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Co uz vime

e Mikroby maiji rliznou velikost. Kvasinky jsou
vetsi nez bakterie, ty zase nez viry

e Bakterie maji rdzny tvar (koky, kokobacily,
tyCinky rdznych tvart, spirochety)

e Bakterie maji rdzné usporadani (shluky,
retizky, dvojice); koklm v retizcich radéji

obecné nerikame ,streptokoky", protoze by
to mohly byt treba enterokoky.

» Neékteré bakterie tvori spory, jez se nebarvi.




Porovnani velikosti: kvasinka rodu
Candida a bakterie rodu Staph y/ococcus

Foto: archiv Ustavu, prevzato z www.medmicro.info




Pohadka (teda, ono to ma i reélny zaklad ©)

Byl jednou jeden Dan, a ten se jmenoval
Christian Gram. Barvil si bakterie a byl
nastvany. ObcCas nabarvil vzorek od
pacienta, jenze krome bakterii si obarvil i
epitelie, a to se mu nelibilo. ,Hnusné
epitelie, zakryvaji mi bakterie!™, nadaval.

A tak zacal badat. Hledal néjaky postup, pri
kterém by bakterie zUstaly nabarvené, ale
epitelie by barevné nebyly...

Pokracuje na dalsi obrazovce




Pohadka pokracuje

» Prisel na to, ze kdyz
, a
pak
, heodbarvi se
bakterie ani alkoholem. Zato epitelie se
odbarvi. ,,Hura", zakricel, kdyz to zjistil.

 Jenze zahy zjistil, ze s epiteliemi se mu
odbarvi i cast bakterii. ,,Do pr...kynka",
zabrucel, vypil zbytek alkoholu, co mél na
odbarvovani, a svou praci mrstil do kouta




A pohadka konci...

» O ne€jakych dvacet let pozdé€ji jisty mlady badatel
nasel v kouté jedné badatelny zaprasenou praci
pana Christiana Grama.

 Jak si to tak procital, pokyvoval hlavou a rikal si —
hm, nebylo to Spatné, jen to chtélo néco pridat.

e A tak na zaver procesu Gramova barveni pridal
dobarveni (nebo Cili
). Sice obarvil na ¢erveno nejen
odbarvené bakterie, ale i epitelie, ale to mu vlibec
nevadilo. Vzdyt' o pritomnosti epitelii ve vzorku
muUze byt uzitecné védét!
e A tak vzniklo Gramovo barveni v dnesni podobe.




Prof. Hans Christian Gram

Hans Christian Joachim Gram (13. zari
1853 — 14. listopadu 1938) byl dansky
bakteriolog. Gram studoval botaniku na
Kodanské Univerzité a byl botanickym
asistentem zoologa Japeta Steenstrupa.
V roce 1878 zacal studovat medicinu a
promoval 1883. V roce 1884 v Berlineé
vyvinul metodu, ktera dnes slouzi

k rozliSeni dvou hlavnich trid bakterii.

V roce 1891 se Gram stal prednasejicim
farmakologie, a v témze roce byl
jmenovan profesorem Kodanské
univerzité. V roce 1900 prevzal vedeni
farmakologického Ustavu.

en.wikipedia.org/wiki/Hans_Christian_Gram.




Prehled metod

e Metody primeé

— Hledame mikroba, jeho cast Ci jeho produkt
(napriklad ne€jaky bakterialni jed — toxin)

— Primy priikaz ve vzorku — pracujeme s celym
vzorkem (moci, krvi, vytérem z krku a podobné)

— Identifikace kmene — urceni vypéstovaného izolatu
e Metody neprimeé

— 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(




Mikrobiologicka laborator
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Co vidime v mikroskopu

» V pripade mikroskopovani kmene vidime
jeden typ mikrobialnich bunék

» V pripade mikroskopovani vzorku
muzeme vidét
— mikroby — nemusi tam byt zadné, a mize tam

oyt i klidné deset druhd

— bunky makroorganismu — nejcasteji epitelie a

eukocyty, nékdy erytrocyty

—jiné struktury, napr. fibrinova vlakna, bunécnou
drt’ (detritus) a podobnée




Typy mikroskopie

» Elektronova mikroskopie — u virl; spise
vyzkum nez pri bézném prikazu vird
» Opticka mikroskopie
— Nativni preparat - na velké a/nebo pohybliveé
mikroby

— Nativni preparat v zastinu (hlavné
spirochety)
— Fixované a barvené preparaty, napriklad:
e Barveni dle Grama — nejdllezitéjsi bakteriologické

e Barveni dle Ziehl-Neelsena — napr. u bacilt TBC
e Barveni dle Giemsy — na nektere prvoky




Gramem barveny preparat

rodu
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Bunéecna sténa bakterii

» Na svéte jsou bakterie, kterée jsou
mechanicky odoln€, jejich bunecna stena je
silna a jednoducha. Rikame jim
grampozitivni.

* Na svete jsou ale také bakterie, které jsou
spise chemicky odolng, jejich bunecna
sténa je tenci, ale sloziteéjsi. Rikame jim
gramnegativni.

o Krome tech i onéch existuiji jesteé takzvaneé
Gramem se nebarvici bakterie.




Grampozitivni sténa
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Gramnegativni sténa
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Gramovo barveni - princip
e Grampozitivni bakterie maji ve své stene tlustsi vrstvu

peptidoglykanu mureinu. Diky tomu se na né pevneéji
vaze krystalova nebo gencianova violet' a po upevnén
této vazby Lugolovym roztokem se neodbarvi ani
alkoholem. Gramnegativni bakterie se naopak odbarvi
alkoholem a dobarvi se pak na Cerveno safraninem.

Chemikalie Grampozitivni | Gramnegativni
Krystal. violet’
Lugollv roztok
Alkohol Odbarvi se
Safranin




Vsuvka: Lugollv roztok je smés I, a KI

Jean Guillaume Auguste Lugol (18. 8. 1786 — 16. 9.
1851) byl francouzsky lékar. Narodil se v
Montaubanu. Studoval medicinu v Parizi a promoval
v roce 1812. Roku 1819 se stal ordinarem v
Nemocnici svatého Ludvika, kde plsobil az do
dlchodu. Zajimal se o tuberkuldzu a mél prednasku
na Kralovské akademii véd v Parizi, kde se zastaval
Cistého vzduchu, cviceni, studenych koupeli a Iékd.
Publikoval ctyri knihy o tuberkuloznim onemocnéni a
jeho lécbe (1829, 1830, 1831, 1834). Navrhl, ze by
se jeho jodovy roztok mohl pouzivat k 1écbé
tuberkuldzy. To tehdy vzbudilo velkou pozornost. I
kdyz se Lugolllv roztok k Iécbé TBC nehodil, byl zato
Plummerem s uspechem pouzit k lecbé
thyreotoxikozy.

http://en.wikipedia.org/wiki/Jean_Guillaume_Auguste_Lugol




Vzhled smési grampozitivnich a
gramnegativnich bakterii




Pouzdro a biofilm

* Pouzdro obklopuje jednotlivou bakterii,
popr. dvojici. Neni to uz integralni soucast
bakterialni bunky, spiS nanosy molekul
(vétSinou polysacharidd), které bunku
chrani

 Biofilm je souvisla vrstva, vznikla z bakterii,
jejich pouzder a dalsiho materialu. Biofilm je
mnohem odolnéjsi nez jednotliva bakterie,
zijici v tzv. planktonické forme




Mikroskopie (& 2%
vzorku
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Ukol 1

e Do mikroskopu nainstalujte hotove
preparaty z klinickych vzorkd

» Nezapomente na kapku imerzniho oleje
e Pouzijte imerzni objektiv, ktery zvétsuje
100 x (celkové zvetseni 1000 x)

» Po pouziti sklicko nevyhod'te, bude
slouzit pro dalsi skupiny praktik!

VAR "4y 4

Skiicko z horni casti neotirejte, abyste
nesetreli preparat. Pripadné ho miZete
ocistit zespodu, je-Ii od oleje




Pred dalSim ukolem si zopakujme
pripravu fixovaného preparatu

1.Na sklicko kapnéte
malou kapku
fyziologického roztoku

2.Vyzihejte si klicku a

ne
yA®

3.K
se

chte chvilku
nladnout

ickou opatrné
verte trosicku hmoty

mi

<robl (kmeny A — E)

4.Rozmichejte v kapce

5.Klicku opét vyzihejte a
ulozte zpét do stojanu
6.Kapku nechte uschnout

nebo suste KOLEM
plamene kahanu

7.Sklicko se zaschlou
kapkou fixujte
protazenim plamenem

8.Sklicko preneste do
drezu k barveni




Ukol 2 — vlastni Gramovo barveni

» oplachnout vodou — Ize vynechat

» oplachnout vodou — Ize vynechat

» Alkohol 15 (- 20) vterin

» oplachnout vodou — nezbytné!!!

» oplachnout vodou

» osusit filtracnim papirem

» mikroskopovat jako v prvnim ukolu




Ukol 3 — barveni pouzder

V barveni dle Burriho
byly nabarveny bakterie B
na cerveno a pozadi '
dobarveno tusi;
mikroskopista pak tusi
pouzdro tam, kde se nic
neobarvilo.

Prohlédnéte si preparat,
demonstracne

pripraveny asistentem, a
zakreslete do protokolu.
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Preji
hezky




