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Ukol €. 1: Pfiprava preparatd, barveni dle Grama

Barveni dle Grama patfi mezi zakladni diferencialni barveni v bakteriologii. Rozdéluje bakterie na
grampozitivni (zbarvené modie) a gramnegativni (zbarvené ¢ervené). Toto rozdilné zbarveni je
zpUsobeno odlisnym sloZzenim bunééné stény bakterii. Nékteré bakterie se barvi modre i Cervené,
nazyvame je gramlabilni. Jiné bakterie se velmi tézko barvi dle Grama, jsou acidorezistentni (rod
Mycobacterium).

Postup:

Nejdrive preparat zafixujeme:

1. Sklicko si popiSeme ze strany, kde nebude preparat a vyznacime si tam i kole¢ko, kam naneseme
preparat. Nepopisujeme lihovym fixem, jelikoZz bychom si ho pfi barveni vymyli acetonem.

2. Vezmeme si podloZni sklicko a protdhneme ho plamenem.

2. Na podlozni sklicko kapneme kapku fyziologického roztoku.

3. Klickou naneseme na sklicko material, vedle kapky fyziologického roztoku a nasledné je smichame
a rozetfeme po vyznacené plose sklicka.

4. Pockame, aZ preparat zaschne a protahneme ho 3x plamenem k zafixovani.

Poté preparat obarvime:

1. Na fixovany preparat se nalije krystalova violet, kterou tam nechame po dobu 30 s — 3 min.

2. Barvivo se slije a preparat se prevrstvi Lugollovym roztokem (vodny roztok jodidu draselného a
krystalického jodu 2:3). Lugoll(iv roztok nechame pusobit opét 30 s — 3 min. (Tim vznikne modré
zbarveni.)

3. Preparat oplachneme acetonem do odbarveni, cozZ je nékolik desitek sekund. (Aceton porusi vnéjsi
vrstvu u G- bakterii a tim se vyplavi modrd barva.)

4. Preparat se vymyje vodou.

5. Obarveni zifedénym karbolfuchsinem po dobu 3 — 5 minut. (To obarvi G- bakterie.)

6. Preparat se promyje vodou.

7. Preparat se vysusi filtracnim papirem.



Po osuseni jsme pozorovaly nasledujici preparaty v mikroskopu:

OO

Candida albicans Escherichia coli (G-) Streptococcus agalactia (G+)
Staphylococcus epidermidis (G+) Serratia marcescens (G-) Streptococcus pyogenes (G+)

Ukol &. 2: Priprava preparatu, barveni pouzder (Klebsiella Pneumoniae)
Na ¢erném pozadi vidime cervené obarvené bakterie v neobarvené bubliné = pouzdro.

Postup:

1. Nejdfive si pfipravime preparat (suspenzi bakterii v tusi) — na podlozni sklicko ddame kapku tuse,
priddme materidl klickou a rozetfeme jako v ptipadé krevniho natéru.

2. Prepardt nechame poradné zaschnout.

3. Fixujeme — trikrat protdhneme plamenem.

4. Preparat dobarvime 3 - 5 min. krystalovou violeti nebo ziedénym karbolfuchsinem.

5. Velmi opatrné oplachneme vodou.

6. Nechame zaschnout (nepouzivame filtracni papir!).



Nasledné jsme preparat pozorovaly v mikroskopu:

Klebsiella pneumoniae (G-)

Ukol €. 3: Kultivaéni prikaz infekéniho agens
M3 tfi casti:
1. naockovani materidlu do vhodného Zivného média
2. inkubace (optimalni teplota)
3. vyhodnoceni vysledku (namnoZeni mikroorganismu)

Nejvétsi diagnosticky vyznam ma v bakteriologii a mykologii, ve virologii se jako vhodné Zivné
médium musi pouZzivat Zivé burky (kufeci embrya, tkarové kultury).

Postup:
I. Naockovani materialu:

1. Na ockovani pouZivame bakteriologickou klicku, kterou sterilizujeme v plameni kahanu. Pro
nabrani materialu musime pouzivat vychladlé sterilizované klicky.

2. Sterilizovanou klickou odebereme kolonii dané bakterie z pfedem pfipravené kultury.

3. Tento kultivacni vzorek pfeneseme nasledné na vhodnou kultiva¢ni ptdu.

4. Vzorek nanasime ke kraji Petriho misky a rozetfeme na malé plose (inokulum). Klicku sterilizujeme.
5. Nyni vytirdme sady car, kdy prvni dvé ¢ary prvni sady Car vychazeji z inokula.



6. Po naneseni sad c¢ar vzdy sterilizujeme klicku
v plameni.
7. Sady car vedeme nasledovné:

INOKULUM
1. SADA CAR
2. SADA €AR
3. SADA CAR
4. SADA CAR
5. SADA CAR

8. Na krevni agar o¢kujeme G+ bakterie (rostou na ném oba typy bakterii), na endovu pldu naopak
G- bakterie (nerostou na ni G+ bakterie). Candidu albicans nandsime ze zkumavky na Sabourauddv
agar.

II. Inkubace:
Po naockovani nechame vzorky inkubovat v termostatu do nasledujiciho dne (aerobni kultivace —

24h).

IIl. Vyhodnoceni vysledkd po namnoZeni organisma:

Candida albicans Streptococcus epidermidis Escherichia coli



Streptococcus pyogenes Streptococcus agalactiae Serratia marcescens

Ukol €. 4: Germ-tube test (GT test)

Je to test zaloZeny na schopnosti Candida albicans vytvaret do 2 hod. po inokulaci na plidy s obsahem
konského ¢i bovinniho séra nebo pfimo v samotném séru pfi inkubaci v teploté 37°C tzv. klicky
= klicici hyfy.

Postup:

1. Do zkumavky s koriskym nebo biovinnym sérem naockujeme
Candidu albicans a inkubujeme 2 hodiny pfi teploté 37 °C.

2. Nasledné kapneme kapku séra na podloZni sklicko, pfikryjeme
krycim sklickem a mikroskopujeme bez imerzniho oleje.

3. Pozorujeme klicky.




Ukol €. 5: Kontrola mikrobiologické istoty ovzdusi
Orientacni stanoveni — SPAD.

Postup:
1. PoloZime otevienou misku s krevnim agarem na libovolné odbérové
misto, zaznamename c¢as a na po urcité ¢asové dobé uzavieme plotnu,
kdy opét zaznamendme cas.
2. Inkubujeme v termostatu.
3. Nasledujici den spocitame CFU a pfepocteme na jednotku ¢asu (1
hodina).

Vysledek: 44 kolonii / hod

Ukol &. 6: Kontrola mikrobiologické ¢istoty prostiedi
Zde provedeme 1. Kvalitativni metodu — stér a 2. Kvantitativni metodu nepfimym otiskem pomoci
sterilnich filtracnich papird.

1. Stér

Postup:

1. ZviIhéenym tamponém v bujénu setfeme zvolené misto rozméru
10 x 10 cm (1 dm?). My jsme zvolily parapet.

2. Tamponem vytvorime inokulum, které nasledné pomoci klicky
rozetfeme jako pti ockovani.

3. Inkubace Petriho misky a nasledné zhodnoceni.

Vysledek: 32 kolonii/1 dm?

2. Nepfimy otisk filtracnim papirem

Postup:

1. Pfeneseme filtrani papiru sterilni pinzetou na
povrch krevniho agaru — zvlhcéeni.

2. Otisk zvlhéeného filtraéniho papiru na odbérovém
misté, navlhé¢ime jesté bujonem. Opét jsme zvolily
parapet.

3. Pfeneseme filtracni papir na povrch agarové plotny.
4. Odstranime filtraéni papir vyzihanou sterilni
pinzetou.

6. Kultivujeme do ndsledujiciho dne v termostatu.
7.Vyhodnotime.

Vysledek: 11 kolonii x 4 > 44 kolonii/1 dm?



Ukol €. 7: Kontrola dezinfekce jedné ruky
Postup:
1. Udélame kontrolni otisk nemytych rukou na krevni agar - prava nebo leva ruka, kazdy prst zvlast.
2. Omyjeme si a vydezinfikujeme ruce.
3. Udélame otisk po dezinfekci stejnym zplsobem jako v bodu 1 na krevni agar.
4. Agarové plotny kultivujeme do nasledujiciho dne v termostatu.
5. Zjistime pocet vyrostlych kolonii (CFU) na plotnach K (Nk) a P (Np).
7. Vyhodnotime.

Pfed umytim rukou: 157 kolonii Po umyti rukou: 26 kolonii

Vysledek: (1 _ %) x 100 = 83, 45 %

Zaznamenala jsem 83% ucinnost umyti rukou, coZ znamena, Ze jsem si Spatné umyla ruce.

Ukol &. 8: Stanoveni citlivosti bakterii na antibiotika

Provedeme 1.Diskovy difuzni test (DDT) — kvalitativni test a budeme si demonstrovat 2.Stanoveni
MIC, MBC — kvantitativni test (MIC = minimalni inhibi¢ni koncentrace, MBC = minimalni baktericidni
koncentrace)

1. Diskovy difuzni test

Postup:

1. Klickou preneseme 2-3 kolonie (Proteus vulgaris) do zkumavky s fyziologickym roztokem,
rozetfeme je o sténu zkumavky a protfepanim je suspendujeme. Hustota suspenze se upravi dle
McFarlandova zakalu - zkumavka 0,5 - 108 bunék / ml.

2. Inokulujeme misku. Vatovy tampon smocime v suspenzi, prebytek tekutiny otfeme o okraj
zkumavky. Tamponem naockujeme cely povrch Mueller-Hintonova agaru.

3. Klademe disky. Antibiotické disky jsou v zasobnicich umisténych v dispenzoru, ten je nastaven na
vySku agaru. Dispenzor pfiloZime na plotnu a stisknutim pruZinového pistu jsou disky umistény na
plotnu.

5. Inkubujeme do nésledujiciho dne v termostatu.

6. Odecteme. Méfime primeér inhibi¢ni zény kolem disku s antibiotikem a porovnavame se s limitem
pro citlivé a rezistentni kmeny.



Zbna je vétsi = kmen je citlivy
Zbéna je mensi = kmen je rezistentni

Vysledky:
Ockovaly jsme Proteus vuglaris (G-):

CAZ: Ceftazidime — 30 mm = citlivy

CN: Gentamicin — 0 = rezistentni

MEM: Meropenem — 32 mm = citlivy

STX: Cotrimoxazol — 0 = rezistentni

CIP: Ciprofloxacin — 12 mm = rezistentni

AMC: Amoxicilin s klavulanovou kys. —
24 mm = citlivy

2. Stanoveni MIC, MBC

Princip stanoveni MIC: Roztoky antibiotik v
kultivaéni plidé (MH) jsou umistény ve sloupcich
desticky (1 az 12). Po naockovani a inkubaci se

evvys

inhibuje rist). RUst se projevuje zakalem.

Vysledky:

U G+:

Penicilin — 0, 1 mg/I
Oxacilin — 1 mg/I

Ampicilin — 2 mg/I

Ampicilin s sublaktamem — 2 mg/I
Chloramfenikol — 2 mg/I
Cefalotin — 0,2 mg/I

Erythromycin — 0,5 mg/|
Clindamycin — 0,2 mg/|
Doxycyklin —0,5 mg/I

Gentamicin — 0,5 mg/|
Teicoplanin — 2 mg/|

Vankomycin — 2 mg/I

URORERC) +—c> |




Ukol &. 9: Priikaz katalazy (Staphylococcus x Streptococcus)
Postup:
1. Nakapeme kapku 3% H,0, na vySetfovanou kolonii.
2. Sledujeme se uvolfiovani bublinek pfi pozitivni reakci.

Vysledky:
Rod Staphylococcus — pozitivni reakce — pozorujeme bublinky.
Rod Streptococcus — negativni reakce — nepozorujeme nic.

Ukol €. 10: Priikaz vazané koagulazy (shlukovaciho faktoru)
Princip:
Kolonie stafylokoka, které maji vazanou koagulazu (clumping factor) po smichani s latexovym
Cinidlem (polystyrenové latexové partikule senzibilizované fibrinogenem a IgG) do 20 vtefin
aglutinuji. Kolonie streptokoka nikoliv.

Postup:

1. Do 1. krouzku michaci podlozky kdpneme 1 kapku latexového Cinidla (s 1gG a fibrinogenem).
2. Do 2. krouzku michaci podlozky kdpneme 1 kapku kontrolniho latexového ¢inidla.

3.V kazdém krouzku rozmichame 2 kolonie vySetfovaného stafylokoka.

4. Sleduje se aglutinace.

Vysledky:

1. Kolonie Staphylococcus epidermidis — nedoslo k aglutinaci,
negativni test na koagulazu

2. Kolonie Staphylococcus aureus — v 1. krouzku doslo k aglutinaci,
pozitivni test na koaguldzu




Ukol €. 11: CAMP test (Str. pyogenes x S. agalactiae + S. aureus)
Slouzi k odliSeni B-hemolytickych streptokokd a umozni nam odliit Streptococcus agalctiae
od Str. pyogenes.
Postup: "
1. Na krevnim agaru skfizime linie Staph. aureus a B-hemolytickych
streptokokd.
2. Inkubujeme do nasledujiciho dne v termostatu.

Vysledek:
Pozitivni — Str. agalactiae vytvari CAMP faktor a dochdzi k hemolyze

erytrocytll. To pozorujeme vzniknutim maslicky v misté protnuti s linii
Staph. aurea.

Ukol &. 12: Enterotest
Enterotest je uréen pro rutinni identifikaci vyznamnych druh stfevnich bakterii z éeledi
Enterobacteriaceae. Vyuziva se diagnostickych souprav testl. Testy jsou umistény v jamkach
mikrotitracni desticky, vidy dvé fady po osmi jamkach. Vysledky odecitame podle barevného vzoru,
tyto hodnoty zapisujeme do specidlniho formulare. Z formulare ziskdme kdd, ktery odpovida urcité
bakterii.
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Ukol €. 13: Priikaz cytochromoxiddazy (OXI test)
Diagnostickymi prouzkami se dotkeneme vysetfované kultury.

Vysledky:
Klebsiella pneumoniae — nedoslo k zméné zbarveni - negativni

Pseudomonas aeruginosa — z€ernani = pozitivni

Ukol &. 14: O¢kovani na UriSelect

Postup:
Ockujeme stejné jako na krevni agar, inkubujeme a pozorujeme.
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