Odber a transport
biologického materialu,

vysetrovaci metody v
bakteriologii




Specifika odbéru pro bakteriologicka vysetreni
*Spravny vysledek mikrobiologického
vySetfeni zacind spravnym odbérem

biologického materialu a jeho

spravnym transportem do
mikrobiologické laboratore!




Odbeér biologickéeho materialu

» Ze spravného mista — napf. z okraje rany, z mista
akutné probihajiciho zanétu apod.

* Ve spravnou dobu - napi. hemokultury pfi
tiesavce, pred podanim antibiotik

* Opakované - zvysi se pravdépodobnost zachytu
infek¢niho agens

e Zabranéni kontaminace




Odbeér biologickéeho materialu

* Odbéry do komerc¢nich odbérovych
souprav

* Pro rizné materialy riizné odbérove
soupravy

e Spravna identifikace materialu




Obecné zasady transportu

* Co nejrychleji po odbéru do laboratore

e Stéry na suchém tamponu a moce do 2 hodin po
odbéru




Uchovani materialu

* Pokojova teplota:
e Stéry a vytéry v transportni padé
e Hemokultury
e Likvory

e Hnisy a punktaty
* Chladnickova teplota (4-8°C):
e Moc¢

e Stolice na prtikaz toxinu C.difficile

e Krev na sérologicka vysetreni




Stery a vytery

* Vytér z krku, nosu, ucha, oka, z rany, z klize, z
konecniku, z uretry, z pochvy atd.
¢ Sterilni vatovy tampon
 Suchy - zpracovani do 2 hodin po odbéru
« S transportni pidou
- bez aktivniho uhli
» s aktivnim uhlim
- Moznost uchovani az 24 hodin pii pokojové teploté




Stery a vytery

* Co nejdrive zpracovat v laboratori

* Bez mikroskopie

® Anaerobni kultivace




Odbérova souprava




Sputum

* Odbér rano, na la¢no, nékdy po provokaci expektorace
* Sterilni Siroka zkumavka ,,sputovka”

* Ne sliny, ale sputum z dolnich cest dychacich

* Nutno zpracovat do 2 hodin po odbéru

* Uchovani pri pokojové teploté







Sputum - zpracovani

» Mikroskopie
o Kultivace semikvantitativni

* Postupné redéni sputa

» Signifikantni ndlez v fedéni 107

» pro semikvantitativni vysetfeni se nehodi sliny -
zavadéjici vysledek




MoC

e Odbér vétsinou rano

* Odbér za aseptickych podminek po
predchozim umyti, pfipadné dezinfekci do

sterilni uzsi zkumavky
* Prvni porce pfi zanétech mocové trubice
e Stredni proud pfi infekci mocového méchyre
* Posledni porce pii infekcich prostaty a vyssich
etazi mocove soustavy




Odbeéer moce

*5 — 7 ml moci
* Uchovani pfi chladnickové teploté

e Zpracovat do 2 hod po odbéru

* Vysoké riziko kontaminace







Vysetreni moce

* Semikvantitativni

* Vyockovani kalibrovanou klickou 1pl

* Postupné rfedéni a vyockovani moce

* Pristrojové vyhodnoceni mnozstvi leukocytti a bakterii

e Signifikantni mnozstvi 105/ml




Hnis, punktat

* Tekuty material vzdy, pokud je to mozné
e Mikroskopie

o Sirsi $kala kultiva¢nich pad

* Odbér pomoci strikacky

* Transport
Ve stiikacce bez pristupu vzduchu
e Ve sterilni zkumavce

* Uchovani pri pokojové teploté




Odber tkane

* Odbér za aseptickych podminek
* Odbér do sterilni Sirsi zkumavky

* Uchovani pri pokojové teploté




Likvor (mozkomisni mok)

* Odbér asepticky lumbalni punkci nebo z drénti

* Transport ve sterilni zkumavce s pevhym uzavérem

* Odbér 2 - 3 ml likvoru

* Uchovani pri pokojové teploté

* Moznost odbéru a transportu v lahvic¢ce na
hemokultury




Krev

e Hemokultivace

* Odbér pro sérologicka vysetfeni pritkazu
protilatek




Odber krve na hemokultivaci

* Diagnostika sepse

* Odbér
e pfi narastu teploty, pfi tfesavce
 Pti kontinualni teploté kdykoli

* Vzdy venepunkci

e Pfi pfitomnosti katetru zaroven venepunkci i z katetru,
moznost diagnostiky katetrovych sepsi

* Odbér za aseptickych podminek




Odbeér krve pro hemokultivaci

* Pocet odbérti - 2 — 3x denné

* Kultivace aerobni a anaerobni
* 5 — 10 ml krve u dospélych,

* 0,5 — 3 ml krve u déti

* Uchovani pri pokojové teploté




Lahvicky pro odbeér, transport
a kultivaci hemokultur




Stolice

* Vytér z kone¢niku do transportni ptidy na obligatni
stfevni patogeny

» Kousek stolice pro parazitologické vysetieni do Sirsi
zkumavky, nemusi byt sterilni

* Odbér kousku stolice pro priikaz toxinu Clostridium
difficile

* Lepex - otisk perianalnich fas na lepici pasku, priitkaz
vajicek roupti




Urogenitalni trakt
° Vyter z uretry
* Vytér z pochvy

* Vytér z cervixu

* Pri podezreni na GO i vytér z rekta a krku
(transportni ptida)




Urogenitalni trakt
* Vytér do transportni ptady

e Bé&Zna aerobni kultivace
e Anaerobni kultivace
e Kultivace na GO

e Diagnostika Ureaplasma urealyticum a
Mycoplasma hominis

e Kultivace kvasinek




Urogenitalni trakt

* Vytér z pochvy doplnit natérem na 2 skla
e Natér nechat zaschnout, nefixovat, nelepit
e Mikroskopicky priikaz infekce nebo zmény
ve sloZeni vaginalni flory
 Pritomnost leukocytt
 Pritomnost laktobacilti

» Moznost barveni na Trichomonas vaginalis




Odbeéry pro mykologicka vysetreni

e Supiny kiaiZe z okraje loZiska sterilnim skalpelem
do sterilni zkumavky

* Mokvajici plochy - stér do transportni ptidy

* Nehty - seskrab sterilnim skalpelem z okraje
loziska




Odbeér k vysetreni molekularné — genetickou
metodou (PCR)

* Tekuty material
* Stér suchym vatovym tamponem

* Odbér bez primési chemickych latek (heparin,
agar)




Vysetrovaci metody v mikrobiologii

* Pfimy prtikaz - priikaz pritomnosti bakterii nebo
virti- bakteriologie, virologie

* Nepiimy prikaz - priikaz reakce makroorganizmu
na pritomnost bakterii nebo virti - sérologie




Vysetrovaci metody v bakteriologii

* Mikroskopie
* Kultivace
* Prikaz antigent

e Prikaz metabolita

* Prlikaz nukleovych kyselin




Mikroskopie

® Preparat nativni
* Preparat barveny

e Barveni ¢
e Barveni ¢

e Barveni ¢
Nielsena

le Grama
le Giemsy

le Ziehl -




Nativni preparat

* Suspenze materidlu nebo kultury ve fyziologickém roztoku

* Pro pozorovani zZivych mikroorganizmii, posouzeni jejich
pohyblivosti

® 100 — 400nasobné zvétseni

* Vyuziti:

* bakteriologie - sledovani typického pohybu bakterii
(listerie, cholera)

* parazitologie — priikaz stfevnich parazitt ve stolici

* mykologie — sledovani ristu a mnozeni kvasinek




Nativni preparat —puceni kvasinek




Barveni podle Grama

* Hans Christian Joachim Gram, 1884

* Déli bakterie do dvou zakladnich skupin dle

sloZzeni bunéc¢né stény (Gram pozitivni a Gram
negativni)

* Mikroskopie pfi 1000ndasobném zvétseni s
pouzitim imerzniho oleje mezi preparatem a
objektivem




Barveni podle Grama - postup

* Zhotoveni natéru na sklicko
* Fixace plamenem nebo metanolem
* Barveni:

e Krystalova violet (20 - 30 s)

e Lugoltv roztok (20 - 30 s)

e Oplach vodou
e Odbarveni acetonalkoholem (10 s)

e Safranin (1 min)




Barveni podle Grama
G+ koky ve dvojicich G- tycinky




Barveni podle Grama - vyznam

* Diagnostické barveni - zaklad
klasifikace a taxonomie bakterii

® Moznost okamzité a racionalni
antibiotické terapie




Barveni podle Giemsy

* Slouzi k diferenciaci bunécnych struktur
* Pouziti hlavné v parazitologii:
e Mikrobialni obraz posevni - priikaz
Trichomonas vaginalis
e Diagnostika malarie
* Barveni obtizné barvitelnych mikroorganizmi

* Fixace metanolem




Barveni podle Giemsy

* Azur a eosin rozpustény ve smési glycerinu a
metanolu

®* Redén neutralni destilovanou vodou

* Roztok neni stabilni, pouziva se vzdy cCerstvy
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Barveni podle Ziehl - Nielsena

* Barveni acidorezistentnich ty¢inek
o Spatné barvitelné
 Vysoky obsah lipidi v bunécné sténé

* Nejcastéji Mycobacterium sp.




Barveni podle Ziehl - Nielsena

* Fixace teplem

* Barveni karbolfuchsinem

» Zahrati

* Odbarveni kyselym alkoholem
* Oplach vodou

e Dobarveni malachitovou zeleni




Barveni podle Ziehl - Nielsena



http://images.google.cz/imgres?imgurl=http://teaching.path.cam.ac.uk/Microbiology/BI_Bacteriology/MB_Mycobacteria/M_BI_MB_02.jpg&imgrefurl=http://teaching.path.cam.ac.uk/partIB_pract/P09/&h=709&w=1077&sz=703&hl=cs&start=2&um=1&usg=__e7eRqtr3P6QnwTFwOTDQObndrLE=&tbnid=E9_tZUvbxZ9x_M:&tbnh=99&tbnw=150&prev=/images%3Fq%3DZiehl%2BNeelsen%26ndsp%3D20%26um%3D1%26hl%3Dcs%26lr%3D%26sa%3DN

Kultivacni prukaz

* Zakladni mikrobiologicky postup

* Cilem je ziskat mikroba z klinického
materidlu v Ciste kulture

e [dentifikace mikroba
e Urcit citlivost k antibiotiktim




Kultivacni pudy

* Déleni podle konzistence:

e Tekuté - k pomnozeni bakterii

e PO

otuhé - ke sledovani pohybu bakterii

e Tul

e, pevne



Kultivacni pudy
* Déleni podle funkce:

e Zakladni - masopeptonovy bujon, krevni agar
e Diagnostickeé - obsahuji latky, které se méni

vlivem metabolizmu bakterii (napft. stépeni
laktozy)

e Selektivni — k vybérovému rtistu bakterii,
obsahuji latky, které potlacuji nékteré bakterie

e Selektivné diagnostickeé




Kultivacni pudy

* Déleni podle funkce (pokrac¢ovani)
e Transportni - k transportu (bez mnozeni) -
umoznuji preziti bakterii pfi transportu
e Pomnozovaci - tekuté, k pomnozeni bakterii ve
vzorku, mohou byt i selektivni




Podminky kultivace

* Dostatec¢na vlhkost prostiedi

» Optimalni teplota: 37°C (4°C, 42°C)

* Optimalni pH ptady: 7,2 - 7,4

* Vhodna izotonie média: 0,5 - 1% NaCl
* Dostatek vhodnych zivin

* Vhodné plynné prostredi




Déleni bakterii podle vztahu ke kysliku

* Striktné aerobni

e Fakultativné anaerobni

e Striktné anaerobni

* Anaerobni aerotolerantni
® Mikroaerofilni

* Kapnotfilni







Anaerostat







Hlavni druhy kultivacnich pud

* Masopeptonovy bujon
* Krevni agar

» Cokoladovy krevni agar

* MacConkey agar

* Sabouraudav agar

» XLD agar (xyléza - lyzin - deoxycholat)
® Mueller - Hintont@v agar

* Chromagary







Krevni agar — narust S.aureus




MacConkey agar a krevni agar
narust E.coli










ldentifikace bakterii

* Podle morfologie

* Podle rtistovych vlastnosti
* Hmotnostni spektrometrie - metoda MALDI TOF
* Podle biochemickych vlastnosti
e Selektivni ptdy
e Komerc¢ni diagnostickeé soupravy
* Podle antigenni struktury
e Latexova aglutinace







Stanoveni citlivosti na antibiotika

e Diskova diftizni metoda

e Difuze antibiotik z diskti do ptidy a zabrana
rastu bakterii

* Diluc¢ni testy

e Stanoveni koncentrace antibiotika, ktera je jesté
na mikroba uc¢inna










Dilucni metoda — E-test
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Prukaz antigenu z materialu

* Latexova aglutinace

vySetfeni likvoru, moce

* Imunochromatogratfie

vySetfeni moce — Legionella pneumophila,
Streptococcus pneumoniae

vysetfeni stolice - Clostridium difficile, stfevni
viry, Helicobacter pylori




Latexova aglutinace Imunochromatografie




Prukaz metabolitu

e Tézko kultivovatelné bakterie

* Rychly priikaz

e Napr. infekce Helicobacter pylori

prikaz produkce ureazy




Prukaz nukleovych kyselin

* Priikaz pritomnosti nukleové kyseliny
mikroorganizmu v klinickém vzorku

e Druhova identifikace izolovaného mikrobidlniho
kmene




