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PRAKTICKA ZKOUSKA — 1.

1. Indikace, riziko a ucelnost mikrobiologického
vysetreni

= Mikrobiologické vySetreni:
= laboratorni stanoveni pfitomnosti a ur¢eni druhd mikroorganismu (bakterii, vird,
hub a parazit() ve vzorcich odebranych ze Zivého organismu

Indikace:

- Poutziva se k potvrzeni nebo vylouceni podezieni na infekci

- Provadi se v pripadé onemocnéni nebo v ramci preventivni prohlidky

- Na zakladé prlkazu pfitomnosti mikrob( ve vzorcich odebiranych z Zivé tkané se
mUzZe zahdjit patficna léCba

- Stanoveni citlivosti na antibiotika pomUze vybrat nejvhodné;jsi preparat

- Biologicky material k vySetfeni mize tvofit krev, moc, stolice, hlen, hnis, stéry
z kdze...

Princip:

- Biologicky materidl odeslany k vySetfeni se zpracovava rdznymi zplsoby

- Zakladem bakteriologického vysetfeni je rozmnoZeni mikroorganism{ pomoci
kultivace. Vzorek odebrany z téla se rozprostre na specialni Zivnou pladu, ktera
umoznuje rast baktérii.

- Takto ,naockovana“ zZivna plada se uchovava za stanovenych teplotnich podminek. Po
urcité dobé na ni vyrostou kolonie bakterii. Z téch se potom odebiraji vzorky, barvi se
a vysetfuji pomoci mikroskopu

Riziko:
- MdZe dojit ke Spatné identifikaci mikroorganismu ve vzorku
- Zdména vzorki
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2. Diagnostika bakterialnich onemocnéni

MIKROSKOPICKY PRUKAZ INFEKENIHO AGENS

e rychly prikaz
e omezena diagnosticka hodnota
e pfimo z infekéniho materialu nebo z kultivaéné zachyceného mikroba

MIKROSKOP

e opticky - nej¢astéji pouzivany
o elektronovy - poutziti ve virologii
o fluorescencni - diagnostika pomoci fluoreskujicich latek

Pti mikroskopovani optickym mikroskopem mulzete ménit zvétseni zorného pole pomoci
zmény objektivu. Na nativni preparaty pouzijete zvétSeni mensi (10x, 40x), na barvené
preparaty pouzijete zvétSeni 100x (tzv. imerzni objektiv). Pfi tomto zvétSeni musite jiz
pracovat s imerznim olejem

PREPARAT

¢ nativni - na podloZni sklo kdpnete primo tekuty material, tuhy material rozetrete
v kapce fyziologického roztoku. Pfekryjete krycim sklem a pozorujete.

o fixovany (barveny) - material rozetfeny na podloznim skle nechate zaschnout a
potom zfixujete (protahnutim v plameni kahanu nebo metanolem). Pak miizete
preparat barvit.

BARVENI
Barvici postupy volime dle poZzadavku na znazornéni bakteridlnich struktur.

¢ monochromatické (orientacni) - pouziti jedné barvy
e polychromatické - pouziti 2 a vice barev

e barvenidle Grama

e barveni na acidorezistenci

e barveni spor

e barvenidle Giemsy

e barveni na znazornéni pouzder

Barveni dle Grama - zakladni diferencialni barveni v bakteriologii. Rozdéluje bakterie na
Gram pozitivni (zbarvené modie) a Gram negativni (zbarvené cervené). Toto rozdilné
zbarveni je zpUsobeno odliSnym sloZzenim bunécné stény bakterii. Nékteré bakterie se barvi
modre i Cervené, nazyvame je Gram labilni. Jiné bakterie se velmi tézko barvi dle Grama, jsou
acidorezistentni (rod Mycobacterium).
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Barveni na acidorezistenci (dle Ziehl-Nielsena) - acidorezistentni tycky (Mycobacterium
tuberculosis) se barvi vysoce koncentrovanymi barvivy za vyssich teplot ervené, okoli se
dobarvuje kontrastni barvou (vétSinou zelené).

POPIS PREPARATU

Popisujete preparat zhotoveny z infekéniho materialu, nejdfive se zorientujete v zorném poli

a pak se zamérite na popis bakterii - barvitelnost, tvar, usporadani, velikost, mnozstvi (na
krizky).

ODBER MATERIALU

e infekéni plvod onemocnéni

e biologicky material z nemocného clovéka

o vytéry dle lokalizace procesu (krk, nos, ucho, rectum)
e sputum, hnis, stér z rany

e krev na hemokultivaci nebo na serologické vysetreni
e likvor, moc, stolice

e biopticky material

e pitevni material

e vzorky potravin, stéry z prostredi

Podminky odbéru:

e spravna technika odbéru

e odbér pred zahajenim léCby

¢ rychly a kvalitni transport

e spravné oznaceni a adresovani materidlu

KULTIVACNI PRUKAZ INFEKCNIHO AGENS

e naockovani materidlu do vhodného Zivného média
e inkubace pfi optimalni teploté
e vyhodnoceni vysledku (namnozeni mikroorganismu)

Nejvétsi diagnosticky vyznam ma v bakteriologii a mykologii, ve virologii se jako vhodné
Zivné médium musi pouzivat Zivé bunky (kureci embrya, tkanové kultury).

KULTIVACNi PODMINKY

e dostatek biogennich prvkd a Zivin

e vlhkost
e teplota
e pH

e plynné prostiedi (aerobni, anaerobni, mikroaerofilni)

Kultivacni postup se lisi dle druhu materidlu a poZzadavku na vysetieni (mykologické,
anaerobni)
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KULTIVACNi METODY

e aerobni kultivace - nejbéznéjsi, bez omezeni pristupu vzduchu k padé

o mikroaerofilni kultivace - snizeny obsah O, a zvySny obsah CO,

e anaerobni kultivace - kultivace na pevnych ¢i tekutych padach s redukujicimi
substancemi a bez pfistupu O, (anaerostat).

e specidlni kultivace

e Mykobakterie - dlouha kultiva¢ni doba (tydny), specialni kultivac¢ni pady

e Mpykologie - dlouha kultivaéni doba , specialni kultivacni pady

e Virologie - kultivace vir(i pouze na Zivych bunkach

KULTIVACNI PUDY

e tekuté (pomnoZovaci) - obsahuji masovy vytazek, pepton, sole. Bakterie rostou ve
formé zakalu, sedimentu, povrchové blanky,..
e pevné - do tekutého zakladu se pfida agarova rfasa. Bakterie rostou ve formé kolonie.

Kolonie - statisice aZz miliony bakterii namnozZenych z jedné buriky. Je viditelna pouhym
okem, jeji charakter je vétsSinou typicky pro urcity rod (nebo i druh) mikroorganismu.

e pudy selektivni - uréeny ke kultivaci uzké skupiny bakterii. Rlst doprovodné
(nezadouci) mikrofléry je potlacen rlznymi inhibitory (napf. antibiotika), k nimz je
selektovany mikroorganismus rezistentni.

e pudy diagnostické - tyto pady obsahuji takova aditiva, ktera zviditelni urcité
(biochemické) vlastnosti narostlé bakterie pomoci nichz mizeme tuto bakterii
predbézné identifikovat jiz podle vzhledu kolonie.

Prehled zakladnich kultivacnich pad
o tekuté - jatrovy bujén, anaerobni bujén, Selenitova plida, Sulova pdda
e pevné - krevni agar, Endova plda, Dezoxycholatovy agar (DC agar), Sabouraudova
plda, Lowensteinova vajecna puda

IZOLACE A IDENTIFIKACE BAKTERIi (URCOVANI CISTYCH KULTUR BAKTERI)

Odebrany material se naockuje na pevné pudy a také na pomnoZovaci padu, z které se po 18
- 24 hodinové kultivaci preockuje na pevny agar. Na agarech si po probéhlé kultivaci
vS§imame narostlych kolonii a jejich vlastnosti. PFi této primokultivaci naroste vétsSinou smés
raznych kolonii (mikroorganismu), které musime od sebe nejprve odlisit. Podezdrelé kolonie
(mozni patogeni) preockujeme na Cisty agar, aby ndm narostla cCista kultura pouze 1
mikroorganismu (izolace kolonie). Kolonie pak popisujeme, popis kon¢i bud uréenim
bakterialniho druhu (rodu) nebo uréenim dalsich postupt vedoucich k identifikaci
mikroorganismu.

Popis kolonie

e druh materidlu, kultiva¢ni pdda, datum, délka kultivace
¢ vlastnosti kolonie
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velikost

tvar, profil

povrch

barva

konzistence, zdpach

vztah ke kultivaéni pudé - vrastani do pady, hemolyza, viridace, zkvasovani laktézy,..
vztah mikroorganism( navzajem

Testy k identifikaci mikroorganismu

Kataldzovy a oxidazovy test

Plazmakoagulazovy test ( Staphylococcus aureus)

CAMP test (Streptococcus agalactiae)

Optochinovy test ( Streptococcus pneumoniae)

Difterické cuky ( rod Corynebacterium)

Kratka rada cukr( ( celed’ Enterobacteriaceae) - testovani biochemickych vlastnosti
(zkvasSovani glukdzy, tvorba plynu, ureazy a indolu, tvorba H,S, vyuZziti anorganického
uhliku). Enterotest |, Enterotest Il - rozsirena mikrometoda této kratké rady.

STANOVENI CITLIVOSTI BAKTERIi NA ANTIBIOTIKA

bézna soucast vysetieni
umozni nejefektivnéjsi [éCbu
rdzna skala antibiotik pro rdzné skupiny mikroorganisma

Metody stanoveni citlivosti

Diskovy difuzni test
Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace

SEROLOGICKY PRUKAZ INFEKCNIHO AGENS

Sérologie je soucast imunologie

v mikrobiologii sledujeme interakce antigenu (Ag) a protilatky (Ab) v séru nemocného
pacienta

sledovani protilatek = nepfima diagnostika

sledovani antigenu = pfima diagnostika

SLOZKY REAKCE

Antigen - pfirozené se vyskytujici nebo chemicky syntetizovand substance i
molekula, kterd mize stimulovat tvorbu protilatek a je organizmem rozpoznana jako
cizi material. Antigenem je vétsi Castice (bakterie, burnika, molekula proteinu ¢i cukru)
nékdy i malé molekuly pfipadné i material vlastniho organismu. Zakladnim
charakteristickym znakem antigenu je povrchovy znak - determinanta, ktery je
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organismem rozpoznan jako cizi. Bakterie, viry, paraziti nebo buriky maji rlizné
antigenni determinanty.

Alergen - antigen, ktery se vaze na imunoglobulin typu IgE a mize vyvolat alergickou reakci.

e Protildtka (imunoglobulin) - protein sloZeny z polypeptidovych fetézci. Tvorbu
protilatek zajistuji B lymfocyty z kostni diené

e 1IgG - tvofi hlavni podil sérovych Ig, prochazi placentou

e IgA - obrana sliznic (slzy, sliny, bronchidlni sekret)

e |gM - objevuje se na zacatku infekce, ma kratkou Zivotnost

e IgE - obvykle je v nizké koncentraci

e IgD - nejasna funkce

POUZIVANE SEROLOGICKE REAKCE

e Aglutinace

e Precipitace

e Reakce vazby komplementu

o Difuze a elektroforézy v gelu

e Reakce se znacenymi slozkami - imunofluorescence (IF), radioimunoanalyza (RIA),
enzymoimunoanalyza (ELISA)

¢ Molekularné biologické metody - imunoblotting, PCR, hybridizace

INTERPRETACE VYSLEDKU

o kvalitativni
o kvantitativni - titr protilatek (obracena hodnota posledniho pozitivniho fedeni)

Kvali objektivni detekci vySetfujeme alespon 2 vzorky krve odebrané v uréitém odstupu -
sledujeme dynamiku tvorby protilatek.
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3. Diagnhostika virovych onemocnéni

VIROLOGIE

studuje viry - nejmensi infekcni Cinitele

viry se skladaji z nukleové kyseliny (DNA nebo RNA) a bilkovinného obalu
viry jsou schopné metabolismu, rlstu a déleni pouze v Zivé hostitelské bunce

VYSETROVANY MATERIAL

RGzné vytéry (nosohltan, spojivky), vyplach nosohltanu, kozni |éze, obsah puchyrk ¢i jinych
zmén, mog, stolice, likvor, krev na serologii, pitevni material, ..

IZOLACE A IDENTIFIKACE

Mikroskopie

¢ opticky mikroskop - mala rozliSovaci schopnost, sledujeme virové inkluze v burice
e elektronovy mikroskop - vyssi rozliSovaci schopnost, viditelny samotny virus

Kultivace
Pouze na Zivych burikach !
e kureci embrya - poufZiti pro citlivé a ndrocné viry (virus chtipky)
e tkanové kultury = Zivé buriky z urcité tkané (novotvary, embryonadlni tkan) narostlé
v tzv. monolyeru - 1 vrstva bunek na dné specialni nadoby pro kultivaci ve virologii.
Do této kultiva¢ni nadoby se prida vysetfovany material, obsahuje-li virus, vytvari se
mikroskopem viditelny cytopatogenni efekt (morfologické zmény napadenych bunék
). Takto namnoZeny virus identifikujeme vétSinou serologickymi metodami.

Serologické metody

e pfima i nepfima diagnostika je Siroce pouZivana (levnéjsi a rychlejsi nez kultivace)
e (Casto imunofluorescence, ELISA

HLAVNI ZASTUPCI

DNA viry - Poxviridae (virus varioly)
Herpesviridae (virus herpes simplex, cytomegalovirus, virus Epsteina a Barrové)
Hepadnaviridae (virus hepatitidy B)
RNA viry - Orthomyxoviridae (virus chfipky)
Paramyxoviridae (virus spalnicek)
Togaviridae (virus zardének)
Flaviviridae (viry komplexu klistové encefalitidy)
Rhabdoviridae (virus vztekliny)
Retroviridae (viry HIV-1, HIV-2)
Pomalé virové infekce a nekonvencni viry (priony)
o Creutzfeldt-Jacobova presenilni demence (CJD)
o Bovinni transmisivni spongiformni encefalopatie (Nemoc Silenych krav)
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4. Diagnostika mykotickych onemocnéni

MYKOLOGIE
e studuje infekce ¢lovéka zplsobené mikromycetami = eukaryontni rostlinné
mikroorganismy, predstavované kvasinkami a vlaknitymi houbami
e infekce jsou rGznych typu - mykozy, mykotoxikozy, mykoalergdzy, mycetismy

VYSETROVANY MATERIAL

Supiny, vlasy, nehty, hnis, sputum, rdizné vytéry, bronchidlni sekret, mog, stolice, likvor, krev
na serologii nebo na hemokulturu, bioptické vzorky raznych tkani, stéry z prostredi,..

IZOLACE A IDENTIFIKACE

Mikroskopie

e nativni preparaty

e projasnované preparaty (odstranéni keratinu ze Supin, vlasu,..)
e barvené preparaty

e mikrokultury

Kultivace

e specialni pady tekuté i pevné (Sabouraud, Czapek-Dox, kvasnicovy agar, Littmanova
pada)

e inkubace 10 - 30 dnl pfi teploté 25°C, mnohdy paralerné pti 37°C

e popis kolonie

¢ vzhled makroskopicky i vzhled mikroskopicky

e typ kvasinkovity nebo vlaknity

e testovani fyziologickych vlastnosti - fermentace c¢i asimilace glycid(, nutriéni
poZadavky,..

Serologické metody

e pfima i neprima diagnostika je Siroce pouZivana

HLAVNIi ZASTUPCI

Povrchové mykdzy - Trichphyton
Cladosporium

Subkutanni mykdzy - Sporothrix
Systémové mykdzy - Candida albicans
Cryptococcus neoformans
Aspergillus fumigatus
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5. Diagnostika parazitarnich onemocnéni

Spoléha predevsim na mikroskopické vysetreni riznych klinickych materialQ. V nékterych klinickych
pfipadech je vyznamny i vysetieni serologické, jen vyjimeéné také kultivacni prikaz.

Mikroskopické pozorovani parazitl mizZe byt provadéno jak v nebarveném preparatu, tak i po
obarveni podle Giemsy., hematoxylinem, trichromem, . Pfed vlastnim pozorovanim se hlavné vzorky
stolice mohou upravit napf. zkoncentrovanim flotaéni metodou podle Fausta. Na skli¢ko se klinické
vzorky nanaseji obvykle ve formé tlustého natéru, tlusté kapky, krevniho natéru atd.

Podminkou Uspéchu mikroskopického vysetfeni josu hlavné zkusenosti pozorujiciho pracovnika.
Vyznamny je i volba metody, kterd mzZe byt velmi usnadnéna uvedenim pokud mozno podrobné
anamnézy a diagnostického podezieni na privodce klinického materialu.

Pro mikroskopické vysetreni na stfevni parazity se posilaji zejména stolice, analni vytéry a periandlni
stéry Ci otisky. Vzorky stolice se odebiraji ve velikosti liskového ofechu a posilaji se v nesterilnich
zkumavkach. Vzorky se nesméji zmrazovat, zejména pro améby je nutné vysetfeni béhem 30minut
po odbéru. V nativnim nebo barveném preparatu se hledaji Cervi, jejich ¢asti nebo vajicka. Klasicka
metoda periandlniho stéru se provadéla sklenénou ty¢inkou. Dnes je nahrazena periandlnim otiskem
na prlhlednou lepici pasku nalepenou pres andlni otvor, paska se potom rovnou nalepi na sklicko.

Pro vysetteni krve se obvykle odebira kapka z bfiska prstu, na podloZnim sklicku se pro pozorovani
nativniho preparatu, vyznamného pro diagnostiku trypanosom nebo mikrofilidrii, upravuje zfredénim
fyziologickym roztokem.

Pro barvené preparaty se na sklicko umistuje tlusté kapka,nebo tenky natér této kapky pripraveny
rozetfenim krve hranou druhého skli¢ka. Preparat se po zaschnuti barvi podle Giemsy.

Odbér sputa je vyznamny zejména pro diagnostiku larev Ascaris lumbricoides, odbér
bronchoalveolarnich lavazi pak pro diagnostiku plicnich fungi Pneumocystis carinii. Vaginalni resp.
uretralni vytéry se provadéji sterilnimi tampony, na sklicku se barvi podle Giemsy pro diagnostiku
trichomoniazy. Stér tamponem ze zadni klenby poSevni se barvi podle Giemsy, nékdy téz podle
Grama.

Mikrobni obraz posevni: Poskytuje orientaéni obraz stavu osidleni a umoZzriuje detekci nékterych

specifickych patogen(. SloZeni vaginalni mikrobni fléry se méni v zavislosti na véku a hormonalnich
vlivech. U dospélé Zeny se klasicky rozeznava sest zakladnich obrazli, nékterych se rozlisuji podtypy,
mozné jssou i smésné typy:

MOP I: (normalni), Doderleinovi tycinky, epitelie, leukocyty

MOP II: (nehnisavy bakterialni vytok), koky, tyCinky, pfipadné vibria, bez Doder. Tycinek, epitelie, leu
MOP llI: (hnisavy bakt. Vytok), bohata smés koku a tyéinek, malo epitelii, hodné leukocyt(

MOP IV: (kapavka), velké mnoZstvi leukocytl, intra i extracelularni diplokoky, malo epitelii

MOP V: (trichomonidza),trichomonady, ojedinéle Doder. Tycinky, smés rdznych bakterii, rizné
epitelii, leukocytl
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MOP VI: (hnisava,nehnisavd mykdza), kvasinky, epitelie, leukocyty, ojedinéle Doderl. TyCinky
V posledni dobé jsou rozliSovany i dalsi typy MOP

VlIaknita laktobaciloza: mimo normalni fléru jsou pfitomny vldknité bakterie rodu Leptothirx, vice
epitelii a leukocytl

Bakterialni vagindza: chybi laktobacily, velké mnoZstvi anaerobnich bakterii (Gardnerella vaginals,
Bacteoides, Mobiluncus,)

Aerobni vaginitida: lactobacily jsou nahrazena Gram pozitivnimi koky a Gram negativnimi tycinkami,
vetsi mnozstvi leukocytl

Serologické vysetieni:

Stanovani protilatek nebo detekce antigen( v séru je aZ na vyjimky obecné méné vyznamné nez
mikrob. Prikaz, sérologické metody slouZi v parazitologiii vétsinou jako pomocné nebo konfirmacni.
Diagnosticky vyznam vysledk( stanoveni protilatek mize byt omezen také seropozitivitou vétsiny
populace, jak je tomu napf. u Pneumocystis carinii, ktera vyvolava onemocnéni jen u
imunokompromitovanych jedincU.

Serologické vysetfeni je mélo vyznamné u stfevnich parazitl, pokud nepronikaji do jinych organd,
v tomto pripadé pak je napf. vyznamna diagnostika cysticerkdzy vyvolané Taenia solinum metodou
ELISA nebo invazivnich forem amébiazy vyvolané Entamoeba histolytica prikazem protilatek IgG
metodami nepfimé hemaglutinace, imunofluorescence nebo ELISA. Serologické reakce jsou jako
jedina diagnosticka metoda pouzivany v pfipadech, kdy je ptimy prlikaz parazita obtizny, zejména u
toxokardzy a toxoplasmozy.

Prevence a terapie:

Prevence parazitarnich onemocnéni spociva predevsim v hygienickych opatfenich zamezujicich
rozmnozovani prenaseclt a kontaktd s nimi,zabezpeceni komunalni hygieny budovanim kanalizace a
likvidaci odpadu, zabezpeceni zdrojl pitné vody a potravin, atd. V nasich podminkach je dllezité téz
seznamit osoby,které cestuji do endemickych oblasti s moznymi riziky a pfedchazeni jim. (napr.
malarické oblasti- komari)

Terapie parazitarnich onemocnéni spoléha predevsim na Siroké spektrum chemoterapeutik jejichz
pouivani je v jednotlivych pfipadech specifické. Jde naprt o azolové derivaty (metronidazol),
antimalarika (chlorochin). Podobné jako u atb existuje riziko rezistence. V nékterych pripadech se
vyuziva i mechanické terapie. P¥. Chirurgické odstranéni cyst.
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6. Metody primého priikazu mikrobialniho agens,
interpretace vysledku vysetreni.

-ndlez mikroba (pod mikroskopem (mikroskopicky prikaz) nebo ho
vypéstujeme (izolace mikroba))
- nebo prilikaz typickych mikrobialnich Ag nebo NK
-u mikroskopického prikazu zjistujeme i identifikaci, citlivost na Atb
MIKROSKOPIE:
-malo citlivy
+rychly, levny
Nativni prepardt- pri dg syfilidy , ze sekretu tvrdého viedu—->vysetreni
v zastinu, hleda Zivé se pohybuijici trepanomatech
+ se vyuZiva v parazitologii a mykologii
1. Barevné ndtéry: viz otazka 10
Izolace bakterii: nejcastéji pomoci kultivacniho prikazu (vypéstovani na
vhodnych pldach), pokus na zviteti (dnes ztidka)+ rickettsie a chlamydie na
kurecim zarodku popt. bunécnych kulturach
a. Viz. Otazka kultivacni ptady
b. Pokus na zvifeti: zasada ,tti R“: Refinement (konat jen peclivé
pfipravené pokusy a co za nejlepsich podminek), Reduction (na
nejmensim poctu zvirat a nejméné Casto), Replacement (nahradit
pokus na zvifeti jinym postupem)
-v mikrobiologie pokusu na zvireti tfeba k: prikazu inf. Agens
(tuberkuldza-likvor-morce, tularimie, bruceléza, moru,
antraxu,Q- horecky), priikazu toxin( (podezieni na botulismus),
material: zbytky potravy, krev, stfevni obsah mrtvoly),
k neutralizacnim a protekénim testlim (vyroba oc¢kovacich
latek), k pripravé Ag a imunnich sér, ziskani komplementu a ery,
+vyzkum
3. Blizsi urceni vypéstovaného kmene:

-nejprve urceni orientacné : vzhled kolonii, hemolyza, rlist na dalSich
pudach, citlivost na Ab, druh vzorku..

-ovéreni rychlymi biochemickymi testy (pr. Oxidasa)

-barveni dle Grama : tvar, velikost. Usporadani

- blizsi urceni: nejcastéji: biochemické a fyziologické vlastnosti izol.
Kmene (preockovani na novou pldu, dfive tzv. pestrd fada (zkumavky s dg plidami, vysledek
se projevil zménou zabarveni)

-moZno vyuzivat tzv. BIOCHEMICKYCH PROFILU (testy se rozéleni napt.
do trojiv, kazdy pozitivni vysledek ma urcitou hodnotu, ty se pak sectou, tato sefazena Cisla
predstavuji biochem. Profil >existuje rejstfik: obsahuje % pravdépodobnosti, s jakou dany
vysledek odpovida danému taxonu, seznam atypickych vysledku atd.
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-nékdy biochem. Testy nestaci: napf. shigelly: nutno urceni Ag struktury- sklickova aglutinace
(nutno mit antiséra) vyuziva se i k identifikaci Escherichia coli- enteropatogennich a
enterohemorhagickych sérotypl, citrobakterd,pseudomonad..
+behtahemolytické streptokoky: latexova aglutinace (protilatky proti polysacharidu vazany
na povrch latex. Céstic)
+ vzacné prlikaz toxicity, virulence, pokus na zvireti
-typizace kmena: vysledky biochemickych testl (biotypizace), antibiogram, u nékterych
salmonel (S. typhimurium): fagotypizace-kmen se podrobi Uc¢inku fady standardnich
bakteriofagl - urceni dle toho, ktery fag je lyzovan, shigelly: bakteriocinotypiuazace
+velky vyznam : molekularné epidemiologické metody (postupy zaloZené na vySetieni DNA)-
restrikéni endonukleazova analyza
-uréeni klonality, zda kmeny dvou pacient(l jsou totozné
-dale se urcuje citlivost na Atb a prikaz bakteridlniho toxinu (viz otdzka 10.13)
Prukaz dalsich produkti bakter. Metabolismu:
-plynova chromatografie: prikaz hnisu MK (nékteré anaeroby)
- hmotnostni spektrofotometrie: likvor pti podezieni na basilarni meningitidu
-dechovy test: v zahranici, priikaz helicobacter pylori- nemocnému se poda roztok
urey znacené 13¢C nebo 14¢ kterou rychle rozstépi na NH3 a CO,- CO, v pacientové dechu

PRUKAZ BAKTERIALNICH NK:
-rozliSujeme metody s a bez amplifikaci
1. bez amplifikace: s tzv, genomovou sondou (jednovlaknité DNA, chemicky oznacené,

komplementdrni k DNA mikroba, uziva se k prikazu gonokokl a Chalmydia trachomatis
z urogenitdlniho vzorku
2. s amplifikaci: PCR: zahtati-denaturace dvou vldken, ochlazeni: na tato vlakna se pfipoji
kratké syntetické nukleotidy (tzv. primery)- ohranici hledany usek DNA, v pfitomnosti Taq
polymeragy se primery prodluzuji-na kazdém vlakné vznika kopie hledané sekvence —
provadi se na pfristroji tetracykleru, po amplifikaci napf. elektroforéza
-Mycobakterium tuberculosis, Chlamydia trachomatis, Neisseria gonnorhoeae...
-variantou: LCR: ligdzova ret. Reakce: M. tuberculosis, B, burgdorferi, N. gonnrhoeae
- metoda NASBA (nucleic acid semence-based amplification)- amplifikuje se RNA,
detekce C. trachomatis
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7. Metody neprimého prukazu mikrobidlniho agens;
interpretace vysledkul vysetreni; titr protilatek a
jeho vyznam.

= prukaz infekéniho agens podle nélezu stop, které zanechalo v organismu = na prostou
vétsinu podle nalezu protilatek - tzv. prikaz protildtek nebo sérologicky prikaz

-méfime protilatky, jaké, mnozstvi, kdy jaky narast, u ¢asné infekce: pritomnost IgM / IgA
-protilatky vzacné: likvor, mog, sliny

-prikaz specifické bunécné imunity: kozni testy, aplikace antigenniho preparatu

z pfislusného mikroba = + vysledek: indurace v misté podani vpichu

-tuberkulinové testy: do kliZe se vpravuje tuberkulin- ag preparat z tuberkulézniho
mycobacteria

PRECIPITACE:

- Neni nejcitlivéjsi, nastava jen v pritomnosti dostate¢ného mnozstvi protilatek

- Vyiiva se jen: PRECIPITACNI neboli VLOCKOVACI TESTY NA LUES: tzv. reakce
s nespecifickym Ag, Ag v nich neni plvodce choroby ale kardiolipin z hovézich srdci
(priikaz trepanoma pallidum), v séru luetik( ¢asto protilatky reagujici s kardiolipinem
tzv. REAGINY

- Reakce VDRL (veneral disease research laboratory), RRR (ryhla reaginova reakce)-obé
: syfilis

Jednoduché ale falesné + v téhotenstvi, u maldrie, nddorovych chorob..

AGLUTINACE:

-Widalova reakce: slouzi k dlikazu protilatek brisniho typhu a jinych salmoneloz, titr 1:50
podezrely, 1:100 +

-dale dg yersenidz, listeridzy, tulammerie

-bruceldza: Wrightova reakce- tfeba pocitat s vyskytem inkompetentnich protilatek a
prokdazat je Coombsovou reakci

-ricketidzy: protilatek proti Proteus vulgarit

-protilatky proti leptospiram: reakce aglutinace-lyzy )-odecita se v zastinu , mozno vidét
shlukovani i rozpad leptospir

-HEMAGLUTINACE: jsou-li Ag erytrocyty: Paulova-Bunnellova reakce: prlikaz tzv.
heterotrofnich protilatku inf. Mononukledz (berani, hovézi ery, morceci ledviny)
-prukaz chladovych aglutinind: dg. Primarni atypické pneumonie vyvolané Mycoplasma
pneumoniae

AGLUTINACE NA NOSICICH:

= precipitace prevedena na aglutinaci
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-nosicem ag je povrch vhodné castice (nejcastéji latex)-latexova aglutinace nebo pasivni

hemaglutinace (na ¢ervené krvinky)

-latexfixacni test k dikazu revmatoidniho faktoru u revmatoidni artritidy

-pasivni hemaglutinace - dukaz protilatek proti shigellam, Vi-ag Salmonela Typhi, proti
tuberkulinu (Dubosova-Middlebrookova reakce),proti riznym parazitim - nejcastéji ale
reakce TPHA v dg syfilis

KOMPLEMENTFIXACNI REAKCE (KFR)

-komplement, ktery se vaze na vznikajici komplexy antigen protilatka—=> vétSinou neviditelné
- oznaceni indikatorovym neboli hemolytickym systémem = berani ery senzibilizované
protilatkou, jako zdroj komplementu: morceci séra

-pokud se komplement navdzal v prvni fazi reakce = pridané ery z(stavaji beze zmény—>
,Zabrana hemolyzy”

-jestlize hledana protilatka v séru nebyla, komlex ag-protilatka nevznikne, komplement
zGstane volny, navaze se indikator > hemolyza

- virologicka sérologie, dg respiracnich ndkaz, exantematickych nakaz, neuroinfekci

- v bakteriologii: dg bruceldzy, listeridzy, rinoskleromu, u inf. Mycoplasma pneumoniae
-parazitologie: echinokokdza, toxoplazmodza

NEUTRALIZACNI REAKCE:

-ty, pfi nichZ protildtka brani nékterym biol. Uginkdim ag

-nejznameéjsi tzv. virusneutralizaCni test-kdy protilatka neutralizuje infekénost viru

- prikaz antilyzinG: protildtky inhibujici hemolyzu plsobenou hemolyzinu y raznych bakterii
- nejbéinéjsi reakce ASLO: - prikaz antistreptolyzinu O

-prikaz antipneumolyzinz

-prukaz antistafylolyzin( alfa a gama

METODY SE ZNACENYMI SLOZKAMI

-znaceni fluoreskujicim barvivem nebo enzymem, radioizotopem, tézkym kovem
-oproti ostatnim sérologickym reakci umoznuje prikaz jednotlivych trid Ig

-dle druhu oznaceni: 1. Imunofluorescence :

-jen jedna slozka je oznacCena fluorescencnim barvivem, vysledek se
odecita pomoci fluorescenéniho mikroskopu, nejbéznéjsi modifikace: neprima
imunofluorescence (FTA-ABS- konfirmacni test v seros syfilidy), legionely..

2. Imunoenzymatické testy

3. Radioimuoeseje

4. reakce imunoelektronoptické

ELISA
-enzyme-linked immuno sorbent assai
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- je analyticka metoda vyuZivana ke kvantitativnimu stanoveni rlznych antigen(. Tato
metoda ma rfadu variant. VSechny jsou zaloZzeny na vysoce specifické interakci antigenu a
protilatky, pficemz na jednoho z téchto partner( je kovalentné navazan enzym (nejcastéji
peroxidaza nebo alkalicka fosfataza). Enzym katalyzuje chemickou pfeménu substratu, ktery
je pridan do reakcni smeési, na produkt, ktery je barevny. Stanovuje se pak
spektrofotometricky (viz chromogenni substrat), nebo na zakladé fluorescence
(fluorimetrické stanoveni). Koncentrace produktu je Umérna koncentraci antigenu nebo
protildtky ve vzorku. DalSim spole¢nym znakem metod ELISA je zakotveni (adsorpce nebo
kovalentni navazani) antigenu nebo protilatky na nerozpustny nosic.

WESTERN BLOT

e nékdy oznacovan také jako imunoblot

e protoZe je mnoho funkénich proteinl sloZzeno ze dvou nebo vice podjednotek, jsou
jednotlivé polypeptidy separovany v pfitomnosti detergentu dodecylsulfatu sodného
(SDS), ktery denaturuje proteiny

e po probéhnuti elektroforézy se proteiny detekuji barvenim Coomassie modii nebo
znacenim stfibrem

e rozdélené polypeptidy lze ale také prenést z gelu na nitrocelulézovou membranu a
jednotlivé proteiny detekovat pomoci protilatek

e prenos se oznacuje jako westernovy prenos a uskutecnuje se pomoci elektrického
proudu

e po tomto prenosu se specificky protein identifikuje tak, Ze se membrana s
imobilizovanymi proteiny umistni do roztoku obsahujicim protilatku k tomuto
proteinu

¢ nasledné se nenavazané protilatky z membrany odstrani vymytim

e pfitomnost prvni (primarni) protilatky se detekuje inkubaci se sekundarni protilatkou

o tato sekundarni protilatka obecné reaguje s imunoglobuliny

e sekundarni protildtka je spojena (konjugovana) bud's radioaktivnim izotopem nebo
enzymem

INTERPETACE SEROLOGICKYCH NALEZU

-prikaz protilatek k dg vétsinou nestaci, znamena to jen, Ze jedinec uz se s agens nékdy
setkal = vyjimka sifilis, HIV

-v nékolika mdlo pfipadech se miiZeme opfit o vysi titru

-titr protilatek: nejvyssi fedéni, v némz jesté doslo k prokazatelné sérologické reakci

-u nékterych chorob vyssi titry jsou odkazem probihajici nebo nedavné infekce

- Widalova reakce: 1:100 a vyssi - + vysledky u probihajiciho typhu

- vy$$i hodnoty mohou signalizovat nedavnou infekci beta-hemolytickymi streptokoky

- chceme li dg nedavnou infekci vychdzime z dynamiky imunitni reakce: prvni styk: 10 dn(
IgM popf. IgA, béhem tydne az mésice se obvykle vytrati

-1gG mohou pretrvavat léta az po cely Zivot


http://www.wikiskripta.eu/index.php/Antigen
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Antigen
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Protil%C3%A1tky
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Alkalick%C3%A1_fosfat%C3%A1za
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Spektrofotometrie
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Fluorescence
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Protil%C3%A1tky
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Protein
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Protil%C3%A1tka
http://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Izotop&action=edit&redlink=1
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-pro Cerstvost infekce se vySetfuji dva vzorky séra: 1. Akutni —na zac¢atku onemocnéni, 2.
Rekonvalescentni nejméné za tyden po vzorku prvnim
-praveé probihajici infekce: = ¢tyfnasobny vzestup titru protilatek mezi 1. A 2. Vzorkem, nebo
tzv. SEROKONVERZE: v 1. Vzorku nalez protilatek -, ve 2. +) = musi byt ale oba vzorky
vySetieny naraz
-pti interpretaci sérologického nalezu se mlizZeme dopustit dvoji chyby:

-1. Pfipadny nalez protilatek miZeme povazovat za dg, pfitom muze jit o protilatky

pretrvavajici v détstvi

2. negativni ndlez- protilatky se jesté nestihly vytvofit



PRAKTICKA ZKOUSKA — TYPY KULTIVACNICH PUD A JEJICH VYUZITI

8. TYPY KULTIVACNICH PUD A JEJICH VYUZITI

Kultivace
0 Proces, kdy dochazi k rozmnoZovani bakterii na mediich (ptdach).
0 Je to péstovani a rozmnozovani bb. v laboratornich podminkach.

POTAEGY PRO KULTIVAC / KOLOMNIE
O TN

EAKTERIACHCHA KLEKS
{—

P = i £
kil CAHOHANT MATERIAL
OEKOVAN] -~ KULTNACE LALM] KULT

Kultivaéni pudy
0 Jsou to média, ktera se pouZzivaji pro kultivaci mikroba in vitro.
O Pudy musi obsahovat:
0 Ziviny a riistové faktory
0 Kultivace musi probihat pfi optimalnim pH a T (v termostatu pfi 35-37°C)

Média:
0 Pevna
0 Pfipravuji se z bujoni pfidanim agaru (=polysacharid mofskych fas) > do 40°C
maji gelovitou konzistenci, pfi vice neZ 80°C pady taji a daji se rozlit do Petriho
misek
o Casto oznalované jako agary

0 Kapalna
0 =bujdény — kultivace probihd ve zkumavkach, jamkach, barfikach nebo velkych
nadobdch tzv. fermentor(

Druhy pud:
1. Zakladni ptdy
0 Pouzivaji se ke kultivaci vétSiny béznych bakterii

2. Obohacené pudy
0 Poutzitelné ke kultivaci narocnych bakterii (vyZzaduji napr. ristové faktory,..)
o Puady obsahuji vitaminy, AMK, cukry, koenzymy, Fe** soli,..
O Napt. krevni agar
e RuUstovym faktorem je hemin
e Je nezbytny k rlstu hemofil(i, Neisseria gonorrhoeae
e Hemin se aplikuje do pady ve formé Hb nebo tepelnou
hemolyzou krevniho agaru na tzv. cokoladovy agar


http://www.wikiskripta.eu/index.php/U%C5%BEivatel:Katkel/P%C3%ADskovi%C5%A1t%C4%9B3
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3. Diagnostické pady
0 Jsou urcéeny ke sledovani urcitych znakt izolovaného bakterialniho kmene (napfr.
sleduje se schopnost bakterii utilizovat cukry, citronan, stépit mocovinu —
Proteus, Helicobacter, schopnost produkovat charakteristické produkty — sulfan,
indol, pigmenty)
0 Napf. diagnostické sety typu Enterotestu

4. Selektivni pudy
0 Obsahuji inhibitory, které zabranuji ristu nékterych bakterii a umoznuji rist
bakterii, které toleruji dany inhibitor
0 Inhibitory — NaCl, Zlucové soli, antibiotika
0 Napf. Lowensteinova-Jensenova plida, Sulova plida pro kultivaci mykobakterii

5. Selektivné diagnostické pady (=diferencialni)
0 Kombinace dvou pfedeslych — obsahuji inhibitory tak i indikatory
O Napf. Endova pida, MacConkey ¢i deoxycholat-citratovy agar
O Pri utilizaci substratu ziskavaji kolonie bakterii charakteristické zbarveni — Zluc-
eskulinovy agar slouzi k identifikaci enterokokt, Rambachuv agar slouzi
k identifikaci enterobakterii

6. Transportni ptidy
0 Urceny pro prepravu choulostivych bakterii do laboratoie
0 Vétsinou tekuté
0 Zakladem je thioglykolat, fosfatovy pufr a soli, obsahuji minimum Zivin, aby
nedoslo k nadmérnému pomnozeni
O Napi. Amiesovo médium, Stuartovo médium, Cary-Blairovo médium

VYBRANE KULTIVACNI PUDY:
1. ZIVNE PUDY
0 Nejbéinéjsi plida obsahuje masovy extrakt, pepton a NaCl
PouZzivaji se: tekuté (bujon) nebo zahusténé agarem
SlouZzi k zachytu vétsiny bakterii
Vétsinou tvofi zdklad pro obohacené pudy

O O O

2. KREVNI AGAR
O Zakladem je Zivna puda s pfidavkem krve (5-10%)
Krev je ov¢i, koniskd, krali¢i nebo lidska
SlouZzi k zachytu vétsiny lidskych i zvifecich bakterii
Rostou G+ i G-
Lze uréit i stupen hemolyzy — a jak se to POZNA? Pfece jednoduse, dojde
k zesvétlani ©
Roste zde napft. Proteus (roste plazivé), Candida albicans et tropicalis,
Stafylococcus aureus

O O OO

o

3. ENDOVA PUDA

.....

zahusténa agarem
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Je svétle rtizova, uchovava se ve tmé (je to kvlli tomu, Ze na svétle dale rizZovi)

O Nerostou zde G+

O Bakterie, ktera zkvasuji laktosu na aldehydy, reaguji s fuchsinem za vzniku
Schiffovych bazi, zbarvujicich kolonie do tmavé rliZzové aZ docervena

0 Slouzi pro rozliSeni bakterii laktosa-pozitivni a laktosa-negativni

0 Roste zde: E.coli, Klebsiella pneumoniae

4. MacConkey plida

0 Obsahuje pepton, NaCl, laktosu a acidobazicky indikator (neutralni ¢erven nebo
bromkresolovy purpur)

0 Je zahusténa agarem nebo je tekuta

0 Laktosa-pozitivni bakterie zkvasuji laktosu a produkuji kyseliny, které vedou ke
zméné indikatoru do rtiZova aZ ¢ervena (neutralni ¢cerven) nebo do Zluta
(bromkresolovy purpur)

0 V tekutém médiu dochazi k produkci plynu

5. DEOXYCHOLAT-CITRATOVY AGAR (DC agar)
0 Obsahuje citronan sodny, citronan Zelezity, thiosiran sodny, deoxycholat sodny,
laktosu a acidobazicky indikator (neutralni cerven), je zahusténa agarem
Je bezbarva azZ slabé rGzova
0 Nerostou zde G+, rostou G-
0 Roste zde Proteus, Salmonela, Citrobacter - tyto bakterie produkuji sulfan a
kolonie jsou pokryty ¢ernou srazeninou sulfid(i Zeleza
0 G-, které zkvasuji laktosu, tak se okoli kolonie projevi zbarvenim indikatoru do
rdzova az Cervena, v kolinich je pfitomen bily precipitat
Laktosa-negativni bakterie rostou v bilych koloniich
Je potlacen plazivy rlst Protea

@]

O O

6. ZLUC-ESKULINOVY AGAR

0 Obsahuje skulin, Zelezité ionty, citronan, Zlug, je zahusténa agarem nebo je tekuta

O Bakterie produkuji B-glukosidasu a ta hydrolyzuje eskulin na eskuletin a vytvareji
komplex se Zelezitymi ionty a dochazi ke zbarveni okoli kolonii do Seda az
hnédocerna

0 Specificky rast pro Enterokoky — napr. Enterococcus faecalis — vyvolava infekce
mocovych cest

O Rust je potlacen u stafylokok( a streptokoku

0 Slouzi k rozdéleni G+ a G-

7. WILSON-BLAIROVA PUDA
0 Obsahuje pepton, sificitan sodny, citronan bismutity, briliantovou zelen,
hydrogenfosforecnan sodny a siran Zelezity, je zahusténa agarem
0 Je krémova aZ nazloutld
O Na této pldé rostou Salmonely — ¢erné zbarvené kolonie
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8. CLAUBERGOVA PUDA
0 Obsahuje pepton, krev, glycerol, soli a teluricitan draselny, je zahusténa agarem
0 Diky teluricitanu je inhibovan rlst bakterii kromé korynebakterii —
Corynebacterium diphtheriae

9. TINSDALOVA PUDA
0 Obsahuje pepton, kvasni¢ny extrakt, soli, sérum, cystin a teluricitan draselny
0 Diky teluricitanu je inhibovan rlst bakterii mimo korynebakterii
0 Diferencia¢ni znak — Sedocerny zakal (tzv. halo) kolem nékterych kolonii — slouzi
k rozliSeni Cor. diphtheriae var. gravis, Cor. diphtheriae var. mitis, Cor.
diphtheriae var. intermedius, Cor. Ulcerans
0 Pokud rostou jiné bakterie — Klebsiella, Neisseria,... - tak se tvofi kolonie bez halo

10. COKOLADOVY AGAR
0 Jeto krevni agar, kdy se pfidava krev do svarového zdkladu pfi teploté 85 °C
0 Je zbarven dohnéda diky tepelné denaturované krvi
0 UmoiZnuje rust ndrocnych bakterii — Neisseria gonorrhoeae, bordetely, hemofily

11. LOWENSTEINOVA-JENSENOVA PUDA
0 Obsahuje asparagin nebo hydrolyzat kaseinu, glycerol, vaje¢ny Zloutek, bilek,
Skrob, soli a malachitovou zelen, je zahusténa koagulovanymi vejci
0 Je zlutd aZz nazelenal3, zakalena
0 Je urcena pro mykobakterie — ale je nutné ockovany material morit — NaOH,
HCl,..

12. SABOURAUDOVA PUDA
0 Obsahuje pepton, glukosu ¢i manosu, je zahusténa agarem
0 Je bezbarva az nazZloutld
O Rostou zde kvasinky a plisné
0 Napft. Candida albicans, Candida tropicalis (kvasinky)

13. Miiller-Hinsontiv agar (MH agar)
0 Pouziva se pro senzitivitu na antibiotika
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9. ANAEROBNI KULTIVACE

Kultivace

e =cilené udrzovani ¢i rozmnozovani mikroorganismd v podminkdch in vitro.
e Kultivuji se aerobni i anaerobni organismy.
e Aerobni mikroorganismy se kultivuji na vzduchu.
e Anaerobni mikroorganismy je nutno kultivovat v uzavienych systémech
(=anaerostaty).
e Mezi striktné anaerobni druhy, které Ziji jen v prostiedi bez kysliku, patfi vétSina
druh( rodu Clostridium.
e Indikace vySetfeni na anaeroby:
0 obsah hnisavych abscest
0 trachedlni a plicni aspiraty
0 pleuralni a ascitecké tekutiny
0 hnis, bioptické vzorky, krev, Zluc¢
e Pro transport uzaviené zkumavky ¢i nadobky s anaerobni atmosférou, pouziti
transportniho média (Amiesovo, Stuartovo) pro transport tampdénu.

e Anaerostaty — zafizeni, v nichz je z atmosféry odstranén kyslik, ktery je pro striktni
anaeroby metabolickym jedem.

e Nékteré organismy snaseji nizké koncentrace kysliku (=tzv. mikroaerofilni nebo
aerotolerantni organismy).
e Inkubace probiha 48 hodin pfi 37 °C.

e Vytvoreni anaerobniho prostiedi:
e Postupy, které jsou zaloZzeny na biologickém, chemickém a fyzikalnim
principu.


http://www.merci.cz/hlavni-kategorie/zarizeni-pro-ohrev-a-chlazeni/
http://fvl2.vfu.cz/sekce_ustavy/infekcni_choroby_mikrobiologie/pedagog/mikrobiologie/praktikum03/index.html
http://www.merci.cz/hlavni-kategorie/zarizeni-pro-ohrev-a-chlazeni/
http://fvl2.vfu.cz/sekce_ustavy/infekcni_choroby_mikrobiologie/pedagog/mikrobiologie/praktikum03/index.html
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1. Biologicky princip

e Tzv. Fortnerova metoda — na ¢ast povrchu Petriho misky se naockuje
aerobni bakterie (Serratia marcescens) na zbytek povrchu se naockuje
anaerobni bakterie - miska se uzavre zalepenim vicka plastelinou a
inkubuje se v termostatu, kdy aerobni bakterie vydychava kyslik a vytvari
tak anaerobni prostredi pro anaerobni rist bakterii.

e Kyslik je v malé koncentraci obsazen uvnitf misky, a proto tato metoda
neni vhodna pro striktni anaeroby.

2. Fyzikalni princip
e \ytvoreni anaerobniho prostiredi vy€erpanim vzduchu z kultiva¢ni nadoby
pomoci vyvévy — neni 100% a dnes se jiZ nepouziva.
e Dnes se pouziva metoda, kdy se vytlaci vzduch z anaerostatu
profouknutim inertnim plynem (dusikem) nebo smési plynd.

3. Chemicky princip

e Zapaleni svicky - dojde k obohaceni o CO,, zbytkova koncentrace kysliku je
znacna, pouZiti v nouzovych podminkach.

e ZaloZen na odstranéni kysliku reakci s vhodnym cinidlem.

e Chemickeé Cinidlo, které absorbuje kyslik je alkalicky roztok pyrogalolu.

e DalSi moznosti jsou sacky, které obsahuji smés tetrahydridoboritanu
nebo horciku, hydrogenuhlic¢itanu a kyseliny vinné, kdy po pfidani vody
se vyviji vodik a CO, - kyslik se spotfebovava s vodikem na soucasné
vloZzeném katalyzatoru z jemné rozptyleného kovu (platinova/palladiova
cern); alternativné jemna Zelezna sitka nebo praskové Zelezo - pred
vloZzenim navlhcit - spotfeba kysliku korozi Zeleza.

Dalsi z moznosti kultivace anaerobnich mikroorganizmii je jejich ockovani do vrstev
kapalin, ve kterych je pfistup vzduchu omezen (pouze v horni vrstvé pldy). Pro omezeni
pristupu kysliku v nizsich vrstvach lze vyuZit i toho, Ze se plda po zaockovani
mikroorganizmi prevrstvi sterilnim parafinovym olejem. = tzv. O/F test
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10. ZpUsoby barveni bakterii, mikromycet a parazitu

NATIVNi PREPARATY

ProhliZeji se houby, prvoci (resp. 1 paraziti)

Priprava preparatu: na podlozni sklicko kdapneme kapku mikrobidlni kultury nebo
suspenzi vzorku ve fyziologickém roztoku, priklopime krycim sklickem (bez bublinek)
a otfeme nadbytek kapaliny a pozorujeme

Imerzni olej se nepouziva

BARVENE PREPARATY

Charakteristické pro bakterie
Pfiprava preparatu: naneseme vzorek na sklicko = fixace - barveni - pozorovani
Naneseme kulturu na podloZni sklicko, suspendujeme kulturu v kapce fyziologického
roztoku, kapku suspenze usudime nad plamenem (POZOR: NEUVARIT) -> uéel fixace:
usmrceni bakterii + jejich pevné prichyceni ke sklicku, aby se pfi barveni nesmyly
Fixace: chemicky (methanolem) nebo tepelné
Pozorovani: imerzni objektiv (oznacen 1-2 ¢arami) - preparat na sklicku zakapneme
kapkou imerzniho oleje, kryci sklicko se nepouziva
Hrubym posunem ponofime objektiv do imerzniho oleje
Ukonceni pozorovani: nutné ocistit objektiv (bunic¢inou navlhéenou benzinem)
Typy barveni:

O Barveni podle Grama

O Barveni na acidorezistenci podle Ziehl-Neelsena

0 Barveni pouzder tusi podle Burriho

0 Barveni metachromatickych granuli podle Alberta

Pro bakterie o velikosti nékolika um — pouziva se mikroskopie s imerznim objektivem
s 1000x zvétsenim
Pro sledovani bunécnych struktur bakterii a vird se uziva elektronovy mikroskop

Barveni podle Grama

Princip: absorpce komplexu krystalové violeti s Lugolovym roztokem (tj. roztok jodu

v jodidu draselném) do bakteridlnich bunék

Diferenciace bakterii: zaloZzena na rozdilném vymyvani tohoto komplexu organickym
rozpoustédlem (acetonem) z bakterialni stény

Spravnéjsi nazev: Gramovo odbarvovani

Bakterialni sténa obsahuje peptidoglykan (murein)

Sténa G bakterii: tenkd, obsahuje " mnozstvi lipid( - tenka sténa umoziuje lepsi
pranik organického rozpoustédla a snadné vymyti komplexu krystalové violeti

z bakterii > musi se dobarvovat obvykle karbolfuchsinem na RUZOVO
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e Sténa G’ bakterii: siln&jsi a vrstevnata - silna sténa neumoziiuje priinik barviva a
nedochazi k vymyvani a bakterie z(stava FIALOVA

e POSTUP: (VLAK)

0 V- Fixovany preparat prevrstvime na 2-3 minuty krystalovou VIOLET{
L — oplachneme, prevrstvime na 2-3 minuty LUGOLOVYM roztokem
Oplachneme vodou
A — odbarvujeme acetonem, dokud odtéka fialovy roztok
Oplachneme vodou
K — pfevrstvime na 1 minutu karbolfuchsinem
Oplachneme vodou a pozorujeme imerznim objektivem

O O O 0O O O

2. Barveni na acidorezistenci podle Ziehl-Neelsena

e Barveni acidorezistentnich bakterii (mykobakteria)

e Obsahuji ve sténé 30% lipid( (vosky, mykolové kyseliny) = Spatné absorbuji barviva
a museji se proto barvit za HORKA (takto absorbovana barviva se pak nedaji vymyt

ani odbarvenim rozpoustédly s pfimési silnych kyselin (acidorezistence) nebo zasad
0 Pozn.: mykolové kyseliny: mastné kyseliny s > obsahe atomu uhlik( (60-90C) v molekule

e Barveni karbolfuchsinem a dobarvuji se malachitovou zeleni - acidorezistentni
organismy se jevi jako riZové na zeleném pozadi

e Vyznam: prikaz mykobakterii ve sputu
e POSTUP: . . .
0 Fixovany preparat — prevrstvit koncentrovanym roztokem . .
karbolfuchsinu .

Plamenem zahtivdme skli¢ko

Po vychladnuti doplnime barvivo a krok 2 dvakrat opakujeme
Oplachneme vodou

Odbarveni — roztokem HCl v etanolu (dokud odtéka rizovy roztok)
Oplachneme vodou

Pfevrstvime na 30s roztokem malachitové zelené

Oplachneme vodou, ususime a pozorujeme imerznim objektivem

O 00 oo oo

3. Barveni podle Giemsy

e Princip: absorpce tzv. Giemsova barviva na bazi eosinu a methylenové modri

e Preparatem muze byt tlusta krevni kapka nebo fixovany vaginalni vytér

e Hledané organismy: prvoci, bakterie, rickettsie, chlamydie, mykoplazmata ¢i virové

inkluze
e Bakterie se barvi modfe, pouzdra svétle modfre, sliz rtizové
e POSTUP:

0 Fixovany preparat se podle poZadavkl ponofuje do koncentrovaného nebo
ziredéného Giemsova roztoku na 2 minuty, 30 minut nebo pfes noc


https://pixabay.com/cs/vlak-kreslen%C3%BD-film-hra%C4%8Dka-motor-312107/
https://pixabay.com/cs/vlak-kreslen%C3%BD-film-hra%C4%8Dka-motor-312107/
https://pixabay.com/cs/vlak-kreslen%C3%BD-film-hra%C4%8Dka-motor-312107/
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0 Oplachneme vodou, ususime, pozorujeme imerznim objektivem

Barveni podle Alberta
Vyuziva se pro znazornéni granul
Télo bakterie rGzové, granula zelena

Barveni podle Writz — Conklina
Znazornéni bakteridlnich spor
Napf. spory Clostridium tetanii

Barveni podle Burriho
Natér na sklicko - fixace plamenem -» barveni - pretfeni tusi - imerzni olej
Cerné pozadi, bakteridlni télo fialové, pouzdro je vidét jako volny prostor

BARVENI MIKROMYCET

Candida albicans — barvi se podle Grama pozitivné

Gramovo barveni — mikromycety (Candidy, Aspergillus,...)

Gencianova violet — specifické barvivo pro Zygomycety

Cryptococcus — kvasinka s polysacharidovym pouzdrem (barvi se tusi podle Burriho)

BARVENI V PARAZITOLOGII

Barveni podle Giemsy-Romanowského (1 dil G-R + 9 dild pufrované destilované
vody)

Pro parazity o velikosti desitek az stovek um — pouziva se suchy objektiv se 4x
zvétSenim

Barveni Gomoriho trichromem

Barveni Ziehl-Neelsena na stievni kokcidie (Toxoplasma gondii)
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11. Metody prukazu produkce toxint

e Toxiny mohou poskozovat hostitele.
e Bakteridlni toxiny se podle vlastnosti déli na exotoxiny, endotoxiny a zvlastni
kategorii exotoxinli — enterotoxiny.

EXOTOXINY

e Jsou produkovany G*, G bakteriemi a z nich jsou vylu¢ovény do okoli
e Jsou to proteiny (majici obvykle enzymatickou aktivitu a jsou termolabilni)
0 Pozn. termolabilni - citlivy vici vys$si teploté, ménici své vlastnosti pfi vyssich teplotach
¢ Mohou byt detoxifikovany napf. formaldehydem (vyuziva se toho pfi pfipravé
toxoidll = anatoxin( pouzivanych pfi imunizaci)
e Toxicita je velka, plisobeni je velmi rozmanité
e Podle ucinku se rozlisuji:
0 Neurotoxiny (napf. botulotoxin, tetanospasmin)
Proteolytické toxiny (proteinasy)
Cytotoxiny (cytolysiny)
Hemolysiny (sfingomyelinasa, lecithinasa)
Hydrolytické enzymy (kolagenasa, hyaluronidasa, streptokinasa)
Superantigeny (pUsobi polyklonalni aktivaci T lymfocytl — toxin syndromu
toxického Soku, M-protein)
0 Komplexni toxiny (antraxovy toxin Bacillus anthracis)
e Produkuiji je: klostridia (Clostridium perfringens)

O O O OO

ENDOTOXINY

e Jsou soucasti vnéjsi membrany G- bakterii

e Do okoli se uvoliuji az po smrti bakterii

e Jsou to lipopolysacharidy

e Do vnéjsi membrany jsou zakotvené svou lipidovou ¢asti (toxickym lipidem A),
polysacharidovy retézec (O-antigen) vyc¢niva do okoli

e Jsou termostabilni (odolny vici 1 teploté)

e Nejsou inaktivovany teplem, formaldehydem - neni mozno pfipravit toxoid

e Toxicita je mensi

e Maji fadu biologickych ucinki — pyrogenita, aktivace makrofagt, lymfocytd,
komplementu = souhrn téchto aktivit vede k letalnimu endotoxinovému Soku

e Pfitomnost endotoxinl — jsou kontrolovany testy na kralicich a diky Limulus (test
zaloZeny na schopnosti lymfy ostrorepa v pfitomnosti endotoxinu koagulovat)

ENTEROTOXINY

e Produkované a vylu¢ované G'i G bakteriemi
e Plsobi lokalné na stfevni sliznici - vyvolava prijmy a dehydrataci
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Jsou to proteiny, termostabilita je rGzna
0 odolny vidi vyssi teploté — napfr. enterotoxin Stafylococcus aureus odolava
tficetiminutovému varu
nékteré mohou byt detoxifikovany
enterotoxin Vibrio cholerae (choleragen)
0 sklada se z 5 subjednotek B a subjednotky A
0 pronika do bunék strevniho epitelu a aktivuje produkci cAMP - dlsledek
hyperselekce vody a elektrolytt
Shiga enterotoxin — produkovany Shigella dysenteriae, S. boydii, S. flexneri, S. sonnei
Shiga-like enterotoxin — produkovany nékterymi sérovary E. coli — jsou cytotoxické
(pronikaji do stifevni mukdzy, zplsobuji ulcerace a inhibuji proteosyntézu)
Enterotoxiny produkovany Clostridium perfringens, Yersinia enterocolitica

Produkce toxinl je kddovana na plazmidech (E. coli, invazivni faktory shigel),
bakteriofazich (diftericky toxin Corynebacterium diphtheriae) nebo na
transpozonech (enterotoxiny STA a enterotoxiny STB E. coli)

STANOVENIi TOXIGENITY Corynebacterium diphtheriae

Toxigenni kmeny C. diphtheriae jsou pavodci zaskrtu (difterie) — zavazné onemocnéni
u deti

Patogen se pomnoZuje v misté vstupu (obvykle na tonsilach — zde vyvolavaji tvorbu
pseudomembran, které mohou spolu s otokem uzavfit dychaci cesty)

Soucasné produkuje toxin > * toxémie a postiZeni organu (srdce, nervova vldkna,
ledviny) - dochazi ke * myokarditidy, polyneuritidy, nefritidy

Terapie: zabranit zaduseni (odstrafiovanim pseudomembran a neutralizovat toxin
podanim antidifterického séra)

Toxigenita se stanovuje metodou precipitace v agaru - do agarové pldy vyfizneme
4 jamky, které jsou usporadany do Ctverce

Uprostied mezi jednu dvojici jamek naockujeme klickou ¢aru zkouseného kmene,
mezi druhou dvojici ¢aru referencniho toxigenniho kmene

Do jamek nakapeme testovaci antidifterické sérum obsahujici antitoxin (do levych
jamek v koncentraci 5, do pravych jamek v koncentraci 25)

Po inkubaci pfi 37 C pozorujeme vznik precipitacnich linii mezi ¢arou bakteridIni
kultury a pfislusnou jamkou

O)N(©)
O—

(Cervené — precipitacni linie)
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PRUKAZ TOXINU

1. PRIMA AGLUTINACE

e Stanovuji se protilatky v séru pacienta po pridani suspenze znamych bakterii

e Antigeny — jsou to struktury bakterii (peptidoglykan, lipopolysacharid, biciky)

e Lipopolysacharid — endotoxin = protilatky se vaZzou na specificky polysacharidovy
fetézec — O-antigen a * kompletni aglutinat

e Napr. Widalova reakce — slouzi k diagnostice brisniho tyfu prikazem sérovych
protilatek proti salmonelam

2. LATEXOVA AGLUTINACE

e Bakterie vyvolavajici infekéni choroby uvolnuji pouzderné antigeny

e Antigeny lze prokdzat pomoci latexovych mikrocastic, které jsou pokryty protilatkou
proti pfislusSnému antigenu - dochazi k vyrazné aglutinaci

e Cil: rychle stanovit mikroba v odebraném vzorku

e Priklad: stanoveni pouzderného antigenu pavodce hnisavé meningitidy v
mozkomisnim moku (likvoru). Likvor napipetujeme na specialni podlozni sklicko a
poté pridame diagnostikum - latexové Castice pokryté protilatkou proti
prokazovanému antigenu

e Pokud likvor obsahuje hledané antigeny, dochazi k vyrazné aglutinaci latexovych
Castic

e Pozitivni — Stafylococcus aureus



http://wpskatec.honzapro.cz/101-2/
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12. Stanoveni interakci bakteridlnich hemolysynu

Krevni agar je dobrou pomf(ckou pro stanoveni hemolyz, protoZe obsahuje krvinky -
degradace hemoglobinu &i lyza erytrocytli pridanych do pady (hemolyza) patfi mezi
vyznamné diagnostické znaky:

alfa hemolyza — neuplna hemolyza- viridace - tvofi se meziprodukty (zelenohnédé
zbarveni)

beta hemolyza — UpInd hemolyza - projasnéni ptdy zplsobené difuzi uvolnéného
hemoglobinu do okol

negativni hemolyza - barva pldy beze zmény

HEMOLYZIN ALFA (ALFA TOXIN)

Vyskytuje se ve dvou formach.

w

Monomerova forma 3S se aktivné napojuje hydrofobnimi
vazbami na lipidy bunécénych membran (lidskych makrofagt
a trombocytl nebo kralicich a mysich erytrocytli, makro- i
mikrofagu a krevnich desticek)

agreguje na hexamerovou formu 125

udéld kanal do eukaryotni buriky (jakysi prstnecovy utvar)
pak nasleduje perforacni mechanizmus alfa toxinu =
obdobny ucéinkim komplementového komplexu, véetné stozky C9.

= Capdoman

Transmamiandg
= o fisree

o 1]

Po intradetvitalni aplikaci vyvolava nekrézu klzZe a po intravendznim podani ma letalni
ucinky pro teplokrevné i studenokrevné Zivocichy.

4 S.pneumonie
%+ S.mutans
4 S.viridans

Plsobi antagonisticky vici hemolysinu beta.

Humanni kmeny S. aureus vétsSinou produkuji alfa toxin v kombinaci s hemolysinem
delta

Protilatky proti alfa toxinu se tvofi pomérné dobfre, nemaji vSak protekéni charakter.

HEMOLYZIN BETA

= projasnéni pady zpUsobené difuzi uvolnéného hemoglobinu do okoli
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PUsobi jako fosfolipaza C na sfingomyelin v membrandch krvinek rliznych Zivocisnych druh.
- Jeho aktivita je vyrazné potencovana dvojmocnymi kationty Mg2+ a Ca2+.
- Nejcitlivéjsi jsou vhci Ucinklim tohoto hemolyzinu erytrocyty ovci a hovézi. které
obsahuji v povrchové membrané nejvice sfingomyelin.
- Hemolysin beta zesiluje ucinnost hemolysinu delta a je naopak antagonistou
hemolysinu alfa.

Na agaru s ov¢imi krvinkami vyvolava tzv. "hot-cold fenomen", ktery vede k projasnéni zény
neuplné beta hemolyzy pfi zméné kultivac¢ni teploty z 37°C na <10°C. Poskozuje morceci
makrofagy a lidské i kralici trombocyty toxickym narusenim lysozom( a bunécné-ho
metabolismu.
- Hemolysin beta ma dobré imunogenni vlastnosti. Jeho produkce je charakteristicka
pro kmeny S. aureus zvifeci provenience.

S.pyogenes

S-agalactinae

CAMP test pouzivany pro dlkaz S. agalactiae — na krevnim agaru se v misté prekrizeni
Car S. agalactiae a S. aureus vytvofila hemolyza motylkovitého tvaru.

k=

HEMOLYZIN GAMA
=bez projasnéni
- Je dvouslozkovy (synergohymenotropni) toxin. ktery je biologicky aktivni pouze za
ucasti obou komponent.
- Nejcitlivéjsi jsou vici nému erytrocyty krali¢i. reakce vyZzaduje pfitomnost Na' nebo K'
iont(.
- Jeho toxicita je vSak nizsi nez u hemolysinu alfa.
- Jeinhibovan agarem a proto gama hemolyza neni prikazna na krevnim agaru.
- Gama hemolysin je imunogenni, u pacientl vyvolava dobrou protilatkovou odpovéd.

HEMOLYZIN DELTA

Nema enzymaticky charakter, ale plisobi jako povrchové aktivni latka na bunécné
membrdany. Snadno lyzuje erytrocyty nejriiznéjsiho plvodu, jako nejcitlivéjsi se jevi
erytrocyty humanni. Rozdily v citlivosti erytrocyt(i rdznych

zivocisnych druhl nejsou vsak pfilis vyrazné. Toxicky plsobi i na makrofagy, polynukleazy a
lymfocyty. Hemolysin delta je kompletné inhibovan sérovymi fosfolipidy. Je antigenni,
protildtky |ze detekovat aZ po odstranéni vsech nespecifickych inhibitor(i zimunniho séra.
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CAMP
test
slouzi
k
odlise
ni
beta-
hemol
yticky
ch
strept
okoka

Umoz
Auje
nam
odlisit
Strept
ococc

us agalactiae od Streptococcus pyogenes.

1. Na krevnim agaru se zkfiZi linie S. aureus a beta-hemolytického streptokoka. Pokud
zkfizime linii S. aurea s linii Streptococcus agalactiae, ktery vytvari CAMP faktor,
dojde k hemolyze erytrocytd ovlivnénych C sfingomyelinazou (beta-lysin) S. aureaav
misté protnuti vznikne projasnéni ve tvaru maslicky.

2. Streptococcus pyogenes CAMP faktor nevytvafi a proto v misté zktizeni k hemolyze
nedojde.

Nazev je odvozen od jmen objevitelll — Christie, Atkins, Munch-Petersen.
Vysledky:

pozitivni — Streptococcus agalactiae,
negativni — Streptococcus pyogenes.

Staphyiococcus aureus S.agalactiae

CAMP test
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13. Metody vysetieni citlivosti na antibiotika (principy

diskovych a dilucnich metod, podminky pro
spolehlivost vysledkd, limitace, interpretace)

DIFUZNI DISKOVY TEST

Ukolem je stanoveni citlivosti testované bakterie k antibiotickym pFipravkam.

Postup:

1. Kultivovana kultura se nachazi v Petriho misce

2. Zniodebereme 2 kolonie pomoci bakterialni klicky — vloZime do zkumavky
s fyziologickym roztokem — zamichame a vznikne ndm suspenze

3. Namocime tampon do zkumavky s danym vzorkem

4. Aplikujeme na MH agar (naneseni co nejhustéji u sebe)

5. Podle typu bakterie (bud'Gram + nebo Gram - ) aplikujeme pfislusna antibiotika na
agar. V naSem pfipadé antibiotika na Gram +.

6. VloZime do termostatu a nechame kultivovat pfi teploté 37° C

7. Druhy den vyhodnotime inhibi¢ni zény

Zaveér:

Pozorujeme inhibic¢ni zény, které maji jiny prameér, tzn. Ze bakterie ma rozdilnou citlivost vici
antibiotikm.
Stanovené hraniéni zény

Hrani¢ni hodnoty (prliméry) inhibi¢nich zén, podle kterych stanovujeme, zda je bakterie
citliva nebo rezistentni vlci antibiotikim:
hodnoceni inhibi¢nich zén:
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CN10 — pradmér 15 mm -> bakterie je na antibiotikum citliva.
SXT25 - Primér 25 mm - bakterie je citliva na antibiotikum
AMC30 — Pramér 18 mm - bakterie je citliva na antibiotikum
CIP5 — prlimér 24 mm - bakterie je citlivd na antibiotikum
MEM10 — prdmér 27 mm -> bakterie je citlivd na antibiotikum
CAZ30 - Primér 22 mm -> bakterie je citlivd na antibiotikum

Zavér:
Bakterie je na vSechna aplikovand antibiotika citliva.

DILUCNI METODA
= ke stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC), nebo minimalni baktericidni
koncentrace (MBK).
- Metoda je kvantitativni, Ize ji plné automatizovat a standardizovat.
Antibiotika jsou fedéna geometrickou fadou ( 0,125; 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 8...)

Zakladni pojmy:

Dilu¢ni metoda v MH agaru
E-TEST

Ukolem je zjisténi MIC daného antibiotika.

Postup:

1. Pozorujeme pldu, na kterém je umistén prouzek napustény antibiotikem, jehoz
gradient klesa od jednoho
konce ke druhému.

2. Sledujeme zénu
inhibice (misto prosvétleni —
kapky) — tady bakterie neroste

3. Zméfime nejuzsi konec
pomoci pravitka, kam
dosahuje prosvétleni a
stanovime MIC.

tvar
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Zavér:
Stanovili jsme hodnotu MIC, ktera je 12 mikrogramu.

Diluéni metoda v bujonu.

Dvé mozZnosti provedeni
1. makrodilu¢ni metoda ve zkumavkach s testovanym objemem vétsim nez 1ml,
2. mikrodilu¢ni metoda provadéna v mikrotitracnich destickach s objemem 0,1ml

Jako rlistové médium se uzivd Mueller - Hinton(v bujén. Pro snadnéjsi pfipravu a provedeni
je Siroce rozsifena metoda mikrodilucni.

Koncentrace inokula opét odpovida 0,5 stupnice McFarlanda, desti¢ka se naockuje jehlovym
inokuldtorem a inkubuje za standardnich podminek.

Ukolem je, stanovit na zakladé zakalu a cirosti v mikrotitraéni desti¢ce, obsahuijici réiznou
koncentraci antibiotika, zda bakterie roste (pozorujeme zakal), zda bakterie neroste (jamka
z(stava cird, tzn. bakterie je inhibovana antibiotikem a neroste)

Postup:

1. Pozorovani sedimentu
v jamkach mikrotitracnich
desticek (sledujeme pomoci
zrcadla).

2. Vyhodnoceni senzitivnosti a
rezistence bakterie na
antibiotika.
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MIC =8

Bakterie ENTC je
rezistentni

Bakterie STPN je
rezistentni

Stanovili jsme MIC pro bakterie, ktera je 8. Dale mliZzeme pozorovat, Ze
bakterie jsou rezistentni vuci antibiotiku Ampicilin - rostou

v dané jamce (vidime, Ze je jamka zakalena). Bakterie ENTC je
rezistentnéjsi jiz pfi vyssich koncentracich antibiotika, naopak bakterie
STPN potrebuje mensi davky antibiotika k tomu, aby mohla rist.

Vyhody:

Touto metodou Ize otestovat jeden kmen soucasné k vice antibiotik(im. Dle uspotadani az k
12 rdznym antibiotikim na jedné desticce.

Nevyhody:

Spatné Ize hodnotit pfipadnou bakterialni kontaminaci.

Stanoveni MBK:

Zkumavky / mikrotitraéni jamky s ¢irym bujonem se vyockuji na pevné pldy bez pridavku
antibiotika a inkubuji se. Ze zkumavek s bakteriostatickou koncentraci vyrustaji kolonie
prezivajiciho inokula. Posledni zkumavka / jamka bez narustu kolonii na agaru udava MBC.

Podminky pro spolehlivost vysledkd
- 1 bakterialni kolonie
- DAdvat pozor, abych to neinfikovaly — napf z rukou
- Provést vic testd — difuzni i dilu¢ni test — pro potvrzeni spravnosti
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14. SPECIALNIi METODY PRO VYSETRENI CITLIVOSTI NA
ANTIBIOTIKA (narocné bakterie, pomalu rostouci
bakterie, anaeroby, typické priklady Spatné
prokazatelné rezistence)

- vysledkem stanoveni citlivosti testované bakterie k antimikrobnim pfipravkdm (ATB) je
antibiogram

metody:
1) Difuzni metody
2) Diluéni metody

1) Difuzni metody
- testy kvalitativni
- urcuje bud citlivost nebo rezistenci bakterie
Princip:
- difazi ATB do agaru s naockovanym bakteridlnim testovanym kmenem
- pfi potlaceni rlistu bakteridlniho kmene antibiotikem se vytvofi inhibi¢ni zéna

a) Diskova difuzni metoda
- kvalitativni metoda
- vysledek nas informuje, zda je antibiotikum ucinné, nebo je testovany
kmen k ATB rezistentni
- hodnoceni probiha na zdkladé méreni velikosti inhibi¢nich zéon s
naslednym porovnanim s referen¢nimi hodnotami

Provedeni:
-z Cisté, izolované kolonie pfipravime suspenzi mikroba - pomoci
bakterialni klicky sejmeme kolonii bakteridlniho kmene a preneseme
do fyziologického roztoku
-zde je potreba dodrzet stanoveny zakal hodnoceny pomoci
McFarlandovych jednotek
-doporucena hodnota zakalu je 0,5 McFarlanda
-suspenzi mikroba naockujeme pomoci sterilniho tampdnu na cely
povrch agarové pldy, nejcastéji jde o Miller-Hintonovu pldu
-pomoci specidlnich davkovacl priklademe ATB disky
-Kultivujeme — nejcatéji 24 hod./ 37 °C
-po inkubaci se méfi pramér inhibicnich zén - vysledek se porovna s
tabulkou NCCLS a tak se zjisti, zda kmen je na antibiotikum citlivy nebo
rezistentni
- pravidlo 15: 3-5 kolonii Cisté kultury testované bakterie se
rozetre ve fyzdku — vysledny zakal 0,5 MCFarlanda (pfi
koncentrovanéjsim je nebezpedi faleSné rezistence)
- do 15 min — ockovat plotny roztérem sterilnim
tamoponem/pfrelitim
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- do 15 min po naneseni inokula umistit ATB plotny (max 6)
- do 15 min — umistit do termostatu

Vysledek:
- testovany kmen je k antibiotiku rezistentni:
- ATB difundujici z ATB disku NEZASTAVI rist bakterialniho
kmene a NEDOIJDE k vytvoreni inhibi¢ni zony
- Testovany kmen je na ATB citlivy:
- ATB difunduijici z disku ZASTAVI rdst bakterialniho kmene a
DOJDE k vytvoreni inhibi¢ni zény
- jevsak potreba vychazet z referencnich hodnot
= Velikost inhibi¢ni zény je mensi nez referencni
rozmezi = bakterie je k ATB rezistentni
= Velikost inhibi¢ni zony je vétsi (prekracuje)
referencni rozmezi = bakterie je na ATB citliva
Vyhody: dostatecna spolehlivost, jednoduché provedeni, nizké naklady,
snadna dostupnost
Nevyhody: nevhodné pro pomalu rostouci a anaerobni bakterie, ovlivnéni
vysledku koncentraci inokula, sepse, meningitidy, edokarditidy,

b) E-test

- kvantitativni metoda

- poskytuje informaci o vhodné koncentraci antibiotika, ktera je proti
testovanému kmenu ucinna

- jde v podstaté o metodu uréeni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC : takova
koncentrace ATB, ktera je schopna zastavit rlst bakterie)

- uZiva se specialni prouzek napustény rostoucimi koncentracemi antibiotika,
opatreny stupnici

- Vysledek:

- v pfipadé citlivosti na ATB — vytvofi se zona inhibice rlstu ve tvaru
elipsy, kterd pretind prouzek s antibiotikem v misté udavajicim
hodnotu MIC

- Provedeni testu:

-z Cisté, izolované kolonie pfipravime suspenzi mikroba - pomoci
bakterialni klicky sejmeme kolonii bakteridlniho kmene a preneseme
do fyziologického roztoku

- je potfeba dodrzZet stanoveny zakal hodnoceny pomoci
McFarlandovych jednotek

- doporucenda hodnota zakalu je 0,5 McFarlanda

- suspenzi mikroba naockujeme pomoci sterilniho tamponu na cely
povrch agarové pldy, nejcastéji jde o Miller-Hintonovu pldu

- pfilozime prouzek napustény ATB

Diluc¢ni metody

- kvantitativni testy
- slouzi ke zjisténi minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC), tj. minimalni koncentrace
ATB, ktera je schopna zastavit rlst bakterie
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- jsou presngjsi nezli difuzni testy
- princip - inhibice rdstu bakterie danou koncentraci ATB
a) dilucni test v bujonu:
Princip:

uZivaji se ATB fedéna tzv. geometrickou fadou

narfedéna ATB se smichaji s tekutym bujénem, ktery nahrazuje
tuhou pldu

takto pripravené roztoky ATB s bujénem se davkuji do
mikrotitracni desticky (desticky i s ATB se dodavaji do laboratore
pfipravené)

rast bakterie se projevi zdkalem

v pripadé inhibice bakterie ATB zakal mizi

Vysledek:

jamka, ve které dojde k zastaveni rlstu, je hodnocena jako tzv.
minimalni inhibi¢ni koncentrace

Provedeni:

do pripravené mikrotitracni desticky se naockuje sledovana
bakterie
nasleduje kultivace (nejcastéji 24 hod/ 37 °C) a odecet MIC

b) dilucni test v agaru:

Petriho misky jsou vypInéné standardnim objemem agaru s rliznou
koncentraci ATB

bodové se na 1 plotnu naockuje jehlovym razidlem 30 — 40 kmenu
najednou

inkubace

odecet vysledku — rist ve formé uzaviené kolonie

v misté bez rdstu je MIC ATB

interpretace se provadi dle tabulkovych hodnot

referenéni metoda, je presnéjsi a Iépe se hodnoti zastava ristu
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15. Identifikace pomoci fenotypickych znaku

Pfi identifikaci se pracuje s Cistou bakteridlni kulturou, u které se hodnoti fenotypové a
genotypové vlastnosti.

Fenotypové znaky vyuZivané pro identifikaci bakterii

1. Morfologie bunék — tvar, velikost, vzajemné usporadani, pohyblivost, barvitelnost podle
Grama, acidorezistence (barvenim), tvorba pouzdra, tvorba spdr, umistnéni bicika.

2. Kultivacni vlastnosti — morfologie kolonii na agarovém médiu, charakter rlistu v tekutém
médiu

3. Fyziologické vlastnosti — vztah k volnému kysliku, typ metabolismu glukdzy (O-F test),
teplotni optimum pro rust, tolerance k NaCl a tézkym kovam, citlivost k antibiotik(im,
citlivost k Zlu¢ovym solim

4. Biochemicka aktivita — hodnoti se produkce enzym( pfimo (katalaza, oxidaza, uredza,
koagulaza, beta-galaktozidaza) nebo nepfimo dlikazem produktld enzymatického stépeni
(zkouska na indol, sirovodik, acetoin), vyuzivani anorganického uhliku (citrat), redukce
dusi¢nan(, hydrolyza skrobu, Zelatiny

5. Antigenni struktura — bakterialni buriky jsou slozeny z mnoha rliznych antigen(. Pro
praktické pouziti je mozné urcovat pfitomnost téchto antigenl (specifické povrchové
proteiny nebo lipopolysacharidy). sérologickymi metodami. Naptiklad rod Salmonella Ize na
podkladé rozdilG v antigenni struktufe rozdélit na 2 500 rliznych sérotypd.

6. Chemické sloZeni |ze pouzit jako dopliujici znak pro identifikaci nékterych bakterii. Jedna
se o metody, kterymi se stanovuje napf. celkovy profil proteini bunécné stény;
elektroforeticky profil enzymu, které jsou produkty jednoho genu; déle Ize vyuzit
chromatografie lipidd, fosfolipidi a mykolovych kyselin apod..

Pokusim se to vysvétlit a zasadit do kontextu: ©

KULTIVACE
V mikrobiologickych laboratofich je stale hojné uzZivana kultivace, metoda péstovani kultury,
kdy je zapotrebi nejméné 8 hodin inkubace, nej¢astéji pri 37 °C.

Problémem pfi kultivaci mize byt:
&> pomaly rast bunék bakterii
& pozadavek na specifické podminky.

Ke kultivaci nékterych obtizné kultivovatelnych mikroorganismu, coZ jsou hlavné
intracelularni parazité (napf. chlamydie, rickettsie a viry), je vyuzivano experimentalnich
zvirat, kufecich embryi nebo tkanovych kultur.
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Narostla diagnosticka kultura signalizuje pfitomnost potencidlné infekénich mikroorganism
a poskytuje material pro fenotypovou analyzu ktera je zaloZena na rozpoznani rozdil(
v morfologii kolonii a bunék

1. Tvar

2. Profil

3. Okraje

4. Velikost

5. Povrch

6. Pigmentace

7. Aroma

8. barvitelnost dle Grama

9. pritomnost a usporadani bicik()
fyziologii

&~ vztah ke kysliku — aerobni x anaerobni

& teplota

& pH

& tolerance k NaCl

& vyuziti zdroja uhliku/dusiku/siry)

& rustu

&~ enzymatické aktivité

&~ dalSich faktorech (inkluze, citlivost k antibiotikiim, patogenita).

Podle barvitelnosti dle Grama je mozno bakterie rozdélit do dvou skupin:
- coz souvisi se stavbou bakteridlni bunécné stény
- Gram + pozitivnich bakterii sloZzena prevainé z peptidoglykanu a méné z lipid(i
- Gram - negativnich bakterii.

Pfi barveni je uZivana krystalova violet (tmavomodré zbarveni bunék), Lugol(iv roztok (tvorba
komplexu barviva s j6dem) a 96% ethanol nebo aceton. Nékteré bakterie jsou schopny
barevny komplex barviva s jodem podrzet — Gram-pozitivni (napf. Staphylococcus,
Streptococcus), jiné se rychle odbarvi — Gram-negativni (napt. Escherichia, Pseudomonas).
Gram-negativni bakterie jsou pak dobarveny kontrastnim barvivem (safranin, fuchsin)

Biochemickymi testy je prokazovana pfitomnost charakteristickych bunécnych slozek
(proteiny) a metabolitll (toxiny) mikroorganism( metodami instrumentalni chemické
analyzy.

- Testy jsou zaloZené na reakci bunéénych produktd bakterie a sacharidu, enzymu nebo
proteinu

- zjistovano vyuziti zdroju uhliku mikrobem, proveden diikaz redukce dusi¢nant (napf.
u rodu Pseudomonas)

- hydrolyzy skrobu a Zelatiny

- je sledovana tvorba indolu

- sirovodiku (H2S)

- acetonu a derkaboxylas lysinu ¢i ornithinu
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- prukaz aktivity enzymu (napf. katalasy, oxidasy, fosfatasy, ureasy, B-galaktosidasy) a
dalsi testy.

Techniky zaloZzené na vyuziti zdroja uhliku (fermentaci) vyuZivaji pfenosu elektrond z
organické latky (zdroj uhliku) na barvivo (tetrazolinova violet), které zméni barvu. Tato
technika umoznuje sledovani oxidativnich procest béhem bunééného dychani.

4 Jina technika je zaloZena na rustu organismu v pfitomnosti substratu, coZ se projevi
zakalenim tekutého kultivatniho média.

4 Pozitivni test zaloZeny na zméné pH je indikovan zménou barvy, pH se stava kyselejsi
pfi vyuZziti karbohydratd a alkali¢téjsi pri vyuZziti proteint nebo vylucovani dusiku. Tyto
reakce jsou zavislé na inkubacni dobég, teploté a inokulované latce

Vyhodou fenotypovych technik:
1. rozsahlé databaze poznatkd o vlastnostech jednotlivych bakterii

Nevyhodou
2. jenutnost alespon 16 h kultivace pro vétsinu testl. Komercni identifikacni
automaty jsou schopny u rychle rostoucich druhtd bakterii tuto dobu zkratit na 4
— 6 h, ale za cenu vyssich nakladl Tradi¢ni fenotypové diagnostické metody maji
znama omezeni (mozZnost selhani v pripadé rlistové narocnosti, vyskyt
rezistence)

] stafylolok
B0 pdod . . Ty
diphoiok obalen .
diphoionk R
_.,...*:.m__‘_mm“,..w"
wietenowtd tyinka
swepiokok | g
] e VDA manodicha
sarcna tevakok, levdda
et
kokobacE tnka T kyjonif =pindhovay
diplobac .
palisady piila
swepiohaci
- o N ki
et S \ viiknity spimocheta
| hyta shopka



PRAKTICKA ZKOUSKA — 16.

16. DETEKCE AGENS METODAMI MOLEKULARNI BIOLOGIE;
MATERIAL, INDIKACE VYSETRENI, INTERPRETACE VYSLEDKU

e molekularné biologické metody patFi mezi pfimé diagnostické metody (vedle
mikroskopie, elektronové mikroskopie, izolace a kultivace, detekce antigen()

e kvalitativni priikaz virové nebo bakterialni nukleové kyseliny ve vzorku (DNA nebo RNA)
0 detekce a identifikace virt, které neni mozné bézné izolovat na bunécnych
kulturach nebo prokazovat jejich antigeny v infikovanych bunkach
= napf. viry hepatitid C a G, lidské papilomaviry, parvovirus B19

O u pomalu rostoucich, nekultivovatelnych bakterii
= M. tuberculosis, Borrelia burgdodorferi, Mycoplasma pneumoniae, Ch.
pneumoniae, Chlamydia trachomatis

e také stanoveni kvantity NK - sledovani rozvoje virové infekce nebo odpovédi na lécbu
antivirotiky (napt. u infekci HIV, hepatitidy B a C, cytomegalovirové (CMV) infekce)

e rychlé (vysledek jiZ za nékolik hodin) - diagnostika zavaznych infekci vyZadujicich
rychlé nasazeni léCby
O napr. detekce DNA herpetického viru (HSV DNA) z likvoru u herpetickych infekci
centralniho nervového systému (CNS) nebo DNA cytomegaloviru (CMV DNA) u
imunosuprimovanych pacientl po transplantaci organa)

svs

e amplifikacni molekuldrné biologické metody (PCR) dokazi zmnoZit nukleovou kyselinu -
vyznam pro analyzu vzorku, které obsahuji jenom malé mnoZstvi virovych ¢astic nebo
bakterii > moZno detekovat dalSimi technikami (elektroforézou ¢i hybridizaci)

e umozZiuji pfesné urcit sekvence jednotlivych bazi, identifikovat genotypy viru nebo
bakterie, prokazovat mutace

e srozvojem lécby u nékterych virti vznika rezistence - molekularné biologické metody
usek genomu zodpovédny za prenos rezistence dokazi detekovat (napf. rezistence na
lamivudin u hepatitidy B nebo azidothymidin u HIV infekce)

¢ molekuldrné biologické metody pouzivané v €R - metody neamplifikaéni (napf.
hybridizacni), metody vyuzivajici amplifikaci nukleové kyseliny (napf. PCR)

Material

e spravna volba biologického materialu zavisi na patogenezi infekéniho onemocnéni

e odebira se nesrazliva krev (EDTA), srazliva krev, mozkomisni mok, sekrety dychacich cest,
bronchoalveolarni lavaze, moc¢, amniova tekutina, rizné vytéry

e specialni techniku vyZaduji detekce nukleové kyseliny in situ pfimo v infikované tkani
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stabilita nukleové kyseliny se maze lisit v zavislosti na typu mikrobialniho plvodce, na
typu pouzitého antikoagula¢niho cinidla, na dobé transportu, na teploté béhem
transportu a uchovani vzorku - nutné dodrzovat spravna pravidla pro odbér, transport
a uchovani vzorkd

Interpretace

faleSné pozitivni i negativni vysledky (mrtvé mikroorganismy...)
nalezeni fragmentu genomu neprokazuje prezenci zZivého patogenu!!

Polymerasova retézova reakce (PCR)

technika umoznujici kopirovat a amplifikovat specifické useky DNA
slozky:
a) Templatova DNA
0 smés rlznych sekvenci DNA, mezi nimi sekvence, kterd ma byt
amplifikovana
O lze pouzit i RNA, ale nejdfiv se musi vytvofit komplementarni cDNA
pomoci reverzni transkriptazy
b) Par oligonukleotidovych primert
0 primery — kratké, jednovlaknové DNA (ssDNA — single strand DNA)
0 vymezuji amplifikovany usek
0 musi byt komplementarni k isek(im protilehlych vidken DNA
c¢) DNA-polymerasa
0 termostabilni — snaseji teploty do 100°C anizZ jsou aktivovany
0 nejCastéji Tag polymerasa z bakterie Thermus aquaticus Zijici v horkych
pramenech
0 vaZe se na oddélend vlakna DNA a syntetizuje novy fetézec
komplementdarni k pdvodnimu
d) Deoxynukleotidtrifosfaty (ANTPs)
0 stavebni jednotky koresponduijici se 4 bazemi (dATP, dGTP, dTTP, dCTP)
O substrat pro DNA polymerasu
opakované cykly syntézy DNA — kazdy cyklus obsahuje 3 kroky (denaturace DNA,
ptipojeni primerd, elongace)

1. Denaturace DNA
0 vysoka teplota (nad 90°C) rusi vodikové vazby - dvousroubovice DNA se
destabilizuje a rozvoliiuje na jednovlaknové struktury, které slouzi jako templaty

2. Pripojeni primert (hybridizace)
0 annealing (Zihat, kalit kov nebo sklo, tj. po rozpaleni je prudce ochladit)
0 pfiteplotach kolem 50-60 °C
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0 molekuly jednoretézcové DNA po ochlazeni opét renaturuji

O jsou-li ve smési v nadbytku specifické oligonukleotidy, budou hybridizovat se svou
komplementarni sekvenci rychleji nez dlouhé jednoretézcové molekuly, jejichz
koncentrace je mnohem nizsi

3. Elongace, extenze, synteticka faze

O syntéza novych fetézcl pti teploté 65-75°C

0 oligonukleotidy, které dosedly na jednoretézcovou DNA (templat) v pfedchozim
kroku, slouzi v tomto kroku jako primery pro DNA polymerasu - od jejich 3"-konce
zacind syntéza nového retézce komplementarniho s templatem

Molekuldrni hybridizace

denaturace dvousroubovice DNA — vysoka teplota rozrusi vodikové mustky

snizeni teploty - renaturace DNA na zakladé komplementarity

muZe nastat: mezi 2 vlakny DNA, mezi DNA a RNA, mezi 2 vlakny RNA

vyuZziti: vyhledavani specifické sekvence pomoci komplementdarni sekvence nukleové
kyseliny (sonda)

Sonda (proba)

molekula DNA nebo RNA, kterd mlze byt na zakladé hybridizace vyuzita k detekci
komplementarni sekvence nukleové kyseliny

sondy: klonované sekvence DNA, sekvence ziskané PCR amplifikaci, syntetické
oligonukleotidy, RNA ziskand transkripci klonované DNA in vitro

v jednovlaknové podobé, oznacené (napf. radioaktivnimi izotopy, modifikovany
nukleotid obsahujici fluorofor)

Southern blotting
0 izolace a purifikace DNA z bunék (velké fragmenty)
O stépeni DNA restrikénim enzymem - tisice fragmentd rlizné velikosti
0 elektroforéza v agarosovém gelu - rozdéleni fragment( podle velikosti
0 gel ponoren do alkalického roztoku - denaturace DNA
O Dblotting (pfesati) — preneseni denaturovanych fragmentl na membranu (nylon nebo
nitroceluldza)

o

membrana s fragmenty vystavena 80°C — fragmenty se na membrdané zafixuji

o

vlastni hybridizace — inkubace membrany se zna¢enou sondou
0 po inkubaci je membrana umisténa na rentgenovy film (je-li sonda znacena radioaktivné) — za
nékolik hodin je film vyvolan
0 v misté hybridizace se objevi tmavé pruhy (bandy) — jejich velikost odhadnuta z jejich pozice ve
srovnani s fragmenty DNA, které slouZi jako marker
Northern blotting
0 analyzovana nukleova kyselina je RNA (hlavné mRNA), jinak podobné
O zjisténi aktivity genl v tkani
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Gelova elektroforéza

e izolace a analyza nukleovych kyselin a proteind

e princip: pohyb zaporné nabitych molekul DNA (hlavnim nositelem naboje nukleovych
kyselin jsou zaporné nabité fosfatové skupiny) v elektrickém poli smérem k anodé

e separace molekul DNA na zédkladé rozdilnych rychlosti pohybu molekul DNA v gelu, které
jsou nepfimo umérné velikosti molekuly DNA
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17. Mikrobni obraz posevni (MOP); interpretace

vysledkt vysetreni:

MOP: slouZi k ziskani informaci o sou¢asném stavu osidleni + detekce specifickych
patogenu
- jeden ze zplsobU uréovani rady sexualné prenosnych nemoci
- odbér sekretu se provadi sterilnim vatovym tamponem za pomoci poSevnich
zrcadel ze sliznice pochvy a z délozniho Cipku
- materidl se prenese na dvé podlozni sklicka a barvi se podle:
Grama — diagnostika bakterii a kvasinek;
Giemsy — diagnostika pritomnosti trichomonad.
vaginalni osidleni je obdobné osidleni klize
vaginalni osidleni se méni s: vékem, hormonalnimi vlivy
- zmény s vékem: narozeni (prevladaji laktobacily), prepubertalni
obdobi (mikrofldra obdobna zevnimu genitdlu), puberta (laktobacily)
- hormonalni zmény — estrogen — hladina se méni v pribéhu cyklu — s ni
se méni stav vagindlniho epitelu a sekrece glykogenu — méni se
mikroflora
normalni osidleni:
- mély by prevladat laktobacily — fermentuji glykogen z vaginalni
mukdzy — vznik laktatu — udrzeni pH 4-5!!!
- +produkuji H,0, + dalsi faktory potlacujici dalsi mikrofléru
- vagindlni laktobacily = Déderlein(v laktobacil

L. acidophilus 56 %
L. fermentum 16 %
L. casei 8%
L.leichmannii 5%
L. salivarius 5%
L.brevis 4%
L.lactis 4%
L. cellobiosus 2%

rovnovaha vagindlni mikrofléry mlze byt posunuta — nasledkem patologického stavu,

- puvodci sexudlné prenosnych nemoci

- prfemnoZeni minoritni slozky normalni mikrofléry (pf.: kvasinky —
kandidova vulvovaginitida; Torulopsis glabrata, Saccharomyces
cerevisiae, Candida stellatoidea, Candida tropicalis, Candida
parapsilosis...)

- premnozZeni stfevnich bakterii (E. coli)

- premnoZeni anaerobl (Mobiluncus sp., Gardnerella vaginalis —
bakterialni vagindzy — vazky sekret, vyrazny zapach)

- B -hemolyticky Streptococcus agalactinae — infikuje novorozence, pro
hostitelku nevyznamny

- Staphylococcus aureus — produkce toxinu syndromu toxického Soku
(TSST)



zakladni typy MOP: (hodnoceni obrazu)
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typ I

Normalni

Doderleinovy tyCinky
(laktobacily)

epitelie

leukocyty

typ i

Nehnisavy bakterialni vytok

koky

tycinky

vibria

BEZ Doderleinovych
tycCinek

epitelie

leukocyty

Typ Il

Hnisavy bakteridlni vytok

smés tycinek a koka

BEZ Doderleinovych
tyCinek

malo epitelii a leukocytt

Typ IV.

Kapavka

velké mnoizstvi leukocytt
intra-/extracerularni
diplokoky (gonokoky)
BEZ Doderleinovych
tyCinek

malo epitelii

Typ V.

Trichomoniaza

trichomonady
ojedinélé Doderleinovy
tycinky

smés bakterii

epitelie

leukocyty

Typ VI.

Hnisavd/nehnisavd mykdza

kvasinky
Doderleinovy tyCinky
epitelie

leukocyty

Dalsi:

VIaknita laktobaciloza

normalni mikrofléra +
vlaknité bakterie rodu
Leptothrix

vice epitelii a leukocytl

Bakterialni vagindza:

chybi laktobacily

velké mnozstvi
anaerobnich bakterii
(Gardnerella vaginalis,
Bacteroides spp.,
Mobiluncus spp.)
zvlastni typ epiteii — clue
cells

Aeorobni vaginitida

Gram — pozitivni koky,
Gram- negativni tyCinky
(E.coli)
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- velké mnozstvi leukocytt
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18. PRAVIDLA 1ZOLACE VHODNEHO MATERIALU PRO
MIKROBIOLOGICKE VYSETRENI

- pro bakteriologické vysetfeni je nutné vybrat vhodny klinicky material, ¢as, zplsob
odbéru, vhodné odeslani materialu

- laboratorni vysetfeni obvykle zahrnuje: mikroskopii, kultivaci, identifikaci bakterii,
stanoveni sloZek a produktt infekéniho agens, sérologické stanoveni protilatky a
stanoveni citlivosti na ATB

- izolat je Cista kultura bakterii izolovana z urcitého zdroje

- izolace je nezbytna pro sledovani fenotypickych identifikacnich znakd a pro vlastni
identifikaci

- Cista kultura je populace bakterii vznikla z jedné izolované bunky a je udrzovana a
vedena tak, Ze zadny jiny mikrobialni druh se s ni nesetka

- umoZniuje to asepticka prace

- lzolace Cisté kultury

- je zaloZena na oddéleni bunék jednoho druhu ze smiSené kultury nebo
pfirozeného materialu

- na plotndch se provadi takto:

= pred pouZitim i po poutziti klicku vypalime, drzime ji pfitom svisle v
plameni a opalujme i kovovy konec drzaku

= po vypaleni nechame klicku nékolik vtefin vychladnout a nez se
dotkneme ockem kultury, ochladime ocko o okraj agarové pady

= vypalenou a vychladlou klickou nabereme smisenou kulturu a
vytvofime inokulum

= klicku vypalime, nechame vychladnout a rozockujeme jednotlivymi
tahy

= v poslednim roztéru ziskame po inkubaci jednotlivé kolonie

- VSeobecné zasady pti ockovani

- ockujeme v mistnosti kde je Cisto, neni prach a prdvan

- vSe potfebné mame predem pfipraveno

- na stal neodkladame nic, co pfijde do styku s kulturou

- odzatkované nadoby drzime Sikmo, ne svisle, pracujeme rychle, bez prodleni

- pokud odkladame nékterou cast sterilni nddoby, pak vzdy tak, aby mozZnost
kontaminace sporami byla co nejmensi (napf. vicko Petriho misky dutou
stranou dol()

- vzhled kolonii nebo zmény kultivacni pady v jejich okoli jsou charakteristické
pro urcity druh - proto jsou tuhé kultivacni pldy ¢asto pouzivany jako pady
diagnostické

- u kolonii si vSimame velikosti, tvaru, povrchu, okraju, konzistence, barvy, ev.
zapachu, vzajemnych vztah( apod

- nékteré rostou na povrchu pldy v povlaku (Proteus)

- vzhled kolonii u jednoho druhu mikroba m{iZe byt ovlivnén jeho ristovou-

rrrrr

- uziti zkumavek:
- ozehneme hrdla obou zkumavek a preneseme inokulum z jedné do druhé
- vypalime klicku a odlozime ji
- ozehneme okraje zkumavek a vnitfni konce zatek a zkumavky uzavieme
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20. Metody zpracovani mikrobiologickych vzorka (analytickd faze) a

interpretace vysledku

- Mikrobiologické vysetieni — komplikovany proces, jehoZ jednotlivé ¢asti se odehravaji na rliznych
mistech — klinika (indikace, odbér, transport, zhodnoceni vysledkd, Ié¢ba pacienta) x laborator
(pfijem a vydej vysledka)

(0]

(0}

(0]

(0}

Ucel - zjisténi ktery mikrob je pfic¢inou sledovaného onemocnéni + pfitomnost jeho faktor(
patogenity (toxiny) a jeho citlivosti na antimikrobidlni latky

Etiologické agens vysetfované infekce Ize prokazat — pfimo (prikaz mikroba, jeho Casti—
antigen, produktu ve vzorku), nepfimo (prikaz protilatky)

Metody pfimého priakazu — mikroskopie, kultivace, identifikace izolovaného mikroba,
stanoveni jeho citlivosti na ATB, vyjimecné pokus na zvireti, prikaz mikrobialnich antigent a
nukleovych kyselin

Metody nepfimého prikazu — precipitace, aglutinace, vazba komplementu, neutralizace a
metody se znacenymi slozkami

Zacind na klinickém pracovisti (pfichod pacienta s potizemi), konci interpretaci vSech
vysledk

Proces kruhové spoluprace: pacient — sestra — lékat — laboratot

- Preanalyticka faze

(0}

Podstatou je dodrzeni zasad spravného odbéru (véetné spravné pfipravy pacienta pred
odbérem) a transport biologického materidlu do laboratore + spravné oznaceni odbérového
materialu se vzorkem a spravné vyplnéni privodky

Odbér biologického materidlu indikuje oSetfujici Iékar — tfeba provést pred zahajenim
terapie

Odbér v souvislosti se zahajenim lécby (ATBcké) — vzorky odebrany pred jeji zménou &i po
jejim kratkém vysazeni (lepsi)

Stanoveni diagndzy zavisi na klinické validité vzorku (neni validni — vySetfeni neodhali
skutec¢ného plivodce) — ze spravného mista, kde Ize predpokladat pfitomnost mikroba
Technicka validita — zajistuje odbér a transport vzorku za pfesné stanovenych podminek —
ve spravny cas (pfed podanim ATB), spravnym zpusobem (lege artis, asepticky), do
spravnych souprav (oznaceni sterilni nddoby; popf. transportni média)

- Analyticka faze

o
o

Prikaz infekéni agens specialnim laboratornim mikrobiologickym vysetrenim
Interpretace nalezti
= R{st mikroorganismu ve vySetfovaném vzorku nemusi vidy znamenat pfitomnost
infekce
= Kontaminace = zaneseni cizorodych mikrobl béhem odbéru nebo zpracovani vzorku
(z kGze, z prostredi,...)
= Kolonizace = pfitomnost mikroorganism, véetné potencialnich patogen, ale ktefi
nevyvolavaji danou infekci (normalni mikroflora orofaryngu, GIT,...)
= Signifikantni patogen = interpretace v kontextu klinického obrazu; mista odbéru;
metody odbéru a zpracovani vzorku; kvantity nalezu
= Obligadtni patogeny — plvodci ,klasickych” ndkaz: Corynebacterium diphtheriae
(zaskrt); Salmonella Typhi (bfisni tyfus); Neisseria gonorrhoeae (kapavka)
= Mira patogenity rliznd i u obligdtnich patogent — Y. pestis vice patogenni nez Str.
pyogenes
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= Specializace na jeden hostitelsky druh (shigelly, gonokoky — ¢lovék) x infekce rliznych

druh (stafylokoky, virus vztekliny)

= Podminky pro vznik infekce — zména mista pfirozeného vyskytu (E. coli ze stfeva do
moc. Ustroji, krevniho fecisté); snizeni odolnosti hostitele (DM, kortikoidy, ATB,
tumory)

1) Zpracovani likvoru

- Mikroskopie: vzorek se zcentrifuguje, ze sedimentu se pripravi natér; obarvi dle Grama, ¢i Ziehla-
Neelsena, Heidenhaina nebo tusi (kryptokoky); pti podezieni na meningoencefalitidu se vySetiuje
nativni preparat

- Prakaz antigent: v likvoru vZdy prokazujeme — patrd se po antigenech Neisseria maningitidis, Str.
pneumoniae, Haemophilus influenza typ b, Str. agalactiae, Cryptococcus neoformans

- Kultivace: ockovani na KA se stafylokokovou ¢arou, na ¢okoladovy agar, na anaerobni KA, na ¢ast
pady Endovy ¢i MacConkeyho; inkubace pfi 37°C — vyockuje se

- pfi podezfeni na TBC se o¢kuje na Lowensteinovu-Jensenovu a Sulovu pddu; p¥i podezieni
nakryptokokovou meningitidu Sabouradova plda, amoeby se péstuji na masivné naockovanych
agarech napf. E. coli

2) Krev na hemokultivaci

3) Sputum, bronchoalveolarni lavaz, trachealni aspirat

4) Vytér z krku, nosu, ucha

5) Stér ze spojivky

6) Hnis, punktat

7) Material z koznich lézi

8) Vzorky z urethry, cervixu, pochvy

9) Moc

10) Stolice

Odbér vzorku

Spravny odbér vzorku je prvni, predpokladem k ziskani spravného vysledku vysetfeni. To ma tfi faze:
preanalytickou, analytickou a postanalytickou.

Preanalyticka faze - Odbér biologického materialu
0 vzdy povaZujeme za potencialné infekéni
0 nutno dodrzovat vSechny podminky bezpecnosti prace (pouzivani rukavic, vakuové
odbérové systémy, desinfekce pracovisté po skonceni prace, zakaz jidla, piti a koureni na
pracovistich...)
0 zaména vzork( — nejCastéjsi preanalyticka chyba
Analyticka faze - Vlastni stanoveni
Postanalyticka faze - Chemicka kontrola metody, Iékarska kontrola, tisk a zapis dat, dodani vysledku
lékari.

Metody, vysetreni

Stanoveni latek v krvi a mo¢i
= chemické, imunochemické, turbidimetrické, elektroforetické a dalsi specialni metody.

Mo¢

= fyzikalni, chemické a mikroskopické vysetreni

Likvor

= fyzikalni, chemické a mikroskopické vysetreni
Zaludeéni a pankreaticka stava
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=z hlediska klinické biochemie fyzikalné a chemicky
Stolice
= imunochemické testy
Exsudat a transudat
= specialni testy na rozliSeni: slozeni mocovych kamend, sliny (drogy), plodova voda (genetické vady),
sperma (imunologické metody), pot (chloridy, drogy, proteiny).

Krev

Krev je nejcastéjsi odebirany vzorek. Odebira se krev venosni, kapilarni a arterialni, pouzivame sterilni jehly
na jedno poufZiti. Pro obtizné odbéry jsou k dispozici specialni jehly s kfidélky (modré, zelené) nebo jehla s
krytim. Pro kapilarni odbéry slouzi lancety, dalsi obecné uzivané pomucky jsou drzak, zkumavky.

1) Odbér venosni krve

= pouceni pacienta: 10 — 12 hodin nala¢no, nemél by koufit, pit alkohol, nevykonavat fyzicky naro¢nou
¢innost, obvykly odbér je mezi 6 — 9 hodinou ranni.

= specialni dieta

= nejvhodnéjsi poloha pfi odbéru - vsedé, az pololeze, vhodny i kratky naprosty fyzicky klid.

= Nerozhoduje, z které ruky se odbér déla, pozor na modftiny, u Zen mastektomie (chirurgické odnéti

prsu).
= specialni pozornost: odbéry pfi infusich, z kanyly, z portu.
Prubéh

= KlZe v okoli mista odbéru (kubitalni Zila v loketnim ohbi) se desinfikuje vhodnym prostfedkem
(Cutasept, Septonex, 70 % isopropylalkohol, pozor na pfipadné ovlivnéni vysledku). Stékajici desinfekce
— volné zaschnout, otfit ¢tvereckem buniciny (vihka kGze — hemolysis).

= PaZe - natazend smérem dolU, turniket alespon 2,5 cm Siroky, pfiloZzeny ve vysi 10 — 15 cm nad
loktem, ne déle nez 1 min

= Pazi se necvici, zatnout pést (po 5 min — pfesun vody a nizkomolekularnich latek pres kapilarni sténu,
zména aerobniho metabolismu na anaerobni, zmény koncentrace nebo katalytické koncentrace
nékterych analytl (K', laktat, cholesterol, bilirubin, ALT, AST, CK, LD)

= sterilni Ctverecek buniciny pfiloZit na vpich, stlacit na 2 —3 min.

= pacient by nemél vykonavat fyzicky naro¢nou ¢innost a odbérovou pazi zatéZzovat

U starsich déti

odbér ze zily stejnym postupem
déti musi byt klidné (strach a stres — zkresleni vysledku (zvySeny adrenalin, glukosa)
U mladsich déti a novorozencti

= |épe provadét odbér kapilarni krve mikrozkumavky a lancety
Material

Odebira se do sklenénych i plastovych zkumavek (sklenéné — rychlejsi srazeni krve x zkresleni vysledk).
Obsah zkumavek s protisrazlivymi Cinidly se musi okamzité po odbéru dobfe promichat pomalym
desetindsobnym prevracenim uzaviené zkumavky (mikrosrazeniny). Netfepat! — mechanickd hemolyza,
denaturace bilkovin, sniZeni aktivity enzym. Existuji také vakuové odbérové systémy — barevné odlisené
zatky podle druhu ptidavku ve zkumavce. Barvy se lisi podle vyrobcl (kontrola typ zkumavek). U téchto
systémU je nutné vyckat, az ustane nasavani krve (predc¢asné vysunuti — mnozstvi krve mensi > poruseni
spravného pomeéru krve k protisrazlivému cinidlu). komplexotvorné plsobeni nékterych cinidel a druh
kationtl (lithné ¢i amonné soli). Jesté také uzivame zkumavky se zvlastnimi separacnimi gely (Udaje
vyrobce, vliv pri stanoveni nékterych analytt).


http://www.wikiskripta.eu/index.php/Hemol%C3%BDza
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Existuje vice typU vySetieni — odbér do vice zkumavek

zkumavky bez pridavka,

zkumavky s citratem na koagulacni faktory,
zkumavky s heparinem,

zkumavky EDTA pro krevni obraz

PwnNe

Sérum — z pIné krve, 30 min stani, srazeni, centrifugace 5-10 min. pfi 2000 g, oddéleni krevniho kolace
a séra

Plasma — antikoagulacni latky — centrifugovat okamzité, obvykle 15 min, navic fibrinogen a ostatni
koagulacni faktory

Zkumavky neni mozné stacet opakované, krvinky musi byt oddéleny do % h po stoceni

Hodnoceni séra

hemolytické (rozpad erytrocytl)
ikterické (vyssi koncentrace bilirubinu)
chylosni (vyssi obsah lipoprotein()

2) Odbér kapilarni krve

potfeba malého mnozstvi materialu, opakovany odbér v kratkém case (diabetici, ABR)
vyhodny — u novorozenct a nedonosencl
z bocnich stran pati¢ky nebo prstu, méné vhodny odbér z usniho lali¢ku nebo z palec¢ku na noze
kGzZi prohtat pfilozenim zahtaté latky, desinfikovat 70% vodnym roztokem isopropylalkoholu, osusit
sterilnim Ctvereckem, opatrné vpichovat jehlu
hloubka vpichu na pati¢ce < nez 2,4 mm (naruseni kosti, zvlasté u nedonosenci)
prvni kapka — otfit, (vy$si procento tkanového moku), nabirat z dalsi kapky (nemnout, nevymackavat
krev)
zkresleni i u pacientl se Spatnym krevnim obéhem a nedostatecnym prokrvenim periferie
nejcastéjsi odbér — ze strany tretiho nebo ¢tvrtého prstu nepisici ruky
krev se nasava do Spicky pipety nebo do heparinizované kapilary
anaerobni odbér — vniknuti bublinek vzduchu zména poméru plyn(, uvolnéni NH;
obsah promichat (dratek a magnet)
odbér kapilarni krve u metod POCT
3) Odbér arteridlni krve

rizikovy odbér, prevadi |ékar nebo proskoleny personal
anaerobni odbér do heparinizovanych kapilar na vysetreni acidobazického stavu a NH;
uzivani vakuovych systémf

4) Transport a uchovavani vzorku krve

pfesun oznaceného vzorku s pfiloZzenou Zadankou do laboratore — neprodleny (pIna krev)
chranit pred mrazem, prehifatim (ovlivnéni enzymu) i svétlem (odbouravani bilirubinu, porfyrin(,
folata)

do vzddlenéjsich laboratofi — vhodnéjsi odesilat sérum nebo plasmu

ve specialnich pripadech transport na tajicim ledu (ABR, NH3)

specialni stanoveni — pozadavky laboratore

Mo¢
Sbér a konzervace moce

dodrzeni zakladnich hygienickych pozadavku
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Cistota a oznaceni odbérové nadoby,
stfedni proud ranni moce
jednorazovy odbér — prvni ranni mo¢, stfedni proud po hladovéni, nejvice koncentrovana, prvnich 10
ml moce je nejvhodnéjsi pro stanoveni chorob ledvin
cévkovana moc¢

Sbér moce

po 3, 12, 24 hodinach

pro kvantitativni stanoveni (Addisliv sediment, mineraly, kreatinin, hormony)

provedeni (zacatek, konec sbéru)

konzervace — chlad, HCI, tymol, formaldehyd (ne pro chemicka a mikrobiologicka vysetreni), toluen,
chloroform (nékolik ml)

Zaludeéni $tava

bezbarva tekutina, silné kyseld (pH 1,2-3,0), 2 sekrety obsahujici prekursory proteolytickych enzymu
(pepsinogeny), HCI

ziskava se pomoci Zaludecni sondy

stimulacni test — odbéry po podani pentagastrinu (na lacno koncentrace skoro nulova, po stimulaci
max. asi za 40 min., 12—20 mmol/I/hod.) = stanoveni sérového pepsinogenu

Pankreaticka $tava

vylucovana do duodena pod vlivem potravy a hormond, vyrazné alkalicka (pH 7,1-8,3), obsahuje
anorganické (hydrogenfosfaty) a organické latky

obsahuje dulleZité enzymy: trypsin, chymotrypsin, elastaza, karboxypeptidazy, a-amylaza, lipaza, DNA a
RNA nukledza (vylucovany jako neaktivni proenzymy)

ziskava se po zavedeni sondy, vysetieni enzyma

Zlu¢

produkt exkrece jater, lehce alkalickd, Zluta — bilirubin (konjugovany) a biliverdin, Zlucové kyseliny (soli,
konjugaty) — hofka chut

Zluénikova stava: 3x—5x hustsi (susina) nez jaterni, vyssi obsah cholesterolu, Zlu¢ovych kyselin a
bilirubinu (za chorob. stavll vznikaji kameny, 85% cholesterolu)

Stolice

hnédé zbarveni — produkty odbourani bilirubinu,

zapach — produkty anaerobnich bakterii, organické sirné slouceniny

vySetiuje se pri krvaceni v gastrointestinalnim traktu (okultni krvaceni) — screening karcinomu tlustého
stfeva

stanoveni elastazy — lipidovy metabolismus

Mozkomi$ni mok (likvor)

¢ira, vodnata tekutina, kvalitativni sloZzeni obdobné krev. plazmé, kvantit. nizsi obsah bilkovin, glukdzy,
mineralQ

ziskava se lumbalni punkci (sterilni odbér pro mikrobiologii), nutné alespon 3 ml

fyzikalni, chemické a mikroskopické vysetfeni — statimové x specialni


http://www.wikiskripta.eu/index.php/Addis%C5%AFv_sediment
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Ostatni material

= exsudat, transudat — rozliSeni Rivaltovou zkouskou (obsah protein(, bunék)
= pot, sliny, sperma, plodova voda, mocové a Zlu¢ové kameny — specialni testy
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21. VALIDNi MATERIAL K MIKROBIOLOGICKEMU VYSETRENI
U INFEKCI KREVNIHO RECISTE U SYSTEMOVYCH INFEKCI

e mikrobiologické vysettreni krve vyznamné pro diagnostiku:
0 septickych stavd
0 kontinudlni bakteriémie spojené napf. s bfisnim tyfem nebo brucelézou
0 ruznych bakteriadlnich |ézi — napt. pfi endokarditidé
0 nékterych malignich procest
e krev by méla byt sterilni, takZze kazdy nalez bakterii resp. kvasinek je pak pfriznakem
bakteriémie resp. fungémie
e i pfitézkych sepsich je koncentrace bakterii v krvi mal3, a tak se vyuzivda hemokultivace
(pomnozeni v kultivacnim médiu)

Bakteriémie
e kratkodoba (prechodn3, intermitentni)
0 Ccasto jiz po priniku bakterii do krve poranénim nebo zakrokem (napf. po extrakci
zubu)
0 mizZe byt pfiznakem mikrobialnich lézi v r(iznych orgdnech, z nichZ se bakterie
uvolnuji
O viridujici ustni streptokoky (po extrakci zubu), pneumokoky (pfi pneumanii),
meningokoky (pfi meningitidé), Streptococcus agalactiae (pti détské
meningitidé), E. coli a dalsi enterobakterie (pfi pyelonefritidé), anaerobni strevni
bakterie (pfi peritonitidé), Staphylococcus aureus (pfi osteomyelitidé), kozni
bakterie (pfi dekubitech)
e trvala (kontinualni)
0 pfi celkovych infekcich
e pfi bfisnim tyfu (Salmonella typhi)
e pfi bruceldze (bakterie rodu Brucella)
e pfiintravaskularnich lézich (endokarditidy, tromboflebidity)
e pfikarcinomech (napf. stfevnich)
e pfileukémii (malo obvyklé bakterie - Aeromonas hydrophila, Bacillus spp.,
Capnocytoplhaga spp. — a kvasinky)

Fungémie

e pfi malignich onemocnénich, zejména hematologickych

Septicky syndrom (sepse, septikémie)
e zavainy, Zivot ohroZujici stav s fadou charakteristickych priznakud
e pfivétsich koncentracich bakterii, pfi oslabeni hostitele
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zpUsoben i lékafskym zakrokem — tzv. katétrova sepse — vyvolana stafylokoky
kolonizujicimi plastové ¢asti katétrli po jejich kontaminaci nesterilnim infuznim
roztokem, nevhodné manipulaci nebo dlouhodobém zavedeni

Zasady odbéru

nutnd asepticka opatfeni (i stopova kontaminace se jevi jako zavazna)

odbeér Zilni krve do sterilni stfikacky nebo odbérovou soupravou dodanou vyrobcem
komeréniho systému (u dospélych 8 - 10 ml, déti 1 - 5 ml)

misto odbéru dezinfikovano (jodova tinktura, Jodonal) — necha se pUsobit do zaschnuti
k odbéru se nesmi pouzivat dfive zavedené jehly

misto odbéru se po dezinfekci nesmi palpovat

odebrana krev se vstfikne do hemokultiva¢ni nddobky — jeji zatka predem dezinfikovana
dllezity ¢as odbéru (bakterie nebyvaji do krve vyplavovany kontinualné) — u septickych
stavl nejlépe vzorky odebrané na pocatku vzestupu pacientovy teploty

nékolik odbérl v riznych casovych intervalech (kvali snadné kontaminaci,
nerovnomérné koncentraci bakterii)

nehrozi-li nebezpedi z prodleni, méla by byt krev na hemokultivaci odebrana pred
zahdjenim antibiotické terapie (u nékterych komercnich souprav mozné zvolit kultivacni
médium s obsahem latek — napf. aktivni uhli - které omezuji nepftiznivy vliv antibiotik)

Hodnoceni hemokultury

vyznamny kazdy nalez bakterii, ktery neni kontaminaci, coZ mlze byt tézké odlisit
odliseni
O uvaZeni druhu bakterii (jednd se o pfislusniky bézné kozni mikrofléry?)
0 udinnost dezinfekce kizZe (byly stejné bakterie zachyceny i na kontrolnim stéru?)
0 porovnani opakovanych nalez( (neni ndlez ojedinély?)
O stav pacienta (jevi priznaky septického ¢i jiného onemocnéni?)
pro zjisténi pozitivity hemokultury se provadi jeji vyockovani na kultivacni ptidy a
nasledné identifikace a zjisténi citlivosti izolovanych mikrobt na AML
dislednou asepsi je tfeba zabranit kontaminaci hemokultury, infekci personalu
krev zvlasté infekcni! — kromé bakterii mizZe obsahovat i viry (hepatitidy, HIV)



USTNi ZKOUSKA — 22.

22. VALIDNi MATERIAL K MIKROBIOLOGICKEMU VYSETRENI

U INFEKCi DYCHACICH CEST, USTNi DUTINY A UCHA

Ustni dutina

stér tamponem z |ézi

pripadny povlak odloucenych epiteli sesSkrabnout a odebrat stér z jeho spodiny
vétsi abscesy — odbér tekutiny do strikacky

etiologicka agens: bakterie, viry i patogenni mikromycety

Horni cesty dychaci

Nosni dutina
O vytér tamponem navinutym na dratu, zavedenym podél septa do priduchu do
hloubky cca 3 cm
0 nosiéstvi Staphylococcus aureus

Paranasalni dutiny
0 vyplach po punkci dutiny (vytér z nosu neni validni)
O u sinusitid ma smysl vysSetiovat jen centrifugovany vyplach z dutiny provedeny
sterilnim fyziologickym roztokem
0 u chronické sinusitidy je nutna i anaerobni kultivace vzorku
O zanét paranazalnich dutin (sinusitis maxillaris, pfip. frontalis)
e obvykle zahajuji respiracni viry, ptip. Mycoplasma pneumoniae
e hnisava bakterialni infekce byva az sekundarni - Streptococcus
pneumoniae a Haemophilus influenzae, méné Casto Branhamella
(Moraxella) catarrhalis, Staphylococcus aureus a Streptococcus pyogenes
e v etiologii sinusitid pomérné ¢asto i anaeroby, zejména Bacteroides spp.,
Prevotella spp., Porhyromonas spp. a Peptostreptococcus spp.
0 chronické sinusitidy - grampozitivni koky (stafylokoky), a to i anaerobni
(peptokoky, peptostreptokoky)

Krk — tonzily

0 vytéry z krku se provadéji hlavné pfti akutnich zanétech hornich cest dychacich
(tonsilitidy, faryngitidy), umoznuji taky zachyt rezidentnich potencialnich
patogenu, které vyvoldvaji i jind onemocnéni (Streptococccus agalactiae,
pneumokoky, meningokoky, gonokoky)

O rano, nala¢no, pred ustni hygienou (bakteridlni fléra neni spolknuta nebo
vyplachnuta)

0 pacient vyplazne jazyk nebo jej stla¢ime Spachtli (vyslovenim ,a“ je elevaci uvuly
minimalizovan davivy reflex)
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0 tamponem se valivym pohybem otfe povrch tonzil, pfip. zadni stény faryngu

O Streptococcus pyogenes
e 0 jeho pritomnosti svédc¢i hemolyza na krevnim agaru
e plvodce akutni tonsilitidy neboli pravé anginy, také tonsilitida kataraini,
folikularni, pseudomembrandzni...
e nebezpedi této anginy spociva v jejich tzv. sterilnich nasledcich —
revmatické horecce Ci poststreptokokové glomerulonefritidé
e obcas se vyskytuje na tonzilach i u zdravych

O Streptococccus agalactiae
e vykazuje taky uplnou hemolyzu nebo jen viridaci
e v této lokalité jen potencidlni patogen

O Viridujici streptokoky
e béZnou soucasti ustni mikrofléry
e kromé ucasti na vzniku zubniho kazu jsou v této lokalité nepatogenni
e malé, suché a drsné kolonie — v tzv. R (rough) fazi

O Streptococcus pneumoniae
e patogenni, také vykazuje viridaci
e faktorem virulence jeho pouzdro
e plvodce onemocnéni dychacich cest véetné pneumonie
e je tfeba ho odlisit od ostatnich viridujicich streptokokd
e odliSeni tzv. optochinovym testem - streptococcus pneumoniae je citlivy
na optochin, ostatni streptokoky jsou rezistentni
o velké, vihké a lesklé kolonie — v tzv. S (smooth) nebo M (mukdzni) fazi

0 Staphylococcus aureus

e patogenni (ale objevuje se i na tonsilach zdravych osob)

e jeho hemolyza vzhledové odlisna od hemolyzy Streptococcus pyogenes,
kolonie zlutohnédé pigmentovany

e komplikuje banalni virova onemocnéni nebo chtipky, které mohou prejit
aZ v pneumonii

e terapie problematicka, u bézného nosicstvi se nezahajuje, pro volbu
vhodné AML je kvili obvyklé multirezistenci vhodné vysetreni citlivosti

O Neisserie

e mnoho nepatogennich, soucasti ustni mikroflory, malé nasedlé kolonie



(0]
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e patogenni — Neisseria meningitidis, Neisseria gonorrhoeae — ristové
narocné (komplexni pady a atmosféra s CO,)

Haemophilus influenzae

e udospélych povazovan za soucast Ustni mikrofléry

e muzZe komplikovat virova onemocnéni — laryngitidy, bronchitidy

e hlavné u déti (nékdy u dospélych) je ale plvodcem epiglotitidy,
pneumonie ¢i meningitidy

e jeho pritomnost mize byt ovérena na cokoladovém agaru

e kultivace se stafylokokovou ¢arou — hemofily nevykazuji hemolyzu, proto
se kultivuji soucasné se Staphylococcus aureus, ten zpUsobi hemolyzu a
z erytrocytl se uvolni hemin, ktery Haemophilus potfebuje

e hemofily pak rostou jako drobné kolonie v zéné hemolyzy okolo
stafylokokové ¢ary —tento jev se nazyva satelitismus

e Laryngealni vytér

(0}
o
o

vlhky tampon na draté se zavede nad priklopku hrtanovou
pacient zakasle — na tamponu se zachyti kapénky sekretu dychacich cest
Bordetella pertusis, Bordetella parapertussis, mykobakteridzy

Dolni cesty dychaci

e Sputum

o

@]

odbér rano pred jidlem a ustni hygienou do tzv. sputovky (nadobka se Sirokym
hrdlem a uzavérem)

sliny jsou bezcenné, nutné vykaslani sputa z dolnich cest dychacich!!!
diagnostika tuberkulézy

pfi diagnostice pneumonii je tfeba interpretovat vyznamnost nalezenych bakterii
a vyhodnotit taky mnozstvi leukocytll a polymorfonuklear(

e Bronchoalveolarni lavaz (BAL)

o
o
o

diagnostika pneumanii i jinych zanéta

provadi se zavedenim sondy a vyplachem do cca 30 ml fyziologického roztoku
vlastni mikrobiologické vySetfeni musi byt provedeno a vyhodnoceno alespon
semikvantitativné, protoze takto ziskané vzorky jsou vidy kontaminovany flérou
hornich cest dychacich

hrani¢ni koncentrace pro pneumonii 10* bakterii v 1 ml

kontaminaci vzorku mikroflérou hornich cest dychacich omezuji techniky
chranéného odbéru (protected specimen brush technique, PSB)
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e do bronchu se zavede dvojity bronchoskopicky katétr umoznujici kromeé
fibroskopické kontroly odbér malého mnozstvi (0,001 — 0,01 ml) sekretu
na kartacek zasunuty béhem zavadeéni a vytahovani v uzavieném katétru

e vzorek se vydetfuje kvantitativng, 10° bakterii ve vzorku odpovida
koncentraci 10° aZ 10° bakterii v 1 ml sekretu

Ucho
e kultivace bakterialniho ptvodce
e sekret ze stfedousi po paracentéze nebo spontanni perforaci
e u externich a chronickych otitid vytér zvukovodu
e zanét zevniho zvukovodu (otitis externa) - Staphylococcus aureus
e chronické otitidy - Pseudomonas aeruginosa, pfip. Proteus mirabilis
e akutni zanét stfedniho ucha (otitis media)
0 obvykle zahajuji respiracni viry, pfip. Mycoplasma pneumoniae
0 hnisava bakterialni infekce byva az sekundarni - Streptococcus pneumoniae a
Haemophilus influenzae, méné Casto Branhamella (Moraxella) catarrhalis,
Staphylococcus aureus a Streptococcus pyogenes
0 v etiologii medidlnich otitid pomérné Casto i anaeroby, zejména Bacteroides spp.,
Prevotella spp., Porhyromonas spp. a Peptostreptococcus spp.
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23. VALIDNi MATERIAL K MIKROBIOLOGICKEMU
VYSETRENI U INFEKCi GASTROINTESTINALNIHO
TRAKTU

obecné zasady:
- zakladnim predpokladem je spravny odbér a transport vzorku!
- dodrzet sterilitu odbérovych pomucek (pti odbérech na kultivacni vysetreni)
- priodbéru na parazity mGze byt i nesterilni
- pouziti SPRAVNYCH odbérovych souprav
- prevence dodatecné kontaminace vzorku
- desinfekce okoli odbérového mista
- odbérové pomdcky (jehly, tampony, stfikacky...) vyjmout z obalu tésné pred pouZitim
- pfi manipulaci se NESMIi dotknout jiného mista, nez mista odbéru
- po provedeni odbéru se ihned vraceji do obalu/ transportniho média
- odbér ze spravné lokality, kterou poZzadujeme vysetfit
- dostatec¢né mnoizstvi vzorku
- dulezity je i ¢as odbéru (v pribéhu onemocnéni se patogeny mohou ménit)
- zadouci odebirat pred zahajenim lIécby ATB a jiné terapie
- komunikace s pacientem, informovanost (co, pro¢, jak) ©
- dokumentace (oznaceni nddobky, priivodka, Zddanka)
- oznaceni nadobky, Zaddanka
- identifikaéni udaje pacienta
- pojistovna, diagndza
- klinika, jméno indikujiciho Iékare a podpis
- druh materialu, datum odbéru
- pozadované vysetreni
- dalsiinformace dulezité pro interpretaci vysledkd (ATB, zpUsob
odbéru, pfiznaky...)

Zaludek, duodenum:
- hl. pfi podezfeni na otravu potravinami
- vySetfuje se obsah — ziskan Zaludecni sondou + zasilani zvratkt
- pro potvrzeni alimentarni infekce nutné dodat i zbytky
podezielych potravin (pf.: u otravy botulotoxinem,
stafylokokovym enterotoxinem)
- Helicobacter pylori — cilené kultivac¢ni/mikroskopické vyhledani
- odbér biopsie — transport v chladu v mediu

Stolice:
Vysetreni stolice:
- béZny dg. postup — hl. pti akutnich prijmovych onemocnénich, a jinych
onemocnénich GIT s nejasnou etiologii
- pro hromadné vysSetreni pfi podezieni na epidemie salmoneldzy/ shigeldzy —
tampony impregnované deoxycholat-citratovym kultivacnim médiem
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- odbér —tamponem — zavedenym hluboko do konecniku — transportni medium pro
prepravu
- ev. rektalni rourka
- kousek stolice — na bakteriologické ve sterilnim/parazitarni nemusi byt sterilni
- vySetreni priijmové stolice po poddni projimadla — pfi podezieni na nosicstvi
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24. VALIDNi MATERIAL K MIKROBIOLOGICKEMU

VYSETRENI U INFEKCi MOCOVYCH CEST

obecné zasady:

1)

2)

3)

zakladnim predpokladem je spravny odbér a transport vzorku!
dodrzet sterilitu odbérovych pomlcek (pfi odbérech na kultivaéni vysetreni)
pouziti SPRAVNYCH odbérovych souprav
prevence dodatec¢né kontaminace vzorku
desinfekce okoli odbérového mista
odbérové pomlcky (jehly, tampony, strikacky...) vyjmout z obalu tésné pred pouzitim
pfi manipulaci se NESMi dotknout jiného mista, nez mista odbéru
po provedeni odbéru se ihned vraceji do obalu/ transportniho média
odbér ze spravné lokality, kterou pozadujeme vysetfit
dostatecné mnozstvi vzorku
dllezity je i cas odbéru (v pribéhu onemocnéni se patogeny mohou ménit)
zadouci odebirat pred zahajenim |écby ATB a jiné terapie
komunikace s pacientem, informovanost (co, pro¢, jak) ©
dokumentace (oznaceni nadobky, privodka, Zzadanka)
- oznaceni nadobky, Zaddanka
- identifikaéni udaje pacienta
- pojistovna, diagndza
- klinika, jméno indikujiciho Iékare a podpis
- druh materialu, datum odbéru
- pozadované vysetreni
- dalsiinformace dulezité pro interpretaci vysledk ( ATB, zplisob odbéru,
ptiznaky...)

dllezité zabranit kontaminaci z Usti uretry a okoli — pfed odbérem dekontaminace
(alespon omyti mydlem) + u Zen zamezit styku se zevnim genitalem
; uzavira se ihned sterilnim vickem
- odbér prvni porce moci — pfi podezieni na zanét predni ¢asti uretry
(uretritida)
- stfedni proud moci — prvni porce je vymocena a s sebou odnasi bakterie
z uretry a jejiho Usti
- pfi podezieni na onemocnéni vyssich etdzi (cystitida,
nefritida)
- konecny proud moci — odbér pfi podezieni na prostatitidu

- u hospitalizovanych pacientl — kontaminace neni
vylouéena, hl. u permanentnich katetr(, které byvaji osidleny mikroflérou
- hrozi nebezpedi infekce pacienta pti katetrizaci
— minimalni vyuziti

postaci par ml



1)

2)
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vyjimkou — 100-200 ml pro vysetfeni na tuberkulézu a Weilovu nemoc

pti delSim transportu nez nékolik hodin se doporucuje chlazeni vzorku na 4°C (pro
zabranéni mnozeni bakterii)

zpravidla kvantitativni

pro diagnostiku kapavky — Neisseria gonorrhoae

citlivost na vyschnuti tamponu — nutnost uloZeni do transportniho media/ pfimy
odbér na kultivacni médium

chlamydiové uretitidy — speciadlni dakronovy tampon — sedfou se epitelie

s intraceluldarnimi chlamydiemi
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28. Validni material k mikrobiologickému vysetreni u
koznich infekci

- Hnis je klinicky validni material a je vhodnéjsi nez pouhy vytér z hnisavého lozZiska,
ktery mGze obsahovat béznou kozni fléru;

-V pripadé podezieni na infekci anaerobnimi mikroorganismy je nezbytné material
transportovat v uzavieném systému umoznujicim zachovani anaerobniho prostiedi;

- Onemocnéni kiize mohou vyvolat nejrizné;jsi pavodci; na kizZi se ¢asto projevuje rada
onemocnéni jinych organa;

- Mikrobiologické vysetieni je indikovano u onemocnéni povrchovych
(dermatomykozy, dermatofytdzy) — na vysSetieni se zasila samovolné uvolnény
(Supinky) nebo opatrné seskrabnuty povrch kize, seskrab neht(, vytrzené chlupy,
vousy Ci vlasy;

- Z akutnich projevl koznich infekci, viedd, furunklt, abscest, granulom( apod. se
odebird stfikackou co nejvétsi mnozstvi hnisu ¢i exsudatu;

- Je-li tekutiny malo, odebira se stér &i vytér tamponem, vhodny je i otisk |éze na
mikroskopické podlozni sklicko ptipadné ptfimo na povrch agarové pudy;

- Zejména pfi hlubsich lézich je velmi Zadouci odbér na anaerobni vysetreni;

- Znehnisavych granulomu, spojenych napf. s infekcemi atypickymi mykobakteriemi
véetné lepry, se odebiraji excise;

- Koini léze

0 Mikrobiologické vysetieni (zakladni) — odbér (stér z koZni léze); adjustace
(sterilni tampdn na Spejli ve zkumavce s transportni pidou podle Amiese);
uchovdvani pred transportem (maximalné 16 h pfi pokojové teploté);
podminky transportu (do 2 h pfi pokojové teploté); vysledky — negativni (2
dny); vysledky — pozitivni (2-4 dny);

0 Mykobakteriologické vysSetieni — odbér (stér z kozni |éze); adjustace (sterilni
tampon na Spejli ve zkumavce bez transportni pady zvlhéeny ve sterilni
destilované vodé); uchovavani pred transportem (max 16 h pfi pokojové
teploté); podminky transportu (do 2 h pfi pokojové teploté); vysledky —
negativni (9 tydna); vysledky — pozitivni (9 tydnu);

0 Dermatomykdézy — odbér (po dezinfekci 70% alkoholem se sterilnim
skalpelem seskrabnou Supiny z okraje loZiska, nehet, podnehtova drt, vlasy se
vytrhnou i s kofinkem z okraje loziska); adjustace (odbérovy kontejner);
uchovavani pred transportem (pfi pokojové teploté); podminky transportu
(do 72 h pfi pokojové teploté); vysledky — negativni (3 tydny, vysledek
mikroskopického vysetreni do 3 dnll); vysledky — pozitivni (2-3 tydny);

Klinicka mikrobiologie infekci kiize a mékkych tkani
Primarni pyodermie, impetigo,
- Etiologie: Staphylococcus aureus (70 — 80 %), Streptococcus pyogenes (20 — 30 %).
- Projevy: superficialni, intraepidermalni, nebolestivé vesikulopustuly; vysoce infekéni
().

- Kilinicky validni materidl: obsah pustul.
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Folikulitida

Etiologie: Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa (sérotyp 011).

Projevy: pyodermie vlasového folikulu, papula 2 =5 mm s okolni deskvamaci; sycosis
barbae — hlubokd, ¢asto chronicka folikulitida vousaté casti.

Klinicky validni materidl: obsah papuly.

Furunkl, karbunkl

Etiologie: Staphylococcus aureus.

Projevy: hluboky zanét zasahujici do podkoZi rezultujici z pfedchozi folikulitidy;
karbunkl je vétsi a hlubsi |éze s celkovymi pFiznaky.

Klinicky validni materidl: tkarn/hnis; krev na hemokultivaci pfi celkovych ptiznacich.

Erysipel

Etiologie: Streptococcus pyogenes.

Projevy: bolestiva superficidlni celulitida s lymfadenitidou s ostfe ohrani¢enymi okraji
vystupujici na okoli, nejcastéji se objevuji na mistech s preexistujici lymfatickou
obstrukci.

Klinicky validni materidl: biopsie.

Celulitida

Etiologie: Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus, méné Casto
enterobakterie, Haemophilus influenzae, Pasteurella multocida, Pseudomonas
aeruginosa.

Projevy: akutni zanét kize a podkoZi s teplotou, Unavou a zimnicemi bez zfetelného
ohraniceni a elevace versus erysipel; regionalni lymfadenopatie.

Klinicky validni materidl: aspiracni biopsie.

Kozni formy difterie

Etiologie: Corynebacterium diphtheriae.

Projevy: tfi typy lézi: a) rannda difterie — sekundarni infekce preexistujici rany; b)
primdrni koZni difterie - v tropech; c) superinfekce ekzematdznich koZnich lézi.
Klinicky validni material: pseudomembrany z povrchu lézi.

Streptokokova gangréna (nekrotizujici fasciitida — typ Il)

Etiologie: Streptococcus pyogenes, vzacné streptokoky sk. C, G.

Projevy: vyrazna lokalni bolestivost, edém, erytém; velmi rychle se Sifi do hlubokych
tkani — poté streptokokova myositida doprovazena vysokou teplotou.

Klinicky validni materidl: hnis (sekret) z rany, biopsie tkané, krev na hemokultivaci.

Progresivni bakteridlni synergicka gangréna

Etiologie: anaerobni streptokoky, Staphylococcus aureus, Proteus spp.

Projevy: rozvoj infekce v rané po chirurgickém vykonu; lokalni bolestivost, napéti,
erytém, otok s tendenci k ulceraci; vied je obklopen gangrendzni kliZi prechazejici do
edematdzni, rizové prechodné oblasti; proces pokracuje pomalu, ale vytrvale.
Klinicky validni materidl: hnis (sekret) z rany, biopsie tkané.

Synergicka nekrotizujici celulitida
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- Etiologie: smiSena flora, peptostreptokoky, Bacteroides spp., Escherichia coli.

- Projevy: vyrazna lokalni bolestivost, edém, erytém; rychle se Sifi do hlubokych tkani;
muZe byt pfitomen krepitus; odporné pachnouci sekrece z rany.

- Klinicky validni materidl: hnis (sekret) z rany, biopsie tkané.

Klostridiova anaerobni celulitida
- Etiologie: Clostridium perfringens, C. septicum.
- Projevy: ID delSi nez 3 dny; tmava mirné pachnouci sekrece z rany s pfimési tukovych
globuli, extenzivni krepitus (!) — vyraznéjsi nez u myonekrozy.
- Klinicky validni materidl: hnis (sekret) z rany, biopsie tkané.

Nekrotizujici fasciitida (typ I)

- Etiologie: peptostreptokoky, Bacteroides spp., enterobakterie, vzacné: MRSA (u HIV
pozitivnich a imunosuprimovanych), Pseudomonas aeruginosa, Vibrio vulnificus,
Aeromonas hydrophila.

- Projevy: ID 1 -4 dny; neostfe ohrani¢enad léze nejCastéji na koncetinach; zapachajici
séropurulentni exsudat, vyrazna bolest a otok; rychla progrese se zménou barvy klize
z Cervené na modroSedou a s tvorbou puchyrl a nastupujici anestézii postizeného
okrsku.

- Kilinicky validni materidl: exsudat z rany, biopsie tkané.

Gangrenozni celulitida u imunosuprimovanych pacientt

- Etiologie: Pseudomonas aeruginosa.

- Projevy: vysoka teplota, rychla progrese, mirna bolestivost, ostfe ohrani¢ena
nekroticka oblast s cernymi ptiskvary a se zarudlym okolim pfipominajici dekubitalni
viedy.

- Klinicky validni materidl: hnis (sekret) z rany; biopsie tkané.

Pyomyositida (bakterialni)
- Etiologie: Staphylococcus aureus; u HIV pozitivnich pacientl: S. aureus, Salmonella
spp., streptokoky.
- Projevy: primarni svalovy absces bez postizeni kiize a podkozi; vysoké teploty,
lokalizovana bolest a ,,dfevnata” konzistence.
- Klinicky validni materidl: hnis; krev na hemokultivaci.

Klostridiova myonekréza / plynata gangréna

- Etiologie: Clostridium perfringens, C. septicum.

- Projevy: ID 6 hod - 2 dny; rapidné progreduijici, Zivot ohroZujici anaerobni infekce
kosternich sval(; prominujici bolest, otok postizeného svalu, hypotenze, tachykardie
=> S0k, rendlni selhani; sérosangvindzni exsudat; krepitus byva pfitomen.

- Klinicky validni materidl: exsudat.

Dermatofytozy
- Etiologie: nejCastéji Trichophyton rubrum, T. mentagrophytes/interdigitale complex,
vzacnéji T. verrucosum, T. tonsurans, T. schoenleinii, Microsporum canis, M. gypseum,
Epidermophyton floccosum.
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Projevy: jsou rozmanité, od nendpadnych olupuijicich se zarudlych lozZisek az po
abscedujici loZiska pokrytd krustami s mnozstvim pistéli, doprovazené lymfadenitidou
regionalnich uzlin. Antropofilni dermatofyta vyvolavaji povrchovd onemocnéni kize a
adnex se slabou zanétlivou reakci; zvifeci druhy mohou vyvolavat vyraznou zanétlivou
reakci a invadovat i podkozi. Infekce mohou postihnout veskeré ¢asti téla a dle
lokalizace procesu je nazyvame tinea capitis, t. barbae, t. corporis, t. cruris, t.
mannum, t. pedis. Casté jsou i infekce nehtd a nehtovych plotének (onychomykézy).
Postizen mUze byt jeden i vice nehtq, které ztraceji barvu, jsou matné, ztlustélé, a
tvofi se loZiska hyperkeratdzy, kterd mohou odlucovat nehtovou ploténku od Ilzka;
infekce se muze Sitit i do nehtového lGzka. Pfi diagnostice jsou vyznamné
anamnestické udaje o pobytu v pfirodé, kontaktu se zvifaty nebo i profesionalni
anamnéza.

Klinicky validni materidl: Supiny z okraje loZisek, nehty a podnehtova drt, vlasy, vousy,
pfip. tkan z okraje lozZisek pfi zasazeni podkozi na mikroskopické a kultivaéni
vysetreni.

Kozni a sliznicni kandiddza

Etiologie: Candida albicans a dalsi druhy (napft. C. parapsilosis, C. tropicalis, vzacnéji
C. glabrata, C. krusei, C. famata, C. lusitaniae, C. guilliermondii), Saccharomyces spp.,
Trichosporon spp., Rhodotorula spp., Cryptococcus spp.

Projevy: kozni kandiddza — vznika v intertriginéznich prostorach; objevuji se drobné
vezikuly, které se méni v svédici ¢ervenava vlhka loziska, jejichz okraje maceruji
(interdigitalni forma) a nasledné se tvofi i bolestivé ragady. Infekce muize vznikat i

v mistech vlhké zaparky (intertrigo) nebo v tzv. plenkové lokalizaci (plenkovad
dermatitida), kdy se objevuji tmava vétsi loZiska na stehnech, hyzdich a genitalu.
Vzacné se mUZe objevit u imunosuprimovanych pacientl generalizovana kozni
kandidoza projevujici se drobnymi ¢ervenymi uzliky kdekoli po téle. Kandidovad
onychomykoza: vznika vétsinou sekundarné v proximalni ¢asti nehtu; byva spojena

s tvorbou paronychia (nehtové valy zdurelé, zarudlé a silné bolestivé). Sliznicni
kandidozy se mohou vyskytovat v akutni i chronické formé; vétSinou se manifestuji
jako ostfe ohranic¢ené bélavé povlacky, které mohou splyvat. Podle lokalizace procesu
se rozlisuji rizné klinické jednotky: oralni kandiddza, vulvovagindlni kandidéza ci
kandidova balanitida.

Klinicky validni materidl: stér, seSkrab nebo biopsie z loZisek na mikroskopické a
kultivacni vySetreni.

Pityridza

Etiologie: nejCastéji Malassezia furfur, M. globosa, M. sympodialis.

Projevy: manifestace drobnymi svétlymi loZisky na k{iZi (vétSinou vadi pouze
kosmeticky). U imunosuprimovanych, hlavné HIV pozitivnich, vyvoldva M. furfur
seboroickou dermatitidu.

Klinicky validni materidl: seSkrab z loZisek na mikroskopické vysSetfeni, kultivace se
nemusi podafit vzhledem k tomu, Ze se jedna o lipofilni druh.

Otomykozy

Etiologie: nejCastéji Aspergillus fumigatus, A. niger, A. flavus, Candida albicans, C.
parapsilosis a dalsi druhy.
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Projevy: prevainé se jedna o chronickou infekci zevniho zvukovodu ¢asto nasedajici
na bakteridlni zanét, mlze vsak probihat akutné i subakutné. Stfedousi byva
postizeno vzacné.

Klinicky validni materidl: vytér ze zevniho zvukovodu, tkan ze stfedousi na
mikroskopické a kultivacni vySetreni.

Mykotické infekce mékkych tkani

Etiologie: dermatofyta, Aspergillus spp., zygomycety, vzacné jiné druhy.

Klinické projevy: mykotické infekce mékkych tkani se v CR vyskytuji vzacné. U
imunokompetentnich pacientll mohou dermatofyta (hlavné T. verrucosum) invadovat
podkozi a mékké tkané, vzacné se uplatiuji i mukormycety pfi poruseni koznich
bariér (napt. kontaminace rany pfi traumatech) nebo béhem hospitalizace. Aspergily
a zygomycety se mohou u imunosuprimovanych pacient( Sifit z loZisek infekce
(nejcastéji paranazalnich sind) per continuitatem a zasahovat i do mékkych tkani.
Klinicky validni materidl: infikovana tkan na mikroskopické a kultivacni vySetreni, stér
z loZiska muze byt negativni.

Virové infekce

Etiologie: viry, které primo infikuji kGzi a sliznice jsou pfislusnici 4 rodi — herpesviry,
zvlasté HSV a VZV, enteroviry — predevsim coxsackieviry B, lidské papilomaviry a
poxviry. KoZnimi projevy se manifestuji i dalsi virové infekce, jako spalnicky, zardénky,
exanthema subitum, erythema infectiosum, dengue a dalsi. Zde jde obvykle o projev
celkové infekce a etiologické agens se nedetekuje z koznich lézi.

Projevy: HSV — gingivostomatitida, opar, herpetické panaritium, paronychium, herpes
genitalis, perianalis, analis, eczema herpeticum, atd.; VZV — plané nestovice, pasovy
opar; enteroviry — herpangina, syndrom ruka — noha — Usta, exantémy rtznych forem;
poxviry - molluscum contagiosum (MC virus), a dalsi. Papilomaviry — veruky,
epidermodysplasia verruciformis, condylomata accuminata, laryngalni papilomatoza,
atd.

Klinicky validni materidl: obsah vezikul, stér z Iéze do transportniho média, stér nebo
otisk na sklicko, krev na sérologii. Virologické vySetfeni molluscum contagiosum se
neprovadi.

Parazitarni infekce

Viz parazitologie

Laboratorni diagnostika:

Tekuty klinicky material: mikroskopické vysetreni (barveni dle Grama); kultivaéni

vysSetreni - krevni agar se stafylokokovou ¢arou, EA, SabouraudUv agar; anaerobni
kultivace

Stéry, vytéry apod.: kultivaéni vySetfeni- krevni agar se stafylokokovou carou, EA,
Sabouraud(v agar

Otiskova metoda

Pripravené krevni agary se sterilnim ¢tvereckem filtra¢niho papiru se zaslou na
oddéleni. Na oddéleni se provede otisk ranné plochy, tak Ze se prenese zpét sterilni
pinzetou Ctverecek na plochu, ponechd asi 15 vtefin a poté se prenese zpét na
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plotnu. Plotna se fadné oznaci a odesle do laboratore, kde se otisk sterilné sejme a
plotna se inkubuje 24 hod pfti 36 °C, pti negativnim ndlezu se jesté dohfiva.

- Terapie: betalaktamy (penicilin, oxacilin, aminopenicilin, cefalosporind 1. a 2.
generace), fluorované chinolony (P.aeruginosa), linkosamidy, antimykotika
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29. Mikrobiologické vysetfeni bioptického materialu, punktatu, sekéniho
materialu

- Vzorky se odebiraji z reprezentativniho mista infekce na zakladé validni klinické
diagndzy;

- Pred odebranim vzorku je nezbytna znalost toho, co je tfeba prokazat, odkud vzorek
odebrat a jak jej zpracovat;

- Vzorky musi byt odebran co nejdrive, prfed nasazenim terapie a v adekvatnim
objemu, ktery umozni detekci agens;

- Vzorky musi byt spravné oznaceny a kazdy musi doprovazet vyplnény privodni list
(zadanka);

- Stéry a vytéry —indikovany pouze pro odbéry orofaryngealni, nazofaryngealni, usni,
oc¢ni, rektalni, z povrch superficialnich 1ézi kGize a sliznic ¢i pro specialni odbéry
urogenitalni; = odbér do nadobek s transportni ptudou;

- Tekuté vzorky (mo¢, vyplachy, punktaty, krev) a tkarfiové biopsie — zasilaji se
v odbérovych nadobach se specidlnim médiem ¢i fixacnim Cinidlem, nebo bez néj
(sdéli laboratof);

- Vzorky nutné uloZit okamzité po odbéru do adekvatniho média a uchovavat je za
vhodnych podminek;

- Biopticky material

O biopsie je vySetieni vzorku Zivého lidského organu nebo tkané;

0 vzorky se nejCastéji vySettuji histologicky a cytologicky;

0 lze vyjimecné vysetiovat jako nefixované nativni preparaty (napfr.
schistosomdza); castéji kultivace na pevnych nebo tekutych padach (bakterie,
mikromycety, prvoci); ¢i v tkanovych kulturach (viry); nebo ke zhotoveni
histologického preparatu;

0 ke kultivaci se zasilaji vzorky ve fyziologickém roztoku nebo v transportnich
médiich za definovanych podminek (Cas, teplota, prostiedi);

0 muzZe se pred fixaci pro histologii pouZit ke zhotoveni otisk(, roztérd apod.
(napfr. leishmanidza);

0 pro histologicka vysetreni se vzorky po odbéru fixuji — nejéastéjsim fixacnim
¢inidlem je formol ¢i fixace v Cistém (96%) alkoholu — ta je vhodnéjsi pro
molekularnébiologické metody;

0 pro cilené vysetfeni metodami molekularnébiologickymi je vhodné dorucit
zmrazeny vzorek;

0 pro vysetreni elektronovou mikroskopii se vzorky ihned po odbéru vkladaji do
adekvatniho média;

0 pred odbérem biopsie je vhodné kontaktovat prislusnou laboratot, kterd bude
poZzadované vySetfeni provadét;

0 odbér — biopsie kozni a orgdnova (tkan, kost), optimalné nékolik vzork(

z rliznych mist postizené tkané

0 adjustace — sterilni zkumavka se Sroubovacim uzavérem, se sterilnim

fyziologickym roztokem;
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O uchovavani pred transportem — max 16 h pti chladnickové teploté (4°C) —

pritomné bakterie mohou byt pti vys$si teploté pfic¢inou kvasnych proces
s tvorbou plynu a zpUsobit poruseni obalu;
0 podminky transportu —do 2 h pfi chladnickové teploté;

0 vysledky — do 2-6 dn(;

- Punktat

0 punkce je vykon, pfi kterém se zavadi punkcni jehla do prislusné télni dutiny
nebo organu;

0 nutny informovany souhlas;

0 odbér mozkomisniho moku (liquor)

pro diagnostiku bakteridlnich onemocnéni;

odebira se prisné asepticky z paterniho kanalu pfi lumbalni punkci -
jehla se zavadi do subarachnoidalniho prostoru misniho kanalu — vpich
se vede tretim a ¢tvrtym nebo ¢tvrtym a patym lumbalnim obratlem;
odbér — asepticky, po dezinfekci mista odbéru, do uzavrené strikacky,
nikoliv odkapavanim do zkumavky, v mnozstvi asi 5 ml;

bakteridlni meningitidy — velmi nebezpecné — ke zlepseni zachytu
Neisseria meningitidis se doporucuje odbér do malého mnozstvi
sterilniho roztoku glukosy;

dilezity rychly transport do laboratore — pro transport vhodnéjsi
pokojova teplota (pfilis nizka by mohla negativné ovlivnit kultivaci N.
meningitidis); a jeho okamzité zpracovani;

pokud nelze transport realizovat okamzité, je mozné ho inokulovat do
lahvicky pro hemokulturu a ponechat pfi pokojové teploté;

0 odbér tekutiny z peritonedlni dutiny

abdominalni paracentéza je odstranéni tekutiny z peritonealni dutiny —
pfi zmnoZeni a nahromadéni velkého mnoZstvi — ascites;

pred punkci nemocny la¢ny, vyprazdnény; vykon se provadi

v polosedé, aby se tekutina nahromadila v dolni ¢asti brisni dutiny;

0 odbér tekutiny z pleuralni dutiny

se nazyva torakocentéza;

vykon se provadi sterilné, punkéni jehlou, na kterou nasadime
trojcestny kohout, abychom zabranili vniknuti vzduchu do pohrudni¢ni
dutiny;

nasajeme asi 5-15 ml punktatu a ihned odesleme do laboratore;
pneumonie a malignity jsou nejcastéjsi priciny pleuralniho vypotku;
vypotek by mél byt kultivovan na aerobni a anaerobni nespecifickou
bakterialni floru, mykobakteria, mykotické patogeny;

provadi se mikroskopické vysetfeni s Gramovym barvenim, Ziehlovym-
Neelsenovym barvenim (kultivace je pfinosnéjsi);

mozné vySetfovat i mikrobidlni antigeny — nej¢astéji vysetreni
antigenu Streptococcus pneumoniae;

vySetieni pomoci molekuldrné genetickych metod (PCR);
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= u G+ kultivaci dominuji streptokoky (S. pneumoniae) a stafylokoky (S.
aureus);

= U G- kultivaci dominuiji E. coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
sp., Haemophilus influenza;

= nejcastéjsi anaerobni patogeny — Bacteroides sp., Peptostreptococcus;

- Sekéni materidl (pitevni)

(0}

jednotlivé organy nebo jejich ¢asti se posilaji oddélené, uloZené ve sterilnich
samostatnych nadobach (aby se zabranilo vzajemné kontaminaci rdznych
tkani; material odebrat v mnoZstvi asi 1 cm3);

pro virologické vySetfeni — virologické odbérové transportni médium;

pro mikrobiologické vySetfeni nesméji byt konzervovany roztokem formalinu
(obvyklym pfi vysetienich histologickych);

pro bakteriologickd vysetieni — zkumavka sterilni 30 ml se Sroubovacim
uzavérem;

po odbéru nutno zabranit pristupu vzduchu, aby bylo mozno material
kultivovat také anaerobné.
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30.Mikrobiologicka kontrola prostredi a sterility

- Mikroorganizmy

- vSudypfitomné (ubikviterni)

- Uucastni se Zivotnich procest ve slozitych vzajemnych vztazich

- nezbytné pro Zivot

- dtkaz = umélo chovany bezmikrobni (germ-free) pokusna zvifata- nejsou po
preneseni do normalniho Zivota schopna Zivota

- nékdy nutno mikroby z urcitych mist odstranit, nebo omezit jejich vyskyt

-k tomuto ucelu — vyvinuta fada metod selektivni a tuplné dezinfekce a sterilizace a
fada metod pro kontroly téchto proces(

- nutno postupovat uvazlivé — mohou nastat nezadouci Ucinky — poskozeni predmétu a
materiald nevhodnou sterilizaci nebo vedlejsi u¢inky ATB zasahujici do prirozeného
mikrob. systému lidského streva

zakladni pojmy:

e dekontaminace :

- procesy niceni a odstranovani mikrob( a jejich soucasti

- procesy s mensi ucinnosti ( uklid , myti, prani)

- procesy s vétsi ucinnosti ( pro Uplnou sterilizaci)

- patfisem i likvidace znehodnocenych predmétu ¢i ndstrojl na jedno poutZiti (spaleni)

e uklid, myti a prani

- odstranuje mikroby mechanicky za pouZiti horké vody a povrchové aktivnich latek

- sniZzeni poctu asi 0 90%

-k predsterilizacni oCisté nastroja a jinych predmétd, odstranuje mechanické
necistoty(bilkoviny a jiné org.l), které mohou mikroby chranit pred pUs.
Dezinfekénich prostredki

e sanitace

- snizeni koncentrace mikrobU na Uroven pozadovanou ze zdravotniho hlediska za
bezpeénou

- mechanické Cisténi, myti, ¢astecnou dezinfekci

e asance

- odstranovani reservoaru a prenasect plvodci nakaz

- ochrana pred intoxikacemi ze znehodnocenych a rozkladajicich se potravin a
predmétu

e dezinfekce

- uplné odstranovani plvodcul infekci, tj. patogennich a patogenné podminénych
mikroorg.

- provadi se fyzikalnimi, chemickymi dezinfekénimi prostredky, kt. patogenni mikroorg.
hubi nebo zbavuje patogenity
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- dezinfikovany predmét nesmi obsahovat patogenni mikroorg. mize obsahovat
organizmy nepatogenni
- pfedchazi ji mechanicka ocista

e Sanace

- vyssi stupen dezinfekce

- lisi se pouzitim ucinnéjsich dezinf. ¢inidel plsobicich téZ na viry a spory patogennich
mikroorg.

- pro predméty, které nejde sterilizovat

- odstranuje vSechny formy kromé nékterych odolnych spor a prion(

e antisepse

- odstranéni patogennich mikroorg. z z uréitého mista téla (kGze, sliznice, rany...) za
pouZiti tzv. antiseptik, ATB nebo chemoterapeutik

- antiseptika = dezinfekcni Cinidla, kterd nesméji v misté aplikace pacienta poskozovat
(jodova tinktura)

e asepse

- souhrn opatfeni, podminek a postupt (mechanickych, dezinfekénich,
antiseptickych...) zabranujicich mikrobidlni kontaminaci prostfedi nebo predmét(

e sterilizace

- Uplné odstranéni vSech Zivotaschopnych forem na povrsich nebo uvnitf danych
systémU za pouziti fyzikalnich nebo chemickych prostredku

- pfivolbé dekontaminace je tfeba uvazit pripadnou rezistenci ¢i toleranci mikroorg.
k nékterych prostifedkim

- rezistence- primarni nebo sekundarni, tj. ziskana selekci nebo mutaci
e spory- rezistentni k teploté 100°C
e stafylokoky- tézké kovy

e E.coli—fenol

e Pseudomonas aeruginosa — derivaty fenolu

Kontrola prostredi:

- metody kontroly Cistoty ovzdusi, povrch(, vody, potravin, Iékarskych ndastroja,
farmakologickych preparatt

- nejcastéjSi metody - kultivacni - poufZiti a provedeni se fidi prislusSnymi predpisy
(Iékopisem
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dalsi metoda - zkouska na pfitomnost pyrogennich latek (zejména bakteridlniho
endotoxinu)
pro kontrolu se uZivaji — aeroskopy (pracuji na principu vysavace)
- podstatnou ¢asti je ventilator, jehoz rychlost mlze byt
regulovana
- kontrolovany vzduch se jim nasava a vyfukuje proti
polotuhému kultiva¢nimu médiu ( na Petriho misce)
- Castice pritomné ve vzduchu véetné bakterii dopadaji na
povrch média
- po inkubaci jsou spocitany vyrostlé kolonie udavajici pocet
bakterii, resp. CFU v proslém vzduchu
- pfi znamé pritokové rychlosti a dobé nasavani , mize byt
vypocten pocet bakterii resp. CFU v jednotce objemu
vzduchu

Il CFU = colony forming unit (kolonii tvofici jednotka), ktera je v pripadé izolovanych
bakterialnich bunék rovna poctu bakterii

bakterie jsou ve vzduchu vétsinou pritomny ve shlucich nebo na prachovych ¢asticich
a kolonie proto nevznikla mnozenim jedné bakterie

pocet bakterii je obvykle vétsi nez pocet kolonii i CFU

orientacni Udaje o Cistoté ovzdusi poskytuje jednoducha sedimentaéni metoda

pti kultivaéni metodé — inokulum = stér/ otisk zkouseného povrchu

SEDIMENTACNiIi METODA — POSTUP:

1
2.
3.
4
5

na pracovni stll poloZzte dnem dolG Petriho misku s KA nebo Zivnym agarem
odklopte vicko a ponechte exponovanou 1 hod.

misku inkubovat pfes noc pfi 37°C

spocitat vyrostlé kolonie

popsat jejich morfologii a dalsi vlastnosti( hemolyza...)

z vybranych kolonii pfipravit a popsat mikroskopické preparaty barvené dle Grama

pocet kolonii udava pocet CFU dopadlych na pldu za hodinu

METODA NEPRIMEHO OTISKU — POSTUP:

kontroluje Cistotu povrchu libovolného pfedmétu
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1. na povrch KA nebo ZA pfiloZte sterilni pinsetou pfipraveny &tvereéek sterilniho
filtracniho papiru

po jeho navlhnuti pfitiskneme papirek na zkoumany povrch

po 1 min. ptitiskneme znovu na KA a ponechame 1 min.

papir sejmeme a inkubujeme pres noc pfi 37°C

spocitat vyrostlé kolonie

popsat jejich morfologii a dalsi vlastnosti

No vk wN

z poctu kolonii a plochy papiru vypocitejte pocet CFU na 1 cm? zkousené plochy

Kontrola sterilizaénich procesu:

- vyuzivaji se fyzikalni, chemické a biologické metody

e FYZIKALNI METODY

- spocCivaji v zaznamu spravné Cinnosti sterilizacniho zarizeni, obvykle autoklavu,
zapisovacim zafizenim ( termografem) , jehoz zaznamem je prabéh procesu
dokumentovan

e CHEMICKE METODY

- spocivaji ve zméné barvy indikatoru, ktery se vklada do steril.zafizeni spolu se
steril.materalem

- prikladem jsou sklenéné indikatorové trubicky STERILAN- jejichz obsah méni pfi
120°C barvu z rtizové na zelenou

- steril.pfedméty mohou byt vloZzeny do papirovych sackd LUKASTERIK, opatfenych
bezbarvym indikacnim prouzkem, ktery po tepelné nebo formalinové sterilizaci
zhnédne a umoini odliseni sterilizovanych a nesteril.materialt

e BIOLOGICKE METODY

- Spocivaji v kontrolni sterilizaci indikatorovych kmen( sporulujicich bacilt
-> Bacillus stearothermophilus — pro parni a formaldehydovou sterilizaci
—>Bacillus mesentericus a subtilis — pro horkovzdusnou a ethylenoxidovou sterilizaci

- po sterilizaci se kontrolni kmeny inkubuji po dobu 7 dn(i v tekutych médiich

- jejichZ rast dokazuje neucinnost steril.procesu

- ucinnost chem. prostredkll — stanovujeme a ovérujeme biolog. metodami -
roztokem zkouseného prostredku o rlznych koncentracich plsobi na kultury
referencnich mikrobialnich kmenu

- vruznych ¢asovych intervalech se pak odebiraji vzorky, které se vyockuji a kultivuji

- stanovi se minimalni inhibi¢ni cidni koncentrace (podobné jako stanoveni MIC a
MBC pfi stanoveni citlivosti na ATB) i minimalni doba ptisobeni daného prostfedku
na dany mikroorg.

- ucinnost aktudlnich dezinfekénich a sterilizacnich procesu se provadi metodami
kontroly
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POSTUP KONTROLY UCINNOSTI :

- sterilizace zeminy varem a autokldvovanim

1. z pfipravené zeminy odeberte cca 1cm? (1Zi¢ku) do bariky a suspendujte v cca 50
ml fyziologického roztoku

ze suspenze vyockujte jednu kapku na krevni nebo Zivni agar

banku uzavrete folii a suspenzi povarte 10min. nad kahanem

po vychladnuti znovu jednu kapku vyockujte

bariku se suspenzi odevzdejte ke sterilizaci autoklavovanim

poté z ni znovu vyockujte

naockované pady inkubujeme pres noc pri 37°C

semikvantitativné odhadnéte pocet vyrostlych kolonii

L oo N o Uk wN

pokud se vytvofrili izolované kolonie, spocitejte je a vypocitejte ucinnost obou
postupl v procentech ubytku bakterii
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31. Metody Dekontaminace

- hlavnim cilem dekontaminace je odstranit z kontaminovanych povrchi a materialt
nebezpecné latky pod hodnoty pfipustnych norem a v pfipadech, kdy je to mozné, je pak
ukolem tyto latky znicit, rozlozit nebo jinak prevést na neskodné produkty.

+ Fyzikalni metody
Snizena a zvySena teplota

na razné mikroby rGzny ucinek

razny ucinek za pfitomnosti vodni pary a vody

kombinované plsobeni tepla a chem.prostredkt(jejich ucinnost se teplem
zvysuje)

ucinnost pusobeni zavisi na dobé plsobeni a pocte mikrob( (zavislost
popisuje letalitni krivka)

v dUsledku chladového Soku, pfi teplote 0°C nékteré mikroorg. hynou
(Neisseria gonorhoae, Clostridium perfringens)

vétsina mikrob( chladnici preziva ( 4°C) , nékteré se i mnozi ( Listeria
monocytogenes)

zmrazeni pod 0°C vétSina neprezije , mechanické poskozeni ristem
krystal( ledu

za pritomnosti ochrannych Il. (glycerol, mléko, sérum)- vétsina bakterii
zmrazeni dobfe preziva

odstranénim vody lyofilizaci (mrazovou sublimaci) se ze zmrazenych kultur
pripravuji konservy sbirkovych bakterialnich kmenu

Pasteurizace

zahfani kapaliny na pomérné nizkou teplotu

pfi dlouhodobé pasteurizaci na 62°C po 30min.

obvykle v nékolikavtefinovém zahrati na 70 — 80 °C

ke kratkodobé konzervaci termolabilnich tekutin, havné potravinarskych (
mléko, pivo, vino..)

z 99'% nici patogeny (salmonely, brucely, mykobakterie, hemolytické
streptokoky, stafylokoky)

prezivaji spory a termofilni mikroorg. (St. fecalis, S. lactis)

tzv. ultrapasteurizace (uperizace) —mzikové zahrati kapaliny (nejc¢astéji
mléka) vstriknutim vodni pary prehraté na 150°C — nici vSechny mikroby
véetné spor

provadi se v kontaminovanych pritokovych sterilizatorech

Tyndalizace

zahfatim na 60°C po dobu 30 — 60 min.
opakuje ze 6x v intervalech 16 — 24hod.
u termolabilnich latek

Var za normalniho tlaku

ve vodé pfi 100°C hubi po 2 — 30 min. vétsSinu vegetativnich forem
bakterii, vird a kvasinek
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- prezivaji nékteré viry (heptitida B) a spory

- neni vhodny ke sterilizaci nastroju

Frakcionovana sterilizace

- varem pfi 100°C po dobu 30 min.

- opakovani 3x v intervalu 16- 24 hod.

- zashizené teploty rezistentni bakterialni spory vykli¢i a nasledna var jejich
vegetativni formy nici

- provadi se v Kochovych hrncich nebo Arnoldovych sterilizatorech
proudem nasycené vodni pary

- sterilizace parou o teploté 80 - 100°C — k dezinfekci papiru nebo textilu

Var pod tlakem

- pusobeni prehraté vodni pary

- protoze bod varu zavisi na tlaku, je pfi pretlaku 200kPa (2 atmosféry)
teplota nasycené pary vrouci vody 121°C, pti pretlaku 300 kPa 134°C

- téchto tlak( se dosahuje v tlakovych sterilizatorech nebo autoklavech

- autoklav= silnosténna kovova tlakova nadoba,

- prehrata vodni para se ve stolnich typech vyviji vlastnim vyhfivanim, do
vétsSich typl z vyvijece exposicni doba- 20 min. pfi teploté 121°C a 10 min
pii 134 °C

- pro denaturaci prionli — nemusi byt uc¢innd ani hodina pfi 134°C

- parametry autokladvovani je nutno pfizplUsobit termostabilité
sterilizovanych materiald

Horkym vzduchem

- sterilizace v horkovzdusnych sterilizatorech = pfistroje s termostatickym
ohfevem do 200°C a nucenym obé&hem vzduchu

- protoze je suché teplo méné ucinné nez vihké, pouziva se oproti
autoklaviim vyssi teploty po delsi dobu (160 - 180°C, 1 — 2hod ...bakterialni
spory by méli byt zni¢eny za 15min pti 180°C)

- pro sterilizaci suchych predmétu

- pFi 160°C znehodnoceny papir, textil, nékteré nastroje

Horky olej

- ponofenim do olejové lazné zahraté na 200°C

- zubaiské nastroje

Plamen

- zihani bakteriologickych klicek

- spaleni ve spalovné — zplsob dekontaminace material( uréenych k
likvidaci

Filtrace

- mechanické oddéleni ¢astic z termolabilnich kapalin nebo plynt

- podle poZzadovaného stupné Cistoty a povahy filtrovaného média se
pouziva fada filtrd, liSicich se materidlem a velikosti por(

- pro filtraci kapalin-

0 keramické filtry (Berkefeldovy, Mandlerovy, Chamberlandovy)
O asbestové
0 sklenéné
0 koloidové
- filtry s rznou velikosti pora
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- zachytdava Castice bakterii a velkych vir (vétSina vir( filtrem prochazi
(filtrabilni viry)
e Ultrafialové zareni
- vinové délky 210 — 330nm — baktericidni ucinky
- ucinnost klesa se ¢tvercem vzdalenosti
- poskozuje zrak
- v praxi hlavné germicidni zarivky(do vzdalenosti 0,5 m) — k dodatkové
dekontaminaci mistnosti(sterilni provozy, pitevny, laboratoré)
e |onisujici zareni
-v praxi zareni gama
-pronika vétsSinou materialu, nezahfiva je a nezanechdva residua
- sterilizace nastrojd ve vyrobé
- doporucena davka — 25kGy — nenici spolehlivé nékteré viry (HIV, hepatitidy)
e Nizkoteplotna plasma
- vkomorach, kt. jsou nejprve evakuovany a posléze naplnény parami
peroxidu vodiku nebo peroctové kyseliny
- vysokofrekvencni elektromagnetické pole pary prevede na reaktivni
radikaly, kt. pfi teploté 50°C béhem 20 min.sterilizuji vétsSinu suchych
materialQ s vyjimkou termolabilnich a poréznich
e Mikroviny
- elektromagnetické vinéni o f. MHz az GHz- vytvareji teplo uvnitf
mikrobialni buriky
- podobny ucinek jako ve vodé
- nedaji se pouZit na elektricky vodivé materialy
e Osmoticky tlak
- zménou osm.tlaku, vyvolanou zvySenou koncentraci anorganickych soli, je
mozno potladit rlst nékterych mikroorg.
- pFi konzervaci potravin, v diferencialni diagnostike bakterii
- toleruji to nékteré plisné, kvasinky, bakterie

%+ Chemické metody

- udinnost zavisi na koncentraci prostfedku, dobé plsobeni a teploté
(nepresahuje 100°C)
-k dezinfekci a sterilizaci termolabilnich latek véetné Zivych tkani

e Anorganické kyseliny a zasady
HCI, HNO3, H,S0y, - pfi pH mensim nez 4 (c. = 2%)ucinné na bakterie a
jejich spory — usmrcuji je koagulaci bilkovin
- PoSkozuji sklo, porcelan i dezinfikované predméty
- NaOH,KOH, Ca(OH),, CaO — ucinné na baktérie, spory a viry — pfi ph
vétsSim nez 9 denaturuiji bilkoviny a zmydelfuji tuky
- jsou Ziravé — poskozuji vétsinu kovl
- vhodné k dezinfekci skla, staveb, zasypavani mrtvol
e Organické kyseliny
- kys. octovd, mlééna, propidénovad, benzoova, sorbova, salicylova, citronova
- slabé antibakterialni a protiplisfiové ucinky
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- v potravinarstvi- konzervacni prostredky

-k vyplachiim, obklad{im

Manganistan draselny

- vroztoku o c. 0,1% (rGzovy) na bakterie

- antiseptikum k omyvani a vyplachim klze, ran a sliznic

- vc. 2% ucinny i na nékteré viry

Peroxid vodiku

- 30% roztok — leptavy

- 3% - antiseptikum klze, ran, na vyplachy

- uvolniuje kyslik ve stavu zrodu a zabiji tak viry, spory, bakterie

Peroxokyseliny

0 peroxomravenci —dobré antibakterialni a fungicidni ucinky,nestala
O peroxooctova- nejucinnéjsi, nejcastéji pouzivanou z této skupiny
latek, dezinfekeni i sterilizacni Ucinky

-pod nazvem Persteril ( 36-40%)
-v ¢. 0,5% nic¢i do 1 minuty bakterie véetné
mykobakterii, spory a viry
-nepusobi na vajicka protozoi a cysty parazitQ
-sterilizace nastroju, sanitacni uklid
-nesmi se pouzivat jako antiseptiku
-sterilizace uzavrenych nadob a tekutych
bakteriologickych pld ,za studena”
-nevyhodou je katalytivky rozklad za pritomnosti
kovu

Ozon

- ucinny ale labilni

- dezinfekce vody

Halogeny a jejich slouceniny

- hlavné chlor, jod a jejich slouceniny

- pUsobi uvoliovanim volnich halogent (aktivni chlor)

- dobre ucinné na viechny bakterie, kvasinky, plisné

- méné na mykobakterie, spdry a nékteré viry

- plynni chlor- k dezinfekci pitné vody a dekontaminaci odpadnich vod,

velmi toxicky

Chlornany

-k hrubé dezinfekci

- chlorové vapno — 10% - chlorové vapenné mléko

- roztok chlornanu sodného — podstatou komercné rady SAVO

Chloraminy

- uvolniuji aktivni chlor

- Ucinnéjsi, méné rozkladany organickymi [atkami

- nejbéinéjsi — chloramin B

- 2% - na bakterie

- 5% - na mykobakterie, spdry a viry

- Ucinek se zvysuje pridanim amonnych soli - aktivaci
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Dichlorisokyanurat sodny

Jod

0,5 — 1% ucinnéjsi nez chlornany a chloraminy

v roztocich nebo kovalentné vazany na organické nosice ( jodofory)
nerozpustny v pitné vodé

dobre rozpustny v jodidu draselnom ta vzniku polyjodidd (Lugoldv roztok)
->slabé dezinfekcni Ucinky vyplach sliznic

jodova tinktura — rozpustény jodu a jodidu draselného v etanole — plsobi
dobre na vschny mikroorg. véetné spor, mykobakterii, plisni a prvoki
nejspolehlivéjsi antiseptikum kizZe a okoli ran

Alkoholy

denaturace bilkovin nebo dehydratace

nepusobi na spory a vétsinu virl

ucinnost stoupa s délkou retézce

koncentrovany etanol mikroby konservuje, v c. 70% - pldsobi dobre na
bakterie

n-propanol a isopropanol- pusobi i na nékteré viry

soucasti dezinfekce rukou

zesiluji ucinky aldehydt, oxidacnich ¢inidel a kyselin

Ethylenoxid

za normalni teploty plynny, toxicky a velmi reaktivni, ve smési se
vzduchem snadno exploduje

vyborné steriliza¢ni ucinkyna vSechny mikroby véetné spor
vhodny ke sterilizaci nastroji a pomucek z plastové fdlie ( prochazi
plastem bez poskozeni)

Aldehydy

Formaldehyd — plyn rozpoustéjici se ve vodé na 40% - formalin

ni¢i vegetativni formy bakterii, spéry, mykobakterie, plisné a viry

k hrubé dezinfekci v 2 -20%

v uzavienych nddobach a ve smési s vodni parou pfi 60 - 80°C ke sterilizaci
ndastrojl a choulostivych predmétl

nevyhoda: korosivni Ucinky, drazdivy zapach, toxicky a karcinogenni
glutaraldehyd- méné drazdiva olejovita kapalina, plsobi podobné jako
formaldehyd

v 2% alkalickém roztoku k dezinfekci choulostivych predmétu , které je
treba pred pouzitim oplachnout

plUsobenim aldehyd( nejsou poruseny antigenni vlastnosti vir(l a toxint
k pripravé vakcin

Derivaty fenolu

Fenol (kys. karbolova) — klasické antiseptikum

PUsobi inaktivaci enzym(l a koagulaci protein(l , je toxicky a dezinfekéni
ucinnost mala

konservans farmaceutickych preparat(

Barviva

akridinova (rivanol, trypaflavin)
trifenylmetanova (krystalova a gencidnova violet, briliantova a
malachitova zelen)
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-k dezinfekci kiiZe a sliznic

- pUlsobi dobfe na bakterie, kvasinky a prvoky

Povrchové aktivni latky

- detergenty = tensidy

- pusobi mechanismem sniZovani povrchového napéti, zmén povrchovych
struktur bakterialnich bunék , inaktivace specifickych enzym( a koagulace
bilkovin

- bakteriostaticky ucinek

- pUsobi na G+ bakterie a plisné

- nepusobi na mykobakteria , spory a viry

Anion-aktivni slouceniny

- ruzne druhy mydel

Amfotensidy

- baktericidni a fungicidni ucinek

Neionogenni tensidy

- priddvaji si do tween- albuminové pldy pro kultivaci mykobakterii

Kation-aktivni slouceniny

- kvarterni amonné baze

- plsobi dobfe na G+ bakterie a plisné

- Spatné na G- bakterie

- neucinné na mykobakteria , spory a viry

Azid sodny

- v malych c. Ucinny na G+ i G- bakterie, kvasinky a plisné

- toxicky, k dezinfekci a konzervaci biologickych material( véetné diag.
preparatd a nékterych Iéciv

Rtut a jeji slouéeniny

- Sublimat (chlorid rtutnaty), oxycyanat — toxické , dezinfekéni prostredky ,
malo ucinné, jiz se nepouzivaji

- Fenylboritan rtutnaty — bakteriostaticky (komerény Famosept) —
antiseptikum k vyplachim dutin

Stribro

-k vykapdvani spojivkovych vakl novorozencl

- prevence gonorrhhoeické ophthalmia neonatorum ( credeisace)

Cin

Organocinicité slouceniny pusobi dobfe na bakterie véetné mykobakterii a
spory

jsou fungicidni, dobry ucinek na difevokazné houby

maji residudlni ucinek

toxické, pouzivaji se k ochrané stavebnich konstrukci v zemédélstvi

méd’

- jeji slouéeniny maji baktericidni a fungicidni Uc¢inek, jsou vsak toxické

- hlavné pfi ochrané rostlin (postfiky z modré skalice)
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32. Metody sterilizace a kontrola sterilizacnich procesti
Dezinfekce a sterilizace:
- ve zdravotnickych zafizenich jsou ukony, které provadéji proskoleni zdravotnicti pracovnici

- pouzivané postupy a prostiedky podléhaji schvaleni hlavniho hygienika CR a jsou upraveny
prislusnou hygienickou legislativou

-podle stupné odstranéni mikroorganizm0 z predmétu nebo prostredi se rozlisuji nasledujici
postupy:

= mechanicka ocista;
= dezinfekce;
= vyssi stupen dezinfekce;

= sterilizace

Mechanicka ocista — sanitace

= Soubor postupl, které mechanicky odstranuji necistoty a sniZuji pocet mikroorganismi

= Uklid se provadi denné na vihko.

= Dle typu pracovisté se pouZzivaji bézné detergenty nebo detergenty s dezinfekénim
prostiedkem (dle hygienicko-epidemiologického rezimu konkrétniho pracovisté), Cistici
prostredky, pripadné Cistici prostredky s dezinfekénim ucinkem, aplikuji se bud ru¢né
nebo pomoci mycich a Cisticich stroj, tlakovych pistoli, ultrazvukovych pfistrojd, apod.

= VSechny pomlcky a pfristroje se udrzuji v Cistoté.
= Uklidové pomiicky se po poufZiti dezinfikuji a ususi.

= (istici stroje a jina zafizeni se pouZivaji podle ndvodu vyrobce.

Dezinfekce

= Zniceni patogennich mikroorganisml v daném prostiedi.

= Soubor opatreni ke zneskodriovdni mikroorganismii pomoci fyzikdlnich (teplota nad
90 °C), chemickych (pouziti chemickych latek) nebo kombinovanych postupii (teplota
nad 60 °C + pouziti chemickych latek), které maji prerusit cestu nakazy od zdroje k
vnimavému jedinci.


http://www.wikiskripta.eu/index.php/Ultrazvuk
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= Profylakticka, preventivni: provadi se i v dobé, kdy se infekéni onemocnéni nevyskytuje,
je soucasti komplexnich hygienickych opatfeni, (pf. chlorace vody, pasterizace mléka,
Uprava odpadnich vod).

= Represivni, ohniskova: v ohnisku nakazy; je prlbézind nebo konecn3, je zaméfena na

zneskodnovani choroboplodnych zarodkl v ohnisku s cilem prerusit dalsi Siteni infekce.

Vybér dezinfekce je dlleZity, je nutné brat zietel na jednotlivé druhy mikroorganism:

citlivost jednotlivych mikroorganismu;
ucinek;
vliv teploty a pH;

prostifedek musi plsobit na cely povrch a nesmi alergizovat;

vk N e

musi byt ekonomicky vyhodny

% Fyzikalni dezinfekce

= var za atmosférického tlaku po dobu nejméné 30 minut;

= var v pretlakovych nadobach po dobu nejméné 20 minut;

= dezinfekce v mycich, pracich a parnich pfistrojich pfi teploté vyssi nez 90 °C;
= UV zareni o vinové délce 253,7— 264 nm;

= filtrace, Zihani, spalovani

% Chemicka dezinfekce

Podle zplisobu pouZiti:

= dezinfekce povrchu;
= dezinfekce nastroju;
= dezinfekce rukou;

= specialni dezinfekce

Podle ucinnych latek:

= Chlorové slouceniny (pt. chlornan sodny — SAVO®),
= jodové slouceniny (pf. JODISOL®),

= aldehydy,
= kvartérni amoniové slouceniny (KAS),

= derivaty fenolu, alkoholy,


http://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Pasterizace&action=edit&redlink=1
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Alergeny
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Ultrafialov%C3%A9_z%C3%A1%C5%99en%C3%AD_(biofyzika)
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Filtrace
http://www.wikiskripta.eu/index.php?title=%C5%BD%C3%ADh%C3%A1n%C3%AD&action=edit&redlink=1
http://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Spalov%C3%A1n%C3%AD&action=edit&redlink=1
http://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Aldehydy&action=edit&redlink=1
http://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Kvart%C3%A9rn%C3%AD_amoniov%C3%A9_slou%C4%8Deniny&action=edit&redlink=1
http://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Alkoholy&action=edit&redlink=1
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= slouceniny peroxidu (maji charakter oxidacni i redukéni),

= aminy,

* tenzidy — chemické povrchové aktivni slouceniny (nejvyznamnéjsi jsou amonné kvartérni
slouceniny),

= hydroxidy (pf. hydroxid sodny),

= organické kyseliny

Podle spektra ucinnosti

= baktericidni,

= virucidni,

= fungicidni,

= tuberkulocidni,

= sporucidni

Podle mista pouziti

= Zdravotnictvi,

= potravinarstvi, aj.
%+ Fyzikalné chemicka dezinfekce

= Paroformaldehydova komora (dezinfekce textilu, vyrobk( z umélych hmot, viny, kize a
koZesin pfi teploté 45 az 75 °C).

= Praci, myci a Cistici stroje (dezinfekce probiha pfi teploté do 60 °C s prisadou chemickych
dezinfekcnich ptipravka)

Zdsady chemické dezinfekce

= Dezinfek¢ni pripravky a postupy, které neposkozuji dezinfikovany material a jsou
netoxické.

= Zabranéni vzniku selekce, pfipadné rezistence mikrob vicéi pripravku — stridaji se

dezinfekcni pripravky s riznymi aktivnimi slozkami.
= Pfipripravé dezinfekcnich roztok( se vychazi z toho, Ze jejich nazvy jsou tzv. ,slovni
znamky“ a pfipravky se povazuji za 100%.2!


http://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Aminy&action=edit&redlink=1
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Tenzidy
http://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Hydroxidy&action=edit&redlink=1
http://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Mikrobi%C3%A1ln%C3%AD_rezistence&action=edit&redlink=1
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Dezinfekce_a_sterilizace#cite_note-1
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Dezinfekéni roztoky se pfipravuji rozpusténim odméreného/odvazeného dezinfekéniho
prostifedku ve vodé.
Frekvence vymény dezinfekénich roztokd je dana doporucenim vyrobce (nejéastéji se

provadi kazdou sménu, podle stupné zatizeni biologickym materidlem i ¢astéji).

Fyzikalné chemicka dezinfekce

Zlepseni ucinnosti nékterych dezinfekénich roztokl Ize dosahnout zvysenim teploty
(fenolové pripravky a kvartérni amoniové slouceniny na 50 az 60 °C, jodové pripravky na
35 °C).

Aldehydové, chlorové pripravky a peroxislouceniny se fedi studenou vodou.

Dezinfekce se provadi omyvanim, otiranim, ponorenim, postrikem, formou pény nebo
aerosolem.

DuleZité je dodrzet koncentraci a dobu pusobeni dezinfekéniho pripravku predepsané

v ndvodu.

Predmeéty a povrchy kontaminované biologickym materidlem se dezinfikuji pripravkem
s virucidnim ucinkem.

Pti pouziti dezinfekcnich pripravkl s mycimi a Cisticimi vlastnostmi Ize spojit etapu cisténi
a dezinfekce. (Postup: dezinfekce — mechanicka ocista; dezinfekce.)

Predmeéty, které prichazeji do styku s potravinami, se musi po dezinfekci dikladné
oplachnout pitnou vodou.

Dodrzovani zasad ochrany zdravi a bezpecnosti pfi praci a pouzivani osobnich
ochrannych pomlcek, pracovnici jsou pouceni o zdsadach prvni pomoci.

K ovéreni ucinnosti dezinfekce pouzivame mikrobiologické metody (stéry a otisky).

Vyssi stupen dezinfekce

Zarucuje usmrceni vSech mikroorganismu, ale ne cyst prvok(, vajicek helmint( etc..
Dvoustupnova dezinfekce:

Postupy, které zarucuji usmrceni bakterii, virt, mikroskopickych hub a nékterych
bakteridlnich spor, nezarucuji vsak usmrceni ostatnich mikroorganisma (vysoce

rezistentnich spor) a vyvojovych stadii zdravotné vyznamnych protozoi, helmintl a jejich

vajicek.
Dezinfekéni roztoky pro vyssi stupen dezinfekce se musi ukladat do uzavrenych nadob.

Frekvence vymény dezinfekcnich roztok(l je uvedena v navodu k pouZiti jednotlivych
pripravka.


http://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Protozoa&action=edit&redlink=1
http://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Helminti&action=edit&redlink=1
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Pomucky podrobené vyssimu stupni dezinfekce jsou uréeny k okamzitému pouZiti nebo
se kratkodobé skladuji kryté sterilni rouskou v uzavienych kazetdch a sktinich (volné
uloZzeny — v kazetach 24 hodin, chranény — v kazetach a uzavrenych skfinich 48 hodin).
Po pouZziti se predméty ocisti (strojné nebo ruc¢né) a osusi.

PFi kontaminaci biologickym materialem — dezinfekce pfipravkem s virucidnim tucinkem,
poté, do roztokd uréenych k vyssimu stupni dezinfekce se ponofti suché predméty tak,
aby byly naplnény vSechny duté ¢asti bez vzduchovych bublin.

Po vyssim stupni dezinfekce je nutny oplach predméta sterilni vodou, k odstranéni
rezidui dezinfekénich prostiedkd, sterilni osuseni a ddle je nutné nakladat s predméty,

jako se sterilnim instrumentariem.

Sterilizace

Predsteriliza¢ni pfiprava

dekontaminace ¢i dezinfekce,

mechanicka ocista,
oplach pitnou vodou, nebo vodou destilovanou
osuseni,

zabaleni

0 Fyzikalni sterilizace

Sterilizace vihkym teplem

V parnich pfistrojich, které musi byt az na vyjimky vybaveny pravidelné obmérnovanym
antibakteridlnim filtrem,

sterilizace predmétl z kovu, skla, porcelanu, keramiky, textilu, gumy, plasta, lécivych
ptipravkd a dalSich material( odolnych parametriim,

pro inaktivaci prionU se pouZziva teplota 134 °C po dobu 60 minut,

pro nékteré nebalené predméty uréené k okamzitému pouziti se pouziva

teplota 134 °C po dobu 4 minut, nepouZiva se na centralnich sterilizacich a sterilizacnich
centrech.

pro léCivé pripravky se pouzivaji parametry individualné dle standardnich operacnich a
technologickych postupl


http://www.wikiskripta.eu/index.php/Sterilizace_(hygiena)
http://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Dekontaminace&action=edit&redlink=1
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Dezinfekce
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Pitn%C3%A1_voda
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Prion
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Sterilizace horkym vzduchem

=V pfistrojich s nucenou cirkulaci vzduchu,

sterilizace predmétl z kovu, skla, porcelanu, keramiky, kameniny a léCivych pfipravkd pfi
parametrech,

= pro |léCivé pripravky se pouzivaji parametry individualné dle standardnich operacnich a
technologickych postup(.
Sterilizace plazmou

Vznika ve vysokofrekvenénim elektromagnetickém poli nebo vysokonapétovym vybojem,
které ve vysokém vakuu plsobenim na pary peroxidu vodiku, nebo jiné chemické latky
uvolniuji volné radikaly kysliku; ucinek je dan nizkoteplotni plazmou plynu (peroxid

vodiku, kyselina peroctova) pfi teploté 50 °C a dalSich stanovenych parametrech

0 Chemicka sterilizace

= Material, ktery nelze sterilizovat fyzikalnimi zpGsoby,

= sterilizaénim médiem jsou plyny pfedepsaného sloZeni a koncentrace.

Sterilizace formaldehydem

PUsobeni plynné smési formaldehydu s vodni parou pfi teploté 60-80 °C a podtlaku pfi
parametrech stanovenych vyrobcem,

= zavzdusnéni komory na konci cyklu probiha pres antibakterialni filtr

Sterilizace ethylenoxidem

= Plynnda smés ethylenoxidu pfi teploté 37-55 °C pfi parametrech stanovenych vyrobcem

Zasady sterilizace

ZpUsoby sterilizace volime dle doporuceni vyrobce jednotlivych nastroji / pomucek /
predmétd,

= nastroje / pomucky / predméty se sterilizuji dikladné omyté a osusené,

= materidly se vkladaji do vhodnych oball a do sterilizacni komory se ukladaji tak, aby se
umoznilo co nejsnazsi pronikani sterilizacniho média,


http://www.wikiskripta.eu/index.php/Formaldehyd
http://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Ethylenoxid&action=edit&redlink=1
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= obaly s vysterilizovanym materidlem se oznaci datem sterilizace, exspirace, kédem
pracovnika (odpovidajiciho za neporusenost obalu) a kontrolu procesového testu,
= kazdy steriliza¢ni cyklus se dokumentuje: datum, druh sterilizovaného materialu, jméno
a podpis osoby, ktera sterilizaci provedla,
= vysterilizovany material v obalu se prevazi v uzavienych prepravkach tak, aby byly
chranény pred poskozenim a znecisténim,
= vysterilizovany material se skladuje:
= volné s kratkou exspiracni dobou,
= chranén v uzavrené skfini, zasuvce nebo v dalsim obalu s delsi exspiraci,
= pro dlouhodobou exspiraci se pouzije dvojity obal, ktery se po sterilizaci vklada do
uzaviratelného skladovaciho obalu (napf. skiing),
= pro lepsi moznost manipulace se sterilnim materidalem pfi jeho pouzivani je mozné ve
vyjimecnych pfipadech pouzit podavkové klesté, které jsou uchovavany ,na sucho” v
toulci, kdy vyména podavek a toulce musi byt provadéna minimalné 1x 8 hodin

Kontrola Uéinnosti steriliza¢nich pristroju

Biologické indikatory

= Nové pristroje, opravené ptistroje pred uvedenim do provozu,
= pfi jakékoliv pochybnosti o steriliza¢ni U¢innosti,
= pravidelna kontrola:
= 1Ixza mésic: sterilizatory ve sterilizacnich centrech, centrdlnich sterilizaci, operacnich
sdlech, operacnich traktech nebo na pracovistich, které vykondvaji sterilizaci pro jind
pracovisteé,
=y sterilizatord ne starsich neZ 10 let nejpozdéji po 200 sterilizacnich cyklech, nejméné
vsak 1x za rok,

=y sterilizatord starsich 10 let nejpozdéji po 100 sterilizacnich cyklech, nejméné vsak 2x
za rok

Nebiologické testy (sledovdni parametrii sterilizace obsluhou)

= Chemicky test procesovy:
= oznacuje se kazdy jednotkovy obal,
= slouZi k rozliseni materidlu pripraveného ke sterilizaci a jiz sterilizovaného, reaguje
barevnou zménou jiz jen na pfitomnost sterilizacniho média,
= chemické testy: urcené k prikazu splnéni vsech parametrl cyklu; vkladaji se do mist,
kam steriliza¢ni médium nejh(ife pronika.
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33. PRAVIDLA BEZPECNOSTI PRACE V PROSTREDI
RIZIKA PROFESIONALNICH INFEKCI

pracovisté (laboratof, oddéleni, Ustav) neni pfistupné osobam, které zde nejsou
zaméstnany

vstup na pracovisté je jinym osobam umoznén pouze v doprovodu zaméstnance
pracovisté a do infekcni ¢asti jen tehdy, kdyz se nepracuje s infekénim materidlem a
byla provedena celkova dezinfekce. Déti nemaji pfistup na pracovisté vibec!
vzhledem k moznosti laboratorni ndkazy nesmi v mikrobiologickych laboratofich
pracovat gravidni Zeny

v pfipadé Skolnich laboratofi je vstup povolen studentlim, ktefi zde maji praktické
vyucovani a za dodrzeni vSech bezpecénostnich zasad je zodpovédny vyucujici; i kdyz
jsou doporuceny modelové pokusy s nepatogennimi nebo mirné virulentnimi
mikroorganizmy, tak je bezpodminecné nutné dodrzovat zasady bezpecné prace
Satny, mistnost pro jidlo a odpocinek, ¢ast administrativni (pracovny, knihovna) jsou
oddéleny hygienickou smyckou od mistnosti, kde se pracuje s infekénim materialem;
pracovni prestavka je stanovena internim predpisem

v pfipadé, Ze neni na pracovisti hygienicka smycka, tak po prichodu do zaméstnani se
pracovnici prevléknou do pracovnich odévd, pouzivanych v neinfekénich ¢astech
laboratorniho komplexu

pro praci s infekénim materidalem jsou vyhrazeny ochranné pracovni odévy a
pomlcky, které jsou ulozeny u vchodu do laboratofi

plast je oznacen zretelnym Stitkem s napisem ,INFEKCE” a v tomto ochranném odévu
nesmi pracovnici opustit laboratof

po skonceni prace v laboratofi se pfi odchodu z infekéniho prostfedi pracovnici
prevléknou do plasté pouzivaného v neinfekénich ¢astech pracovisté

ve vSech prostorach laboratofe musi byt udrzovan poradek a Cistota, je zde zakazano
jist, pit nebo koufit; pfipadné kontaminované pfistroje, laboratorni odév atd. je
nutno bezprostfedné dekontaminovat

uklid se provadi denné, pripadné podle potfeby i nékolikrat za den, ale vidy za pouziti
dezinfekénich prostredku

ochranny odév uréeny pro praci v mikrobiologické laboratofi (kosile, kalhoty, plast,
pracovni obuv aj.) se nesmi pouzivat mimo toto pracovisté, je nepfipustné nosit jej do
verejnych dopravnich prostfedkd, obchodt, domU apod.; nesmi se také prat

s ostatnim pradlem a pred pranim je nutno takové odévy dezinfikovat

jakakoliv prace s mikroorganismy ¢i jejich produkty se provadi pouze

v bezpecnostnich laminarnich flow-boxech (biohazard tfidy 3); pokud je nutna prace
mimo box, napf. na stole, tak je nezbytnym vybavenim obli¢ejova rouska a latexové
rukavice

pfi praci v laboratori musi pracovnici dbat zvysené opatrnosti a disledné dodrzovat
,mikrobiologickou cistotu” pracovniho odévu, rukou, pracovniho stolu, skla, podlahy i
ostatniho laboratorniho zaftizeni, které tvori soucast laboratorniho prostredi

na pracovni plose musi byt v dostateéném objemu zasoba dezinfekéniho prostredku
pro momentalni pouziti v pfipadé naléhavé dekontaminace (rozliti, vysypani
materialu); je nutno spravné volit uc¢innost dezinfekcénich prostredk
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zadné pracovni kroky se neprovadi unahleng, v pripadé pochybnosti se postup
konzultuje se ,,zkusenéjsim“ kolegou

v laboratofi je tfeba se vyhnout jakymkoliv pohybdm rukou k Ustim, o¢im apod.,
jidlo, piti, koureni, olizovani nalepek, pipetovani usty aj. jsou naprosto nepripustné!
(kontaminované ruce ¢i cokoliv jiného je schopno prenést infekci do télnich otvor()
ruce je tfeba dezinfikovat a dikladné umyvat mydlem a teplou vodou pti ukonéeni
kazdé prace (umyvadla vybavena pakovou loketni baterii!) a zvlasté dlkladné pred
jidlem, nehty musi byt udrzovany kratké; po ukonceni jednotlivych pracovnich krok(
v laboratofi a na konci pracovni doby se musi ruce umyt a vydezinfikovat

osobni doplriky vybavy pracovnik(l (hodinky, naramky, prsteny, velké ndusnice apod.)
jsou v laboratofich zakdzany vzhledem k jejich mozné kontaminaci infekénim
materidlem a problematické nasledné dekontaminaci

v chladnickach v laboratornim komplexu nesmi byt uchovavany zadné soukromé
pozivatiny (potraviny, napoje - k tomu slouzi lednice v denni mistnosti)

pti praci se zvlasté patogennimi mikroorganizmy nebo s materidlem, ktery je muze
obsahovat, je bezpodminecné nutné pouzivat specidlni ochranné pom{cky: napf¥.
oblicejova maska, gumové rukavice, ochranny stit nebo bryle apod. a dodrZovat
vSechny bezpecnostni predpisy i standardni operacni postupy

vyzaduje-li to charakter prace, jsou pracovnici preventivné ockovani (tento krok vsak
neznamena obecné snizeni Urovné bezpecnosti!)

prace s pokusnymi zviraty se fidi speciadlnimi predpisy

poranéni, koZzni onemocnéni, astma, bronchitida, zanéty oka a jiné poskozeni mohou
znamenat pro laboratorniho pracovnika vétsi riziko infekce — v téchto pfipadech je
nutnd konzultace vedouciho pracovisté (laboratore) se zavodnim lékarem, ptipadné
jesté s lékarem - specialistou a nasledni pisemné povoleni laboratorni prace

v mozném riziku profesionalni infekce pro tohoto pracovnika

Urazy pri zameéstnani, které nemaji za nasledek pracovni neschopnost, se zapisuji do
knihy Uraz(; o Urazu, majicim za nasledek pracovni neschopnost delsi nez 1 den je
treba sepsat zaznam o Urazu

zaméstnanci jsou povinni hlasit vedoucimu okamzité vSechny zavady, které ohrozuji
bezpecénost prace, Urazy, nehody v laboratofi, exploze, pozary a pod. a o této
skutecnosti se provede zaznam; je-li to mozné, tak laboratof likviduje pfipadné
nehody vlastni

laboratorni trakt (laboratof) musi byt vybavena skfinkou s preparaty pro poskytnuti
prvni pomoci

vSechny mikroorganizmy se povazuji za potencialné patogenni, jakykoliv infekéni
material musi byt jednoznacné oznaceny, aby se zabranilo omylu

pracovisté musi vést evidenci nebezpecnych biologickych latek (nap¥. vlastni
databdaze nebo pisemny zdznam v kartotéce)

zpracovavany material je obvykle znamy z hlediska jeho mozné nebezpecnosti pro
Clovéka Ci Zivotni prostfedi — v mikrobiologickych laboratofich se jedna o kultury
mikroorganizm(l na pevnych nebo v tekutych médiich (Petriho miska, zkumavka);

v pfipadé, Ze se pracuje s neznamym materidlem, tak jej vidy povazujeme za
patogenni

veskeré manipulace s infekénim materidlem se provadi vylu¢né nastroji: klickami,
jehlami, injekénimi jehlami a strikackami, pinzetami, pipetami a pod.; pipetovani Usty
je absolutné nepfipustné!
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kovové klicky a pinzety se pred i po pouziti Zihaji do ¢erveného Zaru, pfi zihani klicek
se zbytkem kultury je tfeba zabranit prskani a stfikani materialu osusenim klicky na
okraji plamene; pokud pouZivame jednorazové plastové pomucky, tak ty po pouZiti
vkldddme do dezinfekéniho roztoku a autoklavujeme

onemocni-li zaméstnanec takovéto laboratore, tak musi |ékafe upozornit, Ze pracuje
v infekénim prostiedi s moZznymi plivodci onemocnéni pfenosnych na ¢lovéka

Pravidla pro zachazeni s nebezpecnou biologickou latkou

i podminéné patogenni, i tzv. ,nepatogenni” mikroorganizmy ve vysokych
koncentracich vystupuji jako striktni patogeny

pfimému nebezpedi infekce je laboratorni pracovnik vystaven pfi havarijnich
situacich, jako je rozbiti nadobek s infekénim materidlem, rozbiti ¢i rozpraseni tohoto
materialu nebo dokonce Cistych mikrobidlnich kultur

Tvorba aerosoli

aerosoly vznikaji pfi nékterych rutinnich manipulacich a musi byt minimalizovany
peclivou laboratorni technikou

k infekci mUZe dojit zpravidla cestou respiracniho aparatu a infekci zplsobi i mensi
nez obvyklé davky

kapénkova infekce = jakykoliv naraz na povrch kapaliny ma za nasledek vznik a
uvolnéni kapének, které se rychle odpatuji (ulpi na rukou, ochranném odévu,
pomtuckach pracovnich plochach apod)

kapénky vznikaji pfi prasknuti bublin tekutych médii, u hrdla lahvi, zkumavek, hrot
pipet, jehel, injekcnich stfikacek, na ockovacich klickach aj.; smichanim vzduchu

s tekutinou pfi protiepavani zkumavek nebo pfi nasilném vystiiknuti obsahu pipet &i
injekcnich strikacek; pfi padani kapek na hladky povrch; pfi vytazeni zatky ze
zkumavky s tekutym médiem; pti neopatrném zachazeni s ockovaci klickou pfi
pripravé mikroskopického preparatu a pri ockovani z tekutych médii; pfi ponoreni
rozpalené klicky do bujonu nebo po pfiloZzeni na povrch agaru; pti odstfedovani a pfi
homogenizaci bakteridlni suspenze ¢i hrubém prelévani tekutych médii

infekce zvifenim susenych materiall a prachu, napf. pfi neodborném otevirani
ampuli s vysusenymi kulturami, ze zaschlych Skraloup( kultur na zatkach apod



