seba, ale ostdvaji spojené jemnym mostikom (streptokoky
a streptobacily). U kokovitych baktérii sa moze priehradka vytvarat’ v niekolkych na seba
kolmych rovinach — vznikaju pravidelné uUtvary (tetrakoky a sarciny ), alebo nepravidelné

zhluky (stafylokoky).

Generaény ¢as (Cas potrebny na jeden deliaci cyklus) baktérii in vitro je rdzny.
Charakteristickou vlastnostou je to, ze rychlost mnozenia  baktérii podmienena
metabolizmom je ovela intenzivnejSia ako u buniek vysSich organizmov. Vznik novej
generacie buniek Escherichia coli sa pohybuje v rozpiti 15-20 minat, u Mycobacterium
tuberculosis 13-16 hodin, u Vibrio cholerae 20 minut. In vivo je generacny Cas baktérii dlhsi
(sila hostitel'skej imunity a obmedzenie nutri¢nych faktorov ). Rast bakterialnej kultary zavisi
od mnohych faktorov prostredia aje obmedzeny. Obrazom zmien prostredia v priebehu
kultivacie je rastova krivka s charakteristickymi rastovymi fazami.

Rastové faktory

St to metabolity, ktoré si baktérie nedokdzu syntetizovant’ a musia sa preto do Zivného
prostredia (napr.do kultiva¢ného média) pridavat’. Rastovymi faktormi st vac¢Sinou vitaminy,

aminokyseliny a purinové a pyrimidinové bazy. Baktérie, ktoré si vyzaduju rastové faktory sa
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nazyvaju auxotrofy. Baktérie, ktoré si schopné si vytvarat’ vSetky potrebné molekuly zo

Zivin samy sa nazyvaju prototrofy.

Kultivacia

Vicsina baktérii (aj huby, pripadne aj niektoré prvoky) je schopnych rozmnozovat sa aj mimo
zivych organov na umelych médidch, ¢o sa vyuziva pri ich kultivacii v laboratornych
podmienkach. Tuto vlastnost’ nemaja virusy, ktoré su obligatnymi intracelularnymi parazitmi
a niektoré intracelularne baktérie napr. chlamydie (vzhladom na neexistenciu néstrojov

energetického metabolizmu).

Staticka kultivacia

NajcastejSie pouzivana kultivacia v mikrobiologickej diagnostickej praxi je staticka
kultivacia.. Pri tejto kultivacii sa baktérie rozmnozuji v uréitom ohrani¢enom objeme
kultivaénej pody s presne definovanym zlozenim. Faktory obmedzujice rast si vycerpanie
zivin a nahromadenie produktov metabolizmu. Rastova krivka baktérii je obrazom siedmich

rastovych faz.

1/ Pokojova — lag faza
— inokulum je prenesené do nového prostredia. Baktérie sa prispdsobuju, adaptuju novym
podmienkam — faza prisposobenia alebo adaptacie. V tejto faze je mozny pokles mnozstva

Fijlicich baktérii.

2/ Féza zrychleného rastu

— prezivajlce a prisposobené baktérie sa zacinaju delit’ a intenzita metabolizmu je vysoka.

3/ Exponencialna faza — log faza

— delenie bakteridlnych buniek je intenzivne a ich pocet narastd geometrickym radom.

— rychlost’ delenia buniek sa spomal’uje, narastd pocet odumierajicich buniek . V prostredi
nastava postupné vycerpanie zivin a hromadenie metabolitov latkovej vymeny. Produkty
latkovej vymeny st Casto toxickej povahy. U niektorych baktérii sa na konci tejto fazy zacina

sporulacia.
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5/ Stacionarna faza

— prostredie sa stava nevhodnym pre delenie buniek, vyrovndva sa pocet odumierajucich
a vznikajucich buniek. Rychlost’ delenia je nulova acelkovy pocet buniek dosahuje
maximum.

6/ Faza poklesu — faza exponencialneho ubytku

— bunky maximalnou rychlostou odumieraji. Pocet mftvych buniek je v prevahe nad zivymi.

7/ Konecna stacionarna faza — autosterilizacia
— nevznikaju nové generdcie buniek a existujice bunky sa zacinaju rozpustaz vlastnymi

autolytickymi enzymami.

Rastova krivka.

http://pathmicro.med.sc.edu/fox/qrowth c.jpg

Nie vzdy sa riadi rozmnoZovanie baktérii podla takejto rastovej krivky. Odlisny priebeh je
pfi Specidlnych typoch kultivécii:

1/ Rast v mnohonasobnej logaritmickej faze

Pri tomto raste nasleduje niekol'’ko exponencialnych faz za sebou. PO vycCerpani zakladnych
zivin baktérie prechddzaju na iné ziviny (mdézu nimi byt aj nahromadené metabolity —
sekundarne zdroje Zivin).

2/ Dvojita rastova krivka — diauxia

Bunky po ukonceni log-fazy sa vracaju spat’ do lag-fazy a potom prechadzaji do novej
exponencialnej fazy. Prostredie musi obsahovat’ 2 zdroje uhlika (napr. glukézu a sorbitol).
5.3.2 Hibkova (submerzn4) kultivacia

Prevzdusiovanim a premieSavanim bakterialnej kultury pri statickej kultivacii je mozZné
dosiahnut’ dokonalejSie vyuzitie Zivin a intenzivnejSie rozmnozovanie. Tento typ kultivacie

ma vyuzitie hlavne vo farmaceutickom priemysle (mapr. pri vyrobe antibiotik).

Kontinualna kultivacia

Vo vhodnej aparatare sa k rastucej a rozmnozujucej sa bakterialnej kultire trvalo privadzaja
potrebné ziviny ana druhej strane sa odvadzaju metabolity latkovej premeny. Bakterialna
kultira sa udrziava v trvalej, exponencialnej faze rastu. V praxi sa takato kultivacia vyuziva

na $tadium fyziologie a genetiky bakterialnych kultur.
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Kultivacia baktérii z biologického materialu

Prezentacia na praktické cvicenia:

Fyziolégia mikroorganizmov- kultivacia, kultivaéné pody, dokaz Zivotnych prejavov

baktérii.
Pozri aj na:

http://www.slideshare.net/musakhan9216/culture-media-used-in-microbiology

Ide o postup, pri ktorom zabezpeujeme rast a rozmnozovanie baktérii v laboratornych
podmienkach. Cielom v lekarskej mikrobiologickej diagnostike je zachytenie, izolacia a
pomnozenie baktérii. Ziskanie Cistej kultary je podmienkou pre vacSinu diagnostickych
postupov. Pre tuspesnu izolaciu a kultivaciu baktérii je dolezité, okrem dodrziavania
podmienok sterility pri préci, splnit’ aj d’alSie podmienky.

Vyber vhodnej kultivanej pody

Univerzalna pdda na izolaciu a kultivaciu vSetkych znamych baktérii neexistuje. Kultivacné
pody napodobiiuju prirodzené prostredie baktérii, z ktorého boli izolované. Poda musi
vyhovovat’ nutricnym poziadavkam baktérii (obohacujeme ju o potrebné ziviny, rastové
faktory, vitaminy, atd’.). Pre medicinsky vyznamné baktérie je potrebné vytvorit’ prostredie
podobné prostrediu vo vnutri organizmu (pritomnost’ erytrocytov, zdroj uhlika, fyziologicku
teplotu). NajbeznejSou pddou, ktora vyhovuje vécSine baktérii vyvolavajicich ochorenie
Cloveka, je krvny agar.

Kultiva¢né pody podla povedu

o Prirodzené — obsahuju zlozky rastlinného a zivoc¢isneho pdvodu (krv, mlieko, vajcia,
zemiaky).

o Syntetické — obsahuji chemicky definované zluceniny.

o Polosyntetické — obsahujui chemicky definované zlu¢eniny, ku ktorym sa pridavaja prirodné

zlozky.

Kultiva¢né pody podl'a konzistencie:

- Tekuté pody:

sluzia ako pody rozmnoZovacie. Baktérie v Zivnom bujone vyrastaju vo forme blanky na
povrchu pody (sporulujuce baktérie, Pseudomonas sp.) — aerofilné baktéric. Formou
difizneho zakalu (enterobaktérie) - hydrofilné baktérie a formou sedimentu (streptokoky) —

hydrofébne baktérie. Povrchova blana méze byt pevna alebo drobiva, sediment vlockovity,
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zmity alebo homogénny. Casto pozorujeme kombinacie jednotlivych foriem rastu. Prikladom

je zivny bujon, sladinka, pepténova voda.

- Polotuh¢ (polotekuté):

pouzivaji sa na dokaz niektorych vlastnosti, napr. kultivaény dokaz pohyblivosti metddou
podla Hajna, v ktorej sa baktérie mézu pohybovat’ a rast’ na véicSej ploche alebo u pody
Gardovej na uvol'nenie niektorych antigénov pred aglutinaciou (kolonie na tejto riedkej pode
rasti na vicsej ploche, ¢im sa baktérie v kolonii usporiadaji v tenSej vrstve, a tak antigény nie

s prekryté telom inych baktérif).

- Tuhé pody:

umoznuju rast baktérii v izolovanych koloniach. Ich zaklad tvori agar — morska riasa, ktora sa
povarenim rozpusta a pri ochladeni pod 420 C tuhne. Pouziva sa na pripravu tuhych pod v 2-
5 % koncentrécii. Nie je zdrojom Zivin pre baktérie. Ako zdroj Zivin sa pridavaja rozne latky,

najcCastejSie barania krv (krvny agar).

Kultiva¢né pody podl'a pouzitia:

- Zakladné (univerzélne )
Na tychto podach vyrasta va¢Sina medicinsky vyznamnych baktérii (médso-pepténovy bujon,
krvny agar) a pouzivaji sa na zachytenie vicSiny medicinsky vyznamnych baktérii z

biologického materilu.

-Diagnostické

Obsahuju indikator, ktory identifikuje charakteristické metabolické alebo fyziologicke
vlastnosti vySetrovaného mikroorganizmu (skvasovanie cukrov, produkcia hemolyzinov).
Indikatorom je obvykle chemicka latka, ktoré meni farbu pri zmene pH (podobne ako lakmus,
alebo fenolftalein). Pri metabolizme cukrov je koneénym S$tadiom alebo medziproduktom
kyseliny, ktord zmeni pH pddy, a preto aj pH. To znamena, Ze ak baktéria metabolizuje

substrat (sacharid) pritomny v pode, prejavi sa to zmenou farby pddy.
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-Selektivne

Obsahuju latky, ktoré cielene potlacaji rast uréitych baktérii alebo celych skupin baktérii a
hl'adané diagnostikované baktérie su rastovo zvyhodnené. Ako inhibi¢né faktory sa pouzivaja
napr. soli tazkych kovov, antibiotikd, farbiva, atd’.).

Medzi kultivaénymi podami nejestvuji ostré hranice. Niektoré pody mozu sucasne sluzit’ ako
zakladné a pre urcit¢ mikroorganizmy st aj podami diagnostickymi (streptokoky a krvny

agar), iné spajaju selektivitu s diagnostickymi vlastnostami (Escherichia coli a Endova poda).

Hodnotenie rastu baktérii na kultiva¢nych médiach

Na vhodnych tuhych kultivatnych médiach baktérie rasti vo forme koldnii. Kolénia je
nahromadenie baktérii jedného typu, ktoré vznikli bindrnym delenim kazdej z baktérii v tzv.
koloniu tvoriacej jednotke (CFU — colony forming unite). CFU je obvykle mikroskopicky
kusok tkaniva, hlienu, biologického materialu, ktory sa oddelili pri rozo¢kovani z biologickej
vzorky prenesenej na tuhu kultivaént podu.

Vyrastené kolonie mozeme posudzovat zrakom, modzeme pouzit lupu, pre ich casto
charakteristicky zapach (vonu) pouzijeme cuch, bakteriologickou kl'u¢kou mézeme posudit’
ich konzistenciu. Pri ich identifikécii si musime v§imat’ aj nasledovné chrakteristické prejavy
rastu: velkost' kolonii, tvar kolonii, okraje kolonii, povrch kolénii, farbu kolonii, vzt'ah
vyrastenych kolonii k erytrocytom v krvnom agare — alfa hemolyzu, beta hemolyzu a gama
hemolyzu).

Pri kultivéacii rovnakého druhu baktérii mézeme posudzovat’ rozne tvary kolonii — disociacné

fazy. Rozoznavame tri zakladné disociacné fazy:

M faza (mukoézna — mucous): Kolonie s mukozne, hlienovité, pripominaju kvapku oleja,
Takto rasti optiizdrené virulentné baktérie.
S — faza ( hladkd - smooth): Kolonie st hladké, ostro ohranic¢ené od okolia. Takto rasta

baktérie, ktoré nemaju puzdro a maji zachovanu virulenciu.

R- faza ( drsnd —rough ) : Kolonie maji povrch drsny, nepravidelné okraje, slabll virulenciu

a su takmer avirulentné .

Pocas optimalnych kultivaénych podmienok baktérie vyrastaju v M alebo S faze.

V nepriaznivych podmienkach vyrastaju v disociacnej faze R.
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Metody pouzivané na kultivaciu anaer6bnych baktérii

Na kultivaciu anaerdbnych baktérii pouzivame pdody obohatené o latky, ktoré znizuja
redoxpotencial. M6zu nimi byt glukdza, L —cystein, kyselina askorbova, thioglykolat sodny
vitamin K, ktisky vareného misa alebo pecene. Oxidoredukény potencidl musi byt nizky ( tH
okolo O mV) t.j. musi byt silne redukovany.

Pre dosiahnutie nizkeho oxidoredukéného potencialu v kultivacnom prostredi moézeme pouzit’
nasledovné metody:

Fyzikalna metéda

plynom (dusikom). Pouziva sa ako sucast’ efektivnejSich kombinovanych postupov.
Najjednoduch$im spdsobom je pouZitie svieckového exikétora.

Biologicka metéda

V laboratornej praxi je znama ako Fortnerova metdda. Pri tejto metdde sa fakultativny
anaerob Serratia marcescens naodkuje na /3 vysoko naliatej kultivatnej pody a na %5 pody
oc¢kujeme infekény materidl v ktorom predpokladdme pritomnost’ anaerdbnych baktérii.
Platiia sa po naockovani hermeticky uzavrie. Rast anaerdbnych baktérii zavisi od rychlosti
spotreby kyslika Serratiou marcescens. Metoda nesplia poziadavky na kultivaciu striktne
anaerobnych baktérii.

Chemicka /Absorb¢na / metoda

Do anaerostatu s naockovanymi kultivaénymi pddami sa na dno umiestni miska
s pyrogalolom (dobre oxidovatel'na latka ), ku ktorej sa pred uzavretim prida roztok Na,COs
¢i sa pyrogalol aktivuje.

Katalyticka metoda

Je to najrychlejSia anajvyhodnejSia metdda pouzivana v rutinnej mikrobiologickej
diagnostike. V anaerostate s objemom 31 moézeme umiestnit’ 10-12 kultivaénych platni
a sietku s paladiovym katalyzatorom. Odsavany vzduch sa nahradza zmesou CO;, H, a N,.
Kultivacia v hibkovom agare

Kyslik odstrafiujeme z pody (regeneraciou - varom) s naslednym prudkym ochladenim.
Infekény material sa ockuje vpichom az po dno pddy. Po naockovani tieto pody prelievame

vrstvou sterilného parafinového oleja alebo vazelinou.
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Dékaz pohyblivosti mikroorganizmov

Aktivna pohyblivost’ patri k prejavom fyziologickych vlastnosti niektorych mikroorganizmov.
Pre diagnostické ucely sa o pohyblivosti vySetrovaného mikroorganizmu moézeme presvedcit’
mikroskopickym a kultivaénym dékazom.

Mikroskopicky dokaz

Pripravou nativneho preparatu mozeme odliSit aktivny pohyb baktérii (pohyb pomocou
bi¢ikov — pohyb vSetkymi smermi) od pohybu pasivheho — Brownovho molekuldrneho
pohybu ( pohyb bez bic¢ikov — pohyb jednym smerom ).

Kultiva¢ny dokaz

Na dokaz pouzivame dve metdédy. Metoédu podl'a Hajna v U-trubicke s obsahom polotekutej
agarove] pody s farebnym pH indikatorom a metdoda podla Garda — Raussov fenomén
u plazivych proteov (Proteus vulgaris a Proteus mirabilis).

Z diagnostickych alebo pomnozovacich pod preo¢kovdvame mikroorganizmy na pddy, na
ktorych zistujeme biochemické vlastnosti (rozklad sacharidov, tvorba sirovodika, tvorba
indolu atd’.). Pri identifikécii mozno pouzit’ i sérologické metody, pri ktorych sa pomocou
znamych protilatok ur¢i prislusnost’” Kk uré¢itému rodu alebo druhu, typu alebo antigénne

zloZenie.

6 VSEOBECNA CHARAKTERISTIKA A SPECIFICKE VLASTNOSTI
VIRUSOV, PARAZITOV A HUB

Vseobecna virologia

Prezentacia:

VSeobecna viroldgia, uvod do viroldgie. Mechanizmy replikacie virusov. Patogenéza

ochoreni vyvolanych virusmi.Diagnostika virusovych ochoreni, nastroje patogenity
virusov. Virusy a nadory.

Zaklady virologie,

Prezentacia na praktické cvicenia:

Virologicka diagnostika

Virusy predstavuju velkt skupinu obligatne intracelularne parazitujicich mikroorganizmov,
schopnych infikovat’ rozne typy buniek (zivocisne, rastlinné, bakteridlne). Su zavislé na
hostitel'skej bunke, ktorej nastroje energetického metabolizmu a proteosyntézy vyuzivaji pre

svoju reprodukciu. Na rozdiel od ostatnych typov mikroorganizmov, z ktorych niektoré st
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tiez obligatne intracelularne parazity alebo vyuzivaji hostitel'ské nastroje pre energeticky
metabolizmus (napr. chlamydie), virusy obsahuji bud’ len DNA alebo len RNA, ktoré su
nosite'mi celej genetickej informacie — genom. Nukleova kyselina méze byt jednovldknova
alebo dvojvlaknova: jednovlaknova moéze mat pozitivhu alebo negativnu polaritu. Typ a
Struktira nukleovej kyseliny ovplyviiuji moznosti reprodukcie virusov, pripadne nachylnost’
na vznik rekombindcii. Nukleova kyselina je pokrytd a chranend proteinovym kabatom
(kapsida), ktory méze mat niektora z viacerych moznych morfologickych konfiguracii
(ikozaedralna, helikdlna, komplexna). Kapsidy su obvykle vytvarané z viacerych
chrakteristickych jednotiek (kapsoméry — pentaméry, hexaméry) a obal'uji nukleova kyselinu
sposobom, ktory vytvara charakteristicky vzhl'ad virusov (nukleokapsida). Niektoré virusy st
obalen¢ fosfolipidovou dvojvrstvou (obal), ktorého pdvod je v hostitel'skej bunke a nalicha na
proteinova kapsidu. Pritomnost’ lipidového obalu urcuje niektoré vlastnosti molekuly virusu
voci vonkajsim vplyvom, a tym aj moznosti prenosu a dekontamindacie. Niektoré Strukturalne

a morfologické vlastnosti medicinsky vyznamnych virusov st uvedené v tabul’ke (Tab. 1.).

Replikacia virusu
Proces replikacie virusu pozostava z niekol’kych krokov:
- prvy je rozpoznanie cielovej bunky, na zaklade povrchovych receptorov hostitel'skej bunky
zabezpecujucich tkanivovy tropizmus virusu
- uchytenie na hostitel'skil bunku (antireceptorové molekuly virusu)
- pohltenie a internalizacia do hostiteI'skej bunky
- translokacia (neobalené virusy)
- pinocytdza (neobalené virusy)
- fuzia plazmatickej membrany s lipidovym obalom (obalené virusy)
- vyzlecenie proteinovej kapsidy
- replikdcia virusového gendmu (v cytoplazme alebo v jadre)
- spojenie replikovanych Casti
- uvolnenie virusu z hostiteI'skej bunky (pripadne spolu so ziskanim lipidového obalu)
pucanim
Proces replikacie virusu:

http://pathmicro.med.sc.edu/virol/cycle.jpg

Vysvetlivky: adsorbcia (1, 2); penetracia (3); rozmnoZenie (4); rozSirenie virusov (6, 7).

42


http://pathmicro.med.sc.edu/virol/cycle.jpg

Znalost’ jednotlivych faz replikacie virusu je dolezita pre urcenie moznych miest zdsahu
pripravkov antivirusovej terapie. Proces replikacie virusového gendému zavisi na type
nukleovej kyseliny.

Patogenéza virusovych ochoreni a obranné mechanizmy

Virusy mézu posobit’ rézne na napadnuta hostitel'ski bunku. Ak virus ndhodne infikuje
bunku, u ktorej nedokaze zacat’ vlastnu replikaciu (nepermisivna bunka), dojde k abortivnej
infekcii, bez vplyvu na napadnutt bunku. Ak virus zapo¢ne vlastnt replikaciu v bunke, ktora
ma na to vytvorené podmienky (permisivna bunka) a déjde k bunkovej smrti — cytolyza — je
to cytolytickd infekcia. Medzi tymito dvoma extrémami je niekol’ko prechodov prejavujicich
sa ako perzistentna infekcia. T4 méze byt produktivna (virus je v bunke replikovany
dlhodobo, k smrti bunky nedochddza okamzite, bunka sa vyCerpava, je urychlené jej starnutie
so vSetkymi moznymi nésledkami — niz§ia obranyschopnost’, zmena antigénnej Struktury),
latentna (bunka je infikovana, ale trvalo alebo docasne nedochadza k produkcii novych
virusovych elementov) alebo transformujuca (spdsobuje imortalizaciu napadnutej bunky).
Transformujuca infekcia DNA virusom nie je spojena s produkciou virusovych partikal, pri
transformujtcej infekcii RNA virusom je pritomna produkcia novych jedincov.

Principy identifikacie virusovej infekcie

Virusy ako obligatne intraceluldrne parazity nie je mozné kultivovat na umelych médidch.
Replikuju sa len v Zivych Struktarach a na ich pomnozenie sa pouzivaju tkanivové kultury,
bunkové linie alebo laboratorne zvierata. Po pomnoZeni je potrebné virus identifikovat’, a to je
mozné dokazom typického tkanivového poSkodenia alebo poSkodenia bunky (cytopaticky
efekt), dokazom interferencie (pritomnost’ niektorych virusov v bunkovych kulturach alebo na
tkanivach zabrani rastu inych virusov), pri typickej Struktire pozorovanim v elektrénovom
mikroskope, dokazom nukleovej kyseliny virusu (PCR), dokazom antigénu (aglutinacia,
latexaglutinécia, hemaglutinécia, komplementfixacia, neutralizacia) alebo
imunosérologickymi metodami — dokazom virusového antigénu pomocou Specifickych
protilatok znacenych kvoli detekeii:

- fluorescenénym farbivom (imunofluorescencia),

http://www.bio.davidson.edu/genomics/method/IMF.html

-enzymami, http://www.elisa-antibody.com/EL ISA-Introduction/ELISA-Principle,
(ELISA),

-radionuklidom

(R1A), http://www.euroimmun.com/index.php?id=radioimmuntests ria_irma&L =1
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V praxi sa stale pouzivaju nepriame metédy dokazu virusového ochorenia na zéklade
zistovania a znalosti dynamiky tvorby Specifickych protilatok imunosérologickymi
metoédami.

Vzhl'adom na ¢asovu naro¢nost’ pri pomnozovani virusov (minimalne 14 dni) a technické
poziadavky na vybavenie a sterilitu nie je mozné¢ metddy na priamu identifikéciu virusového
vyvolavatel’a ochorenia povazovat’ za bezné a vhodné. Na vytvorenie detegovatelnych hladin
protilatok je potrebny po expozicii urcity as (14 dni), a preto ani sérologické metddy nepatria
k rychlym laboratornym diagnostickym postupom. Na rychlu diagnostiku virusovych infekeii
v podozrivych situaciach, kde je vysoka pravdepodobnost’ virusovej etiologie, je mozné
pouzit dokaz antigénu, PCR alebo dokaz virusu genetickymi sondami. Rychly dokaz
virusovej infekcie mé vel’ky vyznam pri epidemiologicky vyznamnych ochoreniach a umozni
cieleny profylakticky zasah s cielom zabranenia rozsiahlejSicho vyskytu alebo vzniku
epidémie. U niektorych skupin virusov je podkladom pre Specifickt terapiu alebo Specificku
profylaxiu, aj ked vyber antivirotik je stile obmedzeny a pre niektoré skupiny virusov
negativny.

Principy zakladnych sérologickych vySetrovacich metéd, dynamika tvorby protilatok:

Nové metdody diagnostiky ELISA, WESTERN BLOT, PCR

http://www.google.sk/url?sa=t&rct=j&g=&esrc=s&source=web&cd=3&ved=0CEIQFjAC&url=http%3A
%2F%2Fwww.jfmed.uniba.sk%02Ffileadmin%o2Fuser upload%2Feditors%2FMikrobiol Files%2FSlov
Praktika LS%2FImunologia%2FVL.2.roc.LS-10.pr.c.-serologicke reakcie.ppt&ei=WCafUsaWL-
HJ4ASYzoHoAw&usg=AFQjCNHNnzG1K1nFOVgxgKtlIEpBD218l4g&bvm=bv.57155469.d.bGE

Vseobecna parazitologia

Prezentacia:

Zaklady parazitologie

Ucebné texty:

Parazitologia- vvbrané kapitoly

Parazity st organizmy (mikroorganizmy alebo makroorganizmy), ktoré cely svoj zivot alebo
len ur€iti jeho Cast’ Ziju na tele alebo vo vnutri tela iného organizmu — hostitel'a. Napriek
tomu, Ze nie vSetky parazity si mikroorganizmy, parazitologia ako veda o parazitoch tvori
stucast mikrobiologie, pretoze na identifikdciu parazitov sa vyuZzivaji mikrobiologické
metody.

Parazit zije na ukor hostitel'a a réznymi sposobmi ho poskodzuje, u véacSiny parazitdéz je

ochorenie dlhotrvajuce — chronické, obvykle nie letdlne. Parazity mozu byt obligatorne —
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nepreziju bez hostitel’a alebo fakultativne — za urcitych okolnosti alebo v urcitom vyvojovom
obdobi mdzu existovat’ aj mimo tela hostitel'a. Niektoré parazity su patogénne, iné s skor
komenzalmi. Fylogeneticky starSie parazity sa dobre adaptovali na cudzopasny spdsob zivota,
nemaji zaujem likvidovat’ svojho hostitel'a a nie st pre neho zvlast nebezpecné (pasomnica).
Naproti tomu fylogeneticky mladSie parazity nie su na takyto sposob zivota adaptované a
Casto svojho hostitel'a usmrtia (trypanozéma). Parazity maja obvykle zlozity vyvojovy cyklus
so striedanim hostitel'ov alebo pohlavnych a nepohlavnych generacii. Hostitel moze byt
definitivny — parazit v ilom dozreje a pohlavne sa rozmnozuje, alebo je len medzihostitel'om —
prebiecha v nom nepohlavné mnoZzenie parazita. Parazit mdze napadnat’ hostitel'a priamo,
alebo je preneseny prostrednictvom prenasaca — vektora. Diagnostika parazitarnych ochoreni
na zéklade klinickych priznakov je vzhl'adom na ich rozmanitost velmi obtiazna.
Spolahlivou a casto jedinou metdodou dokazu pritomnosti parazita v tele su metddy
laboratornej diagnostiky a z nich stale na prvom mieste mikroskopia. Ak nie je mozny priamy
dokaz parazita, pouzivaji sa metody nepriame, ktoré su zalozené na dokaze protilatok. Tieto
metddy su vSak pouziteI'né len u niektorych systémovych ochoreni. Mimoriadne ddlezita pre
spravne nacasovanie odberu biologického materidlu na parazitologické vySetrenie je znalost’
vyvojového cyklu parazita (znalost’ prepatentného $tadia, negativnej fazy a pod.) v tele
Cloveka, ktora umozni indikovat' lekdrovi sposob, mnozstvo, frekvenciu odberu a typ
odoberaného materidlu a vySetrenia. Prepatentné §tadium je doba, kedy sa parazit po nakaze
da laboratorne dokazat’ v biologickom materiale. Negativna faza infekcie je obdobie, kedy nie
je mozn¢ parazita dokazat’ vo vySetrovanom materiale napriek pretrvavajucej nakaze.
Medicinsky vyznamné parazity su:

1) prvoky (améby, bi¢ikovce, vytrusovce, nalevniky) .Prvoky st jednobunkové Zivoéichy
mikroskopickych rozmerov, ktoré obsahuju pravé jadro (eukaryotické bunky). Jedind bunka
predstavuje ich telo a je Strukturdlne aj fyziologicky kompetentna vykondvat’ vSetky funkcie
umoznujuce jej existenciu, vratane zloZitosti zmeny hostitela. Maji rozny tvar, velkost,
Strukturalne a morfologické detaily. Podl'a tychto znakov sa taxonomicky triedia do tried,
radov, ¢el'adi, rodov, druhov. Mnohé st volne Zijuce v prirode. Ich vyskyt je ubikvitarny,
incidencia a prevalencia infekcii prvokmi je vysoké predovsetkym v tropickych oblastiach.
Klasifikacia prvokov:

http://www.cliffsnotes.com/sciences/biology/microbiology/the-protozoa/classification-of-

protozoa
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2) cervy (oblé Cervy, ploché Cervy — motolice, pasomnice)

Parazitické cervy st viacbunkové organizmy s rozne vyvinutou tradviacou, nervovou,
exkretorickou a reproduk¢énou sustavou. Motolice st ploché Cervy Strukturdlne velmi
jednoduché, ale so zlozitym biologickym cyklom. Maja charakteristické prisavky a su
hermafrodity. Pasomnice st vyrazne adaptované na paraziticky sposob Zivota. Ich vyvoj je
nepriamy so striedanim jedného alebo dvoch medzihostitelov. Maju ploché ¢lankované telo
rozdelené na hlavicku (skolex), nesegmentovany kréok a telo (strobila), ktoré sa deli na
Clanky (proglotidy). Su dlhé od niekolkych centimetrov az po niekol’ko metrov. Potravu
prijimaja celym telom — nemajl traviacu ststavu. Vacsina z nich su hermafrodity a v kazdom
¢lanku je kompletnd sustava samcich aj samicich pohlavnych organov.

Oblé Cervy — nematoda, hlistovce maju nesegmentované telo pokryté kutikulou. Su roz§irené
geopolitne.

3) ¢lankonoZce (roztoce, klieste, hmyz — vsi, plostice, blchy, dvojkridly hmyz — muchy,
komare). Predmetom S$tudia ¢lankonozcov v ramci lekarskej mikrobioldgie nie je ich Struktara
azivotny cyklus, ale ich vyznam pre prenos rdéznych mikroorganizmov (baktérie —
predovsetkym riketsie, virusy, protozoa, helminty). P6sobia ako vektory — prenaSace, cicaju
krv a vyvolavaju v mieste bodnutia reakcie alebo infekcie nestivisiace s parazitdzou, ktorej
vektorom su. Vicsina ¢lankonozcov st ektoparazity. Niektoré roztoce moézu invadovat' do
tkaniv. Prenos infekcie ektoparazitmi ako vektormi sa uskutociiuje mechanicky alebo
biologicky. Clankonozce moézu sluzit aj ako kultivatné médium, v ktorom sa
mikroorganizmus méze zna¢ne rozmnozit' a aZ potom je inokulovany do hostitel'a. Niektoré
Clankonozce prenaSaju nakazu aj na dalSie generacie (vertikalny prenos) alebo

prostrednictvom vajicok.

Odber materialu na parazitologické vySetrenie:

odber biologického materialu a sposob vySetrenia v laboratoriu
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Vseobecna mykoldgia
Prezentacia:

Mvkologicka diagnostika

Charakteristika hub

Huby st roznorodd skupina eukaryotickych mikroorganizmov. Ich bunkovd membréana
obsahuje ergosterol, ¢o poskytuje moznost’ pre selektivny zasah antimykotik VacSinou st
podmienecne patogénne a len malé skupina je primarne patogénnych. Huby obvykle pri raste
produkuju enzymy a rozkladaju napadnuté tkaniva. Huby rasti v dvoch fazach — vegetativne;j
a reproduktivnej. Vo vegetativne] faze su bunky haploidné. Rasti ako plesne s hyfami
(mycélium) alebo ako jednobunkové bunky kvasiniek, zvacSuji svoj objem.

Niektoré huby mézu menit’ morfologiu a prejavuje sa u nich tzv. teplotny dimorfizmus (pri 37
°C rastu ako kvasinky, pri 22 °C ako plesne). V reproduktivnej faze moézu bunky podstipit’
asexualne alebo sexudlne delenie a zvacSuju pocet Clenov koldnie. Asexudlne delenie zahfia
tvorbu spor, sexualne vyzaduje Specifické bunkové Struktry, ktoré sa pouzivaju na
taxonomicku diferenciaciu a klasifikaciu.

Morfologia

Bunky hub st eukaryotické, obsahuju jedno alebo viac jadier. Su obalené povrchovou
membranou obsahujicou ergosterol, chitin, pripadne polysacharidy, lipidy, fosfore¢nany.
Latky polysacharidového charakteru ovplyviuja povrchovu rigiditu a uplatiuju sa aj ako
antigény. Cytoplazma hub je koloidny roztok obsahujuci vakuoly, krystaliky mineralov,
anorganické latky, bielkoviny, glykogén, pigmenty, enzymy, mitochondrie, endoplazmatické
retikulum, ribozomy, Golgiho aparat, jadro (alebo jadrd) s jadierkom. Bunky hub neobsahuju
chlorofyl, a teda nie st schopné fotosyntézy.

Struktira bunkovej steny hiib:

http://www.doctorfunqus.org/thedrugs/images/drug-targets.jpg

Medicinsky vyznamné huby sa vyskytuji vo forme:

- vlaknitej

- kvasinkovej

Vléknité formy su charakteristické tvorbou vetviacich sa tubuldrnych Struktir hyf, ktoré sa
predlzuji na konci. M6zu byt’ rozdelené prieCnymi prepazkami — septami — septované hyfy,

alebo st mnohojadrové a duté — coenocytické hyfy. Su ohrani¢ené bunkovou stenou
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obsahujtcou chitin alebo celulozu. Vetviace sa hytfy vytvaraju siet’ — mycélium. Existuji dva
typy mycélii:

- trofické — (vegetativne, bazalne)

- vzdu$né — (reprodukcné)
Cast’ hyf vrasta do substratu odkial’ Serpa vyzivné latky a vytvara bazalne mycélium (podla
funkcie vegetativne alebo trofické mycélium). Nad povrchom sa vytvara vzdusné mycélium S
moznostou oddel'ovania hib, a ak sa na vlaknach vytvaraji vytrusy — spory — s funkciou
rozmnozovacou, ide o reprodukéné mycélium.
Kvasinkové formy su tvorené bunkami gulovitého alebo ovélneho tvaru, ktoré mézu vytvarat
retiazky. Su jednobunkové reprodukuju sa sexualne tvorbou blastokonidii pucanim alebo
rozdelenim. Pocas rastu na tuhych pddach vytvaraja typické koldnie jednobunkovych
kvasiniek:

- pravé kvasinky — netvoria podhubie (mycélium) — Cryptococcus neoformans

- kvasinkovité kolonie — smerom do hibky pddy sa vytvaraju retazce puciacich buniek,

ktoré sa vzajomne prepletaju a vytvaraju pseudomycélium (Candida albicans)

Kvasinkovité aj plesniové formy st grampozitivne, pre histologické tcely sa pouziva farbenie
PAS (periodic acid Schiff). Znazornenie typickej a diagnostickej Struktary hyf je mozné pri
kultivacii a pozorovani svetelnym mikroskopom v ryZzovom agare. Kultivuji sa na krvnom
agare, selektivnou pddou pre kvasinkovité aj plesiiové formy je Sabouraudov agar. Kvasinky
sa kultivuji pri 37 °C, plesne pri 20 °C niekol'ko dni az tyzdnov. Pri kultivacii jednotlivé
druhy hub vytvaraju charakteristické kolonie, spory, hyfy, mycélia, ktoré su dolezitymi
diagnostickymi znakmi. Kolonie kvasiniek a plesni sa odliSuji vzhl'adom, sfarbenim,

konzistenciou :

- pologul'ovité, lesklé s hladkymi okrajmi (Candida sp.), niekedy mukdzne ukazujice na
pritomnost’ puzdra (Cryptococcus sp.)

- ploché, zamatové (Cladosporium sp.), korovité (Penicilinum sp.), zvrasnené, kraterovité

(Dermatofyty)

- membranovité, matné (Trichophyton sp.)

- vypuklé, drsné (Aspergilus sp.)
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- vatovité (Alescheria sp)

- vlaknité s r6zne dlhymi vlaknami (Mucor sp.)

Sfarbenie povrchu koldnii pripadne pddy byva rézne podl'a produkovanych pigmentov a farby

Spor.

RozmnozZovanie hub

- pohlavne — vytvaraju sa tzv. gametangia, v ktorych sa formuju pohlavné bunky — gaméty

- nepohlavne — prostrednictvom Struktir nazyvanych sporangium, ktoré vytvaraji nepohlavné

spory. Sporangia vyrastaju na sporangioforach a oboje st r6znych foriem s diagnostickym

vyznamom.
Pozri na:

http://huby-plesne.webnode.sk/archive/news/

Rozdelenie hub podl’a sp6sobu reprodukcie:

Zygomycety

— pohlavné rozmnoZzovanie spojenim gametangii

— nepohlavné rozmnoZovanie prostrednictvom sporangiospor

— tvorba mycéla coenocytického (nema septa)

— Rhisopus, Mucor

Ascomycety

— pohlavné rozmnozovanie prostrednictvom ascospor

— nepohlavné rozmoznovanie — fragmentaciou hyf (chlamydospoéry) alebo tvorbou
konidiospor na konidioféroch

— tvoria septované hyfy

— Saccharomyces

Basidiomycety

— pohlavné rozmnoZovanie bazidiosporami tvorenymi na bazidiach
— nepohlavné rozmnoZovanie fragmentaciou hyf, tvoria conidia

— tvoria septované hyfy so Specialnymi spojeniami

— Sampinony, Amanita
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Deuteromycety

— pohlavné rozmozovanie nebolo zistené — imperfektné huby
— nepohlavné rozmnozovanie — rézne typy nepohlavnych spor
— netvoria hyfy

— Penicilinum, Candida, Aspergillus, Cryptococcus, Geotrichon, Trichoderma

Mpykozy podPa primdrnej lokalizdcie infekéného procesu

Rozdelenie mykoz:
http://photosl.blogger.com/x/blogoer/6631/848/1600/480286/funqusl.jpg

Povrchové:

— povrchova vrstva koze a vlasov

— hlbsie vrstvy epidermis a vlasov

Hibkové:

— podkozné, podpovrchové — dermis, podkozné tkaniva, svaly

— systémové (s origom obvykle v plicach alebo ¢revach)

Samostatntl skupinu mykotickych ochoreni s oh'adom na imunopatogenézu tvoria oportinne
mykozy. Mykotické infekcie su Casto nasledkom predisponujicich faktorov (vek, stres,
patologické stavy — karcindmy, Diabetes mellitus, AIDS). Len dermatofyty a kandidézy su
prenosné interhumanne, ostatné su akvirované z prostredia (rastliny, poda, vzduch).

Prehlad p6vodcov mykoz:

http://photosl.blogger.com/x/blogger/6631/848/1600/122265/mmicl.jpg

Typy postihnutia hubami

1. Mykéza — infekéné ochorenie sposobené mikromycétami predovSetkym askomycétami a

deuteromycétami

2. Mykotoxikéza — intoxikacia mykotoxinmi, ktoré su vytvorené metabolizmom hub

- hubové intoxikacie — po poZiti plodnic makromycét

- vlastné mykotoxikdzy — chronicka intoxikacia — dlhodobé pdsobenie toxinu (aflatoxin) —
kancerogenéza

3. Mykoalergéza — dlhodobé malé davky vyvolaji hypersenzitivnu reakciu.

4. Zapalova reakcia

- imunopatologické nasledky sposobené obrannou reakciou
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- mycetizmy — mechanické podrazdenie tkaniva
Odber materialu na mykologické vySetrenie:

http://www.hpl.sk/odborna-zona/vysetrenia/mykologia/mikroskop

MOZNOSTI OVPLYVNENIA POTENCIALU MIKROORGANIZMOV
SPOSOBIT OCHORENIE

Prezentacia:

Antibiotika _a _chemoterapeutikda - vysvetlenie pojmov, mechanizmus posobenia, typ

ucinku neziaduce ucinky, rozdelenie ATB, zasady liecby.

V boji proti infekénym a mikrobidlnym ochoreniam je mozné ovplyvnit’ patogénny potencial
mikroorganizmov v priebehu infekcie (antimikrobiélna terapia), alebo pred jeho vniknutim do
organizmu, a to na urovni mikroorganizmu (dekontaminacia) alebo na tirovni vnimavého

hostitel’a (imunizacia).

Antimikrobialna terapia

Antimikrobidlna terapia je komplex postupov pouZzivajucich u¢inné pripravky na cielené

zlikvidovanie mikroorganizmu a vylieenie ochoreni vyvolanych mikroorganizmami. Podl'a

cielového mikroorganizmu su to:

- antibakterialne preparaty — antibiotika v uzSom zmysle slova. Patri sem va¢Sina zndmych
antibiotik a chemoterapeutik posobiacich proti G+ a G— baktériam, riketsidm a
mykobaktériam

- antimykotické preparaty — latky u¢inné na plesne a kvasinky

- antiprotozoarne preparaty — latky, pripadne antibiotika u¢inné na parazitarne cervy, prvoky a
améby

- antivirusové prepardty — prevazne chemoterapeutikd Uc¢inkujice zastavenim replikécie,

pripadne Sirenia virusov v organizme

Antimikrobidlne latky (plati to predovSetkym pre antibiotikd a antimykotikd) mézu byt pre

praktickeé pouZitie klasifikované podla:

1. Utinku na cielovy mikroorganizmu — mikroorganizmus zabijaju alebo zastavia jeho

pomnozovanie — baktericidne alebo bakteriostatické

2. Spektra uc¢innosti — Sirokospektralne, tizkospektralne
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3. Miesta uc¢inkovania — inhibicia syntézy bunkovej steny, dezintegracia celistvosti bunkovej
steny, inhibicia celistvosti a syntézy plazmatickej membrany, inhibicia syntézy a integrity
nukleovych kyselin, inhibicia celistvosti a syntézy proteinov, atd’.

Aj dezinfekéné prostriedky st latkami ucinkujicimi proti mikroorganizmom. Vo vztahu k
mikroorganizmu mézu mat’ rovnaky ucinok ako antibiotika, ale vo vzt'ahu k makroorganizmu
maju vyrazne vyssiu toxicitu. Interval bezpecnosti, t. j. rozdiel medzi Koncentraciou u¢innou a

toxickou, je maly alebo ziadny.

Antibiotika

Antibiotika su latky produkované hubami alebo baktériami, ktoré maju cidny alebo staticky
ucinok na iné mikroorganizmy Uz v malych koncentraciach st schopné ich usmrtit’ alebo
zastavit’ ich rast a rozmnozovanie. Iné v prirode sa nevyskytujliice synteticky ziskané latky s
antimikrobidlnym u¢inkom alebo latky pdvodu iného ako mikrobidlneho pouzivané
terapeuticky na inhibiciu alebo usmrtenie mikroorganizmov nazyvame chemoterapeutika.
Semisyntetické antibiotikd maji svoj povod v prirode, ale boli vytvorené alebo upravené
chemicky.

Povod antibiotik v prirode — producentami ATB su:

1. aktinomycéty (aminoglykozidy, tetracykliny, makrolidy)

2. iné baktérie — predovSetkym bacily (bacitracin, polymyxin)

3. mikroskopické huby — penicilium

4. rastliny — fytoncidy

Antibiotika, rozdelenie, indikacie, komplikacie:

http://www.medinfo.sk/?s=heslo&id=677

U¢inok antibiotik na ciePovii bunku

Antibiotikd mo6Zzu mat dva typy U¢inku na cielovi bunku. Tie, ktoré zabijaji
mikroorganizmus nazyvame — cidne (baktericidne, fungicidne, viruscidne). Tie, ktoré len
inhibuju rast mikroorganizmu, st bakteriostatické. Tato vlastnost’ antibiotik ovplyviiuje ich
vyber podla typu infekcie. Napr. baktericidne antibiotikd usmrcuji zivé rastice a
rozmnozujuce sa baktérie. Tento ucinok je vyznamny v prvych Styroch hodindch po aplikacii
lieku. Ak je v tomto obdobi usmrtenych 99 % baktérii, ucinok je charakterizovany ako
klinicky relevantnd baktericidia. Bakteriostatick¢ antibiotikd len inhibuji rast, preto

elimindcia mikroorganizmu zavisi na fagocytoze a jej schopnosti usmrtit’ mikroorganizmus.
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Prirodzené odumieranie kl'udovej nemnoziacej sa populdcie nie je bakteriostatickymi
antibiotikami  ovplyvnené. Dizka terapie je tiez ovplyvnend touto vlastnostou.
Bakteriostatické antibiotika sa podavaju dlhsie (minimalne 10 dni).

Baktericidne antibiotika — peniciliny, streptomycin, aminoglykozidy, cefalosporiny

Bakteriostatické antibiotika — sulfonamidy, tetracyklin, chloramfenikol

Kombinovanie antibiotik

Antibiotikd je mozné kombinovat za uCelom dosiahnutia vysSieho ucinku alebo nizsej
toxicity. Stucasné posobenie antibiotik sa moze prejavit’ ako ucinok:

- synergicky

- antagonisticky

- neutralny

Synergicky uc¢inok sa prejavi G¢inkom vyssim ako by bol stcet uc¢innosti kazdého z podanych
antibiotik. Napriklad podanie dvoch bakteriostatickych antibiotik ma ucinok porovnatelny s
ucinkom baktericidneho antibiotika. Antagonisticky G¢inok sa prejavi znizenim U¢innosti
vSetkych kombinovanych antibiotik pri si¢asnom podani. (podanie baktericidneho antibiotika

sucasne s bakteriostatickym neumozni uplatnenie sa ucinku baktericidneho antibiotika).

Spektrum ucinnosti

Utinnost’ antibiotik charakterizuje aj rozsah ich aktivity alebo spektrum u&innosti.
Uzkospektralne antibiotikd su latky posobiace len na relativne maly podet organizmov.
Niektoré antibiotika proti G+ bakteridm moézu byt charakterizované ako uzkospektralne
(penicilin, oxacilin, polymyxin). Sirokospektralne antibiotikA maju w¢inok na vietky
prokaryotické bunky s vynimkou mykobaktérii a pseudomonad (chloramfenikol, tetracyklin).
Medzi tymito hrani¢nymi skupinami existuju prechody — antibiotikd s rozsirenym spektrom
ucinku na G+ a vacsinu G- infekcii (sulfonamidy, aminoglykozidy, ampicilin, cefalosporiny
I. a II. generacie). Antimykobakterialne pripravky — izoniazid, etambutol — st tizkospektralne
z pohl'adu spektra u€innosti. Streptomycin, rifampicin — st pouzivané takmer vyhradne len
proti mykobaktéridm, hoci ich spektrum uc¢innosti je Siroké.

Spektrum ucinku antibiotik:

http://sketchymedicine.com/wp-content/uploads/2011/10/abx 2.jpa
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Miesto posobenia alebo mechanizmus ucinku v cielovej bunke
Antibiotikd mézu ovplyvnit’ integritu jednotlivych sucasti ciel'ovej mikrobialnej bunky
alebo zabranit ich syntéze. Najcastejsie ciel'ové Struktiry mikrobidlnej bunky (baktérie,
kvasinky, pliesne) su bunkova stena, plazmaticka membrana, proteiny, nukleové kyseliny

a procesy, pri ktorych vznikaji:

Cielova Struktira Antimikrobidlna latka

Zmena integrity bunkovej steny lyzozym

Inhibicia syntézy bunkovej steny

Biosyntéza cytoplazmatickych enzymov cykloserin, fosfomycin

- polymerizécia podjednotiek betalaktamy

- fosfolipidové nosice viazané na PM bacitracin

- vizba s molekulami bunkovej steny vankomycin

Zmena integrity plazm. membrany polyény, polypeptidy

Inhibicia syntézy plazm. membrany

Zmena integrity NK alkylujace latky, chlorochin

Inhibicia syntézy NK

- metabolizmus DNA 5-fluorocytozin, acyklovir

- replikacia DNA kys. nalidixova, novobiocin, nitroimidazol
- syntéza RNA rifampicin

Zmena proteinov fenoly, tazké kovy

Inhibicia syntézy proteinov

- 30S jednotky ribozomov streptomycin, kanamycin, tetracyklin
- 508 jednotky ribozémov chloramfenikol, makrolidy

- metabolizmus kys. listovej sulfonamidy, trimetoprim

Miesto posobenia antibiotik:

http://sketchymedicine.com/wp-content/uploads/2011/10/abx 1.jpg

Rezistencia

Narast rezistencie mikroorganizmov na antibiotikd sa stdva stdle vyznamnejSim a niektoré
mikroorganizmy uZz nie st postihnute'né dostupnymi antibiotikami.

Objavuju sa kmene, u ktorych nie je k dispozicii Ziadne zname antibiotikum, alebo zostalo len
jedno z celej skaly povodne ucinnych preparatov (niektoré MRSA, Pseudomonas aeruginosa
a pod.). Rezistencia dosiahla dnesné rozmery a stala sa problémom na zaklade mnohych
nerozumnych zasahov do ekologie ¢loveka a mikroorganizmov, nadmerného a nespravne

indikovaného uzivania antibiotik, pouzivania antibiotik v pol'nohospodarstve, neprezieravej
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antibiotickej politike. Rezistencia na antibiotikd je podmienena geneticky. Povodne uc¢inné
antibiotikum sa stane neti¢innym na ur¢ity mikroorganizmus zmenou genetickej informacie
mikroorganizmu (mutaciou) alebo prenosom informacie (rekombinaciou). Medzikmefiovy
pripadne medzidruhovy prenos rezistencie sa uskuto¢iiuje prenosom genetickej informacie
mechanizmom transdukcie, konjugécie, transformécie. Rezistencia baktérii na antibiotika
modze byt ziskand na Urovni chromozomadlnej mutéicie alebo moéze vzniknut a Sirit' sa
extrachromozomalne ulozenou informaciou v plazmide. Chromozomalne muticie sa
vyskytuju spontanne s r6znou frekvenciou a ich vyskyt nie je zavisly na pritomnosti farmaka.
Siria sa pri dedeni na d’alsie generacie alebo pri infekcii bakteriofagom sa mozu preniest’ na
iny kmen alebo iny druh.

Plazmidy — extrachromozomalna DNA nesie obmedzené mnozstvo genetickej informacie
obvykle nepotrebnej pre zivot baktérie, ale nesie informacie zvyhodfujuce baktériu
V nepriaznivom prostredi, napr. informaciu o rezistencii na antibiotikum, resp. o syntéze
mechanizmov zabezpecujucich takuato rezistenciu. Plazmidy st prenositelné v ramci druhu aj
medzidruhovo a prispievaju k Sireniu rezistencie. Aj DNA plazmidu moéze podlichat
mutacidm a prenos takejto informdcie je CcastejSi na dalSie kmene prostrednictvom
bakteriofagu.

1. Primarna rezistencia — geneticky podmienend necitlivost’ baktérie na niektoré¢ antibiotika
z doévodu neexistencie ciel'ovych Struktir (rezistencia mykoplaziem na antibiotikd U¢inkujuce
na urovni bunkovej steny).

2. Sekundarna rezistencia — vznika v priebehu alebo po liecbe antibiotikom, kedy sa
selektuju rezistentné bakterialne kmene.

3. Mutacna rezistencia — vztahuje sa k predchadzajucej liecbe antibiotikom. Na zaklade
mutécie sa baktérie stali rezistentnymi, a d’alej sa mnozia v bakteridlnej populacii az postupne
prevladaja. Moze sa vyvinit aj v priebehu terapie.

4. Prenosna rezistencia — sprostredkovana plazmidmi, obvykle sekundarna rezistencia.
Castejsia u G— baktérii. Prenos je mozny konjugiciou, kedy plazmid nestici informaciu
koédujticu systémy pre vznik rezistencie, nesie obvykle aj informaciu kddujtiicu vznik pilusu na
jej prenos na inu bunku.

5. Skrizena rezistencia — znamena stcasnu necitlivost na ATB s podobnou chemickou
Struktarou a rovnakym mechanizmom ucinku.

6. Inducibilna rezistencia — pritomnost’ antibiotika navodi syntézu Struktar sposobujtcich

jeho poskodenie a tym stratu ucinnosti.
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Mechanizmy vzniku rezistencie na antibiotika:

http://www.ondineblog.com/wp-content/uploads/2011/09/Image3.qif

- alteracia receptorov mikroorganizmu pre liek

- stazeny vstup antibiotika do bunky

- znizenie koncentracie antibiotika v bunke, efflux

- destrukcia alebo inaktivécia lieku enzymami mikroorganizmu

Alteracia receptorov a enzymov je mechanizmom vzniku rezistencie na:

1. betalaktdmy — zmena na urovni PBP, zniZena afinita receptorov pre PNC tzv. PBP

2. makrolidy — metylacia 2 adenin rezidui 50S subjednotiek

3. rifampicin — zmena jedinej aminokyseliny v RNA polymeraze

4. sulfonamidy — alteracia syntetazy, ktora prednostne viaze PABA (para-aminobenzoova

kyselina)

(62}

. trimetoprim — alterovana reduktaza
6. kyselina nalidixinova — zmena gyrazy

7. streptomycin — zmena proteinu na 30S podjednotke

St'azeny vstup:
1. tetracyklin — redukovany aktivny transport

2. fosfomycin — porucha transportu glc-6-fosfatu

Efflux — unik antibiotika z napadnutej baktérie

Destrukcia alebo inaktivacia:
1. chloramfenikol transferdza — acetylacia chloramfenikolu
2. betalaktamaza, cefalosporindza — narusenie betalaktdmového alebo cefalosporinového

kruhu

3. aminoglykozidy — acetylacia a fosforylacia pripravku pri prechode membranou

Testovanie citlivosti na antibiotika.

http://www.politicsandthelifesciences.org/Biosecurity course folder/print/u3s5 tests.html
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Stanovenie citlivosti mikroorganizmov na antibiotika

Na stanovenie citlivosti mikroorganizmu na antibiotikd a uréenie stavu rezistencie in vitro za
ucelom predpovedania uspeSnosti terapie sa pouzivaju laboratdorne testy difizne alebo
dilucné, kvantitativne alebo kvalitativne. NajCastejSie sa v praxi pouZziva:

- ur¢enie diftiznej diskovej citlivosti

- uréenie MIC (minimdlnej inhibi¢nej koncentracie)

- ur¢enie MBC (minimalnej baktericidnej koncentracie)

- urCenie kvantitativnej citlivosti prostrednictvom E-testov

- stanovenie mechanizmov rezistencie

- stanovenie uc¢inku kombindcie antibiotik

Podrobné popisy metodik su v prislusnej literatire (ndvody na praktické cvicenia).

Difuzny diskovy test

Je to najcastejSie pouzivanad metdda kvalitativneho stanovenia citlivosti. Pouziva sa pri iom
disk z filtraéného papiera napusteny presne stanovenou koncentraciou antibiotika. Takyto
disk sa umiestni na povrch kultivaéného média s husto naoCkovanym testovanym kmetiom.
Pocas kultivacie antibiotikum z disku difunduje do kultivaéného média do urcitej
vzdialenosti. Pokial je G€inné na dany kmen sposobi kruhovi zonu inhibicie rastu
mikroorganizmu. Pre jednotlivé mikroorganizmy a antibiotikd existuju tzv. break pointy —
hrani¢né hodnoty Sirky inhibi¢nej zoény, za ktoré nemodzZe baktéria rast, pokial’ je dané
antibiotikum na testovany mikroorganizmus uc¢inné. Vysledkom je urcenie citlivosti alebo
rezistencie mikroorganizmu na dané antibiotikum (C, R., +, —). Pouzivanie trete]
charakteristiky I alebo intermediarna, +/— citlivost’ sa neodporuca, pretoze vnasa neistotu do
hodnotenia.

Difuzny diskovy test:
http://old.If3.cuni.cz/mikrobiologie/bak/uceb/obsah/disktest/disktest.ntm

Stanovenie minimdlnej inhibi¢nej koncentracie

Je to kvantitativny diluény test, pri ktorom sa pre dany mikroorganizmus a urcité antibiotikum
stanovuje najnizSia koncentracia antibiotika, ktord inhibuje rast a rozmnoZovanie baktérie in
vitro. V rade skiimaviek sa nariedi antibiotikum v klesajtcich koncentraciach a do roztokov sa
naockuje rovnaké inokulum testovaného kmena. Koncentracia antibiotika v poslednej

skamavke v rade, v ktorej sa vytvoril zdkal ako znak rozmnoZenia inokulovaného kmena,
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zodpovedd MIC — minimélnej inhibi¢nej koncentracii, t.j. minimalnej koncentracii
antibiotika, ktord zastavi rast a rozmnoZovanie kmena. Na zaklade porovnania tejto
koncentracie a znalosti koncentracie antibiotika, ktora sa dosiahne pri beznom davkovani v
krvi alebo tkanivach pacienta, je mozné urcit’ (na zaklade break pointu) ucinnost’ antibiotika a
jeho vhodnost’ pre pouzitie. Cim je dosiahnutda MIC pre dant baktériu niZ§ia v porovnani s
koncentraciou break pointu, tym je antibiotikum ucinnejSie. Sledovanie dynamiky vyvoja
minimalnych inhibi¢nych koncentracii ur¢itého antibiotika pre urcity mikroorganizmu umozni
predpovedat’ bliziaci sa nastup rezistencie.

Dilu¢na meténa na stanovenie MIC:

http://old.If3.cuni.cz/mikrobiologie/bak/uceb/obsah/mic/mic.htm

Minimalna baktericidna koncentracia

Je to najnizS$ia koncentracia antibiotika, ktord wusmrti mikroorganizmus. Zistuje sa
vyockovanim kultary mikroorganizmu kultivovanej v roznych koncentraciach antibiotika z
usmrti mikroorganizmy a znazorni sa tym, ze po vyockovani skiimavky a kultivacii nenarasta

na platni ziadne baktérie, je baktericidna (MBC).

E-test

Technicky sa testovanie uskuto¢iiuje podobne ako pri difuznom diskovom teste.
Mikroorganizmus je husto naockovany na kultivaéné médium a na povrch sa prilozi prizok
napusteny réznymi koncentraciami antibiotika (gradient koncentracii). Po vykultivovani sa
vytvori zona inhibicie, ktord ma tvar slzy, dotykajucej sa najuzSou cCastou pruzku S
antibiotikom v mieste koncentracie zodpovedajucej MBC.

Difuzne aj dilu¢né testy maju svoje opodstatnenie, vyhody aj nevyhody. Diflizny test je
kvalitativny, mikroorganizmus vidime rast’ na kultivacnej pdde a modZeme identifikovat
pripadni kontamindciu inokula alebo iné vlastnosti, ktoré¢ znehodnocuji vysledok. Dilucny
test poskytuje kvantitativne vysledky, nie je vSak mozné vidiet’ pripadnti kontaminaciu alebo
viacero druhov kmenov. Vyhody obidvoch typov testov spaja E-test. Je to kvantitativny
difazny test. E-test predstavuje pruzok napusteny stupajicou koncentraciou antibiotika. Je
umiestneny na agarovu platiiu naockovanu testovanym kmefiom. Antibiotikum difunduje
podl'a rdznej koncentracie rozne d’aleko od prazku. V mieste, kde sa rast baktérie priblizi az k

prazku, sa od¢ita minimalna inhibicna, resp. baktericidna koncentrécia.
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E-test:
http://fvl.vfu.cz/sekce ustavy/mikrobiologie/mikrobiologie pro farmaceuty/praktikumO

5/4.qif

Posobenie antibiotik podPa miesta ucinku

Inhibicia syntézy bunkovej steny

Syntéza bakterialnej steny je katalyzovana enzymami (transpeptidazy, endopeptidazy), ktoré
vsunu syntetizovanu Strukturalnu molekulu do postupne skladajticej sa bunkovej steny. Tieto
enzymy sa nazyvaju tiez penicillin binding proteins — penicilin viazuce proteiny. Peniciliny sa
dokazu naviazat’ na tieto enzymy, ¢im dojde k ich inaktivacii, neuzavretiu Struktiry bunkovej

steny a k osmotickej lyze bakteridlnej bunky.

Betalaktamové antibiotika

Patria sem peniciliny a cefalosporiny. Zakladnou Struktirou je tzv. betalaktdmovy kruh.

Peniciliny

Z hladiska chemickej Struktury st derivatmi 6-aminopenicilanovej kyseliny. Na jej

aminoskupinu je mozné naviazat' rézne radikaly, ¢im vznikaji rézne derivaty penicilinu.

Charakter postrannych retazcov ovplyviiuje antibakteridlnu aktivitu pripravkov (spektrum).

Antibakterialny u¢inok zavisi od afinity k vézobnym proteinom (PBP — penicillin binding

proteins), schopnosti penetrovat’ cez bakteridlnu bunkovu stenu, dostupnosti penicilinovych

receptorov a obsahu peptidoglykdnu v bunkovej stene.

Penicilinové preparaty:

- penicilin G — parenteralny liek s i¢inkom na streptokokové, pneumokokové infekcie

- penicilin V — p. o. penicilin

- antistafylokokové peniciliny, odolné voci stafylokokovym penicilindzam — oxacilin,
meticilin

- peniciliny s roz$irenym spektrom na G— baktérie — ampicilin, amoxicilin

a parenteralne peniciliny s rozsirenym spektrom aj na klebsielu, enterobaktery

a pseudomonady — karbenicilin, tikarcilin, piperacilin

Cefalosporiny
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Su Dbetalaktamové antibiotika, zakladna Struktara je tvorena 7-aminocefalosporanovou
kyselinou povodne izolovanou z huby Cephalosporium. Cefamyciny su preparaty podobné
ako cefalosporiny. Rozdiel je v substiticii siry v dihydrothiazinovom kruhu v pozicii 5
kyslikom, ¢o ich robi odolnejSimi voci betalaktamazam. U cefalosporinov je v tejto pozicii
sira. Maju rovnaky mechanizmus pdsobenia, ale SirSie spektrum a lepSie farmakologické
vlastnosti ako peniciliny.
Typy generacii cefalosporinov so zastupitelnymi preparatmi
- I. generacia — spektrum podobné penicilinu a ampicilinu (cefalotin, cefazolin,
cefalexin)
- II. generacia — rozsirené spektrum na hemofily, anaerébne baktérie, enterobakteriaceae
(cefuroxim, cefamandol, cefoxitin, cefaclor)
- III. generacia — protipseudomonadové, G+ koky (cefotaxim, ceftriaxon, ceftazidim)
- Dalsie generacie — zlepsenie farmakologickych vlastnosti
Na cefalosporiny su rezistentné na PNC rezistentné streptokoky, oxacilin rezistentné
stafylokoky, enterokoky, listerie. To znamena., Ze existuje skrizena rezistencia s penicilinom
u streptokokov, oxacilinom u stafylokokov, enterokokov a listérii. Vyvoj rezistencie je mozny
aj pocas terapie, a potom je skrizend s ostatnymi betalaktamovymi ATB.
Karbapenemy
Spé4jaju  ucinok penicilinov a Sirokospektralnych cefalosporinov. St Sirokospektralne,
baktericidne. Pokryvaji takmer celé spektrum baktérii a maju rovnaky mechanizmus G¢inku
ako ostatné betalaktdmy. Imipenem ma spektrum ucinnosti na vSetky G+ baktérie a mnohé G—
baktérie s vynimkou niektorych pseudomonad, enterokokov. Aplikuje sa parenteralne.
Monobaktamy
Maju tzke spektrum ucinnosti na gramnegativne palicky. S Gspechom sa pouzivaju na
enterobakteriaceae a predovsetkym pseudomonady.
Rezistencia na peniciliny mé niekol’ko pricin:
- produkcia betalaktamaz — enzymov, ktoré otvaraji betalaktamovy kruh. Tieto enzymy je
mozné inaktivovat' inibitormi betalaktamaz (kyselina klavulanova, sulbaktam). Tieto
inhibitory st samotne slabo ucinné, ale v kombinécii s penicilinovymi preparatmi (ampicilin,
amoxicilin, ticarcilin) st U¢inné pri liecbe betalaktamazu produkujucich baktérii. Inhibitor
betalaktamazy inaktivuje bakteridlnu betalaktamazu, ¢im umozni penicilinu vstup do baktérie
- nepritomnost’ prislusnych vézbovych receptorov
- z14 penetracia cez bunkov stenu baktérie

- nepritomnost’ bakteridlnej steny
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- k'udové stadium baktérie (bez syntézy bunkovej steny)

Povodne ucinné penicilinové antibiotikum sa stadva rezistentnym

- mutaciou na urovni porinovych proteinov, cez ktoré ATB prestupuje cez bunkovu stenu G—
baktérii (Pseudomonas aeruginosa na imipenem)

- mutacia na trovni PBP (S. aureus na oxacilin, Str. pneumoniae na PNC) — ich mutécia
sposobi neschopnost’ viazat’” penicilin, ¢o sa prejavi neschopnostou ATB zabranit tvorbe
celistvej bunkovej steny

- hydrolyza antibiotika betalaktaméazami prenosnymi plazmidmi

Neziadtce uc¢inky: alergicka reakcia, neutropénia.

Ostatné ATB pésobiace na urovni bunkovej steny

Vankomycin

Producentom st aktinomycéty. Chemicky je to komplex glykopeptidov, ktoré interferuju so
syntézou bunkovej steny predovSetkym G+ Dbaktérii, u ktorych blokuje tvorbu
peptidoglykdnovych retazcov. Inhibuje tvorbu prekurzorov peptidoglykdnu. Je neti¢inny proti
G- baktéridm, pretoze molekula je prili§ velkd, aby prenikla cez vonkajSiu membranu.
Pouziva sa pri lieCbe oxacilin rezistentnych stafylokokov (MRSA). Rezistencia na
vankomycin sa objavuje u baktérii s posSkodenim termindlnych ¢asti retazcov peptidoglykéanu,
alebo u kmeniov produkujtcich protein, ktory zabranuje vézbe vankomycinu na receptory.
Prirodzene rezistentné su laktobacily, erysipelotrix. Ziskand rezistencia bola zaznamenana uz
aj u niektorych kmenov stafylokokov a enterokokov.

Bacitracin

Chemickou Strukturou je polypeptid, ktory inhibuje syntézu bunkovej steny poskodenim
lipidovych nosi¢ov zodpovednych za transport peptidoglykdnovych prekurzorov cez
cytoplazmaticki membranu do bunkovej steny. Modze poSkodzovat aj samotnu
cytoplazmaticki membranu a inhibovat’ RNA transkripciu. Pre vysoku toxicitu sa pouziva len
lokalne na liecbu infekcii grampozitivnymi baktériami.

Cykloserin, ethionamid, izoniazid

Antimykobakteridlne preparaty inhibuji syntézu sucasti bunkovej steny inhibiciou enzymov
alebo interferenciou replikacie mykobaktérii. Rezistencia je sposobena redukovanym prijmom

lieku do bakteridlnej bunky alebo zmenou cielovych Struktur.
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PosSkodenie plazmatickej membrany

Polymyxiny — chemické Struktira predstavuje vetvené cyklické dekapeptidy, ktoré destruuju
cytoplazmatickit membranu citlivych baktérii, predovSetkym G- baktérii vdzbou na jej
lipidové a proteinové Struktiry. NartsSaji tak hlavne bariérova funkciu cytoplazmatickej
membrany ucinkom podobnym detergentom. Pre pomerne vysokl nefrotoxicitu sa pouzivaju
len lokalne v liecbe infekcii ucha, oka a koze (polymyxin). Rezistencia vznika, ak
antibiotikum nie je schopné prejst cez bunkovi stenu k cytoplazmatickej membrane.
PredstaviteI'mi antibiotik uc¢inkujicich na urovni bunkovej membrany su predovsetkym

polyénové antifungélne antibiotikéd (amfotericin, nystatin).

Inhibicia syntézy proteinov

Aminoglykozidy

Chemickou S$truktirou aminoglykozidov je streptozamin alebo podobny cyklicky
aminoalkohol glykozidicky viazany s dvoma cukrami. Latky, produkované Streptomyces sp.
maji koncové pripony — mycin (streptomycin, tobramycin, kanamycin). Latky produkované
mikromonospérami maji  priponu — micin (gentamicin, netilmicin). Spolo¢nym
mechanizmom U¢inku je inhibicia proteosyntézy na urovni bakteridlnych ribozoémov
(irrevezibilna vézba na ribozoémy). Mechanizmom ucinku je indukcia chybnej translacie.
Vizba aminoglykozidov na ribozomové podjednotky zabrdni tvorbe polyzoémov.
Aminoglykozidy st Sirokospektralne a baktericidne antibiotikd. Spektrum u¢inku zahfna G—
pali¢ky, vratane pseudomonad a niektoré G+ organizmy. Ich Gginok je baktericidny. Uginkuju
aj v kl'udovych a proliferaénych fazach baktérii a maji velmi silny synergicky uc¢inok s
betalaktamovymi antibiotikami. Streptokoky a anaeroby nie st citlivé na aminoglykozidy.
Rezistencia je sposobena:

- produkciou destruujicich enzymov (fosforylaza a adenyldza) — rozdiely medzi
aminoglykozidmi suvisia s ich citlivost'ou na tieto enzymy

- mutaciou vdzobnych miest ribozomov — je zriedkava s vynimkou enterokokov, na terapiu,
ktorych je obvykle potrebné vyuzit’ synergizmus antibiotik uc¢inkujucich na bunkovu stenu a
aminoglykozidov, preto je tato rezistencia klinicky vyznamna

- znizenym prijmom ATB do bunky — vyskytuje sa u pseudomonad a anaerobnych baktérii
Pripravky:

- Amikacin. Vzhl'adom na vysSiu stabilitu a zriedkava rezistenciu sa pouziva pri liecbe

baktérii rezistentnych na iné aminoglykozidy.
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- Kanamycin. Napriek Sirokému spektru sa pouziva zriedkavo, kvoli netcinnosti na
pseudomonady a toxicitu.

- Streptomycin. Napriek Sirokému spektru sa vyuziva takmer vyluéne na lieCbu
mykobakteridlnych infekcii v kombinacii s ATB uc¢inkujicimi na arovni bunkovej steny.
Uginny je aj pri lie¢be tularémie. Je to parenteralne aplikovany liek, ktory sa nevstrebava
takmer vobec z GIT. Neziadlice ucinky a toxicita su klinicky vyznamné a je potrebné ich
monitorovat’ v priebehu terapie 1 po jej skonCeni. Tobramycin, gentamicin, netilmicin maju
ototoxické ucinky (s klesajucou tendenciou).

Tetracykliny

Su Sirokospektralne antibiotikd s naftacénovym kruhom s naviazanymi postrannymi
retazcami. Mechanizmom uc¢inku je inhibicia proteosyntézy zablokovanim inkorporovania
aminokyselin do vznikajiceho peptidového retazca. ATB blokuje vdzbu tRNA na ribozém.
Tato vizba je slabd. Tetracyklinové antibiotika su bakteriostatické. Maju dobry prienik do
tkaniv. Vyuzivaji sa pri lieCbe infekcii kosti, periapikdlnych abscesov zubnych korenov
(tetracyklin, doxycyklin). Spektrum je velmi Siroké, st ucinné na mikroorganizmy bez
bunkovej steny (mykoplazmy, L-formy, ureaplazmy), na chlamydie, riketsie a vac¢Sinu
intracelularnych baktérii a bakteridlnych vyvolavatelov zoondéz, anaerdbne baktérie,
stafylokoky. Nie st u¢inné na pseudomonady. Rezistencia je sposobend effluxom —
odplavenim antibiotika z bunky a je prenosna plazmidom. Vznik rezistencie v priebehu
infekcie je zriedkavy. Vyskytuje sa aj rezistencia sposobena alteraciou vdzbovych proteinov
povodne citlivej bakteridlnej bunky. NeZiadice ucCinky su Cast€¢ a pocetné. Obvyklé su
zaludo¢né a Crevné obtiaze, poSkodenie pecene, fotodermatdza, alergia, zIté zafarbenie zubov
(aj vyvijajlcich sa), vzostup intrakranidlneho tlaku, poSkodenie obliciek, poruchy srdcového
rytmu. Pri intraven6znej aplikécii su Casté lokalne prejavy podrazdenia.

Chloramfenikol

Chemicka Struktura je odvodend od esencialnej aminokyseliny fenylalaninu, ktory s mastnymi
kyselinami vytvara estery, ktoré nemaji antibakteridlny ucinok. V tele sa hydrolyzou
uvolniuje volny chloramfenikol. Mechanizmus Uuc¢inku je spdsobeny védzbou na 50S
podjednotku, ¢im vznikd inhibicia transportu RNA na ribozomoch a tlmi sa syntéza proteinov.
Spektrum uéinku je velmi $iroké. Uginkuje vyborne na G— baktérie, salmonely, chlamydie,
mykoplazmy, leptospiry, nokardie, pseudomonddy. Je liekom volby pri bruSnom tyfuse
sposobenom S. typhi. V americkej praxi sa pouziva na lie¢bu bakteridlnych meningitid.
Rezistencia vznikd produkciou chloramfenikol-acetyltransferdz baktériou, pripadne mene;j

Casto alterdciou ribozémov alebo zmenou permeability pre vstup lieku do bunky. Neziaduce
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ucinky — u nés sa pouziva len vel'mi striktne indikovany vzhl'adom na moznost’ vzniku
zavaznej komplikécie aplastickej anémie blokddou syntézy proteinov v kostnej dreni.
Makrolidy

Chemicka Struktura makrolidov je predstavovana makrocyklickym lakténovym kruhom s
glykozidicky viazanymi neutralnymi cukrami alebo aminocukrami. Ich ucinok je
bakteriostaticky. Uginkuju vdzbou na 50S ribozomalne subjednotky, ¢im brania Gspesnej
proteosyntéze. Vyhodou makrolidov je vyborna distribicia do tkaniv a buniek, u novSich
preparatov do zapalom poskodenych tkaniv. Spektrum zahriiuje mykoplazmy, chlamydie,
legionely, kampylobaktery. Su praktickou ndhradou penicilinovych preparatov u alergickych
pacientov pri liecbe G— infekcii. Modifikacie makrolidovej Struktiry viedli k vyvoju novych
pripravkov (azitromycinu a clarithromycinu). Ich spektrum, farmakologické vlastnosti a
mechanizmus G¢inku st dovodom nezastupitelnosti klasickych (erytromycin) a novych
pripravkov. Makrolidy st Sirokospektralne baktericidne antibiotika.

Klindamycin

Patri do skupiny linkozamidov. Molekula je zlozena z aminokyseliny prolin naviazanej
amidovou vézbou na piranozid. Mechanizmus U¢inku je inhibicia proteosyntézy védzbou na
50S ribozomalnu podjednotku a inhibicia peptidyltrasferazy. Spektrum ucinku tvoria
predovsetkym stafylokoky a anaerébne G- palicky. Liek pdsobi bakteriostaticky, pri
vysokych koncentraciach aj baktericidne. Rezistencia, ktord je plazmidom prenosnd, vznika
indukciou enzymu metylujiceho ribozomalnu RNA. Indukciu tohto enzymu navodzuje

klindamycin aj erytromycin, a preto existuje skriZzena rezistencia na obidve antibiotika.

Inhibicia syntézy NK

Kyselina nalidixova

S Gspechom sa pouZiva na terapiu mocovych infekcii spdsobenych G— baktériami s rychlym
nastupom rezistencie.

Chinolony

St syntetické chemoterapeutikd inhibujice DNA gyrazu alebo topoizomerazu, enzymy
potrebné na ukoncenie sytnézy DNA v bakteridlnej bunke. Spektrum ucinku zahiia G-
baktérie, predovSetkym u infekcii mocCovych ciest. NovSie preparaty ucinkuji aj na G+
baktérie (norfloxacin, ciprofloxacin, ofloxacin). U niektorych enterobacteriaceaei neexistuje
zastupiteI'nost’ medzi preparatmi. Rezistencia je chromozomadlne viazana a vznikd zmenou

viazobnych podjednotiek na enzyme gyrdza, alebo zniZzenym prijmom antibiotika baktériou
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zmenou porinovych proteinov v bunkovej stene baktérii. Preparaty nie su vhodné pre

pediatrickych pacientov.

Rifampicin

Patri do skupiny ansamycinov. Je to semisynteticky derivat odvodeny od rifamicinu B, ktory
je produkovany Streptomyces mediteranei. Mechanizmus ucinku je vizba DNA dependentnej
RNA polymerazy a inhibicia iniciacie RNA syntézy. Spektrum Uc¢inku zahfna predovsetkym
Mycobacterium tbc., aerébne G+ koky vratane MRSA. Jeho uéinok je baktericidny.
Rezistencia streptomycinového typu (alterdcia polymerazy) je najcastejsia.

Metronidazol

Patri medzi nitroimidazoly s chemickou S$trukturou heterocyklickych latok s 5-¢lennym
kruhom. Mechanizmus ¢inku je inhibicia syntézy nukleovych kyselin so silne baktericidnym
t¢inkom. Ciastogne redukovany medziprodukt metabolizmu metronidazolu prerusuje syntézu
DNA. Spektrum ucinku zahfna Trichomonas vaginalis a ostatné protozoa (entamoeba,
giardia) a vyznamné anaerdbne patogény. Nelcinkuje na aerdbne alebo fakultativne
anaerobne baktérie. Rezistencia vznikd zriedkavo a je spdsobend spomalenim redukcie
metronidazolu a nizSou koncetraciou zmieneného metabolitu (typicka je rezistencia na

Bacteroides fragilis).

Antimetabolity

Antibiotikd tejto skupiny zabrafiuji syntéze kyseliny listovej. U€inkuja napriklad
mechanizmom vysSej afinity antibiotika k dihydrofolat-reduktaze, ¢im ju vyviaZu a zabrania
jej aktivite pri konverzii dihydrofolatu na tetrahydrofolat (trimetoprim, dapson — liek proti
lepre). Dal$im miestom pdsobenia je blokada enzymov inkorporujucich kyselinu
paraaminobenzoovii do kyseliny listovej (sulfonamidy). Tym sa utlmuje bakteridlna
respiracia. U¢inok na mnoZiace sa baktérie je bakteriostaticky. Pretoze ludské bunky
nesyntetizuji kyselinu listovid, sulfonamidy nezasahuji do metabolizmu Zivo¢isSnych buniek.
Niektoré pripravky kombinuju antibiotikd ucinkujuce na obidvoch miestach metabolizmu
kyseliny listovej, ¢im sa dosiahne klinicky baktericidny ucinok napriek tomu, Ze samotné
antibiotika su bakteriostatické.

Sulfonamidy

St derivatmi kyseliny PABA. Spektrum ucinku je rozsiahle, pdsobia na streptokoky,
meningokoky, aktinomycéty, nokardie, chlamydie. Slabsi uc¢inok maju na E. coli a ostatné

enterobakteriaceae (farmakodynamika lieku spdsobuje uspech pri mocovych infekciach).
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Utinkuju tiez na niektoré protozoa (Pneumocystis sp, Toxoplazma gondii, plazmédia).
Trimetoprim v kombinécii so sulfamethoxazolom dosahuje klinicky takmer baktericidny
ucinok vzhl'adom na synergizmus spdsobeny blokovanim syntézy kyseliny listovej na dvoch
miestach. Tento G¢inok sa prejavil rozsirenim spektra na G+ aj G— baktérie a Pneumocystis

carini. Trimetoprim sam sa pouziva vel'mi zriedkavo. Patril medzi uspesné antimalarika.

Antimykobakteridlne pripravky a ich Specifika su sucast'ou Specialnej bakteriologie.

Antimykotika

Zakladnou charakteristikou rozdielu v terapeutickom pristupe mykoéz je eukaryoticky typ
buniek, ktoré su vyvojovo bliz§ie ZivociSnym bunkdm a je problematické vytvorit’ liek s
dostato¢nou ucinnost'ou a nizkou toxicitou so selektivnym posobeni. Antifungalne latky sa
zameriavaju na ergosterol v bunkovej stene, ¢o umoziuje ich selektivne posobenie. Napriek
tomu vécSina antimykotik je toxicka. Pouzivaji sa azolové a polyénové derivaty. Lokdlne
pripravky obsahuju azolové derivaty (miconazole, fluconazole, ketoconazole) a pouzivaji sa
pri povrchovych dermatomykédzach. Mykézy vlasov a nechtov sa lie€ia aj oralne podavanym
griseofulvinom (dlhodobo). Na terapiu podkoznych mykédz sa pouziva KI (jodid draselny)
alebo amfotericin B. Systémové mykozy sa lieCia amfotericinom B, 5-fluorocytozinom,
mikonazolom alebo ketokonazolom.

Pacienti postihnuti mykotickymi infekciami su do urcitej miery imunodeficitni, ¢1 uz na
urovni lokalnej alebo celkovej imunity. Podl'a typu infekcie (systémova, oportinna, kozna,
povrchova, podpovrchova infekcia) sa uplatiluje lokalna alebo celkova terapia. Na terapiu
lokalnych infekcii sa okrem oSetrovacich zédkrokov pouZzivaju pripravky obsahujuce KI. Na
systémové pouZitie existuju tri skupiny zltcenin:

- polyény — pdsobia na cytoplazmatické biologické membrany

- azoly — inhibuju biosyntézu ergosterolu

- analogy pyrimidinu — interferuju so syntézou RNA alebo DNA

Polyény

Amfotericin B, nystatin — i¢innejSie postihuje fungalnu nez zivo¢isnu bunku (vyssia afinita k
ergosterolu ako ku cholesterolu). Mechanizmom ucinku je tvorba pérov v plazmatickej
membrane a unik i6nov.

Azoly
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Imidazoly (ketokonazol, klotrimazol ekonazol) a triazoly (flukonazol) obsahuju 5-Elenny
azolovy kruh s r6znymi substituentmi na metylovej skupine. Posobia fungistaticky na vac¢Sinu
hub a niektoré G+ baktérie.

Nukleotidové analogy

5-fluorocytozin — uzkospektralne antimykotikum podavané p. o. pri liecbe systémovych
ochoreni spdsobenych Candida, Cryptococus, Aspergillus sp. Je dobre znasany a absorbovany
z GIT. Rychlo sa vSak vyvija rezistencia. Na liecbu infekcii sposobenych dermatofytmi sa
pouzivaju griseofulvin, allylaminy.

Griseofulvin je antimykotikum produkované Penicillium griseofulvum. Podava sa per os, ale
nie je u€inny na kandidy a systémové mykozy. Allylaminy st G¢inné na vléknité huby a
dimorfné huby, ale nie st ucinné na kvasinky. Terapia mykoz je upornd, dlhodoba (aj
niekol’ko mesiacov, az 18), Casto kombinovand a vyzaduje d’alSie hygienické, chirurgické a
iné opatrenia, ako napr. pri celkovom podavani a pri imunodeficitnych pacientoch

monitorovanie vedl'aj§ich ucinkov.

Antiparazitika

Chemoterapia parazitarnych infekcii nema k dispozicii taku skalu antiinfekénych pripravkov
ako to je u baktérii a Casto sa aj dnes pouzivaju pri lieCbe pripravky z predantibiotického
obdobia. Antiparazitika su relativne toxické, ich pocet je limitovany a pri ich pouzivani je
potrebné poznat' nielen vyvolavatela, ale aj Stadium jeho vyvoja a infekcie hostitela.
OdliSnost’ pristupov pri liecba parazitarnych ochoreni od bakterialnych spociva v tom, zZe
parazity su eukaryotické organizmy a ich bunky su vyvojovo bliz§ie 'udskym bunkam.
Chronicky priebeh infekcii, komplexny Zivotny cyklus a viaceré vyvojové §tadia parazitov
prispievaji ku komplikovanosti chemoterapie. Dal§imi faktormi prispievajicimi k zloZitosti
terapie v oblastiach s najvys$§im vyskytom parazitarnych ochoreni (rozvojové krajiny) su:

- pritomnost’ inych infekcii

- moZnost’ reinfekcie

- podvyziva

- imunokompromitovani pacienti (AIDS, malnutricia, chronické infekcie)

- zI¢ hygienické podmienky

- klimatické podmienky umoZiiujice Sirenie ndkazy

- ekonomické podmienky limitujuce pouzitie terapie

- vojnove konflikty

- socidlne otazky

67



- absencia verejného zdravotnictva

Parazity st eukaryotické organizmy a na bunkovej trovni maju s bunkami 'udského hostitel’a
mnohé spolocné charakteristiky. Preto mnohé cielové Struktary UcCinku antiparazitik na
bunkovej urovni (syntéza nukleovych kyselin, metabolizmus uhlovodikov) st spolo¢né
bunkdm parazita aj hostitel'a, ¢im sa stavaju nepouzitelné pre absenciu selektivneho
pdsobenia, ktoré by eliminovalo toxicitu pripravku pre ¢loveka. Preto pripravky vyuzivajice
biochemické odlisnosti eukaryotickych buniek parazita a c¢loveka su zriedkavé. Odlisna
toxicitu pre parazita a Cloveka je mozné docielit zmenou vlastnosti pripravku jeho
metabolizovanim v organizme parazita. Cielom antiparazitdrnej liecby je eradikacia
mikroorganizmu a vylieCenie pacienta. V mnohych pripadoch, predovsetkym v endemickych
oblastiach vyskytu ma liecba prazitdrnych infekcii za ulohu aj znizit' zataz a expoziciu
parazitom a zabrdnit’ vzniku chronickych komplikacii. Samotn4 chemoterapia I'udi nemusi
byt dostato¢nd, alebo ma len docasny uc¢inok vzhl'adom na endemicitu vyskytu parazita a
infekciu vektorov nakazy. Na rozdiel od mechanizmov rezistencie u ostatnych antibiotik,
znalosti molekuldrneho a genetického zdkladu rezistencie parazitov na antiparazitikd su
limitované. VacSina $tadii sa tyka terapie malarie. Rezistencia plazmodii na chlorochin stvisi
S pritomnostou aktivneho efluxného mechanizmu. Vyvoj rezistencie plazmddii na
antimetabolity G¢inkujice na urovni kyseliny tetrahydrolistovej stvisi so sériou mutacii

klicového enzymu.

Jedineénost’ ucinku Pripravok Organizmus
Schopnost’ parazita nakoncentrovat’ liek chlorochin Plasmodium
Neschopnost’ metabolizovat’ exogénne Pyrimethamin

folaty Trimetoprim-+sulfa Plasmodium,

Toxoplasma gondii

Inhibicia redukcie thiolovych skupin

Arzénové pripravky

difluorometyornitin Trypanosoma
Interferencia s mediatormi typickymi pre
parazity piperazin Ascaris
Inhibicia GABA ivermectin Filaria
Interakcia s tubulinom pritomnym len
u parazitov benzimidazoly Cervy

68




Priklady stratégie lieCby zaloZenej na medzidruhovej odliSnosti.

Skupina pouZzivanych Mechanizmus Indikacie
pripravkov

Tazké kovy, zIG&eniny arzénu inaktivacia SH skupiny trypanozomaza
a antimonu (melarsoprol) leishmanioza
Analogy aminochinolonu akumulacia v bunke parazita profylaxia

(chlorochin, primaquine) zabrana DNA replikacie a terapia malarie
Antagonisti kyseliny listovej inhibicia syntézy kys. listovej toxoplazmoza
(trimetoprim, sulfonamidy) pneumocystoza

Inhibitory proteosyntézy

Blokovanie proteosyntézy

ameboza,babesioza,

(spiramycin, tetracyklin) na trovni ribozémov kryptosporididza

Diamidiny (pentamidin) vizba DNA, amebodza
interferencia s polyaminmi leishmani6za

trichomoniaza

Nitroimidazoly (metronidazol) nejasné amebodza
interakcia DNA replikacie giardioza
interferencia funkcie trichomoniaza
mitochondrii

Chinolony (ciprofloxacin) inhibicia DNA gyrazy maldaria

Oxidujuce latky (quinghaasu) inhibicia a pretazenie malaria
antioxida¢nych mechanizmov

Analogy ornitinu (DMFO) inhibicia ornitindekarboxylazy trypanozomoza

Inhibicia syntézy NK inhibicia enzymov metabolizmu leishmanioza

(allupurinol) purinov

Naftylaminy (suramin) inhibicia tvorby ATP trypanozomoza
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Antiprotozoarne pripravky, mechanizmus posobenia a indikacia.

Skupina pouZzivanych | Mechanizmus Indikéacie
pripravkov

Benzimidazol Inhibicia reduktazy kys.mravCej Sirokospektralne
(mebendazol) Inhibicia transportu glc

Porucha tvorby mikrotubulov

Tetrahydropyrimidin | Blokdda neuromuskularneho prenosu | askaridza

(pyrantel) enterobidza

Piperazin (piperasin) | Neuromuskularna paralyza filarioza
Stimulacia fagocytdzy askari6za
GABA agonizmus enterobidza

Pyrazinoizochinolin Kalciovy agonista Sirokospektralne

(praziquantel)

Avermectin Neuromuskularna blokada filarioza

(ivermectin) GABA antagonizmus

Fenol (niclosamid) Inhibicia oxidativnej fosforylacie paragoniméza

Organofosfaty Anticholinesterdzova aktivita schistozomitza

(suramin,naftylamidin) | Inhibicia glycerolfosfatoxidazy onchocerko6za
a dehydrogenazy

Antihelmintik4a, mechanizmus pésobenia a indikacie.

Antivirusova terapia

Principy terapie

Zékladnou prekazkou rozsiahlejSej antivirusovej terapie je intracelularny parazitizmus
virusov, ktoré vyuzivaju hostitel'ské Struktury pre svoju replikdciu. Preto akykol'vek zakrok
zamerany na virus vo vnutri hostitel'skej bunky je spojeny s toxicitou pre bunky hostitel’a.
Pristupy k liecbe virusovych infekcii jednak kopiruju replikaény cyklus virusu a jednak
vyuZivaji poznanie, Ze najlepSou terapiou virusovych infekcii je silny a dobre fungujici
imunitny systém. Antivirotikd s vo vidcSine pripadov uzkospektralne. NajlepSie
zasiahnutel'né skupiny virusov st herpetické virusy, virusy hepatitidy B a C, virus chripky A,
papilomavirusy a vd’aka extrémnemu usiliu vedy a vyskumu aj HIV. VicSina antivirotik
ucinkuje najlepsie profylakticky alebo v pociatocnych fazach infekcie. Povodné antivirotika
sa zameriavali na bunky s rozsiahlou syntézou DNA alebo RNA. Tiez mali Siroké spektrum

zévaznych nepriaznivych u¢inkov. DalSiu skupinu tvorili latky nasmerované proti enzymom
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koédujiicim virus (virusové inhibitory). NovsSie preparaty st zamerané na blokovanie expresie

virusového gendému a zvlastnu skupinu tvoria latky podporujiice imunitu na zvladnutie

infekcie (interferén, induktory interferonu). Cielové Struktary antivirotik kopiruji fazy

replikacného cyklu virusu. Mechanizmy ucinku antivirotik v jednotlivych fazach replikacného

cyklu a ich priklady:

- Rozpoznanie a prichytenie — jednou z moznosti je neutralizacia povrchovych virusovych
antigénov protilatkami (pasivna imunizécia). Antagonisti receptorov hostitel'skej bunky pre

antigény virusu su napr. peptidové analogy, heparin alebo dextransulfat.

- Penetracia a vyzleCenie — vstup virusu do cytoplazmy a kyslé prostredie endocytickych

vakuol moze byt neutralizované slabymi organickymi zasadami (amantadin, ribavirin).

- Syntéza mRNA — je klI'icovym bodom replikacie. Nie je vS8ak mozné ju inhibovat' bez
zni¢enia mRNA hostitel'skej bunky. Preparaty su namierené proti enzymom — transkriptaza
(interferon), polymerdza. Takto posobi antibakteridlny pripravok Rifampicin, ktory je uc¢inny
vo¢i adenovirusom a poxvirusom. Dalsou mozZnostou je pouzitie opaénych —
antikomplementarnych nukleotidov, ktoré blokuji vazbu nukleotidov na ribozomy a zastavia
predlzovanie peptidového retazca RNA (acyklovir, gancyklovir, adeninarabinozid, ziduvidin)
alebo inkorporaciou sposobia chybu vo vznikajiicom retazci (Idoxuridin). Thimidinkinaza je
enzym poskytujuci svojou aktivitou nukleotidovy substrat pri proteosyntéze. Jej inhibitory

spOsobia nedostatok stavebnych jednotiek proteosyntézy.

Pospéjanie syntetizovanych proteinov je inhibované ucinkom protedz a likvidaciou
lipidového obalu sa navodi detergentom podobnymi molekulami. Antivirotika pdsobiace
zvySovanim imunity — interferdn, interferon indukujtce latky, podpora nespecifickej imunity,

vakciny.

Priklady ucinku antivirusovych preparadtov na skupiny virusov

Prichytenie

— peptidové analégy receptorov — HIV gp120

— neutralizujuce protilatky — vac¢Sina virusov, vakcinacia, pasivna imunizécia
— dextransulfat, heparin — HIV, HSV

Vniknutie a vyzlecenie

- amantadin, rimantadin — virus chripky A
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- tromantadin — HSV

- disoxaril — picornavirusy

Transkripcia, syntéza proteinov

- interferén — VHA, VHB, VHC, papilomavirus
DNA replikacia

- polymeraza, nukleotidové anal6gy — herpesvirus, HIV
- fosfonofumarat — herpesvirusy

Syntéza nukleozidov

- ribavirin — RSV

Thymidinkinaza

- nukleozidové analogy — HSV, VZV
Spracovanie

- protedzy proti zoskupeniu sucasti — HIV

Najlepsie zasiahnutel'né virusy antivirotikami st herpetické virusy HSV, VZV, CMV, HIV,
virus chripky A, RSV, virusy hepatitidy A, B, C. papilomavirusy.

HSV — acyklovir (Zovirax), adeninarabinozid (Vidarabin), iododeoxyuridin, trifluorothymidin
(lokélne)

CMV - gancyklovir, fosfonoformat (Foscarnet)

HIV — azidothymidin (Retrovir, Zidovudine), dideoxyinosine DDI, dideosycytidine

Virus chripky A — amantadin

VHC — interferon (Intron, Roferon)

Papilomavirusy — interferdn alfa

RSV, Lassa virus — ribavirin (Virazol)
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Zoznam skratiek a symbolov

ABC — ATP binding cassette

ADP — adenozindifosfat

AIDS (acquired imuno-deficiency syndrome)— syndrém ziskanej imunodeficiencie
APC (adenomatous polyposis coli) — adenomat6zna polypoza

ARO — anesteziolo-resuscitatné oddelenie

ATB — antibiotikum

ATP — adenozintrifosfat

CFU (colony forming unite) — koloniu tvoriaca jednotka

CMYV — cytomegalovirus

CO2 - oxid uhlicity

DIC — diseminovana intravaskularna koagulacia

DNA — deoxyribonukleova kyselina

ELISA — enzymoimunoanalyza

ESBL (expanded spectrum beta lactamase) — betalaktamazy s rozsirenym spektrom
Fc — $pecifické vazbové miesto pre Fc-Casti molektl imunoglobulinov
g — generacna doba

H2— vodik

HIV (human imunodeficiency virus)- virus fudskej imunodeficiencie
HSV —herpes simplex virus

IgA — imunoglobulin A

IgG — imunoglobulin G

IgM — imunoglobulin M

IL — interleukin

IM — infek&n4 mononukledza
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KAZ — kvartérne améniové zasady

log — logaritmus

LPS — lipopolysacharidy

MBC — minimdlna baktericidna koncentracia

MIC — minimalna inhibi€¢na koncentracia

MRNA — mediatorovda RNA

MZ SR — Ministerstvo zdravotnictva Slovenskej republiky
N — pocet buniek v objeme

N2 — dusik

Na+ — sodikovy kation

NAD — nikotinamidadenindinukleotid

Na2COz— uhli€itan sodny

NK — nukleové kyselina

NN — nozokomialna nakaza

OKM - Oddelenie klinickej mikrobioldgie

PABA — para-aminobenzoova kyselina

PAF (platelet-activating factor) — faktor aktivujici trombocyty
PAMP — pathogen associated molecular patterns

PAS (periodic acid Schiff) — farbenie na histologické ucely
PBP — penicillin binding protein

PCR — polymerazova retazova reakcia

PNC — penicilin

RIA — radioimunoanalyza

RNA — ribonukleova kyselina

R-plazmid — plazmid rezistencie

rRNA — ribozomalna RNA

RSV - respiraCny syncytialny virus

RT — reverzna transkriptaza

S - Svedbergova jednotka jednotka hustoty, sedimentaCna konstanta
SAL (sterility assurance level) —udava pravdepodobnost’ prezitia mikroorganizmu
Spe — streptokokovy pyrogénny exotoxin

SVLZ - spoloéné vysetrovacie a lie€Cebné zlozky

TH1 — pomocné (helper) T-lymfocyty prvej triedy

TH2 — pomocné (helper) T-lymfocyty druhej triedy
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TNF — tumor nekrotizujuci faktor
tRNA — transferovd RNA

TSLS — toxic shock like syndrome
TSST-1 — toxic shock syndrome toxinl
V — rychlost mnozenia

VHA — virus hepatitidy A

VHB - virus hepatitidy B

VHC — virus hepatitidy C

VZV — virus varicella zoster
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