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Mikroskopy
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Regulator svétla: vetSinou s nim netreba
manipulovat.

Kolektorova a kondenzorova clona: ¢im vétsi
zvetseni, tim vice sveétla je treba. K regulaci je
mozno pouzit obe clony.

Doporucuje se nastavit hodnotu numerické apartury (NA)
kondenzoru pomoci clony na 70 - 80 % NA pouzitého
objektivu. Timto nastavenim omezime rozptyl svetla a
dosahneme lepsiho rozliseni, kontrastu i hloubky ostrosti.
Makrosroub: pri jeho pouziti kontrolujte pohledem
ze strany vzdalenost objektivu od preparatu. Nikdy
nepouzivejte tehdy, kdyz se divate do mikroskopu!

Mikrosroub: pfi pouzivani kontrola ze strany. Pouze
pri posouvani nahoru je mozno se divat do okularu.



Mikroskopy

» Kondenzor: nemanipulujte s nim.

» Regulator pozice: slouzi k ,posunovani se” po
preparatu.

» Revolverovy ménic¢ objektivu:

Neimerzni objektivy: 4x, 10x, 20, 40x — pro
pozorovani nativnich preparatu. Nepouziva se
imerzni olej.

Imerzni objektiv: 100x — pro pozorovani barvenych
preparatu (Gram, Giemsa, Trichrom). Nutno pouzit
Imerzni olej! Nutno ocCistit objektivy znecistenée
imerznim olejem (za pomoci gazy a benzinu).



Preparaty

» Vami vyrobeneé: vyhodit do prislusné nadoby.

» Trvalé: ocCistit od imerzniho oleje a navratit do
Petriho misky. Cidténi: pomoci filtradniho papiru
a benzinu, na spodni strane po cele plose, na
horni pouze tam, kde neni viditelny preparat.
Maximalné Ize odsat prebytecny olej, ale necistit
plochu s preparatem!



Po skonceni mikroskopovani

» Ocistit mikroskop.

» Ocistit/vyhodit preparat.

» Vypnout mikroskop.

» Zakryt mikroskop protiprachovym obalem.
» Ofrit pracovni plochu dezinfekci.



Zakladni pojmy

» Klinicka mikrobiologie: zabyva se klinicky
vyznamnymi mikroorganismy, predevsim pak
temi s patogennim potencialem (diagnostika,
terapie).

» Mikroorganismus (MO): zivy, mikroskopicky
organismus (cely nebo néktera jeho stadia,
napriklad tasemnice neni mikroskopicka, ale jeji
vajiCka ano). Nebunecné oganismy: viry,
(priony,), bunécné organismy: archae, bakterie,
eukaryota (sinice, fasy, paraziti, houby — plisné a
kvasinky).



Zakladni pojmy

» Kmen: Cista kultura jednoho druhu
mikroorganismu. Ziskame jej kultivaci
(vypéstovanim) na pevné pudé.

» Vzorek: tuhy Ci tekuty (mocC, krev, sputum,
stolice) Ci ster/vytér na vatovem tamponu, ,to, co
je odebrano pacientovi”.



Mortologie klinicky vyznamnych MO

» Skladba viru: nukleova kyselina (DNA nebo
RNA, a to budto ve formé ss nebo ds), protein,
nékdy obal. Ruzné typy symetrie — nejCastegji
kubicka a sroubovicova.

» Kvasinky: eukaryotni organismy, vyskyt ve
forme blastokonidii (kulata, tlustosténna bunka)
nebo ve forme hyf/pseudohyf (vlaknité, dlouhée
bunky).

» Paraziti: eukaryotni organismy, velmi rozlicnha
morfologie a vyvojova stadia.



Morfologie bakterii

» Koky — kulaté buriky, mohou tvorit dvojice,
retizky (typicky napr. streptokoky), shluky (napr.
stafylokoky) a trojrozmerné utvary (sarciny).

» TyCinky — rovné (Escherichia coli) Ci zahnuté
(vibria), mohou retizkovat, vzacne spojeny delsi
stranou (palisadové usporadani).

» VIaknity tvar — zakriveny, ,vinity® tvar,
spirochety, spirily.

» KokotyCinky

» ,,Beztvaré* — bakterie bez bunécnée steny (napr.
mykoplasmata).



Morfologie bakterii
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Morfologie bakterii — koky
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Morfologie bakterii — tycCinky
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Mortologie bakteru — splrochety




Morfologie bakterii

» Pouzdro — obklopuje bakterie, chrani je. Na
zvyrazneni pouzder se vetsinou pouzava

negativni barveni, tedy pouzdro je viditelné jako
svetlé misto na tmavem pozadi.

» Spory — proces sporulace (bunka je rozdelena, z
jedné Casti endospora ktera je vClenena do Casti
druhé). Endospory mohou prezit velice extrémni
podminky (vysoke teploty, vysychani,
dezinfekce). Endospory se pfi Gramove barveni
neobarvi — vidime je jako ,prazdna” mista uvnitr
bunek.
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‘Mortfologie bakterii




Diagnostika mikroorganismu

» PFima — hledame primo mikroba, jeho Cast nebo
jeho produkt (napr. toxin). Pritomnost Ize
dokazat budto primo ve vzorku nebo
vypéstovanim kmene. (identifikace)

» Neprima — hledani protilatky (vetSinou, ale Ize
take prokazovat antigeny) tvorene

makroorganismem v reakci na cinnost
mikroorganismu.



Mikroskopie — typy

» Elektronova — nepouziva se pfi bézné klinické
diagnostice, pouziti nejCastéji ve vyzkumu viru.
» Opticka
Nativni preparat — na velké mikroorganismy, na
pohyblivé mikroorganismy. Nativni preparat v zastinu —
na spirochety.
Barvené preparaty:
Dle Ziehl-Neelsena - napr. Mycobacterium tuberculosis
Dle Giemsy — napf. prvoci
Gomoriho trichrom — néktefi prvoci
Fluorescenéni barveni — emise svétla rizné vinové délky
Alcianova modr — k obarveni mukopolysacharidu



Mikroskopie — typy

SuSenia  Kryci
fixace sklicko Imerze ZvétsSeni

Nativni 4x, 10x,
preparat NE ANO NE  20x, 40x
Nativni 4x, 10x,

preparat v zastinu NE ANO ANO 20x, 40x
Barvene

preparaty ANO NE ANO 100x



Mikroskopie — priprava preparatu

» Kmen:
Na podlozni sklo kapka fyziologickeho roztoku.
V kapce rozmichat nabranou hmotu bakterii pomoci
vyzihané bakteriologické kliCky.
» Vzorek:
Tekuty: kapnout na podlozni sklo.

Nater na spejli: rozmichat ve fyziologickém roztoku
nebo primo natrit na slicko.



Mikroskopie — nativni preparat

» Vzorek naneseme na podlozni sklicko do kapky
fyziologickeho roztoku nebo primo kapku vzorku.

» Nesusime!

» Prikryjeme krycim sklem.

» Pozorujeme objektivy, kde neni nutna imerze.



Mikroskopie — barveny preparat

» Jednoduché barveni methylenovou modri —
neprilis Casto pouzivané. Fixovany preparat se
prekryje vrstvou methylenové modfi a necha
priblizné dvé minuty pusobit. Poté se barvivo
splachne vodou a skliCko se zlehka osusi
filtraCnim papirem. Preparat se pozoruje pod
imerzi. ¥ Wy g




Mikroskopie — barveny preparat

» Gramovo barveni:

Lze jim barvit bakterie, které maji bunécCnou stenu
(nelze napr. mykoplasmata, mykobakterie — jsou
acidorezistentni a barvivo v jejich stené neulpiva,
spirochety — sténa je prilis tenka).

Kvasinky — barveny vétsinou stejné jako G+, tedy
fialove.

Lidské bunky - vétSinou se barvi do Cervena, jejich
jadra do tmave Cerveneé az fialove.



Mikroskopie — barveny preparat

» Gramovo barveni:
Princip: odliSna stavba bunecné stény G+ (silna
vrstva peptidoglykanu, odolna mechanickemu
poskozeni, pevneji se na ni vaze krystalova violet Ci
gencianova violet — neodbarvi se alkoholem) a G-
(tenka vrstva peptidoglykanu, chemicky odolna,

ALl LD 4N 4

safraninem).



Mikroskopie — barveny preparat

» Gramovo barveni:

Postup:
Na podlozni sklo nanést kapku fyziologického roztoku.

Vyzihanou mikrobiologickou klickou nanést mikrobialni
hmotu.

Nechat ususit a zafixovat v protazenim v plameni kahanu.

V dfezu uréenim na barveni provést samotné Gramovo
barveni.



Mikroskopie — barveny preparat

» Gramovo barveni:

Postup samotného barveni:
Krystalova violet: 30 s
(Oplachnout vodou)
LugolUv roztok: 15 s
(Oplachnout vodou)
Alkohol: 15 s
Oplachnout vodou!!!
Safranin: 60 s
Oplachnout vodou
Nechat ususit a mikroskopovat pod imerzi



Mikroskopie — barveny preparat

» Barveni dle Burriho:

Pouziva se k barveni pouzder

Bakterie barveny Cervene a pouzdra dobarvena tusi —
pouzdro viditelné jako naobarvena Cast.




Mikroskopie — barveny preparat

» Giemsovo barveni:

Preparat se nefixuje plamenem, ale pomoci
metyalkoholu.

Barveni modrym barvivem dle Giemsy-

Romanowského.
v mxm sekretu a pfi
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Mikroskopie — barveny preparat

» Barveni dle Ziehl-Nielsena:

U acidorezistentnich bakterii — bakterii s hydrofobni
bunecnou sténou, predevsim u mykobakterii,
nokardii a aktinomycet.
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Mikroskopie — barveny preparat

» Barveni Gomoriho trichromem:
Pro barveni stfevnich prvoku (giardie, entaméby).
Slozité, mnohakrokove.

K rozliSeni patogennich a nepatogennich druhu
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strevnich magaye




Po tomto cviceni byste méli:

» Znat pravidla pohybu a prace v laboratori

» Umeét popsat mikroskop a puzivat jej

» Vyjmenovat zakladni mikroskopicke organismy
» Znat zakladni mikrobiologicka barveni



