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I Zakladni informace

« student si vytahne jeden z 60 Gkol

* ke kazdému z praktik jarniho a podzimniho
semestru prinalezi cca dva az ctyri ukoly

« nékteré Ukoly naleZeji k vice praktikim (napf. ASLO
k neutralizaci i ke streptokokim)

« nékteré informace nejsou pFimo soudasti zadani Ukolq,
nicméné studenti na né mohou byt tazani
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I JO1: Mikroskopie

« znat principy optické mikroskopie (svételné pole i
tmave pole)

« znat pripravu mikroskopickych preparatu:
- kmene
- vzorku
- nativniho preparatu
- barveného preparatu:
 Gramovo barveni

 Ziehl-Neelsen
* barveni pouzder dle Burriho
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I JO1: Priprava mikroskopického

preparatu

vzorek

« tekuty vzorek na podlozni
sklicko kapneme

« nater na spejli bud’
rozmichame ve
fyziologickém roztoku, nebo
(pouze u barvenych
preparatl) pfimo natfeme
na sklicko

kmen

kapneme na podlozni
sklicko kapku fyziolog.
roztoku

vyzihame mikrobiologickou
draténou klicku v plameni

po zchladnuti (!)
nabereme trochu hmoty
bakterii

hmotu rozmichame v
pripravené kapce
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I JO1: Mikroskopie vzorku a kmene

Foto: O. Zahradnicek
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I JO1: Priprava nativniho preparatu

« kapku, ve které je vzorek Ci rozmichany kmen,
nesusime

» prikryjeme krycim sklickem a pozorujeme
objektivy, které zvétsuji napr. 4x, 10x Ci 40x.

* nepouzivame imerzni olej (!)
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I JO1: Gramovo barveni

Chemikalie Grampozitivni
Krystal. violet obarvi se fialové
Lugolliv roztok vazba se upevni

Alkohol neodbarvi se
Safranin zustanou fialové
A
/ /
—— —
(5
i o A & o

| (purple dye)

Gramnegativni
obarvi se fialove
upevni se méne
odbarvi se

obarvi se cerveneé

KEY
B Crystal violet

B lodine
D Alcohol

B safranin

Gram-positive

Gram-negative

@) Application of
safranin (counterstain)

medicinehack.com
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I JO1: Gramovo barveni (2)

- krystalova violet: (20 -) 30 sekund
* (oplachnout vodou - Ize vynechat)
* Lugol. roztok: (20 -) 30 sekund
* (oplachnout vodou - Ize vynechat)

- alkohol: do viditelného vystupu barviva
(cca 15 - 20 sekund)

« oplachnout vodou - nezbytné!!!

* safranin: 60 sekund

» oplachnout vodou

» osusit filtraCnim papirem (staci papir z obou stran

prilozit) 8/74



I JO1: Barveni pouzder dle Burriho

* v barveni dle Burriho
byly nabarveny bakterie §
na cerveno a pozadi
dobarveno tusi

* mikroskopista pak tusi
pouzdro tam,
kde se nic neobarvilo

Capslle pathmicro.med.sc.edu
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I J02: Kultivace bakterii

N my

« znat nejdulezitéjsi pudy v klinické mikrobiologii a
jejich charakteristiku

 umet preockovat bakterialni kulturu z jedné pevné
pudy na jinou
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I JO2:

Nazev
bujon
VL-bujon

selenitovy
bujon

Sabourau-
o
duv agar

Lowentein-
Jensen

krevni agar

Endova
puda

Druh

Barva

tekuté pudy nazloutld

7 (o)
pevne pudy
ve
zkumavce

V 4 O
pevne pudy
vV misce

skoro
bezbarva

bila az velmi
svetle
zelena

cervena

razova

Typ

pomno-
zovaci

selektivhée
pomnoz.
selektivni*

obohacena

obohacena

diagnosticka

selektivne

diagnosticka

Pudy v klinické mikrobiologii

Bakterie
aeroby
anaeroby
salmonely

houby

mykobakteria
(pUv. TBC)

veétsinu bakterii

predevsim
enterobakterie
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j 302: Pady v klin. mikrobiologii (2)

Nazev
MH

NaCl

VL-agar

XLD (a blizky
MAL)
cokoladovy
agar
LevinthalUv
agar

Slanetz-
Bartley

Druh

pevné pludy

na Petriho
miskach

Barva

skoro
bezbarva

cervena
-hneda

cervena
oranzova

hneda
nazloutla

svetlounce
O v V4
ruzova

Typ
specialni

selektivni

jako KA
selektivné

diagnosticka

obohacena

obohacena

selektivneée

diagnosticka

Bakterie
atb citlivost

stafylokoky

anaeroby
salmonely

hemofily,
neisserie

hemofily

enterokoky
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I JO2: Preockovani agarové kultury

vyzihejte klicku

 naberte kmen (pouze ted,
nikdy znovu v dalsich krocich!)

« naockujte prvni usek

« vyzihejte kliCku

* rozockujte druhy usek

« vyzihejte klicku

* rozockujte treti usek

« vyzihejte klicku

* rozockujte ,hadka"
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I JO2: Preockovani agar. kultury (2)

« dullezité poznamky:
- zapomina se na vyzihani mezi jednotlivymi kroky
- zapomina se na to, ze ¢ary se musi krizit
- nehodnoti technicka dokonalost Car

- jde o pochopeni (a pripadné i vysvétleni) principu
krizového rozteru, ne o dokonalé technicke
provedeni
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JO3: Biochemickeé identifikace
bakterii

 umet proveést katalazovy test, testy s
diagnostickymi prouzky (oxidaza, PYR, INAC) a
vedeéet v jakém pripadé se pouziji (tedy vyznam pro
diagnostiku)

« umeét pouzit Hajnovu pldu k odliseni fermentujicich
a nefermentujicich tycek

 umet odecist biochemickeé testy typu ENTEROtest
(k ukoly dostanete vse potrebné, urcite druh
mikroorganismu, procento pravdépodobnosti a
index typicnosti)
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I JO03: Oxidazovy test

 filtracni papirek na diagnostickém prouzku napustény
prislusnym reagens pritisknéte na kolonie
testovaného kmene

* prouzek polozte do vicka Petriho misky otisknutymi
koloniemi nahoru

 POZ = do 30 s intenzivni
modreé zbarveni

« OPOZDENE POZ = do 2 min
intenzivni modré zbarveni

- NEG = beze zmeény nebo
modrani az po uplynuti 2 min




IJ03: Hajnova puda i

 Hajnova puda

- stépeni laktozy (nahore)
(A = NEG, B = POZ)

- stépeni glukozy (dole)
(C = NEG, D = POZ)
N

B prOdUkce HZS frwikipedia.org
(POZ = z&€ernani pudy) T —

« v pripadeée pozitivity H,S
v podstateé nelze posoudit
fermentaci glukozy!

- tvorba plynu
(POZ = potrhana puida,
bublinky, puda vysunuta
nahoru)




I JO3: Vyhodnoceni ENTEROtestu

10 11 12 13 14 15 16 17

1 2 3 4 5 6 7 8 9
EHGFEDCBAHGFEDCBA
cZ> Prvni radek panelu Druhy radek panelu

+ | © ® ®© ® ©® ® 00

—

? O 0O

? + — + + + + + + +
12412 Y2 AL 2K Y2412

5 3 0 0 6 3

kmen 530 063 = E. coli; 99,89 % (pravdépodobnost s jakou
je tento kmen opravdu E. coli); T,,=1,00 (mira shody s ,idealnim"

kmenem) 18/74



I JO4: Dekontaminacni metody

« znat rozdil mezi ristovym optimem, inhibi¢cni mezi
7 (o) - 0= Vé V' 7 vV V., 7
(mezi rustu) a baktericidni mezi (mezi prezitl) a
v . v v 7 v (o)
moznosti overeni techto parametru

- rusti za extrémnich podminek (inhibi¢ni mez)

- po pUsobeni extrémnich podminek mikroorganismy
pFemistime do rustového optima (baktericidni mez)

« vyhodnoceni ucinnosti dezinfekce:

- vyhodnotit, jaka koncentrace dezinfekce je
baktericidni

- zdtvodnit proc je baktericidni a nikoli jen
bakteriostaticka (inhibicni)
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J04: Uéinnost horkovzdugné
sterilizace

« umét vyhodnotit acinnost horkovzdusné
sterilizace pro rezistentni sporulujici bakterie

- 160 °C / 60 minut;
170 °C / 30 minut;
180 °C / 20 minut
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I JO4: Vybér vhodného
dekontaminacniho postupu

» dodatkovy ukol k predchozim vyhodnoceni dezinfekce
nebo sterilizace

» vytvoreni dvojic z pfedlozenych liste¢ku (napFiklad
sparovat , sterilizace kovu, ktery nesnese vlhké teplo" a
,horkovzdusna sterilizace")
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J 305: Antimikrobialni latky

- znalost kvalitativnich i kvantitativnich testu:
- difazni diskovy test
- E-test (znat teoreticky)
- mikrodilucni test

- betalaktamazy (bézné i sirokospektre jako ESBL a
ampC) (znat teoreticky)
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JO5: Difuzni diskovy test

74adna zona:
Mikrob je
rezistentni

Zona je vetsi nez
hranicni: Mikrob
je citlivy

www.medmicro.info

Zona existuje, ale je mensi nez
hranicni: Mikrob je rezistentni
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I JO5: E-test

 kvantitativni test

* princip podobny difuznimu
diskovému testu

* misto disku prouzek

* v prouzku stoupajici koncentrace
ATB od jednoho konce ke druhému

« zOna neni kruhova, ale vejcita

* na papirku je stupnice - jednoduché
odecitani

24/74



lucni test

] Mikrod

N
o
o
)
o
i

sada antibiotik

BY1301qI3UL 32LJ13USDUON
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JO6 - JO8: Serologie
Primeé vs. neprimé metody
primeé neprime
 hledame mikroba, jeho  hledame protilatky
cast ci jeho produkt
(produktem muzZe byt

napriklad néjaky bakterialni
antigen Ci jed - toxin)

« protilatka neni soucasti ani
produktem mikroba
(produkt makroorganismu,
odezvou na cinnost mikroba)

' agens je pritomno nyni . 0ns bylo pFitomno nékdy

v minulosti
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I JO6 - JO8: Serologie

 umet interpretovat nalezy primych a neprimych
metod (titr protilatek, dynamika titru, tridy
protilatek, avidita protilatek)

- znat principy jednotlivych reakci a védet jak
vypadaji jejich vysledky: precipitace
(mikroprecipitace v agaru), aglutinace, aglutinace na
nosicich, komplementfixacni reakce (KFR), neutralizacni
reakce (ASLO, HIT, VNT), metody se znacenymi
slozkami (imunofluorescence, ELISA, Western blot),
imunochromatograficke testy

 umet proveést a vyhodnotit sklickovou aglitunaci
(napf. prukaz EPEC)

« popsat video aglutinace likvoru (véedeéet, proc se tu
nikdy neurcuji titry, natoz IgG a IgM!) 27/74



I JO6: Aglutinace (demontrace
riznych moznosti provedeni)

studyblue.com

Negative result Positive result

(a)

¥ ¥ @

Negative result Positive result
(b)

Copynght © 2008 Pearson Educaton, inc , publsferg as Berjamin Cummangs
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I JO7: KFR (princip reakce)

complement added sensitised red cells
serum with specific antigen added to bind antigen- added but no surplus intact red cells
antibodies to bind antibodies antibody complexes complement settle in pellet

+ | YyY ”’ q’** °°°

Q@0

= L
‘l‘ t‘l‘t (mt

serum but - added complement free complement
i free antigen — - red cells lyse
no antibodies carmaine anbeiiid binds sensitised Y
red cells

http://micrognome.priobe.net

tjji 2013. Creative Commons
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J 307: AsLO

« zhodnotit vyznam tohoto testu
- vysvetlit princip

 desticka se odecita nalezato, prvni radek je pozitivni
kontrola

:’ : l;' s e ‘1D .OD . _‘ic - ~N
A JB Sa w2 FEOEL A S S
_ - -~ e ig— e . _ ‘

— - —— — —
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J 307: HIT

Components Interaction Microtiter Results
RBCs ® No Reaction
i 0o ®
Hemagglutination
B % e
Virus  Antibody " Hemagglutination = "
- S ’{ Y Inhibition \
c ﬁt}'ﬁ\ - *K % e @ “ F.
o0 =
+ RBC” e ©
-~

microbeonline.com

Hitter 10 20 40 80 160 320 640 1,280

apeni.nlm.nih. gow
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JO8: IMF vs...munohistochemie

Add primary
antibody

Add secondary
antibody
conjugated to
flurophore

L Light

Wisualise using
fluorescence
microscopy

sy Ay ) 'r-"\

Antibocy

e,

i

+
N

\ Add secondary
Q antibody

conjugated to

Fat Fal Fa

8
&

BN N

) B
A B@p

,-"'

precipitate

Add chromogen. B
HRP catalyses _
reactionto
produce coloured

Coloured precipitate
accurmulates around

location of antigen.
Wisualise using
Brightfield Microscopy

di.ug.edu.au
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J 308: ELISA

alkalicka fosfataza

Substrate
04

Substrate Secondary Antibody
Conjugate
/) Pnimary Antibody /) \ \ /
Cﬂn_j ugate Capture Antibody

DIRECT ELISA INDIRECT ELISA SANDWICH ELISA
bosterbio.com 33/74



J 308: ELISA (2)

 umeét vyhodnotit reakci ELISA
« vedét, ze desticka se odecita spektrofotometrem

« kdyz dostanete informace, jak urcit cut off, byt schopni
urcit negativni a pozitivni hodnoty a interpretovat (s
ohledem na tridy protilatek)

« ze stavebnice sestavit schéma prikazu HBsAg a
anti-HBs pfi pozitivhim a negativnim prubé&hu reakce

 umet interpretovat nalezy dohromady (u borreliozy
a toxoplasmdzy - vyhodnotit dohromady nejen rdzné
serologicke reakce, ale také anamnezu)

- pacient, ktery nema protilatky, neni ,,zdravy

pacient", pokud ma potize!
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I JO8: Western blot

lal

Electric
current

ELECTROTRANSFER
Incubate with

W

Ab, (Y} and then wash excess Ab,

w,\

SDS-polyacrylamide gel

e "

(b} ANTIBODY DETECTION

———

"y,

life.umd.edu

J

Porous
membrane
sheat

ALA

!

|'
!
¥

T g .
Incubate with enzyme-linked

Ab, (T} and then wash excess Ab.,
and then activate color reaction

DEVELOPMENT

"1’&.3" Add
substrale

/
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Western blot (2)

| J08

 vzhled prouzku s prilozenou Sablonou

p75

p 62

p 57/59
p 50

p 47
p 43

p 37

p 28

~p——|nupsinn—4e

.

p 41, Flag.
p 39, m:ﬁ.)_ 1

! p29,0sp A —4

p25,0spC 4
- p2122. —4
» S pA 0

JJ‘ AnlegebalKen m—
alignment bar

1 | emenm

medmicro.info
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I JO8: Imunochromatograficke testy

Conjugate pad Capture/test line N Control line

o' »
? 1\? ¥ p

Sample pad

NP-antibody conjugates Absorbent pad

Nitrocellulose membrane

* Capillary flow
y _.-"/.\_' '—'}:'

Analyte

T i pubs.rsc.org 3 7/74



] 309: Molekularné biologické metody

- védet, kdy a jak se pouzivaji v mikrobiologii (napr.
mikroskopicky a kultivaéni prukaz je obtizny nebo neni
vubec mozny)

 mit ramcovy prehled o principech, neni nutno znat
detaily

- znat interpretaci PCR
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] 309: vysledky PCR s IC

Vlastni reakce Interni kontrola Interpretace

negativni pozitivni negativni
hegativni nhegativni Inhibice
reakce

pozitivni pozitivni pozitivni

pozitivni negativni (vysoce)

pozitivni
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I J09: Detekce PCR produktu

viastni
reakce

Pacienti P3 a P4 — pozitivni, pacient P2 — negativni,
pacient P1 — inhibice reakce. IK = kontrola, PK = pozitivni
kontrola, NK = negativni kontrola; zcela vlevo ladder 40/74



J 310, 311: Virologie

« vétsi cast virologie totozna se serologii (napr.
prukaz HBsAg apod.)

- pridané ukoly:

primy prikaz viru na vajecnych zarodcich a
bunécnych kulturach (a na sajicich mysatech,
teoreticky)

znat casti oplodnéného vejce

poznat pritomnost cytopatického efektu
védét kdy je a kdy neni vidét vysledek izolace
viru

co se da déelat, pokud vysledek vidét neni

(hemaglutinace, hemadsorpce)
41/74



I J11: Izolace a kultivace viru

* zvire se pouziva dnes jiz méne casto (sajici mysata)
. kufFeci zarodek (asi 10 dnu staré embryo):

- pod skorapkou papirova blanka (uzavira
vzduchovou bublinu)

- na papirovou blanku naseda
chorioalantoidni e
membrana, ktera
ohranicuje allantoidni s
dutinu

Egg
shell

K

Embryo
> U

- v allantois se vznasi
amniova dutina
s vlastnim embryem Yolk

- zloutkovy vak



I J11: Izolace a kultivace virt (2)

* smery ockovani do jednotlivych struktur

" Herpes simplex virus
Chorioallantoic membrane inoculation| Poxvirus
RGUS sarcoma ".I"iI'LtS-

Amniotic cavity

Shell Shell membrane

Influenza virus
Murmps virus

Amniotic inoculation

Yolk sac inoculation | Herpes simplex virus

7 | Allantoic inoculation '“ﬂUE"ﬂ_\’lrUS
Mumps virus

MNewcastle disease virus
Choriocallantoic Avian adenovirus
membrane

Adapted from F. Fenner et al., The Biology of Animal Viruses (Academic Press, New York, N.Y,,

1974), with permission.
plus.google.com
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I J11: Cytopaticky efekt

 bunécna kultura bez a s CPE

HSV Growing in Tissue Culture

http://cmir.mgh.harvard.edu/cellbio/ www.herpesdiagnosis.com/diagnose.html
cellculture.php?menulD_=122
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J11: Cytopaticky efekt (2)

Photographs of normal tissue culture-Left side Photographs of infected tissue-Right side
citybugs.tamu.edu 45/74




J11: Cytopaticky efekt (3)




J 311: cytopaticky efekt (4)

 swelling and clumping:

- infikované bunky se zvetsuji a postupné shlukuji
do stfapcovitych (hroznovitych) Utvard, nakonec se
odlouci od podkladu

- adenoviry
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I J12: Parazitologie

- poznat nasledujici vajicka a clanky tasemnice

- roup
428 (Enterobius
vermicularis)

tenkohlavec
(Trichuris
trichiura)

tasemnice

Skrkavka (Taenia Sp)
(Ascaris

lumbricoides)

48/74



I J12: Parazitologie

« znat metody diagnostiky stfevnich parazitu:

- metoda dle Kato (dobarveni pozadi malachitovou
zeleni, aby se paraziti zvyraznili )

- Faustova metoda je koncentracni
- Grahamova metoda se pouZiva u roupu

« védét, ze se u tkanovych parazitli casto pouziva
neprimy prikaz (toxoplazmoéza)

- popis pacientu dat dohromady s vysledky serologie a
vyhodnotit
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I J13: Mykologie

« zkousi se jako bakterie (viz dale)

 morfologie vlaknitych hub (nakreslit a popsat)
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I J14: Vliv pritomnosti sacharidid na
dynamiku rustu biofilmu

* ukol odecist jako v praktiku, vCetné vytvoreni grafu

» posudte vliv pfijmu ruzného mnoZstvi sacharidu ve
stravé na rychlost tvorby biofilmu u kariogenniho druhu
Streptococcus mutans

* jakeé zavéry vyplyvaji z tohoto pokusu ohledné mnozstvi
sacharidl ve stravé, délce jejich setrvani v dutiné Gstni
apod.?
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J14: Vliv pritomnosti sacharidi na
dynamiku rustu biofilmu (2)

. vyplfite pFiblizny primér hodnot absorbance do tabulky

a sestrojte prostorovy graf; ucinte zaver o mnozstvi
v s s (o) . .
pridane glukozy a rustu biofilmu S. mutans

16 . 241
@@oo@ooeooeé
11000996 000000

EEEEELasaS

O
fﬂ g C 52/74



I J14: Citlivost biofilmpozitivnich
mikrobu k ATB

MIC neodpovida koncentracim antimikrobialnich latek
schopnych zasahnout biofilm

MBIC - minimalni biofilm inhibujici koncentrace
MBEC - minimalni biofilm eradikujici koncentrace

zvysena odolnost se tyka dezinfekcnich i
antimikrobialnich latek

hodnoty MBEC lezi casto nad break pointem pro
dana antibiotika (bakterie jsou k nim rezistentni)

rozdily v citlivosti (MBEC vs. MIC) az nékolik radu
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I J14: Citlivost biofilmpozitivnich
mikrobti k ATB (2)

« zakal/zluté dilky
znamenaji rést mikrobu

« odectete hodnoty MIC
(planktonicka forma) a
MBEC (biofilm)

 porovnejte hodnoty
mezi sebou

« vysvetlete princip
metody

54/74



J13, PO1 - P0O6: Kvasinky,
specialni bakteriologie
« jednotny typ ukolt: ,,Z predlozenych kmenu

vyberte kmen ... (napr. stafylokoka), blize urcete,
popr. také urcete test citlivosti na antibiotika.™

* ukol z vétsi casti teoreticky (Gramovo barveni se
provede teoreticky), ale nektereé casti (katalaza,
oxidaza) se mohou provest i prakticky, je-li na to Cas

- dllezité je znat a dodrzet algoritmus - postupovat
od obecného k detailnimu
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I J13, PO1 - PO6: Priklad
diagnostického schématu

G+ kok
stafylokok -~ streptokok enterokok
- streptokok - streptokok streptokok
s viridaci s hemolyzou bez hemolyzy
5. pheumoniae S. pyogenes (SAG)
S. agalactiae (SBGQG)
~ ustni streptokok non-A-non-B streptokok
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| 313, PO1 - PO6: Vyjimky

 ASLO se zkousi jako serologicky ukol, plus znalost
specifického vyznamu tohoto testu (viz u serologie)

 Grampozitivni tyCinky se zkouseji jinak - student si
prohlizi obrazky G+ tycinek a ma urcit, ktery
obrazek morfologicky odpovida korynebakteriim a
odpovi na doplnujici otazky (napr. ,co by to mohlo
byt, kdyby to nedélalo palisady a rostlo by to pri
4 °C?")

« zvlastni tkoly se také tykaji anaerobti (P07),
mykobakterii (P08) a spirochet (P09)
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I PO3: Corynebacterium

G+ nesporulujici tycky kyjovitého tvaru, nekdy

pleomorfni
* typické usporadani v palisadach a tzv. havranich
kridlech
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sroubovaci

I P07: Popis anaerostatu uzaver

tlakovy
ventil

vzduchotésné vicko

palladiovy katalyzator
(pod vickem)

konstrukce pro
ukladani Petriho misek —

generator anaerobiozy
(sacek s chemikaliemi)
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I P0O7: Popis anaerobniho boxu

zdroj anaerobnich
plynii

prostor pro
vkladani misek

vstupy pro ruce
personalu

Mikrobiologicky ustav, foto O. Z.
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I PO7: Morfologie Clostridium tetani

G+ tycka, anaerobni, rovneg, stihle, terminalni
endospora (,palicky na buben")

« poznat na obrazcich od ostatnich bakterii
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I P0O7: Anaerobni kultivace, pokus
na zvireti, imunochromatografie

 pokus na zvireti se pouziva u tetanu a botulismu:
- u tetanu se mys sviji v kreci,
- u botulismu patrné parézy

- u toxinu Clostridium perfringens se pokus na zvireti
nepouziva, zde vyuzivdme kultivaéni prukaz
lecitinazy na zloutkovém agaru
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I P0O8: Barveni dle Ziehl-Neelsena

* barveni dle Ziehl-Neelsena

barvime karbolfuchsinem (Gabbet) za horka az do
vystupu par (po odpareni casti barviva ho
doplnime a opét zahrivame, opakujeme celkem 3x)

zahrivani provadime v dostatecné vzdalenosti, aby v
(o) v v 7 rv
prubehu neprasklo podlozni sklicko)

odbarvujeme cca 15 sekund kyselym alkoholem
(smeés ethanolu s HCIl nebo H,S0,), oplachneme
vodou

dobarvujeme pozadi malachitovou zeleni nebo
metylénovou modri cca 30 sekund

barveni Ize pouzit i pro strevni kokcidie
(kryptosporidia a cyklospory) 63/74



I P08: Barveni dle Ziehl-Neelsena (2)

- znat postup, vedet jak vypada pozitivni vysledek
(odlisit od Gramova barveni)

- znat dalsi postupy dg. TBC (kultivace, PCR,
Quantiferon), odlisnosti v testovani citlivosti

* dg. antinomycet a nokardii pro dodatecne dotazy
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j PO8: Kultivace mykobakterii

« vedét, ze pred kultivaci musi byt provedeno moreni
(znat postup)

. znat ptdy (Sula, Bani¢ a vaje¢né pady Ogawovu ¢i
LOwenstein-Jenssenovu).

 pevné pudy se nalévaji do zkumavek a uzaviraji
V4 V' 4 n O [ \Y4 V4 V4
zatkou (neni to jen kvuli ohrozeni personalu, ale
\4 A4V 4 O [ V 4 O
predevsim kvuli vyschnuti pudy)

+ vysledky se odecitaji po 1 (kontrola kontaminace) 3,
6 a pro jistotu i 9 tydnech kultivace (pozitivni
vysledky se obvykle nachazeji po Sesti tydnech)
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I P0O9: Spirochety (screening,
konfirmace)

- prehled testu na syfilis

: . BWR - Bordet
Historicky
Wassermann :
Netreponemove
. RRR/RPR/VDRL
Screening
TPHA/TPPA/anti-TP
ELISA
Konfirmace FTA-ABS
Western blotting Treponemove
Historicky TPIT (Treponema
(superkonfirmace Pallidum Imobilizacni
) Test) = Nelson
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I P0O9: Spirochety (screening,
konfirmace)

« vyhodnotit vysledky v kombinaci s klinickymi
priznaky, pozor na rtizné klinické situace:

- téhotné s pozitivnim RRR nelze fict, Zze ,ma asi
syfilis", je potreba vysetreni konfirmovat

- negativni nalez serologie borelidozy u pacienta
s erythema migrans neznamena, ze bude povazovan
za zdraveého a nebude lécen

- atp.
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J P10 - P13: Klinicka mikrobiologie

« Ctyri ukoly: listecky se tremi ,,minikasuistikami“

- Ukolem je rozhodnout se, jaké vysetreni proveést a
vybrat pro né vhodné typy odbérovych souprav

- rozlisovat krev na hemokultivaci x krev na serologii,
védét, ze u vaginalnich vytéru je vhodny CAT, ale
take Amies, apod.

* najit patogeny mezi béznou orofaryngealni
mikroflorou (nutno vedeét, ktera to je, a jak se tam
patogeny hledaji)
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I P11: Vyhledavani respiracnich
patogenu

1) ockovano tamponem
2) ockovano klickou
3) stafylokokova Cara

4) disk BH (bacitracin pro
hemofily)

5) disk V+K (vankomycin a
kolistin pro meningokoky)

na celé naockované plose
patrame po hemolytickych
streptokocich (bezbarvé) a
po stafylokocich (spise bilé
Ci zlatave)
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P11: Vyhledavani respiracnich
patogent (2)

bacitracinovy disk mdze byt umistén budto na v téchto mistech hledame hemofily
stafylokokovou ¢aru, nebo cca 1 cm od ni,
pouzivaji se oba zpUsoby




I P10 - P13: Klin. mikrobiologie (2)

« odecist semikvantitativni a kvalitativni vysetreni
moce (urceni kvantity je podminka nutna, ale nikoli
dostacujici, jesté nutno zjistit druh mikroba)

- vyhodnotit vysledky tri riiznych metod zpracovani
cévnich katetrtl u dvou pacientll a interpretovat je

- kvalitativni metoda
- semikvantitativni metoda ( >15 CFU)
- sonifikace katetru (>100 CFU)
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I P12: Vyhodnoceni
semikvantitativni kultivace moce

- vyhodnotte za predpokladu, ze byl v modéi nalezen
jeden druh mikroba, vyhodnotte ENTEROtest16 a

ATB citlivost
Pocet Pocet CFU Pocet CFU Interpretace
kolonii v 1 pulmoce v1mlmoce  (zednoduseno)
Méne Méné nez Méne nez 104 Kontaminace
nez10 10
10-100 10-100 104-10° Hranicni
Vice nez Vice nez Vice nez 105 Infekce
100 100

72/74



| P10 - P13: Klin. mikrobiologie (3)

. vySetreni stolice (sledovani vysledku na ruznych
pudach)

« prohlédnuti posevniho natéru, pocitani Nugentova
skore

« prohlédnuti posevniho vytéru (kultivace)
« prohlédnuti vyteru z rany (odbéry, otiskova metoda)

« prohlédnuti hemokultur (mikroskopie + kultivace)
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