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MEDICINSKA BAKTERIOLOGIJA Z MIKOLOGIO IN PARAZITOLOGIO

SKORAJ NIC NI VEC ENAKO (KOT V STAREM UCBENIKU)!

Za medicino Ze pregovorno velja trditev o njenem bliskovitem razvoju. Ampak tako nepredstavljivo revolu-
cijo, kot smo jo v zadnjem desetletju doziveli na podro¢ju diagnostike bakterijskih in glivnih okuzb, bi tezko
nasli celo na drugih medicinskih podro¢jih. Klasi¢ne metode gojenja in identifikacije bakterijskih in glivnih
kolonij, ki so bile poldrugo stoletje, vse od Pasteurja in Kocha, nepremakljiv temelj prepoznavanja bakterij-
skih in glivnih okuzb, so v enem samem desetletju z razvojem novih diagnosti¢nih tehnologij predrugacile
ne le diagnostiko, ampak tudi nase znanje o bakterijah in glivah. Metoda masne spektrometrije MALDI-TOF
deluje kot prizor iz legendarnih Zvezdnih stez — mikrobe lasersko uparimo in jih nato z rac¢unalniskimi al-
goritmi skoraj v trenutku identificiramo z masnim spektrometrom. To omogoca $e pred desetletjem nepred-
stavljivo hitro in natan¢no diagnostiko povzrociteljev okuzb in opredelitev njihove obcutljivosti na zdravila.
V kombinaciji s tehnikami za analizo mikrobnega genoma pa sodobna mikrobioloska diagnostika omogoca
izjemno izboljsanje zdravljenja bolnikov z okuzbami - ¢e imamo seveda dovolj znanja, da ob bolniku z okuz-
bo takoj vemo, kaj, zakaj, kako in kam ... ter rezultate analiz tudi znamo uporabiti za optimalno zdravljenje.

Osnovni namen knjige je $tudente medicine in dentalne medicine »oskrbeti« z diagnosti¢no pomembnim
znanjem o bakterijah, glivah in parazitih do stopnje, da se bodo pri pouku infekcijskih bolezni lahko ne-
moteno posvecali bolnikom in njihovemu zdravljenju. Ze omenjene nove diagnosti¢ne metode pa so poleg
koristi za bolnike prinesle tudi povsem nova spoznanja o raznolikosti in dinamiki okuzb ter o patogenezi
infekcijskih bolezni, ki jih pred tem s klasi¢nimi diagnosti¢nimi metodami nismo mogli niti slutiti. Mnoge
patogene bakterije in glive, ki smo jih v preteklosti identificirali z enim vrstnim imenom, zdaj z novimi di-
agnosticnimi metodami prepoznavamo kot heterogene populacije povzrociteljev bolezni. To ne omogoca le
boljSega predvidevanja poteka bolezni in boljSega zdravljenja bolnikov, ampak v temelju spreminja tudi nase
znanje o patogenih bakterijah in glivah - s tem tudi vsebino uc¢benika, ki je pred nami. Zato v primerjavi s
starim ucbenikom skoraj ni¢ ni ve¢ enako! Heraklitov filozofi¢ni panta rhei (vse tece — se spreminja) tako
dobiva Se eno potrditev na podrocju bakteriologije, mikologije in parazitologije.

Poleg studentov medicine in dentalne medicine bodo sodobno znanje o medicinsko pomembnih bak-
terijah, glivah in parazitih lahko iz uc¢benika pridobivali tudi studentje mikrobiologije, farmacije in drugih
naravoslovnih $tudijev pa tudi podiplomski $tudenti in specializanti razli¢nih strok. Za slednje bodo posebej
zanimivi tisti deli poglavij, ki opisujejo diagnosti¢ne postopke, saj so jih na osnovi lastnih izkusenj predstavili
vodilni slovenski strokovnjaki, ve¢inoma sodelavci Instituta za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske fa-
kultete v Ljubljani. V knjigo smo vnesli tudi nemalo slovenskih epidemioloskih podatkov o razsirjenosti okuzb.

Za zakljucek $e enkrat spominjam, da se medicinsko znanje nenehno spreminja in da tudi najbolj teme-
ljit avtor poglavja ali knjige ne (z)more v besedilo zajeti vsega, kar bi bilo zdravniku ali laboratorijskemu
strokovnjaku koristno vedeti za kakovostno obravnavo bolnikov. Zato bralcem priporo¢am, da primerjajo
informacije iz te in iz drugih strokovnih knjig - s ¢im sodobnejso letnico nastanka. S tem bo njihovo znanje
postalo $irse, bolj pregledno in predvsem usklajeno z aktualnimi spoznanji. Sprotno obnavljanje mikrobio-
loskega znanja je v praksi zlasti pomembno zaradi nenehno spreminjajocih se informacij in klini¢nih smer-
nic o protimikrobnem zdravljenju. Izjemni geografska in ¢asovna dinami¢nost spreminjanja mikrobnih
populacij in njihove odpornosti na protimikrobna zdravila sta medicinsko mikrobiologijo iz neko¢ staticne
vede spremenili v meteorologijo med medicinskimi strokami — mikrobiologi z nenehnim zbiranjem podat-
kov o povzrociteljih okuzb in njihovi odpornosti na zdravila omogo¢amo ne le uspesno zdravljenje posa-
meznih bolnikov, pa¢ pa tudi sprotno (pre)oblikovanje epidemioloskih zemljevidov, ki drzavam in medna-
rodnim zdravstvenim organizacijam omogocajo nacrtovanje najbolj u¢inkovitih nac¢inov za preprecevanje
in zdravljenje nalezljivih bolezni. V sodobnem, globaliziranem svetu bi tezko nasli bolj$i primer nujnosti
globalnega razmisljanja in sodelovanja za uspe$no redevanje lokalnih problemov. Vse do konkretnega bol-
nika z nalezljivo boleznijo, ki mu je ta knjiga v prvi vrsti posvecena.

Alojz Than
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Bakterijska celica

Alojz Ihan

EVKARIONTSKE IN PROKARIONTSKE CELICE
Razlike glede celi¢nih sestavin (DNK in kromosomi; jedro in
organele; ribosomi in rRNK).

VELIKOST IN OBLIKA BAKTERIJ

Velikost in oblika bakterij; tehnika barvanja po Gramu; po
Gramu pozitivne bakterije in po Gramu negativne bakterije;
urejanje bakterij v skupine.

ZGRADBA BAKTERIJSKE CELICE

Citoplazma; selektivno prepustna citoplazemska
membrana; nukleoid; bakterijska stena; bakterijska kapsula;
bicki; gibanje bakterij; bakterijski pilusi.

CITOPLAZEMSKA MEMBRANA

Biokemijska sestava; selektivna prepustnost in aktivni prenos
snovi; elektronski prenos in oksidativna fosforilacija; prenos
bakterijskih hidroliticnih encimov v okolico; prostorska
organizacija multiencimskih skupkov za gradnjo DNK;
citoplazemska membrana in bakterijska stena; receptorska
funkcija citoplazemske membrane za signale iz okolice.

BAKTERIJSKA STENA

Zgradba in funkcije bakterijske stene; peptidoglikan po
Gramu pozitivnih bakterij in po Gramu negativnih bakterij;
bakterijska stena po Gramu pozitivnih bakterij; teihoi¢na
kislina; bakterijska stena po Gramu negativnih bakterij;

BAKTERIJSKA CELICA

Osnovna enota, ki organizira zivljenjske procese, je
celica. Vsaka ziva celica vsebuje gensko informacijo
(deoksiribonukleinsko kislino (DNK) in ribonukle-
insko kislino (RNK)) in mehanizem za njeno pre-
vajanje v beljakovine. Beljakovine usmerjajo celicno
presnovo in organizirajo celicno strukturo. Osnov-
na sestavina celice je selektivno prepustna membra-
na (citoplazemska membrana), ki notranjost celice
(citoplazmo) zamejuje od zunanjosti. Tako citopla-
zemska membrana v celici vzdrzuje notranje okolje,
ki omogoca celi¢ne Zivljenjske procese.

zunanja membrana in periplazemski prostor po Gramu
negativnih bakterij; lipopolisaharidne molekule.

BAKTERIJSKA KAPSULA
Sestava kapsule; glikokaliks; funkcija in patogenetska vioga
kapsule.

BAKTERIJSKI BICKI
Sestava bicka; mehanizem delovanja; kemotaksa bakterij;
funkcionalna in patogenetska vloga.

PILUSI
Vrste bakterijskih pilusov; sestava, adherenca in pilusi;
spolni pilusi; funkcionalna in patogenetska vloga pilusov.

SPORE
Funkcionalni pomen in struktura bakterijskih spor;
sporulacija; germinacija.

RAST IN RAZMNOZEVANJE BAKTERIJ

MODEL RASTI BAKTERI V ZAPRTEM SISTEMU
DEJAVNIKI RASTI IN RAZMNOZEVANJA BAKTERLJ
PREHRANA BAKTERU

FIZIKALNI DEJAVNIKI RASTI IN RAZMNOZEVANJA BAKTERIJ
Kisik in bakterije; temperatura; koncentracija vodikovih
ionov (pH); osmotski tlak.

EVKARIONTSKE IN PROKARIONTSKE
CELICE

Organizme glede na podrobnejso zgradbo celic de-
limo na dve skupini - prokarionte in evkarionte. V
celicah evkariontov je DNK razdeljena na kromo-
some. Ti se nahajajo v celicnem jedru, od citoplaz-
me pa jih locuje jedrna membrana. V citoplazmi
so razlicne membranske strukture — organeli (mi-
tohondriji, kloroplasti, endoplazemski retikulum,
Golgijev aparat, lizosomi, eksocitozni mehurcki).
Prokariontske celice nimajo organelov. Evkarion-
ti imajo razmeroma velike ribosome (80 S), ki so
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1. Bakterijska celica

sestavljeni iz vecje podenote (60 S) in iz manjse po-
denote (42 S). Vecja podenota vsebuje rRNK 28 S,
manjsa pa rRNK 18 S.

Prokariontska celica ima eno molekulo DNK, ki
je praviloma krozna in vsebuje vse informacije, pot-
rebne za celi¢no rast in celicno razmnozevanje. Po-
leg nje ima lahko $e manjse, krozne molekule DNK
(plazmide). Prokariontske celice nimajo jedra, DNK
paje prosta v citoplazmi. Ribosomi (70 S) so manjsi;
njihova vecja podenota (50 S) vsebuje rRNK 23 S,
manj$a podenota (30 S) pa rRNK 16 S. Prokariont-
ske celice imajo lahko bicke, kapsulo, peptidoglikan
in druge sestavine, ki jih evkariontske celice nimajo.
Razlike med prokariontsko in evkariontsko celico
prikazujemo na Sliki 1.1.

bakterijska celica #

bakterijski pilusi

kapsula

plazmid bakterijska stena
ribosomi .
citoplazemska
kromosom- membrana
nukleotid
mezosom citoplazma
evkariontska celica
ribosomi

Ly peroksisom
celitcna membrana

or =

C 2.
)

endoplazemski retikulum lizosom

_'|I'\:H""'

\

.
.

N

jedro

-
'|
e ] .a‘Pé mitohondrij
. f

Slika 1.1. Razlike med prokariontsko (bakterijsko) celico in evkariontsko celico.

VELIKOST IN OBLIKA BAKTERLJ

Bakterijska celica je dolga 0,3-20 um, premer vecine
bakterij pa je priblizno 1 pm. Bakterije lahko opazu-
jemo z mikroskopiranjem pri priblizno 1000-kratni
povecavi. Razmerje med velikostjo mikroorganiz-
mov in ¢loveskih eritrocitov prikazujemo na Sli-
ki 1.2. Pred mikroskopiranjem bakterije navadno
obarvamo. Najpogostejsa tehnika v bakteriologiji je
barvanje po Gramu, ki omogoca, da bakterije raz-
delimo v skupino po Gramu pozitivnih bakterij in v
skupino po Gramu negativnih bakterij.

16

o

Candida albicans

virus hepatitisa B Streptococcus sallvarius

Mycoplasma
pneumoniae

eritrocit Lactobac:llus casei

)

Rickettsia prowazeku Leptotrichia buccalis

XA

Borrelia vincentii L 15um

Slika 1.2. Primerjava med velikostjo mikroorganizmov in velikostjo ¢loveskih
eritrocitov.

Po Gramu barvamo tako, da posusen in fiksiran
razmaz bakterij na objektnem stekelcu obarvamo z
metilvijolicnim barvilom in z Lugolovo raztopino.
Bakterije, ki barvilo zadrzijo in jih z organskim topi-
lom (alkoholom in acetonom) ne moremo razbarvati,
imenujemo po Gramu pozitivne bakterije, bakterije,
ki so se razbarvale, pa po Gramu negativne bakterije.
Opazujemo jih tako, da jih po razbarvanju obarvamo
$e z rde¢im barvilom (safraninom ali karbolfuksi-
nom). V obarvanem preparatu so po Gramu pozi-
tivne bakterije modrovijolicne, po Gramu negativne
bakterije pa rdece. Razli¢cna obarvanost po Gramu
pozitivnih bakterij in po Gramu negativnih bakterij
je posledica razli¢ne zgradbe njihovih celi¢nih sten.

Celi¢na stena daje bakterijski celici stalno in zna-
¢ilno obliko. Bakterije so po obliki kroglaste (koki)
ali palicaste (bacili). Vmesne oblike (kokobacile)
lahko opisemo kot kratke bacile ali podaljsane koke.
Nekatere vrste palicastih bakterij so na razli¢ne na-
¢ine ukrivljene (spirili). Posebno morfologijo imajo
spiralne bakterije (spirohete). Oblike bakterij prika-
zujemo na Sliki 1.3.

Nekatere bakterijske vrste se znacilno urejajo v sku-
pine (npr. korinebakterije). Po delitvi na dvoje sta no-
vonastali bakterijski celici lahko Se nekaj ¢asa povezani.
Tako nastane znacilno zdruzevanje bakterij. Ce delitve
potekajo vedno samo v eni ravnini (polarno) in bakte-
rije ostanejo zlepljene ve¢ generacij, nastanejo verizice
(npr. streptokoki). Pri kratkotrajnejsem zlepljanju na-
stanejo pari (npr. pnevmokoki). Delitve v ve¢ ravninah
in dolgotrajno zlepljanje povzrocijo tvorbo grozdas-
tih skupin (npr. stafilokoki). Nekatere vrste palicastih
bakterij se tudi razvejujejo (npr. mikobakterije) ali celo
tvorijo micelijem podobne strukture (npr. streptomi-
cete). Urejanje bakterij prikazujemo na Sliki 1.3.
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koki v verizicah
(streptokoki)

diplokoki (pnevmokoki)
(stafilokoki)

koki v grucah, grozdih

koki v parih (najserije)

Slika 1.3. Oblike bakterij in njihovo urejanje (posamezne bakterije, veriZice, skupki, grozdi).

ZGRADBA BAKTERIJSKE CELICE

Notranjost bakterijske celice izpolnjuje citoplaz-
ma, ki jo navzven zamejuje selektivno prepustna
citoplazemska membrana. Nukleoid je obmocje v
citoplazmi, kjer je strnjen bakterijski kromosom.
Bakterijska stena je trdno ogrodje, ki obdaja cito-
plazemsko membrano in bakterijam omogoca, da
prezivijo v okolju, v katerem koncentracije osmozno
aktivnih molekul niso uravnotezene z bakterijsko
citoplazmo. Nekatere vrste bakterij se navzven ob-
dajo z dodatnim ovojem, t. i. bakterijsko kapsulo,
ki jih varuje pred neugodnimi vplivi okolja. Bak-
terije, ki imajo bicke, se lahko gibajo usmerjeno
(npr. v smeri vecje koncentracije hranil). Bakterij-
ske fimbrije in pilusi bakterijam omogocajo pritr-
jevanje na trdne povrsine. Posebna vrsta so spolni
pilusi, ki omogocajo izmenjavo DNK med bakte-
rijami, t. i. konjugacijo. V neugodnih razmerah se
nekatere vrste bakterij preoblikujejo v metabolno

neaktivne oblike, ki so zelo odporne proti skodlji-
vim vplivom in jih imenujemo bakterijske spore.
Bakterijsko celico sestavlja pretezno voda (70 %), v
kateri so organske in anorganske snovi, potrebne za
celi¢no presnovo (npr. encimi in druge beljakovine,
ogljikovi hidrati, mas¢obe, raztopljeni plini). V ci-
toplazmi so poleg nukleoida tudi ribosomi, plazmi-
di in razli¢ni citoplazemski vkljucki (npr. iz $kroba,
zvepla, Zeleza, mascob).

NUKLEOID

Nukleoid je obmocje, kjer se v citoplazmi nahaja
bakterijska DNK. Zaradi vlaknate strukture jo je
elektronskomikroskopsko mogoce razlociti v cito-
plazmi. DNK je krozen, izjemoma linearen (npr.
pri bakteriji Borrelia burgdorferi) haploiden kromo-
som, ki bi v izravnani obliki meril priblizno 1 mm.
Kromosom je na eni tocki povezan z invaginacijo
citoplazemske membrane (mezosomom). Mezo-
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1. Bakterijska celica

som pri podvojevanju celice omogoci locitev dveh
podvojenih kromosomov, pozneje pa tudi izgradnjo
bakterijske stene med podvojenima kromosomoma
in s tem locitev celice na dve novi bakteriji.

CITOPLAZEMSKA MEMBRANA

Citoplazemska membrana je poltekoc¢i dvosloj fos-
folipidov, v katerega so umescene beljakovine. Bel-
jakovine v dvosloju omogocajo:

1. selektivno prepustnost in aktivni prenos snovi;

2. verizni prenos elektronov (e”) do kon¢nega ak-
ceptorja, izrivanje protonov (H*) iz celice in oksi-
dativno fosforilacijo (vstop protonov v celico sko-
zi encim ATP-sintetazo);

3. prenos bakterijskih hidroliticnih encimov v oko-
lico;

4. prostorsko organizacijo multiencimskih skupkov
za gradnjo DNK, citoplazemske membrane in
bakterijske stene;

5. receptorsko funkcijo za signale iz okolice (npr.
hranila, kemotakti¢ne snovi).

1. Selektivna prepustnost in aktivni prenos snovi
Membranske beljakovine permeaze specifi¢no veze-
jo dolocene snovi (npr. kalij, natrij, glukozo, laktozo
itd.) in omogocajo njihov prenos skozi membrano.
Prenos je lahko pasiven (tj. z olajsano difuzijo v
smeri manjSe koncentracije snovi) ali aktiven (tj.
v smeri vecje koncentracije snovi). Aktivni prenos
porablja energijo, zato mora imeti na voljo visoko-
energijsko molekulo ATP. Ne glede na to, ali gre za
pasivni ali aktivni transport, razlikujemo prenos
ene snovi skozi permeazo samo v eno smer (t. i.
uniport), prenos dveh snovi skozi permeazo v eno
smer (t. i. simport) ter skozi permeazni prenos ene
snovi v eno smer in druge snovi v drugo smer (t. i.
antiport).

Skupinska translokacija je energijska zdruzitev
prenosa snovi skozi membrano in bakterijskega me-
tabolizma. Permeaze, ki prenasajo nekatere sladkor-
je (npr. glukozo, manozo), so encimi, ki ob prenosu
molekulo sladkorja $e fosforilirajo. V citoplazmo
jo sprostijo v fosforilirani obliki, ki je ze prva sto-
pnja metabolizma (npr. glukoza-6-fosfat). Zato v
citoplazmi ni glukoze, kar omogoca pasiven vstop
glukoze v celico zaradi koncentracijskega gradienta,
po drugi strani pa fosforilirana glukoza ne more iz
celice, ker zaradi moc¢ne polarnosti ne prehaja skozi
dvojni masc¢obni sloj.
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2. Elektronski prenos in oksidativna fosforilacija

V citoplazemski membrani bakterij so encimi dihal-
ne verige, pomembni za bakterijsko respiracijo (ae-
robno in/ali anaerobno). Gre za zelo raznolike enci-
me, ki so zapisani v bakterijskem genomu. Encimi
dihalne verige (npr. citokromi) izrabljajo energijsko
ugoden prenos elektronov (e”) od molekule NADH*
(iz citratnega cikla) do kon¢nega akceptorja (kisika
pri aerobni respiraciji, organske molekule pri ana-
erobni respiraciji), s ¢imer izrivajo protone (H) iz
celice proti njihovemu elektrokemijskemu gradien-
tu. Transmembranski encimi ATP-aze izrabljajo ele-
ktrokemijski gradient protonov v okolici bakterije,
ob vstopu protonov skozi ATP-aze pa se molekula
ADP fosforilira v ATP. Transport elektronov in pro-
tonov prikazujemo na Sliki 1.4. Membranski encimi
aerobnih bakterij imajo visok potencial veriznega
prenosa elektronov, izrivanja protonov ter s tem
hitrega ustvarjanja visokega elektrokemijskega gra-
dienta protonov in posledi¢nega nastajanja velikega
stevila molekul ATP. Proces imenujemo oksidativ-
na fosforilacija. Membranski encimi anaerobnih
bakterij tak$nega potenciala nimajo, zato izrivanje
protonov iz celice poteka v manjSem obsegu in tudi
izplen nastanka ATP je manjsi. Pri evkariontih po-
doben proces poteka v membrani mitohondrijev,
kar zanesljivo pritrjuje teoriji, da so mitohondriji
pravzaprav bakterije, ki so v preteklosti simbiozno
zazivele z evkariontskimi celicami. Vecina za ¢love-
ka patogenih bakterij nosi zapise za razlicne encime
dihalne verige. Glede na pogoje, v katerih se bakte-
rija nahaja (ugodni, neugodni, aerobni, anaerobni),
se vkljuc¢ijo geni, ki kodirajo beljakovine dihalne
verige, potrebne za prezivetje v trenutnem okolju.
Taksne bakterije imenujemo fakultativho anaerob-
ne bakterije (npr. E. coli).

NAD* ¢—
NADH + H*

20+ 2H*

k ADP + Pi
H,0

H*

2H* .
citoplazma

citoplazemska
membrana

okolica

Slika 1.4. Transport elektronov in protonov v citoplazemski membrani bakterije.
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3. Prenos bakterijskih hidroliti¢nih encimov v okolico
Bakterije v svojo okolico izloc¢ajo $tevilne encime, ki
makromolekule (beljakovine, polisaharide, masco-
be) razgrajujejo na sestavine, ki jih bakterijska celi-
ca lahko prenasa skozi citoplazemsko membrano in
jih nato porabi v svoji presnovi. Po Gramu pozitivne
bakterije izlocajo encime neposredno v okolico, po
Gramu negativne pa v periplazemski prostor, od ko-
der se z razlicnimi mehanizmi prenesejo v okolico
bakterije. Bakterijske beljakovine, namenjene za iz-
locanje, se za¢nejo sintetizirati na ribosomih v cito-
plazmi. Zacetna beljakovinska veriga iz priblizno 20
aminokislin tvori signalno zaporedje, ki nastajajoco
beljakovino z ribosomi vred pritrdi na specifi¢ne
membranske beljakovine. To omogoci, da se novo-
nastajajoca beljakovina pomika navzven, tj. iz celice.
Po koncani sintezi membranske peptidaze odrezejo
signalno zaporedje in s tem beljakovino sprostijo v
okolico oziroma v periplazemski prostor.

4. Prostorska organizacija ve¢encimskih skupkov za
gradnjo DNK, citoplazemske membrane in bakte-
rijske stene

V citoplazemski membrani so ve¢encimski skupki,

struktura mreze

Av4 Av4
GlcNAc =RYiiia\WaNg= GIcNAc
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L -|1\1(\ L -|Alzl L -|Alzl

| < | < |

"W muroendopeptidaza - mesto delovanja betalaktamov N/ lizocim

ki s svojo prostorsko ureditvijo omogocajo boljso
medsebojno organizacijo posameznih encimov in
substratov (npr. encimi za sintezo fosfolipidov). V
membrani mezosomov so tudi nekateri encimi, pot-
rebni za podvojevanje DNK.

5. Receptorska funkcija za signale iz okolice

Citoplazemska membrana ima receptorje, zlasti za
hranila, ki jih bakterija lahko uporablja za presnovo.
Receptorji omogocajo kemotakso (usmerjeno gi-
banje bakterij) ter indukcijo encimov in prenosnih
beljakovin, v¢asih pa je receptorska vezava hkrati ze
prva stopnja prenosa neke snovi v bakterijsko celico.

BAKTERIJSKA STENA

Bakterijska stena obsega vse strukture, ki se nahajajo
nad citoplazemsko membrano bakterije. Bakterijska
stena je trdno ogrodje, ki daje bakterijam obliko in
jim omogoca, da Zivijo v okolju, v katerem koncen-
tracije osmozno aktivnih molekul niso uravnoteze-
ne z bakterijsko citoplazmo. Bakterija v citoplazmi
koncentrira $tevilne osmozno aktivhe molekule
(npr. elektrolite, ogljikove hidrate, beljakovine), ki

struktura osnovnih gradnikov

GlcNAc

CH,0H

OHo

HO

H,C—CO

Slika 1.5. Struktura
peptidoglikana z
osnovnima gradnikoma
N-acetilglukozaminom

I (GIcNAC; G) in

CH, N-acetilmuraminsko

cle kislino (MurNAc; M) ter

é=0 i mesto delovanja encima

; D-Glu lizocima (V). Preéni
NH

2

peptidni mostovi: na

poloZaju 1 L-alanin (L-Ala),

Osnovni gradnik je iz N-acetilglukozamina (GIcNAc) in N-acetilmuramiltetrapeptida H?_(CHZL_CH_COOH

(Mur-NAc), ki sta med seboj spojena z beta (1, 4) glikozidno vezjo (nanjo deluje encim c=0 na polozaju 4 D-alanin
lizocim). Osnovni gradniki so med seboj povezani s peptidnimi pre¢nimi mostovi. ! m-Dpm (D-Ala), na polozajih
Sestava tetrapeptida se razlikuje od vrste do vrste. Na poloZaju 1 je najpogosteje NH nap J
L-alanin, na poloZaju 4 pa D-alanin. Polozaja 2 in 3 sta spremenljiva; ve¢ina po Gramu I 2in 3 spremenljivo.
negativnih bakterij ima na tem polozaju diaminopimelinsko kislino, na katero so HC—COOH ; ;
vezani lipoproteini celi¢ne stene. Povezani osnovni gradniki tvorijo mrezasto strukturo I Mesto delovanja encima

- peptidoglikan, ki ovija bakterijsko celico. CH D-Ala muroendopeptidaze (V).
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peptidoglikan
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Slika 1.6. Zgradba bakterijske stene po Gramu pozitivnih bakterij in po Gramu negativnih bakterij.

proti okolici (npr. vodi) povzrocijo visok notranji
osmotski tlak (5-20 atm). Nastali tlak dale¢ presega
trdnost citoplazemske membrane, zato bi bakterijo
razneslo, ce je kot lupina ne bi obdajala trdna stena.

Peptidoglikan je kompleksen polimer, ki omogo-
¢atrdno zgradbo bakterijske stene. Njegova osnovna
gradnika sta N-acetilglukozamin in N-acetilmura-
minska kislina, ki sta z beta (1, 4) glikozidno vezjo,
na katero deluje lizocim, izmeni¢no povezani v dol-
go polisaharidno verigo. Osnovni gradniki so med
seboj s kratkimi tetrapeptidnimi pre¢nimi mostovi
povezani v trdno mrezo, ki ovija bakterijsko celico.
Sestava tetrapeptida se od vrste do vrste razlikuje.
Na polozaju 1 je najpogosteje L-alanin, na poloza-
ju 4 pa D-alanin. PoloZaja 2 in 3 sta spremenljiva;
vecina po Gramu negativnih bakterij ima na teh po-
lozajih diaminopimelinsko kislino, na katero so ve-
zani lipoproteini celicne stene. Zaradi zamrezenosti
je ves bakterijski peptidoglikan ena sama velikanska
molekula. Strukturo peptidoglikana prikazujemo na
Sliki 1.5.

Peptidoglikanska mreza ovija po Gramu pozi-
tivne bakterije v Stevilnih plasteh (do 40) in tvori
do 50 % mase bakterijske stene. Po Gramu negativ-
ne bakterije so ovite samo z enojno ali dvojno pla-
stjo peptidoglikana (5-10 % mase bakterijske ste-
ne). Zgradbo bakterijske stene po Gramu pozitivnih
bakterij in po Gramu negativnih bakterij prikazuje-
mo na Sliki 1.6.

Bakterijska stena po Gramu pozitivnih bakterij

Bakterijska stena po Gramu pozitivnih bakterij po-
leg peptidoglikana vsebuje tudi znatne kolic¢ine te-
ihoi¢ne kisline (do 50 % mase bakterijske stene).
Teihoi¢ni kislini sta dve: lipoteihoi¢na kislina je ko-
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valentno povezana z glikolipidi citoplazemske mem-
brane, teihoi¢na kislina celi¢ne stene pa ovija pep-
tidoglikan in tvori zunanjo plast bakterijske stene.
Zaradi zunanje lege je teihoi¢na kislina pomembna
pri pritrjevanju bakterij na gostiteljeve celice, hkrati
pa je proti njej usmerjena tudi vecina protiteles, ki
nastajajo proti po Gramu pozitivnim bakterijam.

Nekatere bakterijske vrste imajo v celi¢ni steni
veliko polisaharidnih molekul. Shemo bakterijske
stene po Gramu pozitivnih bakterij prikazujemo na
Sliki 1.6.

Bakterijska stena po Gramu negativnih bakterij

Bakterijska stena po Gramu negativnih bakterij vse-
buje dve dodatni plasti, ki navzven obdajata pepti-
doglikan. Ti sta zunanja membrana in periplazem-
ski prostor, ki je vmesni prostor med citoplazemsko
membrano oz. peptidoglikanom in zunanjo mem-
brano. Shemo bakterijske stene po Gramu negativ-
nih bakterij prikazujemo na Sliki 1.6.
1. Zunanja membrana je zgrajena kot asimetri¢ni
mascobni dvosloj, v katerega so vlozene beljakovine.
Med njimi so zlasti pomembne transmembranske
beljakovine (porini), ki omogocajo prehajanje snovi
skozi zunanjo membrano po nacelu olajsane difuzi-
je. Notranji mascobni sloj je podoben fosfolipidne-
mu sloju citoplazemske membrane, zunanji mascob-
ni sloj pa sestavljajo lipopolisaharidne molekule.
Lipopolisaharid (LPS) je sestavljen iz mascobne
molekule, imenovane lipid A. Nanj je vezan sredi$¢ni
polisaharid (strZen), iz katerega $trlijo terminalne
polisaharidne verige. Strukturo lipopolisaharida pri-
kazujemo na Sliki 1.7. Osnovo lipida A tvorijo enote
fosforiliranega glukozamina, na katerega so pritrje-
ne dolgoverizne mascobne kisline. Vrsta mas¢obnih



MEDICINSKA BAKTERIOLOGIJA Z MIKOLOGIO IN PARAZITOLOGIO

somatski
antigen ali
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Slika 1.7. Struktura lipopolisaharida.

kislin je odvisna od bakterijske vrste. Sestava sre-
did¢nega polisaharida je podobna pri vseh po Gra-
mu negativnih bakterijah, ki imajo LPS, medtem ko
so po sestavi terminalnih polisaharidnih verig v sku-
pini po Gramu negativnih bakterij velike razlike.

Terminalna polisaharidna veriga je sestavljena iz
osnovnih trisaharidnih, tetrasaharidnih ali penta-
saharidnih enot, ki se ponovijo do 25-krat. Termi-
nalni polisaharidi strlijo iz bakterijske stene in za-
radi svoje zunanje lege izzovejo mocan protitelesni
imunski odziv, zato so pomembni kot antigeni po
Gramu negativnih bakterij. Hkrati so za bakterijo
znacilni spoznavni antigeni (antigeni O), ki omo-
gocajo identifikacijo bakterij. Glede na raznoliko
sestavo terminalnih polisaharidov razlikujemo Ste-
vilne razli¢ice antigenov O (samo pri salmonelah jih
npr. poznamo ve¢ kot 2000).

Molekule LPS so pomembne zaradi toksi¢nih
uc¢inkov. Toksi¢ni uc¢inek LPS je skoraj v celoti vezan
nalipid A (Slika 1.7), saj ob razpadu bakterijske celice
razpade tudi LPS, pri cemer se sprosti lipid A z zelo
moc¢nim toksi¢nim uc¢inkom. LPS spodbudi makro-
fage k izlocanju velike koli¢ine mediatorjev imunske-
ga sistema - citokinov (npr. interlevkina 1, tumorje
nekrotizirajocega faktorja (TNF)). Vecja kolic¢ina ci-
tokinov v organizmu povzroci hude okvare zilja, zato
obseznejsa okuzba s po Gramu negativnimi bakteri-
jami lahko privede celo do septi¢nega Soka.

Nekatere po Gramu negativne bakterije, ki so si-
cer naseljene na sluznicah (npr. najserije, hemofilu-
si), imajo namesto dolgoveriznih terminalnih polisa-
haridov mnogo kraj$e in razvejane polisaharide. Pri
njih zato ne govorimo o LPS, ampak o lipooligosaha-
ridih. Nekateri lipooligosaharidi (npr. pri patogenih

najserijah) imajo terminalne sladkorje (npr. N-acetil-
-laktozamin), ki so podobni eritrocitnim molekulam,
na katere lahko bakterija encimsko veze ¢lovesko sia-
li¢no kislino in z njo zamaskira svojo povrsino, da je
imunske celice in protitelesa ne prepoznajo.

2. Periplazemski prostor stabilizirajo mas¢obno-be-
ljakovinske molekule, ki so z beljakovinskim koncem
vezane na peptidoglikan, mascobni del pa je nekova-
lentno usidran v zunanjo membrano. V periplazem-
skem prostoru so poleg $tevilnih mascobno-belja-
kovinskih molekul vezavne beljakovine za razlicna
hranila (aminokisline, sladkorje, vitamine), hidroli-
tini encimi za razgradnjo visokomolekularnih hra-
nil in tudi encimi, ki inaktivirajo razli¢ne antibiotike
(npr. betalaktamaze, aminoglikozidfosforilaze).

Protoplasti, sferoplasti, oblike L

Bakterijam lahko razgradimo peptidoglikansko plast
(encim lizocim npr. specificno cepi vez med N-ace-
tilglukozaminom in N-acetilmuraminsko kislino)
ali preprecimo njeno biosintezo (npr. s penicilinom)
na razli¢ne nacine. Ker citoplazemska membrana ne
vzdrzi znatnega osmotskega tlaka, bakterije brez
stene v hipoosmoznem okolju ne prezivijo, medtem
ko bakterije brez peptidoglikana lahko vzdrzujemo
v izoosmoznem okolju. Po Gramu pozitivne bakte-
rije v tem primeru oblikujejo z membrano obdane
kroglaste celice, ki jih imenujemo protoplasti. Po
Gramu negativne bakterije zaradi zunanje membra-
ne in periplazemskih lipoproteinov ohranijo neko-
liko bolj trdno strukturo in s svojo morfologijo $e
vedno nakazujejo svojo prvotno obliko (sferoplasti).
Ko se sferoplasti ali protoplasti lahko razmnozuje-
jo, jih imenujemo bakterijske oblike L. Bakterijske
celice v obliki L sicer izgubijo gibljivost, a lahko $e
vedno izlo¢ajo encime in toksine ter s tem izrazajo
manifestno obliko okuzbe. Ce bakterijske oblike L
povzroc¢imo z antibiotikom, se po odstranitvi antibi-
otika iz njih pogosto razvijejo normalne oblike bak-
terij s celicno steno (npr. ponoven izbruh bolezni po
zdravljenju). Ce je nezmoznost peptidoglikanske iz-
gradnje posledica sprememb bakterijskega genoma
(npr. mutacije), je oblika L lahko tudi trajna.

BAKTERIJSKA KAPSULA

Stevilne bakterije tvorijo zunajceli¢ni polisaharidni
sloj. Polisaharid, ki tesno in kompaktno obdaja bak-
terijo, je kapsula. Ce gre zgolj za mreZo polisahari-
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Slika 1.8. Razporeditev bickov na bakterijski celici.

dnih vlaken, ki se $irijo od bakterije, tvorbo ime-
nujemo glikokaliks, ki je pomemben pri nastanku
biofilma. V nekaterih primerih bakterija tvori zu-
najceli¢no sluz, ki ni tesno vezana na bakterijo in
sluzi kot zas¢itno, za rast ugodno okolje, ki pogosto
pomaga pri pritrditvi na podlago. Poznamo en sam
primer nepolisaharidne bakterijske kapsule — Bacil-
lus anthracis, ki izdeluje polipeptidno kapsulo.

Kapsule patogene bakterije pogosto varujejo
pred protitelesi in fagocitozo, s ¢imer povecujejo in-
vazivnost bakterije. Glikokaliks omogoca predvsem
pritrjevanje (adherenco) bakterij na razli¢ne povr-
$ine (npr. adherenco kariogene bakterije Streptococ-
cus mutans na zobno povrsino).

BAKTERIJSKI BICKI

Bakterije se aktivno gibljejo predvsem z bicki (flage-
li), ki se vrtijo z razmeroma veliko frekvenco (tudi
vec tiso¢ obratov na minuto). Rotacija bicka deluje
podobno kot ladijski vijak in potiska bakterijo. Ori-
entacija bickov se lahko spreminja zaradi razli¢nih
drazljajev, kar bakteriji omogoca usmerjeno gibanje.
Pri palicastih bakterijah so bicki lahko razmesce-
ni polarno (monotrihno - en bi¢ek na enem polu;
lofotrihno - ve¢ bickov na enem polu; amfitrihno
— bi¢ki na obeh polih), lateralno ali po vsej povrsi-
ni (peritrihno). Razporeditev bickov na bakterijski
celici prikazujemo na Sliki 1.8.

Bicki so iz vlaken, ki jih tvori beljakovina flage-
lin. Osnovne enote flagelina se vija¢no zdruzujejo v
dolgo, cilindri¢no strukturo - vlakno. Rotacijski po-
gon je namescen na mestu, kjer je bicek vsajen v ci-
toplazemsko membrano. Beljakovinsko strukturo, v
katero je vsajen bicek, imenujemo bazalno telesce. V
njem se vrti bazalni del bicka. Rotacijo poganja pro-
tonski gradient, ki je vzpostavljen med zunanjostjo
in notranjostjo citoplazemske membrane. Vsadisce
bicka v bakterijsko steno se med po Gramu negativ-
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nimi bakterijami in po Gramu pozitivnimi bakteri-
jami nekoliko razlikuje. Vsadisce bicka v bakterijsko
steno po Gramu negativne bakterije prikazujemo na
Sliki 1.9.

Receptorji za posamezne snovi (npr. sladkorje,
aminokisline) lahko po vezavi substrata povzrocijo
spremenjeno orientacijo bickov in s tem usmerjeno
gibanje bakterije glede na koncentracijo snovi. Pojav
imenujemo kemotaksa. Pri hranilih gre navadno za
gibanje proti vecji koncentraciji snovi, medtem ko
posamezne snovi (npr. c-GMP) lahko izzovejo tudi
usmerjeno gibanje pro¢ od sebe. Poleg kemotakse
poznamo tudi usmerjeno gibanje zaradi druga¢nih
drazljajev; aerotaksa je gibanje proti optimalni kon-
centraciji kisika, fototaksa pa gibanje proti svetlobi.

Struktura flagelina se pri posameznih bakterij-
skih vrstah in podvrstah razlikuje, zato poznamo
tudi Stevilne antigenske razli¢ice bakterijskih bickov.
Antigensko razli¢nost bickov lahko uporabimo pri
opredelitvi oziroma razlikovanju bakterij (npr. pri
salmonelah). Po okuzbi bicki izzovejo gostiteljev
imunski odziv in so zaradi stika z okoljem moc¢no
izpostavljeni protitelesnemu imunskemu odzivu.

FIMBRIJE IN PILUSI

Nekatere po Gramu negativne bakterije imajo na
povrsini $tevilna (nekaj deset do nekaj tiso¢) vlakna
(0,2-2 um dolge izrastke, ki $trlijo iz bakterije), ki
so kraj$a in tanjsa od bickov. Sestavlja jih beljako-
vina, imenovana pilin, ki ima molekulsko maso 20
kDa. Vec¢ pilinskih beljakovin je vija¢no nanizanih
v obliki dolgih, upogibljivih nitk. Vlakna izhajajo iz
celi¢ne stene in se v nasprotju z bi¢ki ne vrtijo. Raz-
likujemo dve vrsti bakterijskih izrastkov - fimbrije
in piluse.

Kratke in tanke fimbrije bakterije navadno pot-
rebujejo predvsem za pritrjevanje na povrsino (go-
nokokom npr. omogocijo, da se pritrdijo na ploscat
epitel v maternicnem vratu). Za vezavo na povrsino
gostiteljeve celice je odloc¢ilen vrh fimbrije, ki ima
posebne adhezivne beljakovine. Receptorske mole-
kule na gostiteljevih celicah so najpogosteje slad-
korni ostanki povrsinskih glikoproteinov ali gliko-
lipidov. Vezava fimbrijskih adhezinov in ustreznih
receptorjev gostiteljeve celice je specifi¢na in do-
lo¢a obcutljivost tkiv na razli¢ne bakterijske vrste.
Fimbrije kodira bakterijski kromosom, najdemo
pa jih pri po Gramu pozitivnih bakterijah in pri po
Gramu negativnih bakterijah.
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Slika 1.9. Vsadisce bicka v bakterijsko steno po Gramu negativne bakterije.

Daljsi izrastki so pilusi (do deset na celico), ki
so zapisani na bakterijskih plazmidih, in jih imajo
samo po Gramu negativne bakterije. Ker omogocajo
izmenjavo genov med sorodnimi bakterijami (ko-
njugacija), jih imenujemo tudi spolni pilusi.

SPORE

Nekatere bakterije se v neugodnih Zivljenjskih raz-
merah (pomanjkanje hranil oz. vode, neugodna
temperatura, drugo) v procesu sporulacije preobli-
kujejo v spore. Med sporulacijo iz posamezne bakte-
rije nastane ena sama spora, ki bakteriji omogoca, da
prezivi v neugodnih razmerah. Proces sporulacije in
zgradbo bakterijske spore prikazujemo na Sliki 1.10.
Spora je metabolno neaktivna celica, ki ima v
citoplazmi ohranjen celoten genom, navzven pa je
obdana z debelo in trdno steno. Zaradi sestave je
zelo odporna proti izsusitvi, vrocini in $kodljivim
kemikalijam. Ko se spora vrne v ugodnejse okolje
(tudi po letih, desetletjih, stoletjih), se iz nje po-
novno razvije metabolno aktivna bakterija — proces
imenujemo germinacija. Pojav je torej povsem raz-
licen od evkariontske tvorbe spor (npr. pri glivah),
ki je nacin razmnoZzevanja. Sporulacija je znacilna
za razmeroma redke vrste medicinsko pomembnih
bakterij (rodova Bacillus in Clostridium).
Sporulacija se pri¢ne v neugodnem okolju, zlas-
ti ob pomanjkanju hranil. Kot odziv na neugodne

razmere se aktivirajo geni, ki zaZenejo diferenciaci-
jo bakterijske celice v sporo. Proces sporulacije traja
nekaj ur (npr. 7 ur pri bakteriji Bacillus subtilis).
Prvi morfoloski znak sporulacije je replikacija
DNK, nato pa se od povrsine bakterije proti sredi-
ni ugrezne duplikatura citoplazemske membrane
(septum) in razdeli celico (Slika 1.10). Po razdelitvi
se v manjSem delu kondenzira ena molekula DNK,
ki vsebuje celoten bakterijski genom, in se pogrezne v
preostali (ve¢ji) del bakterijske celice (prespora). Tako
je prespora v bakteriji, njena membrana pa je navzven
obdana s citoplazemsko membrano bakterije. Obe pri-
legajoc¢i se membrani sodelujeta pri tvorbi ovojev, ki
sporo varujejo pred zunanjimi vplivi. Neposredno na
membrani prespore se oblikuje sporina stena, ki vse-
buje peptidoglikan, nad sporino steno pa skorja (kor-
teks), ki je najdebelejsi del sporinega ovoja. Skorjo tvo-
rijo peptidoglikan, ki je razmeroma slabo zamrezen s
kriznimi povezavami, dipikolini¢na kislina in Ca**. Na
zunanji strani obeh prilegajo¢ih se membran se obli-
kuje Se plascni ovoj iz keratinu podobne beljakovine,
ki je nemocljiva in omogoca, da je spora odporna proti
Stevilnim baktericidnim kemikalijam. Plas¢ni ovoj je
obdan $e z zunanjim ovojem iz mascob in beljakovin.
Sporina sredica vsebuje bakterijski genom, enci-
me za proteinsko sintezo, glikoliticne encime in za-
loge visokoenergijskih molekul v obliki 3-fosfoglice-
rata. Odpornost encimov proti toplotni denaturaciji
je delno posledica dehidriranega stanja sredice, del-
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Slika 1.10. Proces sporulacije in zgradba bakterijske spore.

no pa velikih koli¢in kalcijevega dipikolinata, ki
stabilizira encime proti toplotni denaturaciji. Spora
lahko ostane v maticni celici (pri tem sta lega in ob-
lika spore znacilni za identifikacijo bakterije), lahko
pa pride do lize mati¢ne celice (kot tudi do lize DNK
vegetativne celice) in spora se sprosti v okolje.

Germinacija spore je proces, ki omogoci preo-
brazbo spore v metabolno aktivno bakterijo. Germi-
nacijo sprozijo receptorji, ki prepoznavajo hranila
oziroma ugodno okolje v okolici spore. Receptorska
prepoznava aktivira avtoliti¢ne procese, ki razgradi-
jo peptidoglikan sporine skorje. Sledi vdor vode in
vecino sporinega ovoja razgradijo hidroliti¢ni enci-
mi, medtem ko sporina stena postane celicna stena
metabolno aktivne bakterije.

Pri nekaterih bakterijah ob procesu sporulacije
ali germinacije nastajajo razli¢ne snovi, npr. antibi-
otik bacitracin pri Bacillus subtilis, nevrotoksini pri
Clostridium tetani in Clostridium botulinum ter ente-
rotoksini pri Clostridium perfringens.
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RAST IN RAZMNOZEVANJE BAKTERLJ

Nase znanje o rasti in razmnozevanju bakterij ve-
¢inoma izhaja iz rezultatov raziskav in prakti¢nih
izku$enj, pridobljenih pri delu z bakterijami v labo-
ratorijskih ali industrijskih razmerah in vitro. 1z tega
sklepamo, kako bakterije rastejo in se razmnozujejo
v naravnih razmerah, v nasem okolju ali v razli¢nih
bakterijskih gostiteljih. Vedeti moramo tudi, da ugo-
tovitve o rasti in razmnozevanju dolocene bakterije
ne izhajajo iz raziskav ene same bakterijske celice,
ampak jih izpeljemo iz rezultatov raziskav na celotni
populaciji domnevno enakih bakterij.

Ko bakterija pride v primerno okolje, za¢ne (kot
vsi Zivi organizmi) rasti. Ko zraste do kriti¢ne velikos-
ti (priblizno dvojne velikosti mirujoce bakterije), se
razdeli na dve skoraj enaki polovici. Nacin razmno-
zevanja bakterij zato imenujemo delitev na dvoje (t. i.
binarna fisija). Nastali héerinski bakterijski celici ta-
koj za¢neta rasti in se razmnoZevati naprej. Rast bak-
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terije se kaze s povec¢evanjem prostornine bakterijske
citoplazme, ki ga spremlja podaljSevanje celi¢ne stene.
Novonastala celi¢na stena se pri nekaterih bakterijah
(npr. streptokokih) izgrajuje samo na obeh polih, pri
drugih (Stevilnih po Gramu negativnih bakterijah)
pa se nove sestavine celi¢ne stene naklju¢no vgraju-
jejo v obstojece dele celi¢ne stene. Ko se bakterijska
celica dovolj podalj$a, mezosom organizira locitev
podvojenega bakterijskega genoma na enaka dela. Iz
mezosoma se oblikujeta dva lista pre¢ne membrane,
ki bakterijsko citoplazmo razdelita na dva dela. Ko
vsaka od pre¢nih membran navzven izgradi Se bak-
terijsko steno, nastaneta dve samostojni bakteriji. Pri
nekaterih vrstah ostanejo celice po delitvi $e nekaj
¢asa povezane. Na ta nacin nastanejo razlicna zdru-
zenja bakterij, npr. verizice (streptokoki), pari (pnev-
mokoki) ali grozdasti skupki (npr. stafilokoki).

Hitrost razmnozevanja bakterije je odvisna od
primernosti okolja za razmnozevanje in od drugih
dejavnikov, med katerimi je najpomembnejsi ge-
neracijski cas bakterije. To je Cas, ki je potreben, da
iz ene bakterije v optimalnih okoli$¢inah nastane-
ta dve hcerinski celici, kar pri vecini bakterij traja
15-25 minut, pri nekaterih bakterijah (npr. Myco-
bacterium tuberculosis) pa celo 18-24 ur. Kratek ge-
neracijski ¢as je osnovna evolucijska prednost bak-
terij pred drugimi organizmi, saj jim omogoca hitro
prilagajanje na spremembe v okolju in prezivetje
tudi v najslabsih razmerah. Kolik§na moc je skrita
v kratkem generacijskem casu, najbolje ponazarja
izracun, da lahko teoreti¢no iz ene same bakterije
z generacijskim ¢asom 20 minut v 24 urah nastane
kar 10*' oz. 400 ton bakterij.

V Klini¢ni mikrobiologiji je za diagnosti¢ne na-
mene predvsem pomembno doloc¢anje pribliznega

naravni logaritem stevila
bakterijskih celic/ml gojis¢a

Stevila Zivih bakterij v klini¢nem vzorcu. Stevilo Zi-
vih bakterij v klini¢cnem vzorcu navadno izrazimo v
enotah CFU (angl. colony forming units), tj. s Stevi-
lom mikroorganizmov, ki so na nekem gojis¢u spo-
sobni ustvariti bakterijsko kolonijo. Ena bakterijska
kolonija na gojis¢u kaze rast in razmnoZevanje ene
same bakterijske celice iz klini¢nega vzorca, zato je
skupek gensko popolnoma enakih bakterij.

MODEL RASTI BAKTERLJ V ZAPRTEM
SISTEMU

Ko bakterija v mirujocem stanju prispe v ugodnejse
okolje, zacne rasti in se razmnozevati. Njen razvoj
najbolje ponazorimo s teoreticnim modelom rasti
bakterij v zaprtem sistemu. V tem modelu poteka
gojenje bakterij v zaprtem sistemu, v katerem se veci-
na njegovih bistvenih sestavin ne obnavlja in tudi
presnovki se ne izlocajo iz njega. Teoreti¢ni model
rasti bakterij v zaprtem sistemu najverjetneje naj-
bolje ponazarja dogajanje med rastjo in razmnoze-
vanjem bakterij in vivo oz. pri vecini kultivacij in
vitro. Po tem modelu rast in razmnozZevanje bakte-
rijske populacije potekata v stirih fazah (Slika 1.11).

Prva faza prilagajanja ali lagfaza obicajno traja
1-4 ure. V fazi prilagajanja se bakterije pocasi prila-
godijo novemu okolju, sintetizirajo pomembne en-
cime in se pripravljajo na delitev. Bakterijske celice
se povecajo samo volumsko, njihovo $tevilo pa osta-
ne enako. Sledi ji faza logaritemske rasti ali logfaza,
v kateri se bakterijske celice intenzivno razmnozuje-
jo. Stevilo in masa bakterij narai¢ata eksponentno s
¢asom, hitrost naras¢anja (nagib krivulje) pa je od-
visna od generacijskega ¢asa bakterije. Ze po nekaj
urah intenzivnega razmnozevanja se rast upocasni,

faza prilagajanja l faza logaritemske rasti

Slika 1.11. Model rasti bakterij v zaprtem sistemu.

stacionarna faza faza odmiranja
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predvsem zaradi zmanjsanja koli¢ine razpolozljivih
hranil in energije ter nabiranja odpadnih presnov-
kov, ki ovirajo nadaljnje razmnozevanje. Populacija
ob koncu faze logaritemske rasti navadno doseze
koncentracijo 10°-10° bakterij v mililitru gojisca,
celice pa so manjse in fiziolosko bolj dejavne v pri-
merjavi s celicami v drugih fazah kultivacije. V tem
obdobju so bakterije tudi bolj obcutljive za vecino
protibakterijskih snovi. Fazi logaritemske rasti sledi
stacionarna faza, v kateri se bakterije zaradi varce-
vanja z energijo razmnozujejo pocasneje. Sinteza
novih ribosomov preneha, stevilo obstojecih riboso-
mov pa se bistveno zmanjsa. Prirastek celic je prib-
lizno enak odmiranju, zato v stacionarni fazi stevilo
bakterij ostane nespremenjeno. Zaradi neugodnega
okolja se bakterijske celice v stacionarni fazi morfo-
logko in fiziolosko precej razlikujejo od celic v fazi
logaritemske rasti. Zato moramo celotno mikrobio-
losko identifikacijo bakterij izvajati pri bakterijskih
populacijah v fazi logaritemske rasti. Stacionarna
faza se nadaljuje v fazo odmiranja, v kateri bakterij-
ske celice postopno propadajo. Najve¢ bakterijskih
celic propade zaradi razkroja, nekatere pa zaradi po-
polne razgradnje ribosomov. Dolocene bakterije v
taksnih okoli$c¢inah sporulirajo (predstavniki rodov
Bacillus in Clostridium) in tako prezivijo.

DEJAVNIKI RASTI IN RAZMNOZEVANJA
BAKTERL)

Za prezivetje morajo bakterije v naravnem ali labo-
ratorijskem okolju (gojiscu) najti vire vseh potreb-
nih hranilnih snovi, iz katerih sintetizirajo lastne
makromolekule. Pomemben pogoj prezivetja so tudi
ustrezne osnovne fizikalne razmere za uspesno rast
in razmnozevanje (npr. voda, primerna temperatu-
ra, osmotski tlak in vrednost pH).

PREHRANA BAKTERLJ

Osnovni element, potreben za rast in razmnozeva-
nje bakterij, je ogljik. Heterotrofne bakterije ¢rpajo
ogljik iz organskih spojin, ki jih po delni razgradnji
uporabljajo za gradbene delce pri sintezi lastnih
makromolekul. Katero organsko spojino lahko do-
locena bakterija uporabi kot vir ogljika, je odvisno
od encimoyv, ki jih vsebuje. Bakterije z malostevil-
nimi encimi ¢rpajo ogljik samo iz nekaterih organ-
skih spojin, medtem ko ga bakterije s $tevilnimi
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encimi (npr. psevdomonasi) lahko ¢rpajo tudi iz
vec kot 100 razli¢nih organskih spojin. Medicinsko
pomembne bakterije pridobivajo ogljik najveckrat
iz ogljikovih hidratov in aminokislin, ki jih najde-
jo v telesnih tekocinah in tkivih. Za Stevilne bioke-
mijske procese bakterije potrebujejo tudi ogljikov
dioksid (CO,), ki ga vecina bakterij v obdobju mi-
rovanja sintetizira v sicer majhnih, a zadostnih ko-
licinah. Nekatere bakterije (npr. Neisseria gonorrho-
eae) za zacetek rasti in razmnozZevanje potrebujejo
vecjo koli¢ino CO,, zato ga moramo pri njihovem
gojenju posebej dodajati.

Dusik je klju¢na sestavina beljakovin in nuklein-
skih kislin. Osnovna anorganska dusikova spojina,
vpletena v $tevilne biokemijske procese, je amonijak,
navadno v obliki amonijevih soli. Heterotrofne bak-
terije ga v taksni obliki lahko najdejo v okolju. Upo-
rabljajo ga neposredno ali ga proizvajajo posredno z
deaminacijo aminokislin ali redukcijo nitratov. Ele-
mentarni dusik lahko s procesom fiksacije reducira-
jo v amonijak le nekatere bakterije. Pomembne pre-
snovne poti, ki omogocajo omenjeni proces, danes
poznamo samo pri prokariontih.

Osnovni vir fosforja so anorganski fosfati iz oko-
lja. Fosfor je pomembna sestavina ADP, ATP, nu-
kleinskih kislin in koencimov. Zveplo je sestavni
del nekaterih pomembnih strukturnih aminokislin
(cistein, metionin) in koencimov, bakterije pa ga
najveckrat pridobivajo iz anorganskih snovi v obliki
sulfatov ali organskih spojin. Bakterije poleg naste-
tih elementov potrebujejo $e Stevilne druge elemen-
te, a v nekoliko manjsih koli¢inah.

FIZIKALNI DEJAVNIKI RASTI
IN RAZMNOZEVANJA BAKTERIJ

Poleg hranil in drugih spojin bakterije za rast in raz-
mnozevanje potrebujejo tudi ustrezne fizikalne razme-
re (Tabela 1.1). Ceprav lahko nekatere bakterije rastejo
in se razmnozujejo v ekstremnih fizikalnih okolisci-
nah, se je vecina evolucijsko prilagodila razmeram, v
katerih Zzivi tudi vecina drugih mikroorganizmov in
makroorganizmov na Zemlji. Medicinsko pomembne
bakterije so se tako v preteklosti izjemno dobro prila-
godile fizikalnim razmeram v ¢loveskem telesu.

Kisik in bakterije
Osnovna in pomembna lastnost vsake bakterije je
njen odnos do atmosferskega kisika (O,). Skupina
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Tabela 1.1. Osnovni fizikalni dejavniki, ki vplivajo na rast bakterij.

Fizikalni dejavniki

Skupine bakterij

kisik obvezno aerobne bakterije
obvezno anaerobne bakterije
fakultativno anaerobne bakterije
aerotolerantne anaerobne bakterije
mikroaerofilne bakterije

temperatura psihrofilne bakterije
mezofilne bakterije
termofilne bakterije
pH acidofilne bakterije

nevtrofilne bakterije
alkalofilne bakterije

bakterij, ki v svoji presnovi kot kon¢ni sprejemnik
elektronov uporabljajo izklju¢no kisik ter lahko raste-
jo in se razmnoZujejo samo Vv njegovi navzocnosti, so
obvezno ali striktno aerobne bakterije. Zaradi obilja
kisika si za rast in razmnozZevanje v ¢loveskem orga-
nizmu najveckrat izberejo dihala. Tipi¢ni predstav-
nik obvezno aerobnih bakterij je M. tuberculosis.

Presnova aerobnih bakterij temelji na procesu
aerobne respiracije. Ker med njihovo presnovo na-
staja vecja koli¢ina peroksidov in kisikovih prostih
radikalov, ki lahko zavirajo delovanje Stevilnih en-
cimov, oksidirajo membranske mascobe in okvarijo
bakterijsko DNK, so aerobne bakterije evolucijsko
razvile u¢inkovit sistem odstranjevanja oz. inaktiva-
cije skodljivih snovi. Sistem zahteva delovanje neka-
terih bakterijskih encimov - superoksid dismutaze,
katalaze in peroksidaze. Kon¢na produkta encim-
skih reakcij sta najveckrat voda in kisik:

20, +2H"> O, + H,0, (superoksid dismutaza)
2H,0,»>2H,0 + O, (katalaza).

Druga skupina bakterij, ki v dedni zasnovi ni-
majo genov za superoksid dismutazo in vecina niti
za katalazo in za katere je zato atmosferski kisik iz-
redno toksicen, so obvezno ali striktno anaerobne
bakterije. Te bakterije najbolje rastejo in se razmno-
zujejo v okolju brez kisika, ob prisotnosti majhnih
koli¢in kisika pa le v okolju z velikimi zmoznostmi
za redukcijo kisika (npr. v prisotnosti natrijevega
tioglikolata kot reducenta). Presnova obvezno ana-
erobnih bakterij temelji na anaerobni respiraciji in
je torej fermentativna. Tipi¢ni predstavniki obvezno
anaerobnih bakterij so vrste rodu Clostridium.

Tretja, najbolj $tevilna in za ¢loveka najbolj po-
membna skupina bakterij so fakultativno anaerob-
ne bakterije. V navzocnosti kisika uporabljajo za

Razmere za rast in razmnozevanje

rastejo samo v prisotnosti 0,

0, je zanje toksicen

rastejo v prisotnosti ali odsotnosti 0,
0, zanje nekaj casa ni toksicen
rastejo v okoljuz manj 0,, kot ga je v zraku
0-20°C

25-40°C

40-75°C

pH0,5-6,0

ph7,2-7,6

pH8,0-9,5

presnovo aerobno respiracijo, ko imajo na voljo
omejeno koli¢ino kisika ali ga sploh nimajo, pa fer-
mentacijo oziroma anaerobno respiracijo. Zaradi
moznosti prezivetja v skoraj vseh okolis¢inah so se
med vsemi bakterijami evolucijsko najbolje prilago-
dile parazitiranju v ¢cloveskem organizmu. Tipicni
predstavniki fakultativno anaerobnih bakterij so
streptokoki in stafilokoki.

Cetrta skupina bakterij so aerotolerantne anae-
robne bakterije. Imajo fermentativno presnovo ter
za rast in razmnoZevanje ne potrebujejo kisika. V
nasprotju z obvezno anaerobnimi bakterijami za ae-
rotolerantne anaerobne bakterije kisik ni toksicen,
ker imajo vsaj enega izmed prej omenjenih encimov
za odstranjevanje peroksidov ali prostih radikalov
kisika. Tipi¢ni predstavniki so laktobacili.

Posebna skupina so mikroaerofilne bakterije, ki
lahko rastejo in se razmnozujejo samo v okolju z
manj kisika, kot ga je v zraku. Taksna je vecina bak-
terijskih vrst rodu Campylobacter.

Temperatura

Ceprav lahko bakterije preZivijo v sorazmerno §i-
rokem temperaturnem razponu (spodnja toplotna
meja prezivetja je najveckrat nejasna, zgornja pa jas-
no dolocena), v vecini optimalno rastejo in se raz-
mnozujejo samo v ozkem temperaturnem obmocju.
Vec¢ina medicinsko pomembnih bakterij najbolje
raste pri temperaturah med 25 °C in 40 °C. Taks$ne
bakterije imenujemo mezofilne bakterije. Nekate-
re lahko zadovoljivo hitro rastejo v dokaj Sirokem
razponu temperatur (npr. Pseudomonas aeruginosa
med 5 °C in 43 °C), vecina pa je bolj zahtevnih (npr.
Neisseria gonorrhoeae raste samo pri temperaturi
med 30 °C in 39 °C). Bakterije, ki najbolje rastejo in
se razmnozujejo pri temperaturah, nizjih od 20 °C,
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so psihrofilne bakterije. Nekatere zadovoljivo raste-
jo pri 0 °C, druge celo pri -7 °C. Skupina, ki najbolje
raste in se razmnozuje pri temperaturah, visjih od
40 °C, so termofilne bakterije. Bakterije, ki zivijo v
termalnih vrelcih, se lahko razmnoZzujejo celo pri
temperaturah, visjih od 90 °C (npr. Thermus aqu-
aticus, Thermus thermophilus). 1z taksnih bakterij
osamljene DNK-polimeraze danes v diagnosti¢ni
encime za pomnoZevanje znacilnih delcev. DNK
(verizna reakcija s polimerazo). Vecina psihrofil-
nih in termofilnih bakterij pri ljudeh ne povzroca
okuzb, izjema so le nekatere bakterije iz rodov Pseu-
domonas (psihrofilne) in Bacillus (termofilne).

Koncentracija vodikovih ionov (pH)

Ustrezna koncentracija vodikovih ionov (pH) na-
ravnega ali laboratorijskega okolja je pomemben
tizikalni pogoj za rast in razmnozevanje bakterij.
Vecina medicinsko pomembnih bakterij najbolje
raste v okolju z nevtralno vrednostjo pH ali v rahlo
alkalnih okolis¢inah (pH 7,2-7,6). Taksne bakterije
so ne-nevtrofilne. Bakterije, ki bolje rastejo v kislih
razmerah, so acidofilne bakterije. Tipi¢ni predstav-

LITERATURA ZA NADALJNJI STUDLJ

niki acidofilnih bakterij so laktobacili. Nekatere pa-
togene bakterije so zelo obcutljive za kislo okolje in
dobro prenasajo alkalne razmere, v katerih se tudi
optimalno razmnozujejo. Imenujemo jih alkalofil-
ne bakterije, njihov klasi¢ni predstavnik pa je Vibrio
cholerae.

Osmotski tlak

Bakterije lahko zaradi trdne celi¢ne stene brez pos-
ledic prenesejo vecje spremembe osmotskega tlaka
v svoji okolici. Zaradi zmoznosti aktivnega prenosa
ionov skozi membrano niso obcutljive za vecje spre-
membe njihove koncentracije v okolju, v katerem
bivajo.

Vse medicinsko pomembne bakterije potrebu-
jejo NaCl v fizioloski koncentraciji 0,9 %. Halofil-
ne bakterije dobro Zivijo tudi v okolju z visjo kon-
centracijo NaCl. Tako V. cholerae prezivi v okolju
s 6-odstotno koncentracijo NaCl in ne v okolju z
8-odstotno koncentracijo NaCl. Nekatere morske
bakterije (Vibrio parahaemolyticus) zahtevajo go-
jis¢a s 3- do 8-odstotno koncentracijo NaCl; obstaja
pa tudi posebna skupina halofilnih bakterij, ki lahko
zivijo celo v nasiceni raztopini NaCl (30 %).

1. James H. Jorgensen, Michael A. Pfaller, Karen C. Carroll, ur.: Manual of clinical microbiology. Washington: ASM; 2015, 11.
izdaja. Dosegljivo na: http://education.bd.com/manual-of-clinical-microbiology-11th-edition.aspx.

2. Carroll KC, Jeffery A, Hobden JA, Miller S, Morse SA, Mietzner TA, Detrick B, Mitchell TG, McKerrow JH, Sakanari JA: Jawetz,
Melnick, & Adelberg’s Medical Microbiology, 2015, 27. izdaja. Dosegljivo na: https://books.google.si/books/about/
Jawetz_Melnick_Adelbergs_Medical_Microbi.html?id=czH7rQEACAAJ&source=kp_cover&redir_esc=y.
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TAKSONOMIJA BAKTERLJ

Opredelitev vrste pri evkariontih in bakterijah; bakterijska
vrsta; poimenovanje bakterij.

NACINI IDENTIFIKACIJE IN KLASIFIKACIJE BAKTERIJ

Morfoloske in fizioloske identifikacijske metode v
medicinski bakteriologiji; biokemijska identifikacija bakterij;
metoda masne spektrometrije MALDI-TOF; identifikacija
bakterijskih antigenov; analiza bakterijskega genoma.

FILOGENETSKA KLASIFIKACIJA BAKTERL

Arhebakterije; evbakterije; Bergeyjev priro¢nik
bakteriologije.

TAKSONOMIUJA BAKTERLJ

Taksonomija mikroorganizmov obsega sistemati¢no
klasifikacijo (razvr$c¢anje v sorodne vrste), nomen-
klaturo (sistem poimenovanja) in identifikacijo.

Naloga taksonomije v medicinski bakteriolo-
giji je tak$na opredelitev bakterijskih povzrocite-
ljev bolezni, da jih z objektivnimi metodami lahko
prepoznamo (identificiramo) in jih uvrstimo v po-
samezno bakterijsko vrsto (klasificiramo), s ¢imer
bakterija dobi dolo¢eno ime (nomenklatura).

Sistemati¢na opredelitev bakterijskih povzroci-
teljev bolezni omogoca, da prepoznamo patogene
bakterije, lazje opredelimo klini¢ni pomen osamitve
posamezne vrste in hkrati izvedemo tudi ustrezno
testiranje obcutljivosti za antibiotike, ki so primerni
za zdravljenje.

Bakterije razvr§¢amo glede na medsebojne razli-
ke in podobnosti, ki so v osnovi genetske, kazejo pa
se v strukturnih in metabolnih lastnostih. Klasifika-
cija mora temeljiti na objektivnih in dostopnih me-
todah, s katerimi »merimo« posamezne bakterijske
lastnosti na ravni:

o bakterijske strukture (npr. barvanje po Gramu in
mikroskopiranje);

o fizioloskih lastnosti (npr. rast v dolocenih pogo-
jih (aerobni, anaerobni, temperatura) in doloce-
oz. odpornost proti njim);

o lastnosti bakterijskih encimov (npr. testi en-
cimske (biokemijske) aktivnosti s posameznimi
substrati, t. i. biokemijski profil);

« lastnosti bakterijskih beljakovin, glikoproteinov
(npr. antigenski testi);

« analize beljakovin z metodo masne spektrome-
trije MALDI-TOF (angl. matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight);

« analize mascobnih kislin s kromatografskimi
metodami;

o analize bakterijskih genov (npr. hibridizacija
DNK, pomnozevanje odsekov DNK, dolocanje
nukleotidnega zaporedja bakterijske DNK (t. i.
sekvenciranje)).

Racionalno izbrana kombinacija metod omogo-
¢a hitro, uspes$no in optimalno ucinkovito razpoz-
navo posameznega bakterijskega seva.

Opredelitev vrste pri evkariontih in bakterijah

Osnovna Kklasifikacijska skupina evkariontskih or-
ganizmov je bioloska vrsta. Vrsta je zelo stabilna
bioloska skupina, saj se njeni predstavniki med se-
boj razmnoZzujejo spolno ter tako izmenjujejo in
izpopolnjujejo svoje gene, medtem ko se s pripa-
dniki drugih vrst ne morejo spolno razmnozevati
(segregacija). Bakterije se ne razmnozZujejo spolno,
ampak samo z delitvijo (tj. vegetativno), zato zanje
ne velja evkariontska opredelitev vrste. Tudi zelo
sorodne bakterije si med seboj ne izmenjujejo tako

29
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velikih delov genoma kot pri evkariontskem spol-
nem razmnozevanju znotraj iste vrste (vertikalni
prenos genetskega materiala). Po drugi strani pa se
manjsi deli bakterijskega genoma vcasih izmenjuje-
jo ne samo znotraj vrste ali med sorodnimi vrstami,
ampak tudi med razmeroma nesorodnimi bakteri-
jami z razli¢nimi mobilnimi genetskimi elementi
(horizontalni oz. lateralni prenos genetskega mate-
riala). Zato opredelitve bakterijske vrste ni mogoce
utemeljiti s tako jasnim bioloskim merilom, kot je
pri evkariontih zmoznost medsebojnega spolnega
razmnozevanja.

Opredelitev bakterijske vrste je v nasprotju z
evkarionti dogovorna. Bakterijska vrsta je skupina
bakterijskih sevov, ki so si podobni po lastnostih
(genetski podobnosti, presnovi, celi¢ni steni, toksi-
nih, patogenezi). Zaradi silovitega razvoja genet-
skih analiz v zadnjih letih opredelitev bakterijske
vrste poleg fenotipskih znacilnosti vkljucuje Se vsaj
70-odstotno skladnost istovrstnih sevov pri DNK-
-DNK hibridizaciji celotnega genoma in vsaj 97-od-
stotno skladnost pri sekvencni analizi 16 S ribosom-
ske RNK.

S Kklasifikacijo bakterijskega seva, ki temelji na
izbrani kombinaciji fenotipskih lastnosti, (fenotip-
ska ali determinacijska klasifikacija), lahko v zapo-
redju opredelimo:
 nadcarstvo (superregnum),

o kraljestvo (regnum),

o deblo (phylum),

o razred (classis),

o red (ordo),

o druzino (familia),

o rod (genus),

o bakterijsko vrsto (species).

Bakterijska vrsta je opredeljena s prototipom
bakterije, navadno s prvim opisanim izolatom, ki
je shranjen v splo$no dostopni celi¢ni banki (npr.
American Type Culture Collection, ATCC). V okvi-
ru bakterijske vrste lahko naletimo tudi na seve, ki
po nekaterih lastnostih od prototipa znatno odsto-
pajo. Taksni sevi so bakterijske podvrste, ki jih lahko
opredelimo glede na druga¢no morfologijo (morfo-
var), antigensko zgradbo (serovar), metabolne last-
nosti (biovar), ekolosko razsirjenost (ekovar) itd.

Poimenovanje bakterij

Poimenovanje (nomenklatura) bakterij je podobno
kot pri rastlinah in Zivalih. Zasnoval ga je Carl von
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Linné (1707-1778) in je binominalno, grsko-latin-
sko. Prvo ime oznacuje pripadnost bakterije rodu
(npr. Legionella, Treponemay), drugo ime pa bakterij-
sko vrsto (npr. Legionella pneumophila, Treponema
pallidum). Prvo ime vedno pisemo z veliko zacetni-
co in ga pogosto skrajSamo na samo veliko zacetnico
(npr. L. pneumophila, T. pallidum). Okraj$ave lahko
pri zacetnikih v bakteriologiji v¢asih privedejo do
nesporazumov, saj imajo stevilni rodovi iste zacetne
¢rke (npr. streptokoki, stafilokoki, spirili, streptomi-
cete). Zato velja pravilo, da v vsakem besedilu ime
vrste prvic izpiSemo v celoti, v nadaljevanju pa na-
piSemo le skrajsani naziv.

Redka uveljavljena izjema je skrajsani zapis ime-
na za salmonele. Rodovnemu imenu (Salmonella)
sledi le ime serotipa, ki ga pisSemo z veliko zacetnico
in pokonc¢no (npr. Salmonella Typhi), medtem ko
ime vrste in ime podvrste izpustimo.

NACINI IDENTIFIKACLE IN
KLASIFIKACIJE BAKTERL)

Morfoloske metode identifikacije v

medicinski bakteriologiji

Identifikacija bakterij je dolgo temeljila na ugota-
vljanju bakterijskih fenotipskih lastnosti. Osnovne
morfoloske lastnosti bakterijske celice opazujemo
pod mikroskopom, pri ¢emer si lahko pomagamo
z razli¢nimi tehnikami barvanja. Ena osnovnih je
barvanje po Gramu, ki poda pomembno informaci-
jo o zgradbi bakterijske stene in hkrati omogoca, da
z mikroskopiranjem (praviloma pri 1000-kratni po-
vecavi) dolo¢imo tudi osnovne morfoloske lastnos-
ti bakterijske celice (velikost, obliko, razporejanje).
Tipi¢ne bakterije imajo praviloma stalno obliko, po
kateri jih medsebojno razlikujemo. Okrogle bakte-
rije imenujemo koki in diplokoki, pali¢aste bacili,
zapognjene vibriji in spiralno zavite spirili. Bacili, ki
imajo sporo, so sporogeni bacili. Glede na postopek
barvanja, ki se imenuje po danskem zdravniku Han-
su Christianu Gramu, razvrstimo bakterije v dve
skupini - v skupino po Gramu pozitivnih bakterij,
ki se obarvajo modrovijoli¢no, in v skupino po Gra-
mu negativnih bakterij, ki se obarvajo rdece.

Ce Zelimo spoznati morfoloske, biokemijske
in antigenske znacilnosti bakterij, ki so domnev-
ne povzrociteljice okuzbe, jih moramo osamiti iz
kuZznine in jih vzgojiti na gojis¢u. Sele po nacepit-
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vi in osamitvi na bakterioloskem gojiscu jih lahko
identificiramo. Uporabna bakterioloska gojis¢a so
razvili Sele 100 let po tem, ko so ze videli prve mikro-
be (Leuwenhoek, 1673). Leta 1860 je Louis Pasteur
med raziskovanjem teorije o spontani generaciji pri
eksperimentih uporabil gojisce (lat. infusum), ki je
vsebovalo kvasni prah, sladkor in amonijeve soli. K
razvoju trdnih gojis¢ je veliko prispevalo odkritje
Petrijeve posodice (Petri, 1887), v katero so nalili
gojisce, ki se je strdilo (leta 1881 je Walther Hesse
za strjevanje uporabil kuhanju namenjeni agar). Po-
zneje so odkrili, da moramo poleg osnovnih hranil-
nih snovi (sladkorji, peptoni, peptidi, aminokisline,
vitamini in minerali) za uspesno kultiviranje dolo-
¢enih zahtevnejsih bakterijskih vrst v gojis¢a pogos-
to dodajati razli¢ne rastne dejavnike (npr. faktorja X
in V za rast bakterije Haemophilus influenzae).
Vecino za ¢loveka patogenih bakterij lahko vzgo-
jimo z inkubacijo zasejanih gojis¢ v termostatu pri
35-37 °C v 24-48 urah. Za razmnozevanje $tevilnih
bakterij je pomembna navzocnost kisika (O,), za ne-

katere pa atmosfera brez kisika ali atmosfera s po-
vecano koncentracijo ogljikovega dioksida (CO,).
Glede na zmoznost rasti v gojis¢u s kisikom bak-
terije razdelimo na aerobne bakterije (t. i. aerobe),
ki potrebujejo kisik, in na anaerobne bakterije (t. i.
anaerobe), ki jim kisik skoduje.

BIOKEMIJSKA IDENTIFIKACLJA
BAKTERLJ

Bakterijska kolonija je skupek bakterijskih celic, ki
so se namnozile iz ene same bakterijske celice. Bak-
terijsko vrsto identificiramo tako, da kolonijo ana-
liziramo z razli¢nimi mikrobioloskimi tehnikami
in ugotovitve sestavljamo do stopnje, ko ustrezajo
identiteti vrste. Zelo pomembna metoda, na kate-
ri temelji identifikacija bakterijskih sevov, je bioti-
pizacija sevov, zraslih na gojisc¢u, glede na njihove
tizioloske lastnosti v kombinaciji s podatki o mak-
roskopski morfologiji (kolonije) in mikroskopski
morfologiji (barvanje po Gramu, oblika, razporeja-

| ¢ista kultura kokov |

po Gramu
pozitivni koki

morfologija

barvanje
po Gramu

veriZice

l

po Gramu
"1 negativni koki

katalaza +
oksidaza +

Moraxella spp.
Neisseria spp.

Y

Y

| Streptococcus spp. ali Enterococcus spp. | glukoza
maltoza
saharoza
brez ¢ v ¢
(gama) glukoza + glukoza + glukoza -
maltoza + maltoza - maltoza -
saharoza - saharoza - saharoza -
\ 4 Y Y Y
S. epidermidis in S. : Enetrococcus Neisseria Neisseria Moraxella
drugi koagulazno pneumoniae 5. pyogenes $.agalactioe spp. meningitidis gonorrhoeae catarrhalis

S. aureus

negativni stafilokoki

Slika 2.1. Shema biotipizacije bakterijskih kultur.
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nje), dolo¢itvi navzoc¢nosti razlicnih encimov (kata-
laza, oksidaza, koagulaza), sposobnosti izkori$¢anja
razli¢nih substratov (zasejavanje biokemijske vrste
in ugotavljanje metabolnih znacilnosti), obcutljivo-
sti za dolo¢ene antibiotike itd. (Slika 2.1). Ce Zelimo
med gojenjem ugotavljati biokemijske spremembe,
ki nastajajo ob razgradnji znacilnih sestavin, v go-
jis¢e dodamo barvni indikator, ki se ob ustrezni bi-
okemijski pretvorbi znacilno spremeni. S sestavlja-
njem tako pridobljenih lastnosti, ki jih primerjamo
z znanimi lastnostmi za doloc¢eno bakterijsko vrsto
(baze podatkov z biokemijskimi profili bakterij),
ugotovimo, katere bakterijske vrste smo osamili iz
kuznine. V ta namen so na voljo $tevilni miniatu-
arizirani komercialni testi, ki identifikacijo moc¢no
olajsajo z avtomatskim primerjanjem dobljene-
ga biokemijskega oz. metabolnega profila z bazo
podatkov.

IDENTIFIKACIJA MEDICINSKO PO-
MEMBNIH BAKTERUJ IN GLIV: ANALIZA
BAKTERIJSKIH BELJAKOVIN Z METODO
MASNE SPEKTROMETRIJE MALDI-TOF

Identifikacija bakterij in gliv temelji na metodi
masne spektrometrije MALDI-TOE tj. laserski io-
nizaciji bakterijskih molekul in masnim analizator-
jem, ki meri Case preletov ionov in iz njih oblikuje
spektre, ki so znacilni za posamezno bakterijsko
vrsto.

Masni spektrometer sestavljajo ionski izvor, masni
analizator in detektor (Slika 2.2). V ionskem izvoru

dezintegrirane
bakterije v matriksu

Slika 2.2. Princip analize z metodo MALDI-TOF.
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molekule izbranih spojin najprej pretvorimo v ion-
sko obliko, nastale ione pa nato v masnem analiza-
torju lo¢imo glede na razmerje med maso (m) in na-
bojem (z). Maso in naboj zaznamo z detektorjem, ki
izmeri nastali tok pri posamezni vrednosti razmerja
med maso in nabojem (m/z).

V masni spektrometriji metodo MALDI-TOF
uporabljamo predvsem pri analiziranju vecjih bio-
loskih molekul velikosti 2-100 kDa, kot so beljako-
vine. Pri metodi MALDI molekule vzorca zme$amo
z matriksom, ki vsebuje organsko topilo ter organ-
sko kislino z nizko molekulsko maso in visoko ab-
sorptivnostjo svetlobe v obmocju valovne dolzine
uporabljenega laserja. Matriks sluzi kot vir proto-
nov za ionizacijo molekul vzorca. Zaradi nizke mo-
lekulske mase se zlahka uplini, visoka absorptivnost
svetlobe v obmocju valovne dolzine uporabljenega
laserja pa omogoca absorpcijo vecjega dela energije
laserskega pulza, kar molekule vzorca obvaruje pred
fragmentacijo. Valovno dolzino izberemo tako, da
¢im manj prizadene molekule v vzorcu. Molekule
vzorca in matriksa ko-kristalizirajo. Ob obstreljeva-
nju z laserjem matriks zaradi absorpcije ultravijo-
licne (UV) svetlobe razpade in se uplini, pri ¢emer
pride do desorpcije, uplinjanja in ionizacije molekul
vzorca. Gre za tehniko t. i. mehke ionizacije (angl.
soft ionization), ki omogoca analizo velikih bio-
molekul, kot so intaktne beljakovine. Ob ionizaciji
nastajajo ve¢inoma protonirane oz. deprotonirane
ionizirane enojno nabite molekule vzorca. Nastale
ionizirane molekule vzorca (in matriksa) pospesi-
mo z elektri¢cnim poljem in jih usmerimo v dolgo
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Slika 2.3. Identifikacija bakterij in gliv z metodo MALDI-TOF.

cev, v kateri je vakuum, da med molekulami ne pri-
haja do trkov, kar bi oviralo njihovo odkrivanje (de-
tekcijo). Ioni se glede na maso in naboj premikajo
razli¢no hitro (manjsi oz. lazji ioni potujejo hitreje),
masni analizator pa meri ¢as prihoda do detektorja,
tj. Cas preleta ionov (angl. time-of-flight, TOF), ki je
sorazmeren s kvadratnim korenom razmerja med m
in z (m/z). Z locevanjem molekul glede na razmerje
med maso in nabojem (tj. glede na cas preleta ionov
do detektorja) dobimo masni spekter vzorca. Masni
spekter prikazuje intenzivnost (tj. Stevilo ionov)
posameznih ioniziranih molekul z dolo¢enim raz-
merjem m/z. Z metodo MALDI navadno nastanejo
enojno nabiti ioni, zato vrednost razmerja m/z ioni-
zirane molekule ustreza njeni masi. Pri identifikaciji
molekul vzorca si pomagamo tako, da jih primer-
jamo z vrednostmi v knjiznici z znanimi masnimi
spektri.

Identifikacija bakterij in gliv z metodo MALDI-
-TOF temelji na analizi zelo konzervativnih belja-
kovin, ki so nujne za celi¢no prezivetje in niso pod
velikim vplivom dejavnikov okolja. Najprimernejse
masno obmocje za prepoznavanje je 2-20 kDa, v
katerem prevladujejo citosolne bazi¢ne beljakovine,
predvsem ribosomske beljakovine (ki sicer predsta-
vljajo priblizno 20 % bakterijske mase), tj. beljakovi-
ne, ki sodelujejo pri vezavi DNK ali RNK.

Postopek identifikacije bakterij in gliv

z metodo MALDI-TOF

Za identifikacijo bakterij in gliv vzorec sveze kolonije
najprej nanesemo na nosilec - jekleno ploscico (Slika
2.3), cemur sledi nanos matriksa. Za prepoznavan-
je navadno uporabljamo a-ciano-4-hidroksicimetno

nanos kolonije na
jekleno ploscico in
priprava za MALDI-TOF

|

10 } /\\ ‘
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analiza z metodo identifikacija
masne spektrometrije bakterije na osnovi
MALDI-TOF masnega spektra

kislino (angl. a-cyano-4-hydroxycinnamic acid, CHCA),
raztopljeno v organskem topilu (npr. acetonitrilu in
trifluoroocetni kislini). Ob susenju pride do ko-kris-
talizacije matriksa in mikrobnega materiala. Nosilec
z vzorcem vstavimo v masni spektrometer in ga ob-
streljujemo z laserjem (npr. valovne dolzine 337 nm),
pri ¢emer pride do ionizacije ter uplinjenja molekul
vzorca in matriksa. Uplinjen pozitivno nabit oblak
beljakovin vzorca in matriksa po masnem analiza-
torju potuje do ionskega detektorja, ki izmerjene
vrednosti mase in naboja pretvori v masne spektre.
Izmerjene masne spektre intaktnih celic bakterij ali
gliv nato primerjamo s spektri znanih oz. referen¢nih
izolatov. Ti so na voljo v komercialni knjiznici mas-
nih spektrov za vec tiso¢ bakterijskih vrst (odvisno
od proizvajalca naprave).

Povprecni cas identifikacije bakterij in gliv se je
z uvedbo metode MALDI-TOF s 24-48 ur, ki jih
zahteva identifikacija na osnovi biokemijskega oz.
metabolnega profila, skrajsal na manj kot eno uro,
ob tem pa potrebujemo tudi bistveno manj bakterij
(zadosc¢a ena sama kolonija).

IDENTIFIKACIJA BAKTERIJSKIH
BELJAKOVIN (ANTIGENOV) S
PROTITELESI

Ker so protitelesa specifi¢ni reagenti za makromole-
kule (antigene), lahko bakterije identificiramo s pro-
titelesi proti dolocenim bakterijskim molekulam, ki
so znacilne samo za posamezno bakterijsko vrsto ali
sev. Med bakterijami, ki jih uvr§¢amo v eno vrsto,
lahko torej s protitelesi razlikujemo $tevilne podvr-
ste (med salmonelami npr. ve¢ kot 2000 serotipov).
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Z ustrezno izbranimi protitelesi lahko ugotavljamo
tudi antigene, znacilne za posamezno vrsto (npr.
Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae,
L. pneumophila), ali $irSo skupino bakterij. Z late-
ksno aglutinacijo npr. razlikujemo med razli¢nimi
vrstami betahemoliti¢nih streptokokov (npr. skupi-
na A - Streptococcus pyogenes in skupina B — Strep-
tococcus agalactiae).

KLASIFIKACIJA IN IDENTIFIKACL
BAKTERLUJ IN GLIV Z ANALIZO GENOMA

Analiza genoma omogoc¢a neposredno opredelitev
stopnje sorodnosti med bakterijami. Dolocanje nu-
kleotidnega zaporedja za posamezne gene namrec
kaze stopnjo evolucijske sorodnosti med bakterija-
mi. Pri blizje sorodnih bakterijah so razlike manjse,
zato je za njihovo razlikovanje smiselna primerjava
nukleotidnih zaporedij genov, ki se v evoluciji hit-
ro spreminjajo. Pri genetsko oddaljenih bakterijah
raje primerjamo nukleotidna zaporedja genov, ki se
spreminjajo zelo pocasi (npr. tistih za ribosomsko
RNK in za ribosomske beljakovine). Zlati standard
za primerjanje genske sorodnosti bakterijskih sevov
so hibridizacijske tehnike (npr. DNK-DNK hibri-
dizacija celotnega genoma), ki jih v zadnjem casu
zaradi enostavnosti delno nadomes$ca sekvencna
analiza 16 S ribosomske RNK. Vse bolj pomembne

%o 0 1-«:
1 I J I [
TCCATCTGGTAGTGATGCATTTGCACCTTTTAAACATCTACCATGCAGTAAATGTTCTTATGCGGTATTAGCTATCGTTTCCAATAGTTATCCCCE

o VP

I

so tudi novejse metode sekvenciranja celotnega ge-
noma (t. i. sekvenciranje naslednje generacije).

Identifikacija bakterij in gliv z molekularnimi
metodami

Identifikacija s pomnoZevanjem specificnih odse-
kov DNK. Za vsakdanjo identifikacijo dolocenih
bakterijskih vrst je zelo priro¢no pomnoZevanje
izbranih odsekov DNK z metodo verizne reakcije s
polimerazo (angl. polymerase chain reaction, PCR),
pri cemer izberemo tiste odseke DNK, ki so znacilni
za doloceno skupino (druzino, vrsto) bakterij.
Identifikacija s pomnozevanjem konzervativ-
nega odseka DNK in s sekvenciranjem. V redkih
primerih, ko identifikacija z drugimi metodami ni
uspesna, lahko uporabimo molekularno metodo, pri
kateri pomnozimo konzervativni odsek DNK, mu
doloc¢imo nukleotidno zaporedje (sekvenciranje) in
ga nato primerjamo z znanimi zaporedji razli¢nih
vrst bakterij v bazah podatkov. Identifikacijo bak-
terij izvedemo z molekularno metodo, pri kateri z
metodo PCR pomnozimo odsek gena za ribosomal-
no 16 S rRNK, medtem ko pri glivah pomnozimo
celotno regijo vmesnega distan¢nika (angl. internal
transcribed spacer, ITS) in jo primerjamo z znani-
mi zaporedji v ustrezni bazi podatkov (Slika 2.4). Za
identifikacijo do ravni vrste moramo v¢asih izbrati
drug, za dolocen rod bolj informativen odsek DNK.

b L ]

e A et T e e

Slika 2.4. Kromatogram zaporedja DNK s prikazom zaporedja baz od 97. do 288. mesta v genomu.
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Fragmenti DNK

Dodajanje adapterjev

PCR pom

nozevanje

\%

Tvorba skupkov

Slika 2.5. Potek sekvenciranja naslednje generacije s sintezo.

Sekvenciranje. Pri klasicnem sekvenciranju po
Sangerju z metodo PCR pomnozen odsek geno-
ma, katerega zaporedje nas zanima, zme$amo v
sekven¢no mesanico, ki vsebuje en zacetni nukleo-
tid, encim polimerazo ter deoksi-nukleotide (ANTP)
in dideoksi-nukleotide (ddNTP). Vsak ddNTP je
oznacen s svojim fluorokromom ($tiri barvila) in
spodbujen, da oddaja svetlobo razli¢nih valovnih
dolzin. Med pomnozevanjem zaradi vkljucevanja
dNTP in ddNTP nastajajo razlicno dolgi fragmen-
ti (ddNTP zaustavijo pomnozevanje). Po kapilarni
elektroforezi nastane barvna lestvica velikosti fra-
gmentov, pri cemer do detekcijskega okna najhitreje
pride najkrajsi fragment. Laser v detekcijskem oknu
fluorescentne barve spodbudi, da oddajo svetlobo
specifi¢ne valovne dolzine, racunalniski program pa
signale zbira in jih analizira (Slika 2.4).

Pri sekvenciranju naslednje generacije (angl. next
generation sequencing, NGS), tj. masovnem vzpo-
rednem sekvenciranju, ne potrebujemo specifi¢nih
oligonukleotidnih zacetnikov. Pristopi so razli¢ni, v
vecini pa uporabljamo t. i. cikli¢ni mrezni pristop.
Pri vseh pristopih naklju¢ni fragmetaciji DNK sle-
dijo prilepljanje skupnih DNK-adapterjev, pomno-
zevanje posameznih fragmentov DNK in priprava

P oN-H>

Sekvenciranje

Merjenje signala

prostorsko locenih pomnozkov. Za pomnozevanje
DNK, s katerim ojacamo signal, obstajajo razli¢ni
pristopi, npr. emulzijski PCR z amplifikacijo na kro-
glicah in premostitveni PCR.

Proces dolocanja nukleotidnega zaporedja poteka
s ponavljajo¢imi se koraki encimsko kataliziranega
vkljucevanja fluorescentno oznacenih nukleotidov
ali z merjenjem spremembe pH ob vkljucitvi nukleo-
tida. Dobljena nukleotidna zaporedja (od¢itki) iz ce-
lotne mreze se z uporabo racunalniskih algoritmov
sestavijo v neprekinjeno zaporedje (Slika 2.5). Tovr-
stni pristopi k dolo¢anju nukleotidnega zaporedja so
bistveno hitrejsi in cenejsi od klasi¢nega sekvencira-
nja ter omogocajo analizo celotnega genoma in ne le
posameznih genov oz. krajsih odsekov DNK.

Pri najnovejsih metodah visokozmogljivega sek-
venciranja tretje generacije izvajamo sekvenciranje
brez amplifikacije in dolo¢amo zaporedje ene izvor-
ne molekule DNK.

FILOGENETSKA KLASIFIKACLJA
BAKTERLJ

DNK-DNK hibridizacija celotnega genoma in sek-
vencna analiza ribosomske RNK sta omogo¢ili pri-
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Slika 2.6. Drevo Zivljenja (prirejeno po Hug in sod., Nat Microbiol 2016).

merjanje evolucijske sorodnosti med bitji in izdelavo
filogenetskega drevesa. Z vse §ir§o uporabo podat-
kov, pridobljenih z analizo nukleotidnih zaporedij
celotnega genoma, in metagenomskega sekvencira-
nja, s katerim lahko raznolikost bakterijskih vrst v
doloc¢enem okolju ocenimo brez potrebe po vcasih
izjemno zahtevni uspes$ni kultivaciji, lahko na tem
podro¢ju pricakujemo $e veliko novih spoznanj (in
s tem tudi sprememb). Razvejitve filogenetskega
drevesa kazejo, da so se prvotni prokarionti ze zelo
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Archaea

Eukaryotes

Amoebazoa

zgodaj razdelili na skupini Archaebacteria (oz. Ar-
chaea) in Eubacteria ter na tretjo vejo, ki se je razvila
v smer evkariontov Eukarya (Slika 2.6).

Arheje

Arheje so enoceli¢ni mikroorganizmi, ki nimajo je-
dra. (Slika 2.6) Sprva so jih klasificirali med bakteri-
je (arheobakterije), kasneje pa so ugotovili, da glede
na znacilnosti ne sodijo ne med bakterije ne med
evkarionte.
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Arheje so sprva odkrili predvsem v okoljih, ki
zaradi ekstremnih Zzivljenjskih razmer (velika kon-
centracija soli, visoka temperatura) evbakterijam ne
ustrezajo. Konec 20. stoletja so z vse vecjo uporabo
molekularnih tehnik ugotovili, da arheje najdemo v
najrazli¢nejsih Zivljenjskih okoljih in da posamezni
predstavniki arhej kot del mikrobiote Zivijo celo v
zivalskih (in tudi ¢loveskih) prebavilih (npr. razli¢ni
metanogeni iz rodu Methanobrevibacter, ki so pred-
stavniki oddelka Euryarchaeota), najdemo pa jih
tudi v ustni votlini in na kozi. Arheje so morfologko
na videz v vecini podobne bakterijam. Za razliko od
bakterij nimajo peptidoglikana (imajo psevdopepti-
doglikan), medtem ko so mas¢obe v membrani ve-
zane z etri (za razliko od bakterij in evkariontov, pri
katerih so mascobe vezane z estri).

Termofilne arheje lahko zaradi termostabilnih
encimov, ki ne denaturirajo pri vreliscu, Zivijo celo
v vreli vodi (tipi¢no jih najdemo v vrocih vrelcih).
Eden taksnih termostabilnih encimov, DNK-poli-
meraza bakterije Thermus aquaticus (polimeraza
Taq), je omogocil pomnozevanje DNK pri visokih
temperaturah, ki je pomemben del metode PCR.

Evbakterije

Z analizo rRNK med evbakterijami odkrivamo ve¢
velikih skupin, med katerimi so medicinsko po-
membne predvsem po Gramu pozitivni bakterijski
skupini Actinobateria in Firmicutes, po Gramu ne-
gativne bakterijske skupine Proteobacteria, Bactero-
idetes in Spirochaetes ter Chlamydiae.

Klasifikacija bakterij je dogovorna, zato mora
obstajati tudi splo$no sprejet enoten sistem klasifi-
kacije. Od leta 1923 izhaja Bergeyjev priro¢nik, ki
ga nenehno dopolnjujejo (zadnja izdaja je iz leta
2015). Poimenovanje bakterij (nomenklaturo) do-
lo¢a Mednarodni odbor za sistemati¢no bakteriolo-

LITERATURA ZA NADALJNJI STUDLJ

gijo (angl. International Committee on Systematic

Bacteriology).

Za cloveka patogene bakterije v grobem razdeli-

mo v vec skupin (Slika 2.6):

o Actinobacteria so po Gramu pozitivne bakte-
rije z visoko vsebnostjo G + C. Stevilne rastejo
filamentozno in lahko tvorijo miceliju podob-
ne strukture. Nekateri predstavniki se z metodo
barvanja po Gramu slabo obarvajo (npr. miko-
bakterije). V to skupino pristevamo tudi aktino-
micete in korinebakterije.

o Firmicutes so po Gramu pozitivne bakterije z
nizko vsebnostjo G + C. Po obliki so lahko bacili
(nekateri sporogeni) in koki. V to skupino uvr-
$¢amo vecino medicinsko pomembnih, po Gra-
mu pozitivnih kokov (npr. stafilokoke in entero-
koke), po Gramu pozitivne sporogene anaerobne
bacile (npr. klostridije) in po Gramu pozitivne
nesporogene bacile (npr. laktobacile).

o Tenericutes so brez celi¢ne stene (mikoplazme in
ureaplazme).

e Proteobacteria so zelo velika skupina po Gramu
negativnih bakterij, ki so po obliki bacili, lahko
tudi koki. Razlikujemo pet skupin - alfa (Ric-
kettsia spp., Ehrlichia spp., Bartonella spp.), beta
(Neisseria spp., Burkholderia spp.), gama (ente-
robakterije, Vibrio spp., Pseudomonas spp., Legi-
onella spp.), delta (ne vsebuje znanih medicinsko
pomembnih bakterij) in epsilon (Campylobacter
spp., Helicobacter spp.).

 Bacteroidetes so po Gramu negativne anaerob-
ne bakterije (Bacteroides spp., Prevotella spp. in
Porphyromonas spp.).

o Spirochaetes so bakterije s celicami, ki imajo spi-
ralno obliko z internim bickom (Borrelia spp.,
Treponema spp. in Leptospira spp.).

o Chlamydiae so striktni znotrajceli¢ni paraziti
(Chlamydia spp.).

1. Jorgensen JH, Pfaller MA, ur. Manual of clinical microbiology. 15. izdaja. Washington: ASM; 2015.

2. Greenwood D, Barer M, Slack R, Irving W, ur. Medical microbiology. 10. izdaja. Churchill Livingstone Elsevier; 2012.
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Streptokoki

Katja Seme

MIKROB

Streptokoki (rod Streptococcus) so po Gramu pozitivni koki,
ki se urejajo v pare ali verizice in jih glede na tip hemolize
razvrs¢amo na alfahemoliti¢ne, betahemoliti¢ne in
gamahemoliti¢ne ali nehemoliti¢ne.

PATOGENEZA

Beljakovina M, streptolizin O, streptolizin S, streptokinaza,
hialuronidaza, deoksiribonukleaza in eritrogeni toksini,
kapsula; okuzba je lokalizirana ali razSirjena v kri in likvor.

EPIDEMIOLOGIJA

Prenasa se kaplji¢no, z neposrednim stikom, invazivnimi
posegi in poskodbami. Vir okuzbe so bolniki in klicenosci.

KLINICNA SLIKA

Streptococcus pyogenes: akutno vnetje zrela, Skrlatinka,
okuzbe koze in podkozja, nekrotizirajoci fasciitis, sepsa,
streptokokni sindrom toksi¢nega Soka, revmati¢na vrocina,
akutni glomerulonefitis.

Streptokoki so heterogena skupina v naravi zelo raz-
$irjenih bakterij. So del mikrobiote zgornjih dihal,
prebavil, se¢il in rodil. Stevilni med njimi povzroca-
jo pomembne okuzbe. Na streptokoke kot povzroci-
telje nevarnih okuzb so prvi¢ opozorili v drugi po-
lovici 19. stoletja.

Poznamo ve¢ razli¢nih in delno prekrivajocih
se shem za razvr$canje streptokokov (Tabela 11.1).
Glede na polisaharidni antigen v bakterijski celi¢ni
steni jih razdelimo v skupine po Lancefieldovi. Gle-
de na vrsto hemolize jih razvrs¢amo na alfahemoli-
ticne (delna, zelenkasta hemoliza), betahemoliti¢ne
(popolna hemoliza) (Slika 11.1) in gamahemoliti¢-
ne ali nehemoliti¢ne. Glede na vrsto okuzb, ki jih
povzrocajo, jih delimo v piogene (Streptococcus pyo-
genes, Streptococcus agalactiae, Streptococcus dys-
galactiae, Streptococcus pneumoniae) in nepiogene.
Razvrs¢amo jih tudi glede na biokemijske lastnosti.

Streptococcus agalactiae: novorojencek — zgodnja okuzba
(sepsa) in pozna okuzba (meningitis); porodnica - vrocina
po porodu, endometritis, poporodna sepsa; ostali — okuzbe
mehkih tkiv, okuzbe secil, pljucnica, endokarditis, septicni
artritis.

Zeleneci streptokoki: endokarditis, abscesi, sepsa pri
nevtropeni¢nem bolniku.

Streptococcus pneumoniae: akutno vnetje srednjega usesa,
vnetje obnosnih votlin, plju¢nica, meningitis, sepsa.

MIKROBIOLOSKA DIAGNOSTIKA
Dokaz povzrocitelja v kuzninah.
ZDRAVLJENJE IN PREPRECEVANJE

Penicilin, cefalosporini, makrolidi, klindamicin in
vankomicin; konjugirano in polisaharidno cepivo proti
pnevmokoku.

MIKROB

Streptokoki so po Gramu pozitivni koki s preme-
rom priblizno 1 pm. Urejajo se v pare ali veriZice
(Slika 11.2), so negibljivi in ne sporulirajo. Vecino-
ma so fakultativni anaerobi, le peptostreptokoki so
obvezni anaerobi. Imajo fermentativni metaboli-
zem. Za razliko od stafilokokov nimajo encima ka-
talaze. Kolonije na krvnem agarju so drobne in po
24-urni inkubaciji dosezejo 0,5-2 mm. So prozorne
in navadno brez pigmenta. Ce v krvnem agarju ok-
rog svoje kolonije popolnoma razgradijo eritrocite,
jih imenujemo betahemoliti¢ni streptokoki. Ce jih
razgradijo nepopolno in okrog bakterijske koloni-
je nastane zelen pas, govorimo o alfahemoliti¢nih
streptokokih, ¢e eritrocitov sploh ne hemolizirajo,
pa o gamahemoliti¢nih ali nehemoliti¢nih strepto-
kokih (Slika 11.1). Na osnovi znacilnih polisahari-
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Slika 11.1. Kolonije alfahemoliticnega (A) in betahemoliticnega (B) streptokoka na krvnem agarju.

dnih antigenov v bakterijski celi¢ni steni, ki jih je
leta 1930 odkrila Rebecca Lancefield, streptokoke
razvrs¢amo v skupine od A do H, v skupine od K
do V in v skupino nerazvr$cenih. Za ¢loveka naj-
pomembnejse vrste streptokokov so v skupinah A,
B, C, D in G. V skupini nerazvri¢enih, za ¢loveka
pomembnih streptokokov, so S. pneumoniae in ze-
leneci streptokoki (imenovani tudi viridans strepto-
koki), razen vrst, ki pripadajo skupini Streptococcus
anginosus (Tabela 11.1).

Streptococcus pyogenes

Je najpomembnejsi betahemoliticni streptokok.
Uvr$camo ga v skupino A po Lancefieldovi. Na krv-
nem agarju raste v obliki prosojnih kolonij s preme-
rom 1-2 mm, ki jih obdaja $irok pas popolne beta-
hemolize (Slika 11.3A). Za razliko od vecine ostalih

Slika 11.2. VeriZice po Gramu pozitivnih kokov v kuZnini (1000-kratna povecava).
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betahemoliti¢nih streptokokov je obcutljiv za baci-
tracin in tvori pirolidonil arilamidazo (PYR).

Streptococcus agalactiae

Uvr$camo ga v skupino B po Lancefieldovi. Koloni-
je na krvnem agarju so v primerjavi s kolonijami S.
pyogenes bolj maslene. Obdaja jih ozji pas popolne
hemolize, nekateri sevi pa so lahko nehemoliti¢ni
(Slika 11.3B). Za razliko od ostalih betahemoliti¢-
nih streptokokov hidrolizirajo natrijev hipurat.

Streptococcus pneumoniae

Pnevmokokove celice so praviloma ovalne ali lan-
cetne oblike in se urejajo v pare (diplokoki) ali krat-
ke verizice (Slika 11.4). Kolonije na krvnem agarju
obdaja pas delne alfahemolize. Bolje raste v atmos-
feri, obogateni z ogljikovim dioksidom (CO,). Mor-

Tabela 11.1. Razvrstitev za cloveka najpomembnejsih streptokokov.

Vrsta/skupina Skupina po Hemoliza
Lancefieldovi

Streptococcus pyogenes A beta

Streptococcus agalactiae B beta

Streptococcus dysgalactiae A GG L beta

Streptococcus pneumoniae - alfa

zelenedi streptokoki

— skupina Streptococcus anginosus A, C, G, F beta (alfa ali gama)

— skupina Streptococcus bovis D gama

— skupina Streptococcus mitis - alfa aligama
— skupina Streptococcus mutans - alfaali gama
— skupina Streptococcus sanguinis - alfa aligama
— skupina Streptococcus salivarius - alfaali gama
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Slika 11.3. Primerjava kulture S. pyogenes (A) in kulture S. agalactiae (B) na krvnem agarju.

fologija kolonij je razlicna. Kolonije kapsuliranih
sevov so vecje, s premerom 1-3 mm, ter okrogle
in sluzne, medtem ko so kolonije nekapsuliranih
sevov manj$e in ploscate s centralnim delom, ki je
pogosto nizji od njenih robov (Slika 11.5A). Po tem
se razlikujejo od ostalih alfahemoliti¢nih streptoko-
kov. S staranjem postajajo pnevmokoki po Gramu
negativni in avtolizirajo. Avtoliza je pospesena ob
prisotnosti povrsinsko aktivnih snovi, kot sta Zol¢
ali natrijev deoksiholat, kar ni znacilno za ostale
alfahemoliti¢ne streptokoke. Pnevmokoki so tudi
edini alfahemoliti¢ni streptokoki, katerih rast zavre
optohin (Slika 11.5B).

Ostali alfahemoliti¢ni steptokoki

Ker so prehransko zahtevni, rastejo samo na kom-
pleksnih gojis¢ih, vsaj z dodatkom krvi. Podobno
kot pnevmokoki bolje rastejo v atmosferi, obogateni

Slika 11.4. Po Gramu pozitivni diplokoki v kuznini (1000-kratna povecava).

Slika 11.5. Kolonije S. pneumoniae na krvnem agarju (A) in obcutljivost pnev-

mokoka za optohin (B).
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z ogljikovim dioksidom (CO,). Za razliko od pnev-
mokokov optohin ne zavre njihove rasti, prav tako
jih ne raztopijo povrsinsko aktivne snovi. Vrste al-
fahemoliti¢nih streptokokov med seboj razlikujemo
glede na biokemijske lastnosti.

PATOGENEZA

Streptococcus pyogenes

Virulenca S. pyogenes je odvisna od sposobnosti
seva, da se pritrdi na povr$ino gostiteljevih celic,
vstopi v epitelne celice, se izogne opsonizaciji in fa-
gocitozi ter izdeluje razlicne encime in toksine. Ve-
zavo na epitelne celice na mestu vstopa v organizem
mu omogocajo lipoteihoic¢na kislina, beljakovina M
in beljakovina F. Beljakovina M je glavni virulentni
dejavnik bakterije S. pyogenes in poleg beljakovin T
in R eden izmed treh povrsinskih beljakovinskih an-
tigenov te bakterijske vrste. Zasidrana je v citopla-
zemski membrani, sega skozi celotno celi¢no steno
(je del fimbrije) in kot vlakno $trli nad celi¢no povr-
$ino. Poznamo vec kot 100 razli¢nih tipov beljakovi-
ne M. Beljakovina M na povrsini bakterijske celicne
stene preprecuje fagocitozo. Fagocitozo preprecuje
tudi kapsula iz hialuronske kisline, ki jo imajo neka-
teri sevi S. pyogenes. Ker je antigensko nelocljiva od
hialuronske kisline, v vezivnem tkivu sesalcev tudi
preprecuje fagocitozo bakterijskih celic. Poleg zZe
nastetih virulentnih dejavnikov so za razvoj okuzb,
ki jih povzroca S. pyogenes, odgovorni tudi $tevilni
encimi in toksini (Tabela 11.2).

Tabela 11.2. Encimi in toksini, ki jih izlocajo betahemoliti¢ni streptokoki,
ter njihovi patogenetski ucinki.

Encimi, toksini Ucinek

streptolizin 0 lizira eritrocite, levkocite in trombocite;
jeimunogen

lizira eritrocite, levkocite in trombocite; ni
imunogen

streptolizin S

streptokinaza (fibrinolizin) katalizira pretvorbo plazminogena v
plazmin, kar vodi v razgradnjo fibrina;
razgrajuje krvne strdke; olajsa Sirjenje
bakterije v tkivih

hidrolizira hialuronsko kislino in s tem

omogoca prodiranje skozi tkiva

hialuronidaza

deoksiribonukleaza (DNAza) depolimerizira prosto DNK, kar zmanjSuje

viskoznost gnoja in olajsa Sirjenje bakterije
eritrogeni (pirogeni) eksotoksini
(Stirje antigensko razli¢ni; zapis
na lizogenem bakteriofagu)

pirogeni ucinek; delujejo kot superantigeni;
povzrocijo znacilen kozni izpuscaj pri
Skrlatinki; povzrodijo streptokokni sindrom
toksicnega Soka
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Streptococcus agalactiae

Osnovni virulentni dejavnik S. agalactiae je poli-
saharidna kapsula, ki preprecuje s komplementom
posredovano fagocitozo. Razli¢ni hidroliti¢ni enci-
mi lahko olajsajo razgradnjo tkiv in omogocajo sis-
temsko $irjenje bakterije.

Streptococcus pneumoniae

Najpomembnejsi virulentni dejavnik pnevmokoka
je polisaharidna kapsula, ki bakterijo varuje pred
fagocitozo. Razlikujemo vec kot 90 seroloskih tipov
pnevmokoknih kapsul. Protitelesa proti posame-
znemu kapsularnemu tipu u¢inkovito nevtralizirajo
protifagocitni ucinek kapsule. Povrsinski beljako-
vinski adhezini omogocajo pnevmokoku vezavo na
epitelne celice, najpogosteje sluznice zgornjih dihal.
S sekretornimi IgA-proteazami in pnevmolizinom
pnevmokok razgrajuje sluzni¢na protitelesa in ute-
kocinja sluz. Pnevmolizin je pravzaprav citotoksin,
ki veze holesterol v celicni membrani gostiteljeve
celice in ustvarja pore. S tem unic¢uje migetal¢ni
epitel in fagocite. Klini¢na bolezen je posledica ¢ez-
mernega razmnozevanja in $irjenja pnevmokokov
iz nosno-zrelnega prostora v obnosne votline (si-
nuzitis), srednje uho in pljuc¢a (plju¢nica). Ce pnev-
mokoki vdrejo v kri, se lahko razsirijo kjer koli po
telesu. Najpogosteje ob tem povzrocijo bakteriemi-
jo in meningitis.

Plju¢nica je posledica prisotnosti pnevmokokov
v alveolih. Mikrobe fagocitirajo alveolni makrofa-
gi, ki po fagocitozi zacnejo izlocati velike koli¢ine
vnetnih mediatorjev (citokinov), kar povzroci vdor
vnetnega eksudata (plazma, nevtrofilci) iz alveolne-
ga zilja v alveolni prostor. Izlocanje citokinov, zlas-
ti interlevkina 1, povzrodi visoko vrocino, alveolni
eksudat pa znake plju¢ne infiltracije.

Ostali alfahemoliti¢ni steptokoki

Nekateri alfahemoliti¢ni streptokoki iz saharoze
tvorijo zunajceli¢ne polisaharide dekstrane in leva-
ne, ki so pomembni sestavni deli zobnih oblog. Po-
leg tega fermentirajo sladkorje, zlasti glukozo in sa-
harozo, pri ¢emer nastajajo kisli produkti, predvsem
mlecna kislina. Oboje je klju¢no za nastanek zobne
gnilobe. Zeleneci streptokoki so zaradi sposobnosti
prilepljanja na endokard tudi med najpogostejsimi
povzrocitelji infekcijskega endokarditisa.
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EPIDEMIOLOGIJA

S. pyogenes kolonizira Zrelo in kozo presredka. Vir
okuzbe so bolniki ali klicenosci, lahko tudi povrsi-
ne, kontaminirane z izlo¢ki bolnikov ali klicenoscev.
Okuzba se prenasa kaplji¢no ali ob neposrednem
stiku z bolnikom, klicenoscem ali kontaminirano
povrsino oz. predmetom. Okuzbe s S. pyogenes so
zelo pogoste. Po podatkih Nacionalnega instituta za
javno zdravje (NIJZ) je bilo v letu 2015 v Sloveniji
med 78.375 prijavljenih primerov nalezljivih bo-
lezni kar 11.463 primerov streptokokne angine in
3.084 primerov $krlatinke. Istega leta je bil strepto-
kokni tonzilitis v Sloveniji po S$tevilu hospitalizira-
nih na Sestem mestu med desetimi najpogostejsimi
nalezljivimi boleznimi.

S. agalactiae kolonizira prebavila, zlasti ¢revo, se-
¢ila in rodila. Priblizno 10-40 % nosec¢nic ima slu-
znico noznice kolonizirano s S. agalactiae. Priblizno
polovica novorojenckov koloniziranih porodnic se
med porodom kolonizira s S. agalactiae, 1-2 % pa
zboli s klini¢no izrazeno boleznijo. Po porodu lahko
povzroci okuzbo maternice in sepso pri materi ter
sepso in meningitis pri novorojencku. V zadnjem
¢asu so pogostejse okuzbe s S. agalactiae pri odra-
slih bolnikih s pridruzenimi kroni¢nimi boleznimi.

S. pneumoniae kolonizira nosno-zrelni prostor
zdravih Jjudi. V zunanjem okolju hitro propade. Po-
gosteje so kolonizirani otroci, med odraslimi pa tisti,
ki zivijo v gospodinjstvu z otroki. Kolonizacija se na-
vadno zac¢ne priblizno pri starosti 6 mesecev. Pozneje
se otrok prehodno kolonizira s pnevmokoki drugih
serotipov, trajanje kolonizacije pa je praviloma z vsa-
kim naslednjim serotipom krajse. Med predsolskimi
otroki je s pnevmokokom koloniziranih 20-50 % ot-
rok, med starej$imi otroki in mlaj$imi odraslimi pa
samo Se 5-15 %. Vir okuzbe so kolonizirane osebe in
bolniki. Pnevmokokna okuzba se razvije pri manj-
$em delu koloniziranih, odvisno od virulence pnev-
mokoka in gostiteljevega imunskega odziva. Prenasa
se kaplji¢no ali z neposrednim stikom. Pnevmokok-
ne okuzbe se pojavljajo sezonsko, predvsem pozimi
in zgodaj spomladi. Zbolevajo zlasti otroci, mlajsi od
5 let, in odrasli, starejsi od 65 let. Po podatkih NIJZ
je bilo v letu 2015 prijavljenih 332 primerov potrje-
nih invazivnih pnevmokoknih okuzb (16,1/100.000
prebivalcev). Med prijavami z znano klini¢no sliko
so bili v vecini bolniki z invazivno plju¢nico.

Ostali alfahemoliti¢ni steptokoki so del normal-
ne mikrobiote zgornjih dihal, ustne votline, prebavil

in secil. So pomembni povzrocitelji subakutnega in-
fekcijskega endokarditisa, sepse pri nevtropeni¢nih
bolnikih in razli¢nih abscesov.

KLINICNA SLIKA

Streptococcus pyogenes

Akutno vnetje Zrela (streptokokna angina ali
streptokokni tonzilitis) in Skrlatinka

Bakterijsko akutno vnetje zrela povzroca S. pyoge-
nes, lahko tudi betahemoliti¢ni streptokoki skupin
C in G, medtem ko $krlatinko povzrocajo samo
tisti sevi S. pyogenes, ki izlo¢ajo pirogene eksoto-
ksine (eritrogene toksine). Za okuzbo so dovzetne
vse starostne skupine, vendar najpogosteje zbolijo
otroci med 3. in 10. letom starosti. Akutno vnetje
zrela se za¢ne nenadno z mrzlico, visoko vroc¢ino in
bolec¢inami pri poziranju. Zrelo je mo¢no pordelo,
jezicek otekel, nebnici pokriti z belimi ¢epki ali si-
vobelimi oblogami, podro¢ne bezgavke spredaj na
vratu so povecane in bolece. Pri skrlatinki akutno
vnetje Zrela spremlja znacilen folikularni izpuscaj,
ki se s trupa $iri na vrat in ude in se po enem tednu
zacne lusciti. Bolnik s gkrlatinko ima tudi izrazito
rdeca lica, bledico okoli ust ter malinast jezik. Ker
diferencialnodiagnosti¢no pri akutnem vnetju Zre-
la pridejo v postev $tevilne virusne okuzbe, se gle-
de antibioti¢nega zdravljenja odlo¢amo na osnovi
klini¢nih Centorjevih meril in hitre mikrobioloske
diagnostike z dokazom streptokoknega antigena v
brisu zrela. Po prebolelem streptokoknem vnetju
zrela se razvije uc¢inkovit imunski odziv, ki varuje
pred ponovno okuzbo z betahemoliti¢nim strep-
tokokom skupine A z enakim serotipom M. Zara-
di velikega Stevila razli¢nih serotipov M, lahko za
streptokoknim vnetjem Zrela zbolimo veckrat. Po
preboleli skrlatinki se razvije ucinkovit imunski
odziv, ki varuje pred ponovitvijo $krlatinke zaradi
toksina enakega serotipa. Ker obstajajo 4 serotipi
eritrogenega toksina (A, B, C in F), lahko za skrla-
tinko zbolimo veckrat.

Streptokokna gnojna okuzba koZe

Streptokokna gnojna okuzba koze ali impetigo je pre-
tezno bolezen vrocega in vlaznega podnebja, pri nas
pa se pojavlja zlasti poleti in zgodaj jeseni. Prizadeta
je vrhnjica (epidermis) z znacilnimi skupki gnojnih
mehurckov in krastami. Okuzba se prenasa z ne-
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posrednim stikom z bolnikom, ki ima streptokokne
gnojne kozne lezije. Povzrocitelji impetiga so lahko
betahemoliti¢ni streptokoki skupin A, B, Cin G.

Invazivne streptokokne okuzbe

V zadnjem desetletju se je po vsem svetu poveca-
la pojavnost invazivnih okuzb z betahemoliti¢ni-
mi streptokoki, kot so Sen, streptokokni celulitis,
nekrotizirajoc¢i fasciitis, miozitis in streptokokni
sindrom toksi¢nega $oka. Sen ali erizipel je strepto-
kokna okuzba koze, ki prizadene usnjico (dermis).
Najpogosteje nastane na obrazu ali spodnjih udih.
Bolezen se za¢ne naglo z vrocino in mrzlico, na kozi
se nenadno pojavi od zdrave koZe ostro omejena
boleca rdecina, dvignjena nad raven koZe, vnete so
tudi limfne zile in bezgavke. Celulitis je akutno di-
fuzno gnojno vnetje koze z jasnim Zari$¢em okuzbe
na kozi ali brez njega. Ker gre za vnetje v globini,
rob ni ostro omejen od zdrave koze. Nekrotizirajo-
¢i fasciitis je zelo huda bakterijska okuzba mehkih
tkiv, ki prizadene usnjico, podkozno tkivo, misi¢ne
ovojnice in/ali misi¢nino. Ve¢inoma zbolevajo od-
rasli, vstopno mesto okuzbe pa so najveckrat koza
in mehka tkiva. Ce invazivno okuzbo koze povzro-
¢ijo sevi bakterije S. pyogenes, ki izlo¢ajo pirogene
toksine, pride zaradi prekomerne aktivacije imun-
skega sistema do razvoja streptokoknega sindroma
toksicnega $oka, za katerega so podobno kot pri
stafilokoknem sindromu toksi¢nega Soka znacilni
visoka vrocina, hipotenzija, izpuscaj, lus¢enje koze
in vecorganska prizadetost, ki hitro napreduje v $ok.
V primeru streptokoknega sindroma toksicnega
$oka so bakterije navadno tudi v krvi (bakteriemija
in toksemija). Najpogostejsi povzrocitelji so sevi S.
pyogenes serotipov M1 in M3.

Pozni zapleti streptokokne okuzbe

Kot pozna zapleta se nekaj tednov po okuzbi z
bakterijo S. pyogenes lahko razvijeta revmati¢na
vro¢ina in postreptokokni akutni glomerulonefri-
tis. Domnevajo, da je revmati¢na vrocina posledi-
ca navzkrizne imunske reakcije med streptokokno
beljakovino M in humanim tkivom, zlasti miokar-
dom. Do postreptokoknega akutnega glomerulone-
fritisa pride zaradi odlaganja imunskih komplek-
sov (strukturnih antigenov iz streptokokne celicne
membrane in protiteles proti njim) na glomerulni
bazalni membrani in posledi¢nega imunskega odzi-
va, ki pripelje do njenega unicevanja.
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Streptococcus agalactiae

Pri novorojencku se lahko razvije zgodnja okuzba s
S. agalactiae (v prvem tednu po porodu) in pozna
okuzba s S. agalactiae (v enem tednu do treh mese-
cih). Zgodnja okuzba, ki je posledica okuzbe v po-
rodnem kanalu, se kaze z znaki neonatalne sepse, ki
je klini¢no ne moremo razlikovati od sepse, povzro-
¢ene z drugimi bakterijami. Pozna okuzba je lahko
posledica okuzbe v porodnem kanalu ali kasnejse
okuzbe, katere vir je kolonizirana mati ali drug ko-
loniziran otrokov skrbnik. Pri poznih okuzbah se
najveckrat razvije gnojni meningitis.

Pri materah se okuzba kaze z vrocino po poro-
du, endometritisom ali poporodno sepso, pri osta-
lih odraslih osebah pa S. agalactiae lahko povzroca
okuzbe mehkih tkiv in koze (najpogosteje celulitis),
okuzbe secil, plju¢nico, endokarditis in septi¢ni
artritis.

Drugi betahemoliti¢ni streptokoki povzrocajo
podobne okuzbe kot S. pyogenes, lahko tudi menin-
gitis, epiduralne abscese, abscese v trebusni votlini
in okuzbe secil.

Streptococcus pneumoniae

Pnevmokoki povzrocajo plju¢nico domacega oko-
lja, akutno vnetje srednjega usesa, akutno vnetje
obnosnih votlin, gnojni meningitis in bakteriemijo.
Redkeje povzrocajo osteomielitis, septic¢ni artritis,
endokarditis, perikarditis, peritonitis, celulitis in
mozganski absces. Dejavniki tveganja za pnevmo-
kokne okuzbe so predhodna virusna okuzba dihal,
pridruzene kroni¢ne bolezni dihal, srca, ledvic in
jeter, sladkorna bolezen, asplenija, drugi vzroki os-
labelosti imunskega sistema (npr. imunosupresiv-
no zdravljenje, primarne imunske pomanjkljivosti,
okuzba s HIV, bolezni kostnega mozga), kajenje,
starost (manj kot 5 let in ve¢ kot 65 let), alkoholi-
zem, podhranjenost ter neugodne socialne razme-
re. Polzkov vsadek in likvoreja povecujeta tveganje
pnevmokoknega meningitisa.

MIKROBIOLOSKA DIAGNOSTIKA

Diagnozo bolezni, ki jih povzrocajo streptokoki,
postavimo z dokazom povzrocitelja vkuzninah (npr.
brisu nebnic, brisu zrela, gnojnih koznih spremem-
bah, hemokulturah, izmecku). Kuznino cepimo na
ustrezna bakterioloska gojis¢a, kjer povzrocitelja
osamimo, ga identificiramo in pri betahemoliti¢nih
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streptokokih opredelimo polisaharidni antigen. S
hitrimi antigenskimi testi lahko S. pyogenes v nekaj
minutah dokazemo neposredno v kuzninah, odvze-
tih iz zgornjih dihal, topni pnevmokokni antigen pa
v secu.

Odvzem kuZnin

Za neposredno dokazovanje streptokokov jemlje-
mo glede na vrsto okuzbe razlicne kuznine v akutni
fazi bolezni. Pri sumu na streptokokno vnetje Zre-
la odvzamemo bris Zrela ali bris nebnic, enako pri
sumu na $krlatinko.

Za ugotovitev povzrocitelja impetiga odvzame-
mo bris vsebine pustul ali vezikul, pri celulitisu pa
skusamo streptokoke osamiti iz tkivne tekocine,
odvzete z aspiracijo z iglo. Pri razsirjenih in globljih
streptokoknih okuzbah tkiv in sumu na streptokok-
no sepso odvzamemo hemokulture.

Za dokaz povzrocitelja pljucnice preiskujemo iz-
mecek in kri (hemokultura), pri drugih bolezenskih
znakih pa likvor (meningitis), plevralni punktat,
peritonealni eksudat in druge kuznine, odvisno od
mesta vnetja.

Preiskave

Neposredna mikroskopska preiskava

Primerna je za pregled izmecka in vseh primar-
no sterilnih kuznin (npr. likvorja, peritonealnega
eksudata, punktatov in aspiratov). Mikroskopska
slika razmaza kuznine, obarvanega po Gramu, po-
kaze morfolosko znacilne bakterije, tj. po Gramu
pozitivne diplokoke ali po Gramu pozitivne koke v
verizicah.

Hitri antigenski testi

Hitri antigenski test za dokaz S. pyogenes neposred-
no v brisu Zrela ali nebnic je med najbolj uporab-
nimi hitrimi mikrobiolo$kimi testi. Pri akutnem
vnetju Zrela je najbolj pomembno, da razlikujemo
med okuzbo s S. pyogenes. ki jo moramo zdravi-
ti z antibiotikom, in ostalimi, ve¢inoma virusnimi
povzrocitelji. Pri odlo¢anju, kako ukrepati ob aku-
tnem vnetju Zrela, si lahko pomagamo s klini¢nimi
tockovnimi merili (npr. Centorjevimi merili), ki
nam pomagajo pri odloc¢anju, pri katerem bolniku
je smiselno dodatno mikrobiolosko diagnosticira-
nje. Ob izpolnjenih klini¢nih tockovnih merilih s
hitrim antigenskim testom lahko prakti¢no ob bol-
niku v dobrih 15 minutah ugotovimo, ali akutno

vnetje Zrela povzroca S. pyogenes, in se ob pozitiv-
nem rezultatu odlo¢imo za antibioti¢no zdravljenje.
Testi temeljijo na dokazu streptokoknega specific-
nega polisaharidnega antigena A, ki ga najpogosteje
dokazemo s specifi¢nimi protitelesi vimunokroma-
tografski reakciji. Hitri testi so visokospecifi¢ni in
nekoliko manj obcutljivi.

S hitrim antigenskim testom lahko dokazujemo
tudi topni pnevmokokni antigen v urinu ali likvorju.

Osamitev in identifikacija bakterijske vrste
KuZnino zasejemo na krvni agar in obogateno te-
koce gojisce ter inkubiramo 24-48 ur pri 35 °C.
urah. Na krvnem agarju opredelimo vrsto hemolize
in se na tej osnovi odlo¢imo za nadaljnje biokemij-
ske teste, potrebne za prepoznavanje streptokokov.
Pri betahemoliti¢nih streptokokih obvezno dolo¢i-
mo tudi polisaharidni antigen ali skupino po Lan-
cefieldovi, ki jo rutinsko dolo¢amo s specificnimi
protitelesi proti polisaharidnim antigenom A, B, C,
F in G, najveckrat z reakcijo koaglutinacije. Ve¢ino
streptokokov lahko zanesljivo prepoznamo tudi z
metodo masne spektrometrije MALDI-TOFE. Ne
moremo pa na ta nacin razlikovati med S. pneumo-
niae in vrstama Streptococcus mitis in Streptococcus
oralis. Zato najpomembnejsi test za prepoznavanje
pnevmokoka ostaja optohinski test, s katerim ugo-
tavljamo obcutljivost izolata za optohin.

Molekularne metode

Za neposreden dokaz okuzbe s S. pyogenes, S. agala-
ctiae in S. pneumoniae lahko uporabimo tudi razlic¢-
ne molekularne teste, s katerimi v kuznini, ustrezni
za posamezno vrsto okuzbe, neposredno pomnozu-
jemo specifi¢ni odsek nukleinske kisline posame-
znega povzrocitelja.

Tipizacija pnevmokokov

Za tipizacijo pnevmokokov lahko uporabimo feno-
tipske metode in genotipske metode. Med fenotip-
skimi metodami je najpomembnejsa reakcija Neu-
feld-Quellung, ki temelji na nabrekanju kapsule po
vezavi s tipsko specificnimi protitelesi iz diagno-
sticnih antiserumov in s katero dolo¢imo kapsular-
ni serotip pnevmokoka. Vse ve¢ uporabljamo tudi
razli¢ne genotipizacijske protokole, ki temeljijo na
pomnozevanju in sekvenciranju posameznih genov.
Tipizacija pnevmokoknih izolatov je pomembna
predvsem za epidemiolosko spremljanje invaziv-
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nih pnevmokoknih okuzb, tj. za zbiranje podatkov
o serotipih invazivnih izolatov pnevmokokov, ki je
osnova za odlocanje o cepljenju in izbiri cepiva, pri-
mernega za doloceno okolje.

Seroloska diagnostika okuzb z bakterijo S. pyogenes
Z razli¢nimi seroloskimi testi lahko ugotovimo pri-
sotnost protiteles proti nekaterim antigenom bakteri-
je S. pyogenes v bolnikovem serumu (protitelesa proti
streptolizinu O, deoksiribonukleazi, hialuronidazi in
streptokinazi). Dokazovanje nastetih protiteles za di-
agnostiko akutnih okuzb s S. pyogenes ni smiselno,
saj se protitelesa v bolnikovem serumu pojavijo $ele
2-3 tedne po zacetku bolezni, torej takrat, ko veci-
na bolnikov Ze ozdravi. Dolocanje protiteles proti
streptokoknim antigenom in spremljanje dinamike
njihovega titra sta zelo pomembni pri diagnostiki
revmaticne vrocine in postreptokoknega akutnega
glomerulonefritisa. Pomemben porast titra protiteles
proti vsaj enemu izmed omenjenih antigenov potrju-
je pred kratkim prebolelo okuzbo s S. pyogenes.

ZDRAVLIJENJE IN PREPRECEVANJE

Okuzbe, ki jih povzroca S. pyogenes, zdravimo s
penicilinom. V nasprotju z ve¢ino po Gramu po-
zitivnih bakterij S. pyogenes $e ni razvil odpornosti
proti pencilinu. Zdravljenje je uc¢inkovito tudi s ce-
falosporini prve generacije, makrolidi, klindamici-
nom in vankomicinom. Z ustreznim zdravljenjem
okuzb, ki jih povzroca S. pyogenes, preprecujemo
tudi revmati¢no vrocino. Tudi pri okuzbah, ki jih
povzroca S. agalactiae, je zdravilo izbire penicilin,
ucinkoviti pa so tudi ampicilin, cefalosporini tret-
je generacije in vankomicin. Pnevmokokne okuzbe
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zdravimo s penicilinom, Ce so izolati zanj obcutljivi.
Ucinkoviti so tudi ampicilin, cefalosporini tretje ge-
neracije, kinoloni novejsih generacij in vankomicin.

Pri porodnicah, koloniziranih s S. agalactiae,
z antibioticno zas¢ito med porodom zmanjsamo
stopnjo kolonizacije novorojencka in tveganje okuz-
be novorojencka.

Med vsemi streptokoknimi okuzbami lahko de-
javno, tj. s cepljenjem, prepre¢ujemo samo pnevmo-
kokne okuzbe. Na voljo sta dve vrsti cepiv proti pnev-
mokokom - konjugirano in polisaharidno. Osnova
polisaharidnih cepiv so precisceni kapsularni poli-
saharidi iz 23 serotipov pnevmokokov, ki povzrocijo
vec kot 80 % vseh invazivnih pnevmokoknih okuzb.
Priporo¢amo jih odraslim in otrokom, starej$im od
2 let, z velikim tveganjem pnevmokoknih okuzb.
Konjugirana cepiva vsebujejo preciscene kapsularne
polisaharide desetih, novej$a pa kar trinajstih naj-
bolj pogostih serotipov pnevmokokov, ki so vezani
na beljakovinski nosilec (v zakljucni faczi raziskav je
ze 20-valentno cepivo). Z njimi lahko cepimo otroke
po dopolnjenem 2. mesecu starosti. Ceprav so bila
konjugirana pnevmokokna cepiva sprva namenje-
na otrokom, jih zaradi boljsega imunskega odziva
uporabljamo tudi za cepljenje starostnikov in imun-
sko oslabljenih oseb. V' Sloveniji je bilo protipnev-
mokokno cepljenje dojenckov v prvem letu starosti
leta 2015 uvrsceno v program temeljnega cepljenja
kot prostovoljno cepljenje, ki se placuje iz sredstev
obveznega zavarovanja. Cepljenje priporocamo tudi
otrokom, ki so bolj izpostavljeni okuzbi, in otrokom
z vedjim tveganjem tezjega poteka bolezni.

1. Murray PR, Rosenthal KS, Pfaller MA. Medical Microbiology, 8. izdaja. Philadelphia: Elsevier; 2016.
2. Carroll KC, Morse SA, Mietzner T, Miller S. Jawetz Melnick & Adelbergs Medical Microbiology, 27. izdaja. New York:

McGraw-Hill; 2015.

3. Tomazic J, Strle F s sodelavci. Infekcijske bolezni, 2. izdaja. Ljubljana: ZdruZenje za infektologijo SZD; 2017.
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Povrsinske in kozne mikoze

Tadeja Matos, Julija Germ

POVRSINSKE MIKOZE

Povrsinske mikoze, povzrocene z glivami Malassezia spp.
pityriasis versicolor; seboroi¢ni dermatitis.

Povrsinska kandidoza: kandide, najpogosteje Candida
albicans, povzrocajo okuzbe sluznice ustne votline, Zrela in
poziralnika, vulvovaginalne okuzbe, okuzbe koze in nohtov,
kroni¢no mukokutano kandidozo.

KOZNE MIKOZE
MIKROB

Dermatofiti, plesni, iz rodov Microsporum, Trichophyton in
Epidermophyton.

PATOGENEZA

Povzrocitelji pri ¢loveku in Zivalih; parazitirajo v porozenelih
delih koze, Skodo povzrocajo z mehanskim razras¢anjem hif.

EKOLOGIJA IN EPIDEMIOLOGIA

Geofilni (prst; patogeni za zivali in ¢loveka), zoofilni (znacilni
za dolocene vrste zivali; patogeni tudi za ¢loveka; koza,
dlaka Zivali) in antropofilni (patogeni za ¢loveka). Nekateri
se pojavljajo po vsem svetu, drugi so znacilni za dolocena
geografska podrocja.

KLINICNA SLIKA
Dermatofitoze, tinea, onihomikoza.
MIKROBIOLOSKA DIAGNOSTIKA

Neposredni mikroskopski preparat (KOH), osamitev in
identifikacija iz kuznine (postrzek koze, koscki nohtov, lasje).

ZDRAVLJENJE

Topic¢ni antimikotiki (lokalizirane okuzbe), sistemski
antimikotiki (razsirjene, kroni¢ne okuzbe).

Glivne okuzbe koZze, nohtov in las glede na glo-
bino tkiv, ki jih prizadenejo, razdelimo v tri velike
skupine:

« povrsinske mikoze, ki so omejene na zunanjo,
porozenelo plast koze in las;
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o kozne mikoze, pri katerih se glive razra$cajo v
globlje plasti epidermisa, nohtov in las;

» podkozne mikoze, ki prizadenejo dermis, pod-
kozno tkivo, miSice in fascije.

POVRSINSKE MIKOZE

Povzrocitelji povr$inskih mikoz so glive, ki navad-
no kolonizirajo porozenele dele koze, las in nohtov.
Za rast izkori$c¢ajo mascobe in keratin ter nikoli ne
vdirajo v globlje plasti. Vnetne reakcije ne izzovejo
ali pa je zelo Sibka. Navadno so le estetska motnja,
ki se odraza s pigmentnimi spremembami na kozi
(pityriasis versicolor in tinea nigra) ali z vozli¢astimi
spremembami na laseh (¢rna in bela piedra).

Povrsinske glivne okuzbe so pogostejse v toplej-
$ih in vlaznih predelih. V nasem okolju so najpo-
membnejsi povzrocitelji povr$inskih mikoz vrste
rodu Malassezia, ki povzrocajo pityriasis versicolor,
povezujejo pa jih tudi z nastankom sebori¢nega der-
matitisa, prhljajem in folikulitisom. Kandide, zlasti
Candida albicans, so povzrociteljice povrsinske kan-
didoze koze in sluznic po vsem svetu. Med redkejse
povrsinske mikoze sodijo $e tinea nigra ter bela in
¢rna piedra, ki so razsirjene predvsem na omejenih
podro¢jih s tropskim in subtropskim podnebjem.
Povzrocitelje in klini¢ne znacilnosti opisujemo v
Tabeli 37.1.
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Povrsinske mikoze, povzrocene z vrstami rodu
Malassezia spp.

Mikrob

V rod Malassezia sodi ve¢ kot deset opisanih vrst,
povzroditelji koznih mikoz na razli¢nih geografskih
podrocjih sveta pa so predvsem Malassezia furfur,
Malassezia globosa, Malassezia sympodialis in Ma-
lassezia restricta. So dimorfne lipofilne glive, ki jih
uvr§¢amo med bazidiomicete. Iz okroglih in ovalnih
kvasovk obicajno brstijo s $iroko bazo. Imajo debe-
lo steno in so velike 2-6 um. Od ostalih kvasovk se
znacilno razlikujejo po brazgotini, ki nastane ob
brstenju in se kaze na povrsini celice kot nekaksen
»ovratnik« (Slika 37.1). V primernih okoli$¢inah na
kozi se iz komenzalne oblike preoblikujejo v para-
zitsko, micelijsko obliko. Okuzbo, ki jo povzrocajo,
imenujemo pityriasis versicolor.

Epidemiologija in patogeneza

Malasezije naseljujejo kozo vecine odraslih. Do za-
Cetne naselitve pride kmalu po rojstvu, zlasti pa se
koloniziramo v mlajsi odraslosti. Pityriasis versico-
lor se pojavlja pri sicer zdravih osebah po vsem sve-
tu, najpogosteje v tropskih in subtropskih predelih,
najdemo pa jo tudi pri toplokrvnih zivalih. Okuzba
navadno poteka endogeno, s ¢loveka na ¢loveka pa
se prenasa z neposrednim stikom ali posredno pre-
ko delckov odluscene koze, ki ostajajo na oblacilih
in drugih predmetih.

V nekaterih tropskih predelih pityriasis versicolor
prizadene do 60 % prebivalstva, medtem ko je razsir-
jenost v severnih deZelah (npr. na Svedskem) niZja od
1 %. Na podrog¢jih z zmerno klimo se pojavlja zlasti v
poletnih mesecih. Zaradi hormonskih sprememb in
povecanega izlocanja Zlez lojnic, kar ugodno vpliva
na razrast gliv, je pogostejsa v mladostnistvu.

Q)

brsteca celica

@ Siroka baza

0
9 ©

Slika 37.1. Malassezia furfur z brstecimi celicami, ki spominjajo na odtis
stopala (»stopinjac).

debela celi¢na
stena

Klinic¢na slika

Pri bolnikih s pityriasis versicolor na kozi najdemo
drobne hipopigmentirane ali hiperpigmentirane
lise razli¢nih velikosti in oblik. Najpogostejse so na
zgornjem delu trupa, ramenih, obrazu in vratu, tj. na
predelih koze, ki so bogati z Zlezami lojnicami. Spre-
membe so jasno razmejene od zdrave koze, lahko
so rahlo dvignjene, in se drobno luscijo, kar je bolj
izrazito ob drgnjenju koze. Hipopigmentacija, ki je
posledica vpletanja M. furfur v proces sinteze mela-
nina, se pogosteje pojavi pri temneje pigmentiranih
osebah. Pri osebah s svetlejso poltjo so spremembe
roznate ali svetlo rjave in postanejo bolj opazne po
izpostavljanju son¢ni svetlobi. Ve¢inoma ne povzro-
¢ajo tezav in tudi do imunske reakcije navadno ne
pride, pri hujsih oblikah okuzbe ali na mo¢no vla-
znih predelih koze pa se lahko pojavi rahlo srbenje.
Pigmentne spremembe na kozi lahko kljub ustre-
znemu zdravljenju vztrajajo ve¢ mesecev.

Ob okuzbi lasnih foliklov pride do folikulitisa,
perifolikulitisa ali koznih abscesov, a so tovrstni za-
pleti redki. Z malasezijami povzrocen folikulitis je
pogostejsi v tropskih in subtropskih predelih sveta.
Klini¢no se kaze v obliki srbe¢ih monomorfnih pa-
pul in pustul na podroc¢ju prsnega kosa, ramenskega
obroca, redkeje na vratu in obrazu. Pogosteje se po-
javlja pri bolnikih, ki se zdravijo z glukokortikoidi,
dolgotrajno z antibiotiki, imajo sladkorno bolezen,
kroni¢no ledvi¢no odpoved, rakave bolezni in aids.
Kolonizacijo lasnih foliklov z malasezijo ugotavljajo
tudi pri zdravih osebah.

Seboroicni dermatitis je pogosta dermatoza, ki
prizadene 1-3 % imunokompetentnega odraslega
prebivalstva. Delez se spreminja glede na imunsko
stanje in starost. Etiolosko ga $e niso opredelili, a ga
pogosto povezujejo s prisotnostjo malasezije. Ma-
lassezia spp. lahko zlasti pri novorojenckih in ne-
donos$enckih, ki prejemajo mas¢obno parenteralno
prehrano, povzroci katetrsko sepso (Poglavije 40).

Mikrobioloska diagnostika

Za postavitev diagnoze zado$¢a znacilna klinic-
na slika pityriasis versicolor, ki jo potrdimo z mi-
kroskopskim pregledom postrzka prizadete koze.
Preparat pripravimo na stekelcu, postrzek spre-
membe pa prelijemo z 10-odstotno raztopino kali-
jevega hidroksida (KOH) ali obarvamo s kalkofluor
belim (angl. calcofluor white, CFW). V preparatu
najdemo kratke, septirane hife razlicnih dolzin, ki v
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premeru merijo 2,5-4 um in so prepletene s skupki
enoceli¢nih okroglih ali ovalnih brstecih celic z de-
belo celi¢no steno in znacilno $iroko bazo (znacilen
izgled »Spagetov z mesnimi kroglicami«).

Kultivacija M. furfur je zahtevna, saj ne zraste na
standardnih mikoloskih gojis¢ih, ampak za rast po-
trebuje dodatek mascob. Kultiviramo jo na poseb-
nih gojis¢ih ali na Sabouraudovem gojis¢u z dodat-
kom olj¢nega olja. Po nekaj dneh inkubacije pri 30
°C na goji$cu zrastejo drobne, konveksne kolonije
kremnobele barve. Identifikacija do ravni vrste pri
zdravljenju povrsinskih mikoz ni potrebna. Pripo-
rocajo jo, ¢e gre za izolat, ki je povzrocil fungemijo,
ter v epidemioloske namene.

Zdravljenje

Ceprav lahko okuzba spontano preide, je navadno
kroni¢na in dolgotrajna. Zdravimo jo z lokalnim
nanasanjem azolov in keratolitikov ter z negovan-
jem prizadetih predelov koze s $amponi, ki vsebuje-
jo ketokonazol in selenov disulfid.

Povrsinska kandidoza
Mikrob

Stevilne kvasovke rodu Candida so normalno na-
vzoce na povrsinah sluznic prebavil in spolovil ter
na kozi. Z njimi pridemo v stik Ze kmalu po rojstvu.
Povrsinsko kandidozo najpogosteje povzroca C. al-
bicans, redkeje tudi druge vrste. Kandide so sicer
tudi najpomembnejsi oportunisti¢ni povzrocitelji
sistemskih glivnih okuzb.

Tabela 37.1. Povzrocitelji povrdinskih mikoz.

Okuzba

Epidemiologija in patogeneza

Povrsinska kandidoza je razdirjena po vsem svetu.
Najpogosteje se pojavlja na sluznicah in vlaznih
predelih koze (npr. v dimljah, pod dojkami). Gre za
oportunisticno okuzbo. Razli¢ni notranji in zunan-
ji dejavniki lahko porusijo ravnovesje normalne
mikrobiote koze in sluznic, ki omogoca ¢ezmerno
razrast kandid in znake povrsinske kandidoze
(Tabela 37.2).

Klinic¢na slika

Najpogostejsa oblika povrsinske kandidoze je
okuzba sluznic, na katerih vidimo nezne, bele in
rahlo privzdignjene obloge. Obloge se zlivajo med
seboj in tvorijo siraste psevdomembrane, kar ime-
nujemo psevdomembranska kandidoza ali sor. Pri
oralni kandidozi najdemo bele obloge na bukalni
sluznici in trdem nebu; navadno jih z lahkoto od-
stranimo, pod njimi pa se pokaze rdecina ali plit-
ka razjeda, okolna sluznica pa je rdeca in otekla.
Vaginalna kandidoza je pogosta med nosecnostjo,
pogosteje zbolevajo zenske s sladkorno boleznijo
in Zenske, ki jemljejo oralna kontracepcijska sred-
stva ali prejemajo hormonsko nadomestno zdravl-
jenje. Kozna kandidoza se pojavlja na mestih, ki so
pogosto vlazna (pod dojkami, na notranji strani
pregibov, med prsti). Prizadeta koza je pordela in
se ludci. Bolniki toZzijo zaradi pekocega in srbece-
ga obcutka na kozi. Pri majhnih otrocih kandida
povzroc¢a »dermatitis pod plenicami«. Otomikoza
je subakutna ali akutna povrsinska glivna okuzba
zunanjega sluhovoda, ki jo v desetini primerov

Klinicne znacilnosti

Povzrocitelj

Znacilnosti povzrocitelja

Epidemiologija

Malassezia furfur lipofilna kvasovka pityriasis versicolor, nepravilno oblikovane lise, kolonizira koZo; Sirom po svetu
seboroicni dermatitis, rahlo pigmentirane, rdeckaste,
folikulitis drobno luS¢oce se,
na ravni koze — trup, ramenski obroc
Candida spp. kvasovka kozna in sluznicna kandidoza, ~prizadeta koza je pordela in kolonizira koZo, sluznice
otomikoza, macerirana, z lus¢enjem, prebavil in spolovil;
kroni¢na mukokutana na sluznicah vidimo bele obloge, ki~ Sirom po svetu
kandidoza se zlivaj
Hortaea werneckii temno pigmentirana gliva tinea nigra temne lise na dlaneh in podplatih soline;
Sirom po svetu
Trichosporon inkin, kremnobele kolonije kvasovk bela piedra beli vozlici na laseh in dlakah, zlahka ~ tropska in in subtropska
T. beigelii, artrokonidiji jih odstranimo s prsti podrogja
T. asahii,
T. mucoides
Piedraia hortae temno pigmentirana gliva ¢rna piedra ¢mitrdivozlici na laseh senedajo  tropska in in subtropska
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Tabela 37.2. Oblike povrinskih, neinvazivnih okuzb, ki jih povzrocajo Candida spp., in najpogostej3i dejavniki tveganja.

Oblike povrsinskih in neinvazivnih okuzb, kijih  Dejavniki tveganja

povzrocajo Candida spp.

okuzbe ustne sluznice in Zrela,

okuzbe sluznice poZiralnika (ezofagitis) maligna bolezen,
antibiotiki,

citotoksicna kemoterapija,
sistemski kortikosteroidi,
obsevanje glave in vratu,
zobna proteza,

bolniki, okuzeni s HIV,

ekstremna starost (starostniki, nedonosencki),

stanje po presaditvi krvotvornih mati¢nih celicin ¢vrstih organov

vulvovaginalne okuzbe
nosecnost,
skladkorna bolezen,
sistemski kortikosteroidi,
antibiotiki

okuzbe koze in nohtov

oralna kontracepcijska sredstva,

vlazna koza (plavalci, gospodinje, koza pod plenicami, pod koznimi

gubami), periferna Zilna bolezen, sladkorna bolezen, debelost

kroni¢na mukokutana kandidoza

urinski kateter,
motnje pretoka urina,
posegi na secilih,
sladkorna bolezen

okuzbe secil

povzrocajo glive, med njimi najpogosteje vrste iz
rodov Aspergillus (do 90 %) in Candida (10 %),
redkeje tudi druge. Do naselitve gliv in okuzbe po-
gosto pride sekundarno, tj. po predhodni bakterij-
ski okuzbi, poskodbi ali ob pove¢anem izlo¢anju
usesnega masla. Otomikoza je znacilna za tropske
predele, pojavnost pa je vecja pri posameznikih, ki
so pogosto v stiku z vodo (npr. vodni $porti), saj
je vlaga pomemben dejavnik tveganja. Prizadeto
podrocje je vneto in srbece, z izcedkom iz sluhovo-
da, ki ga lahko spremlja slabsi sluh.

Kroni¢na mukokutana kandidoza je heterogena
skupina sindromov z znacilnimi kroni¢nimi kozni-
mi spremembami koze, nohtov in sluznic. Zgodnje
spremembe v ustni votlini so podobne tistim, ki jih
vidimo pri psevdomembranski kandidozi, kasneje
pa dobijo videz kroni¢ne hiperplasticne (nodular-
ne) kandidoze. Spremembe so navadno generalizi-
rane, koza in nohti pa so prizadeti v razlicnem ob-
segu in stopnji. Navadno se pojavijo ze v otro$tvu
in so pogosto povezane s Stevilnimi imunolo$kimi
nenormalnostmi. Nekatere oblike spremljajo razlic-
ne endokrinoloske motnje.

Mikrobioloska diagnostika

Iz postrzka ali brisa prizadete koze oz. sluznic prip-
ravimo mikroskopski preparat z 10-odstotno raz-

T-limfocitna pomanjkljivost — prirojena bolezen

topino KOH, v katerem opazujemo brstece celice s
psevdohifami ali brez njih. Za kultivacijo kuznino
nacepimo na Sabouraudovo gojisce in na kromoge-
no gojisc¢e. Osamljen izolat identificiramo po stan-
darnem postopku z biokemijskimi testi ali masno
spektrometrijo.

Zdravljenje

Povrsinske okuzbe nohtov, koze in sluznic zdravimo
zlokalnim nanasanjem antimikotikov, kot sta klotri-
mazol in mikonazol. Trdovratnejse ali ponavljajoce
se okuzbe zdravimo oralno s flukonazolom ali it-
rakonazolom. Sluzni¢ne in kozne spremembe pri
kroni¢ni mukokutani kandidozi lahko ucinkovito
nadzorujemo s sistemskimi antimikotiki, a se ob
prekinitvi zdravljenja znaki in simptomi ponovno
pojavijo.

KozZne mikoze, dermatofitoze

Mikrob

Kozne mikoze oz. dermatofitoze so povrsinske
okuzbe koze, las, lasi$¢a in nohtov. Povzroca jih
skupina vlaknatih gliv, ki jih imenujemo dermato-
fiti in imajo podobne fizioloske in morfoloske zna-
Cilnosti ter antigensko strukturo. Njihova najbolj
izrazita lastnost je sposobnost razgradnje keratina.
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Dermatofite, pri katerih poznamo spolni nacin raz-
mnozevanja (tvorba askospor), uvr§¢amo v deblo
Ascomycota. Vecina dermatofitov se razmnoZuje
nespolno s tvorbo spor. Enoceli¢ne imenujemo mik-
rokonidiji, veccelicne pa makrokonidiji. Poznamo
priblizno 40 vrst dermatofitov, ki jih glede na nacin
nespolnega razmnozZevanja razvr§¢amo v tri rodove:
Trichophyton, Epidermophyton in Microsporum.
Rodove med seboj razlikujemo glede na rast na
gojiscih in zahteve po hranilih, medtem ko se mi-
kroskopsko razlikujejo po obliki mikrokonidijev in

makrokonidijev. Vsi rodovi imajo hialine, septira-
ne hife. Najve¢ predstavnikov uvr§¢amo v rod Tri-
chophyton (Slike 37.2-37.5). Zanje so znacilni redki,
cilindri¢ni makrokonidiji z gladko povrsino in Ste-
vilni mikrokonidiji (Sliki 37.4 in 37.5).

Vrste iz rodu Microsporum se nespolno razmno-
zujejo z mikrokonidiji in zasiljenimi vecceli¢nimi
makrokonidiji, ki imajo pogosto hrapavo povrsino
(Sliki 37.6-37.8). Epidermophyton floccosum je edi-
ni predstavnik svojega rodu. Zanj je znacilna tvor-
ba gladkih kijastih makrokonidijev, ki se urejajo v

a)

Slika 37.2. Trichaphyton rubrum — kultura: a) zracni micelij, b) ozadje.

Slika 37.3. Trichophyton mentagrophytes — kultura: a) zracni micelij, b) ozadje.
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hifa v obliki spirale zrnicasta povrsina
makrokonidijev

mikrokonidij
mikrokonidij
hifa
hifa
makrokonidij
Slika 37.4. Trichophyton mentagrophytes, znacilne mikroskopske strukture. Slika 37.7. Microsporum canis, znacilne mikroskopske strukture.

Slika 37.5. Trichophyton mentagrophytes; nativni preparat iz kulture, laktofenol Slika 37.8. Microsporum canis, nativni preparat iz kulture, laktofenol modro,
modro, 400-kratna povecava. 400-kratna povecava.

Slika 37.6. Microsporum canis, kultura; zracni micelij. Slika 37.9. Epidermophyton floccosum, kultura; zraéni micelij.
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zreli makrokonidij

nezreli makrokonidij

hifa

klamidospora

Slika 37.10. Epidermophyton floccosum, znacilne mikroskopske strukture.

Tabela 37.3. Povrocitelji dermatofitoz glede na najpogostejse mesto okuzbe.

Slika 37.11. Epidermophyton floccosum, nativni preparat iz kulture, laktofenol
modro, 400-kratna povecava.

Dermatofitije Povzrocitelji

tinea pedis T. rubrum, T. mentagrophytes, E. floccosum
tinea capitis T. mentagrophytes, M. canis

tinea barbae T. mentagrophytes

tinea cruris T. rubrum, T. mentagrophytes, E. floccosum
tinea corporis T. rubrum, E. floccosum

tinea unguinum T. rubrum, T. mentagrophytes, E. floccosum

tinea manum T. mentagrophytes, M. canis, T. verrucosum, M. gypseum

skupine, medtem ko mikrokonidijev ne tvori (Slike
37.9-37.11).

Patogeneza

Dermatofiti povzrocajo okuzbe pri ¢loveku in pri
zivalih. Prizadenejo le povrhnje dele epidermisa,
sloj stratum corneum ter porozenele dele las in noh-
tov. V zrnasto plast epidermisa stratum granulosum
vdrejo redko. Sistemskih okuzb ne povzrocajo, saj
pri 37 °C ne morejo rasti; rastejo pri temperaturi 20—
25 °C. Dobro so prilagojeni na porozenele dele koze,
kjer parazitirajo. Skodo povzro¢ajo z mehanskim
razra$¢anjem hif v tkivu in z razgradnjo keratina.
Nastanek dermatofitoz pospesujejo nekateri lokalni
dejavniki na kozi (npr. topli, vlazni predeli koze, hi-
perhidroza), zmanj$an imunski odziv (prirojena ali
pridobljena imunska oslabljenost), genetska nagn-

326

jenost in morebitne pridruzene bolezni. Odpornost
proti okuzbam omogocajo mascobne kisline in hit-
ro obnavljanje epitelnega sloja koze. Pri patogenezi
je verjetno pomembna T-celi¢na imunost, pri okuz-
bi lasnih foliklov tudi fagocitna sposobnost nevtro-
filcev. Vrascanje hif v keratinski sloj lahko povzroci
suho luscenje, hiperkeratozo, eritem ali celo edem.
Dermatofitoze ali tinee se razlikujejo glede na po-
vzrocitelja in jih imenujemo po prizadetih delih te-
lesa (Tabela 37.3).

Ekologija in epidemiologija

Dermatofite glede na naravni habitat razdelimo na
geofilne, zoofilne in antropofilne. Geofilne derma-
tofite najdemo v prsti ter so patogeni za zivali in
za Cloveka. Zoofilne dermatofite najdemo v kozi
in dlakah zivali. Antropofilni dermatofiti navad-
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Tabela 37.4. Razvrstitev dermatofitov glede na ekoloSke nie in nacin okuzbe pri cloveku.

Ekoloska nisa

Gostitelj

Nacin okuzbe pri ¢cloveku

Epidermophyton floccosum, Microsporum
audouinii, Trichophyton mentagrophytes var.
interdigitale,

T. rubrum,

T. schoenleinii,

T. tonsurans,

T. violaceum

antropofilni

M. canis,

M. galline,

T. equinum,

T. mentagrophytes var. mentagrophytes,
T. mentagrophytes var. erinacei,

T. verrucosum

zoofilni

geofilni M. gypseum

no povzrocajo bolezen pri ¢loveku. Osamitev in
identifikacija dermatofita omogocata napoved po-
teka okuzbe. Okuzbe z antropofilnimi glivami, ki
povzrocajo vec¢ino dermatofitoz pri ljudeh, so kro-
ni¢ne in s §ibkim vnetnim odzivom, zdravljenje pa
je zahtevno. Okuzimo se ob neposrednem ali pos-
rednem stiku z bolnim ¢lovekom s koscki keratina,
v katerih dermatofiti dolgo ostanejo zivi. Zoofilni
in geofilni dermatofiti pri gostitelju izzovejo moc-
nejs$i imunski odziv, saj niso tako dobro prilagojeni
na ¢loveka. Pricakujemo dober odziv na zdravlje-
nje. Do prenosa pride s stikom z dermatofiti iz
zemlje ali po stiku z okuZenimi Zivalmi. Okuzbe
z geofilnimi glivami so pogoste pri ljudeh, ki so v
stiku z zemljo. V naSem okolju je najpomembnejsi
predstavnik Microsporum gypseum. Zoofilni der-
matofiti parazitirajo na govedu, glodalcih, psih in
mackah, pri nas najpogosteje Microsporum canis,
Trichophyton mentagrophytes in Trichophyton ver-
rucosum (Tabela 37.4).

Dermatofitoze se pojavljajo pri obeh spolih v
vseh starostnih obdobjih, a z nekaterimi izjemami
— tineo capitis pogosteje opazimo pri otrocih pred
puberteto, odrasli moski pa so bolj dovzetni za ti-
neo cruris in tineo pedis. Nekatere vrste dermatofi-
tov so ubikvitarne, druge so znacilne za endemska
obmocja. Medtem ko v Severni Ameriki prednjaci
Trichophyton tonsurans (75-88 %), je spekter der-
matofitov v Evropi bolj pester. Na Nizozemskem
v polovici primerov osamijo T. verrucosum in Tri-
chophyton schoenleinii, sledijo Trichophyton viola-
ceum in M. canis. Povsem drugace je v Nemciji in
srednji Evropi, kjer prednjaci M. canis. Enako velja
tudi za Slovenijo. V pregledni raziskavi so v obdobju

clovek

posredni in neposredni prenos — preko koznih lusk,
ki odpadejo s prizadetega dela koZe

macka, pes, ptice,
glodavdi, jez, krava, konj

parazitirajo dlake in kozo Zivali
prenos preko dlake na cloveka
pri zivalih okuzba neizrazita

prst stik z zemljo, pogosteje v tropskih predelih

1995-2002 v ljubljanski regiji po pogostosti osamili
M. canis (46,8 %), Trichophyton rubrum (36,7 %), T.
mentagrophytes var. interdigitale (7,9 %) in T. men-
tagrophytes var. mentagrophytes (4,9 %).

Klini¢na slika

Dermatofitoze uvrs¢amo med najpogostejse okuz-
be na svetu. Dermatofiti parazitirajo v porozenelih
plasteh koze, nohtih in laseh. Klini¢na slika je pestra
in odvisna od vrste povzrocitelja, kolic¢ine inokulu-
ma in gostiteljevega imunskega stanja. Najpogostej-
$a klini¢na slika je kolobarjasta eritematozna spre-
memba, ki se pojavi na kozi trupa, obraza ali udov,
se drobno lus¢i, ima privzdignjen rob in véasih srbi.
Glivicno okuzbo nohtov imenujemo onihomikoza
in jo povzrocajo $tevilni dermatofiti; prizadene pri-
blizno 3 % prebivalstva v drzavah z zmernim pod-
nebjem. Navadno se pojavi pri odraslih. Pogosto
prizadene nohte na prstih nog, pri ¢emer prednjaci
noht na palcu. Potek je dolgotrajen; noht postane za-
debeljen, razbarvan, privzdignjen in lomljiv. Najpo-
gostejsi povzrocitelj je T. rubrum.

Tinea lasis¢a se lahko kaze s privzdignjenim
okroglim ali obrocastim podrocjem alopecije z
rdecino in lus¢enjem, vcasih tudi s papulami, pu-
stulami in vezikli. Znacilno privzdignjeno in za-
debeljeno spremembo imenujemo kerion in pri-
zadene tudi lasne mesSicke. Lasje, okuzeni z M.
canis, Microsporum audouinii in T. schoenleinii, ob
osvetlitvi z Woodovo svetilko fluorescirajo rume-
nozeleno. Tineo lasi§¢a moramo prepoznati in pra-
vocasno zdraviti, saj se sicer lasi$ce zabrazgotini in
vodi v izgubo las.
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37. Povrsinske in kozne mikoze

Diagnostika

Klini¢na slika dermatofitoz je znacilna. Potrdimo jo
z neposrednim mikroskopskim preparatom, izdela-
nim z 10-odstotno raztopino KOH, v katerem lahko
opazujemo glivne elemente, najpogosteje septirane
hife, lahko tudi konidije in artrokonidije. Diagno-
zo dokon¢no potrdimo z osamitvijo povzrocite-
lja iz kuznine (postrzka koze, kosckov nohtov ali
las). Poleg morfoloskih in fizioloskih znacilnosti
povzrocitelja sta pomembni tudi klini¢na slika in
epidemioloska anamneza, saj so nekateri derma-
tofiti prisotni na omejenih geografskih obmo¢jih.
Ker na gojisc¢ih rastejo pocasi, moramo za negativni
izvid pocakati najmanj Stiri tedne. Vzorce inkubi-
pogosteje na standardnem Sabouraudovem gojiscu,
v katero dodamo antibiotike in cikloheksimid, ki
zavre rast drugih hitrorastocih kontaminantov. Na
dermatofitnem gojis¢u dermatofiti spremenijo bar-
vo gojis¢a iz rumenooranzne v rdeco; njihova rast
namre¢ goji$ce alkalizira, zato indikator (fenol rde-
¢e) spremeni barvo. Dermatofiti se med seboj po-
membno razlikujejo glede na hitrost rasti, videz po-
vrsine kolonij in barvo (Slike 37.2, 37.3, 37.6, 37.9).
To je pogosto izrednega pomena, saj omogoca, da
jih prepoznamo Zze pred mikroskopiranjem. Kolo-
nije so lahko puhaste in prasnate ter rastejo izrazito
konveksno ali bolj povrsinsko. Barva kolonij je od-
visna od sestave gojiS¢a in vrste dermatofita; kolo-
nije so bele, krem ali roZnate ter tudi rdece javkaste
in vijoli¢ne. Mikroorganizem navadno opredelimo
s kombinacijo makroskopskih in mikroskopskih
znacilnosti. Izolate z neznacilno morfologijo iden-
tificiramo s sekvenciranjem vmesnega distan¢nika
ribosomskega operona.

Zdravljenje

Lokalizirane okuzbe, ki ne prizadenejo las in noh-
tov, zdravimo lokalno z nanasanjem krem in gelov,
ki vsebujejo antimikotike, medtem ko razirjene
in kroni¢ne okuzbe zdravimo s sistemskimi anti-
mikotiki. Pomembni so tudi higienski ukrepi, npr.
strizenje ali britje prizadetega lasi$¢a in umivanje z
antimikoticnimi $amponi. Da preprec¢imo Sirjenje
okuzbe, moramo bolnike pouciti o pravilnem rav-
nanju. Potrebno je tudi dosledno ciscenje javnih
kopalis¢ in bazenov s fungicidnimi raztopinami ter
odkrivanje in zdravljenje dermatofitoz pri zivalih.
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Onihomikoze, ki jih povzrocajo
nedermatofitne glive

Mikrob

Onihomikoze so glivne okuzbe nohtov in jih poleg
dermatofitov povzrocajo tudi Stevilne druge glive,
med njimi predvsem vrste iz rodov Candida, Asper-
gillus, Fusarium, Scopulariopsis brevicaulis, Neos-
cytalidium dimidiatum in Neoscytalidium hyalinum.

Patogeneza

Okuzba lahko nastane na dva nacina. Okuzba, ki se
pri¢ne v proksimalnem delu nohta, na obnohtju, in
napreduje distalno proti prostemu delu nohta, na-
vadno prizadene nohte rok. Najveckrat jo povzroca
Candida spp., pojavlja pa se predvsem pri osebah,
ki si pogosto mocijo roke. Okuzba s pricetkom na
distalnem delu nohta poteka v obratni smeri s po-
¢asnim proksimalnim $irjenjem do zarodnega dela
nohta, znacilna pa je za nohte nog. Vzroki okuzbe
so slabsa prekrvljenost, poskodba nohtov, sladkorna
bolezen, pogost stik z vlago oz. delo v vlaznem okol-
ju, pomanjkljiv imunski odziv in dolgotrajna izpo-
stavljenost povzrociteljem. Okuzba se lahko z enega
nohta prenese na ostale.

Klinic¢na slika

Onihomikoze so dolgotrajne in za bolnike estetsko
breme; véasih jih spremljata bole¢ina in zmanjsana
delovna zmoznost. Okuzba prizadene enega ali ve¢
nohtov hkrati. Bolezenske spremembe lahko poteka-
jo vrsto let, preden bolnik obis¢e zdravnika. Okuzeni
nohti so zadebeljeni in lomljivi ter spremenjene barve.

Mikrobioloska diagnostika

Zgolj s pregledom diagnoze ne moremo postaviti;
dokazemo jo z mikrobioloskimi laboratorijskimi
preiskavami. Odvzamemo prizadet delcek nohta, ki
ga odrezemo ¢im bolj v zdravi del. Za mikroskop-
ski pregled pripravimo preparat z dodatkom 10-od-
stotne raztopine KOH in v vzorcu i$¢emo glivne
elemente. Za dokaz povzrocitelja okuzbe kuznino
nacepimo na mikoloska gojisca, porasle kolonije
pa identificiramo s standardnimi metodami. Pri tol-
macenju rezultata preiskave moramo biti previdni,
saj ob osamitvi glive ne gre vedno za okuzbo, ampak
lahko le za saprofitno kolonizacijo poskodovanega
nohta. Okuzba z glivami je bolj verjetna, ce glive osa-
mimo veckrat zapored, pred tem pa potrdimo pri-
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sotnost glivnih struktur v neposrednem mikroskop-
skem pregledu vzorca prizadetega dela nohta.

Zdravljenje
Zdravljenje okuzb, ki jih povzrocajo glive Fusarium
spp., S. brevicaulis, N. dimidiatum in N. hyalinum,
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