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Pohadka

» Sesel se jednou vlk, medveéd a virus
HIV. VIk povida: Chtél jsem zakousnout
cloveka, ale on meél pusku, a tou by meé
byl zastrelil. Tak tak, ze jsem utekl. Ale ty,
medvéde jsi vetsi, treba by sis poradil.

» Medved zavrtél hlavou: Kdepak, clovek ma
silné pusky, kterymi snadno zabije i me.

e Vtom se zachechtalo néco, co ani nebylo
vidéet. Ale ja ho dostanu, uvidite!

Byl to virus HIV...




Abych se predstavil

e MUDr. Ondrej Zahradnicek
» povolani: klinicky mikrobiolog, asistent
o ucim mediky a zkousim praktika

o krome studentl vseobecného lékarstvi u nas
ucime i zubare, bakalarskeé obory (vSeobecna
sestra, porodni asistentka, zdravotni laborant) a
studenty z prirodovedeckeé fakulty




Jak se k tomu clovek dostane
Zakladni mikrobiologicky vyzkum

Pramyslova \ Klinicka Jiné medicinské
m"krobiologie mikrobiologie obory

N

Chemicko-  PFirodovédecké | ékarské
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Koly fakulty

| Moje cesta je ta modra.




Nez doopravdy zacheme

» Satni skFifiky pro studenty jsou 1., 2. a
4. od okna. Nepouzivejte 3. skrinku, i
kdyby byla otevrena. Je to skrifika studentl
stredni zdravotnicke skoly.

 Klice od satnich skrinek nechavejte vzdy
na stolku vedle klavesnice pocitace

» Nad timto stolkem vzdy visi klicek od
WC. Kdyz si ho pujcite, vzdy ho tam vrat'te.

o Vstup studentti do prostor tstavu za
praktikarnou je zakazan.




Bezpecnost prace — ukol C. 1

e Hlavni rizika prace v laboratori jsou
riziko pozaru a riziko infekce

 V laboratori je zakazano jist, pit a kourit

 Studenti jsou povinni pouzivat plaste, a
to pouze ustavni (nikoli svoje) plaste

» Studenti delaji jen to, co maji podle
protokolt a pokynu asistenta




Literatura

» Bezpodminecne potrebujete Protokoly
k praktickym cvicenim (Neptun)

» Casem budete potfebovat Lékarskou
mikrobiologii obecnou a Lekarskou
mikrobiologii specialni

e Hodi se i Lekarska mikrobiologie II —
vysetrovaci metody
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(Nejen)vyukove stranky ustavu:
www.medmicro.info
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Pritomnost v praktiku

o Ucast v praktiku by méla byt pokud
mozno stoprocentni
» Ojedinélé absence (jedna az dve) jsou

tolerovatelné, pokud jsou predem
domluvené nebo dodatecneé omluvené

o Kromé pritomnosti v praktiku bude jesté
podminkou zapoctu zapoctovy test Ci
jina forma prokazani bdélosti




Dalsi pokyny

o Obrazky opravdu kreslete (nakreslete koky,
nepiste ,vidim koky")

e Obrazky kreslete barevne, noste pastelky

» Kreslete to, co vidite (pokud vam koky
v mikroskopu splyvaji, kreslete je splyvajici)
e Pokud nevidite to, co mate videt,
upozornéte asistenta

o Protokoly jsou kontrolovany u zkousky a
maji vliv na vyslednou znamku!




Dlkaz, Ze na protokoly se opravdu hledi

Semestr: , Jun Lt

Zapocteno: /7.4

Vyulujici: kC*

Poznamky: f / }/

Zkouska dne: ,,ﬁ. ,:ig;,,fé

Semestr: /{,wt}:mm i
Zapocteno: 24 ; 72 200G

Vi
Vyuclujici: _ﬂéﬁ(

Poznamky: 72}/
Y e

Termin: radny

Otazka

Dil¢i znamka

Praktikum {4y, /, | fodc D) W Iilths oy

\/\Gl&m 2,\)\ (e} ;:A\Luem}\

Y il




Kdyz je recC o karté: kartu si vyplnte
podle vzoru

| MIKROBIOLOGICKY USTAV LF MU, PEKARSKA 53, 656 91 BRNO

Rok: .{,)55’?/:(0 Stud. sk.: /- Smér: v§eob. - stom. - oSeti. - Bb - BMB

JMENO A PRIJMENIi: Escherichia coli

Statni prislusnost:

(u zahrani¢nich studenti) Y slovenskych neni potreba

Trvalé bydlisté: ) .
(véetné PSC) STAFYLOKOKOVA 4, 123 45 CHRIPKOV Tel.: 567 890 123

Prechodné bydlisté: )
(véetné PSC) 209 ZUR L 5’:~ GCITE 00 BRVO Tel.: 765 432 109

e-mail: predevsim pouzivate-li jiny nez ISovy




Koky v mikroskopu opravdu splyvaji
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Zarazeni naseho oboru
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Co je to mikrob

» Musi to byt zivé. Zrnicko prachu neni
mikrob, i kdyz je mikroskopickée

» Musi to byt mikroskopické. Zirafa
neni mikrob, i kdyz je ziva

Z druhé podminky se pripousteji vyjimky.
Jreba tasemnice patri do mikrobiologie

presto, Ze mohou mit deset metrd. Ale
Jjejich vajicka jsou mikroskopicka.




Co jsou vsechno mikroby

» Mikroby jsou tedy napriklad
mikroskopickeé rasy a sinice, archea
(dfive archeobaktérie), riizné organismy
schopné vydrzet hluboko pod morem
nebo v extrémnich podminkach horkych
prament

» Jako klinického mikrobiologa mne tyto
mikroby nezivi, presto musim uvest, ze
JjSOU zajimave a uzasne




Co tyhle mikroby umi

 Prezivaji v mori v hloubce 10 km
 Preziji i teploty kolem 110 stupnt Celsia
 Vydrzi znacnou radioaktivitu

e Jsou schopny misto kysliku ,,dychat" siru
Ci dusik (zkratka, maji jiny akceptor
elektront nez atom kysliku)

e Mnoho véeci ovsem umeji i mikroby
lekarsky vyznamne, jak si povime dale




www.meningitis.de/erreger/
meningokokken.html

Neisserie
i




Tridéni zivych organismd

» Priony — neobsahuji DNA, vetsinou se
vidbec nepovazuji za Zivé organismy
 Viry a bakteriofagy
 Bunécné organismy
— Archea (archeobakterie)

— Eubacteria (eubakterie)

— Eucarya (eukaryotni organismy)
e jednobunécné
e mnohobunécné




Klinicky vyznamné mikroby 1

o Klinicky vyznamné mikroby jsou takove,
které jsou vyznamné pro lidskeé telo
(ne tedy pro Clovéka = tvlrce, ale pro
cloveka = objekt)

» ,Vyznamné pro télo" ani zdaleka neni
totéz jako ,télu skodlive". Naopak,
mnohé jsou neskodné, nebo dokonce
pomahaji




Klinicky vyznamné mikroby 2

o Kazdy organismus ma sveé klinicky
vyznamné mikroby: clovek, kazdy druh
zvirete Ci rostliny.

o Dokonce i nékteré mikroby (treba
bakterie) maji své mikroby (bakteriofagy).




~ Neisseria gonorrhoeae

http:// me_clicine.plbslj'(l)urr'naIs.org]archive/ 1549-
. 1676/2/1/figure/10.1371_journal.pmed.0020024.g001-M.jpg




Hlavni klinicky vyznamné mikroby

e Viry (a priony)
» Bakterie (treba streptokok nebo
Escherichia)

e Houby (kvasinky a plisné€)
» Paraziti — presahuji pojem mikrob:
— Vnitrni paraziti
e Prvoci (treba plvodce malarie)
» Motolice (treba motolice jaterni)

o Hlistice (treba roup nebo skrkavka)
» Tasemnice (treba tasemnice dlouhoclenna)

— Vnejsi paraziti (vsi, blechy, Sténice)




Morfologie vybranych klinicky
vyznamnych mikroorganismd

 Viry, vlaknité houby a parazitiy
zatim ponechme stranou

o Kvasinky jsou vejcité bunky, dlouhé
kolem deseti mikrometrt, nékdy
pucici, nekdy tvorici vliakna —
pseudomycelia

» Bakterie najdete na dalsi strance




Morfologie bakterii

» Koky ve dvojicich (diplokoky), v retizcich a
ve shlucich (nerikejme radéji ,,streptokoky" a
,Stafylokoky", bylo by to matouci)

» Tycinky rovné Ci zahnuté (vibria), pripadné
nekolikrat zahnute (spirily), kratké nebo diouhé, tvofici

az vlakna Ci rozvétvena vlakna; konce mohou byt oblé Ci Spicate a i
tyCinky mlzou byt rlizné usporadané

» Kokobacily (nékdo rika i kokotycinky)
» Spirochety — tenké spiralovité bakterie

» Beztvare bakterie, napriklad
mykoplasmata (nemaji bunécnou sténu,
takze nemaji tvar)




Koky v fetizcich (elektronova |
mikrofotografie Enterococcus sp.)
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www.primer.ru/std/qallery std/treponema.htm

Spirochety
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Nekteré tyCinky mohou obsahovat spory
(endospory). Ty se samy o0 sobé nebarvi.

i =
- .

www.cropsoil.uga.edu/~parrottlab/
Bugs/index.shtml.




Diagnostika: prikaz a urCovani bakterii

¢ Klinicka mikrobiologie v praxi spociva v tom, ze
Iékar (at’ uz je to obvodni Iékar, ambulantni
specialista Ci lekar z kterehokoli oddéleni nemocnice)
| posle do laboratore vzorek

Ukolem klinickomikrobiologické laboratore je
prokazat v takovém vzorku pripadnou pritomnost
mikrobt a pokud tam jsou, tak je také urcit.

Urceni nemusi byt presne, ale musi poskytnout
dostatek informaci pro lécbu




Co je to vzorek

Vzorek je to, co je odebrano pacientovi a
prichazi na vysetreni do laboratore:

e kusovy ci tekuty material ve zkumavce
Ci jiné nadobce (krev, sérum, moc...)

 stér Ci vyter na vatovem tamponu,
obvykle zanoreném do transportniho média.

Pri diagnostice nekdy pracujeme s celym
vzorkem. Jindy je nutno ziskat ze vzorku
kmen nebo kmeny patogennich mikrobd.




Co je to kmen

Kmen je Cista kultura (,,vypéestek™) jednoho
druhu mikroba

Kmen ziskame jediné kultivaci
(péstovanim) mikroba na pevné
pudeé.

Kochlv objev, ze bakterie Ize takto

pestovat, mel zasadni vyznam v de&jinach
mikrobiologie.




Prehled metod

e Metody primé: Hledame mikroba, jeho cast
¢i jeho produkt (produktem muze byt napriklad
nejaky bakterialni jed — toxin)

— Primy prikaz ve vzorku — pracujeme s celym
vzorkem (moci, krvi, vytérem z krku a podobnée)
— Identifikace kmene — urceni vypéstovaného izolatu
 Metody neprimé: Hledame protilatky.
Protilatka neni soucasti ani produktem mikroba —
je produktem makroorganismu, odezvou na
cinnost mikroba




Prehled metod primého prikazu

Metoda Prikaz ve | Identifikace
vzorku

Mikroskopie ano ano
Kultivace ano ano
Biochemicka identifikace |ne ano

Prikaz antigenu ano ano

Pokus na zvireti ano V praxi ne
Molekularni metody ano VvV praxi ne*

*netyka se molekularni epidemiologie — sledovani pribuznosti kmen(




Mikroskopie

» Pozorujeme mikroby, u vzorku i bunky
hostitelského organismu (epitelie, leukocyty a
podobne)

» Nativni preparat - na velké a/nebo pohyblive
mikroby (parazity, houby, pohyblivé bakterie)

» Nativni preparat v zastinu (hlavné spirochety)

» Fixovaneé a barveneé preparaty — barveni podle
Grama, podle Giemsy, podle Ziehl Neelsena (pouziti
pro rtizné skupiny bakterii, hub i parazitl)

» Elektronova mikroskopie — u virl; spise vyzkum
nez pri bézném prikazu virt




Nez zacneme mikroskopovat:

» Objektivy se utiraji zasadne gazou.
Jednou pouzita gaza se vyhodi a
nepouziva znovu.

» Mikroskopicky stolek Ize otrit bunicitou
vatou. I ta se po pouziti vyhodi.

» Na stolech mate nadobky na drobny
odpad.




Mikroskopie
UERE

Foto O. Zahradnicek



Hlavni mikroskopické metody
v klinické mikrobiologii

Susenia |Kryci Imerzni
fixace sklicko systém

Nativni zastinovy
N R




Priprava mikroskopickeho prepraratu

e Pokud mame kmen:
— kapneme na podlozni sklicko kapku fyziol. roztoku.
— vyzihame mikrobiologickou draténou klicku v plameni
— po zchladnuti nabereme trochu hmoty bakterii
— hmotu rozmichame v pripravené kapce

 Pokud mame vzorek:
— tekuty vzorek na podlozni sklicko kapneme

— nater na spejli bud’ rozmichame ve fyziologickém
roztoku, nebo (pouze u barvenych preparatll) primo
natreme na sklicko




Priprava nativniho preparatu

o V pripadé nativniho preparatu kapku, ve
které je vzorek Ci rozmichany kmen,
nesusime. Pouze prikryjeme krycim
sklickem a pozorujeme objektivy, které
zvetsuji napr. 4 x, 10 x Ci 40 x.

e Nepouzivame imerzni olej




2a: nativni preparat kmene kvasinky
2b: nativni preparat vzorku od pacienta

» Ukol 2a: Provadite pouze s kmenem A,
je to kvasinka. Vyzihanou klickou
naberete, rozmichate, klicku opét
vyzihate, kapku prekryjete sklickem a
pozorujete — pouze kvasinky.

e Novy ukol 2b: Plastové zkumavky
obsahuji vytéry rozmichané v médiu.
Kapnéte na sklicko a pozorujte epitelie,
popr. leukocyty, a mezi nimi mikroby.




Nativni preparat — postup (u kmene)
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Ukazka nativniho preparatu C. A. T.

Vidime epitelie,

malé tecky jsou
mozna mikroby,
mozna artefakty
(z obrazku se to
neda spolehlivé

poznat

http://www.kcom.edu/faculty
/chamberlain/Website/lecture
s/lecture/image/clue3.jpg




Priprava barveného preparatu

» Vychazime opét z kapky vzorku nebo
kmene rozmichaného ve fyziologickéem
roztoku. V tomto pripade je lépe, kdyz je
kapka mala.

e Kapku nechame zaschnout. Mizeme tomu
pomoci umisténim pobliz kahanu.

» Po zaschnuti vzorek fixujeme tim, ze
sklicko nekolikrat protahneme skrz plamen
kahanu, kontrolujice hrbetem ruky teplotu.




Jednoduché barveni

e MUze ho pouzit v nouzi napr. obvodni
Iékar, ktery ma daleko mikrobiologa a
je vybaven methylenovou modri a
mikroskopem.

e V praxi se priliS nepouziva

e MUzeme si ale znazornit velikost, tvar
a usporadani mikrobti




Ukol 3 — jak ho prakticky provést

» Fixovany preparat umistéte na
Kramerovu dlahu do drezu a prelijte
methylenovou modri

» Nechte asi dvé minuty prelité

e Poté oplachnéte vodovodni vodou, a
osuste filtracnim papirem

» Na preparat kapnéte malou kapku
imerzniho oleje a pozorujte objektivem
zvetsujicim 100 x




Jednoduché barveni
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Takhle mize vypadat
vysledek
(kvasinky):

http://biology.clc.uc.edu/fankha
user/Labs/Microbiology/Yeast_PI
ate_Count/09_Yeast Meth_Blue
_P7201177.jP7201179.jpg




Po skonéeni mikroskopovani VZDY (tedy
nejen dnes):

» Pokud pracujete imerzi, ocCistete imerzni

objektiv gazou s benzinem

 Pripadné takto ocistéte i dalsi objektivy,
pokud jste je znecistili

o Mikroskopicky stolek otrete bunicinovym
ctvereckem, pripadné také s benzinem

o Mikroskop vypnéte a zakryijte




Preji Vam
hezky
zbytek
dne...




