- mikrobiologické vySetfeni je indikovano pfi podezieni na infekcni proces
= nutna spravna indikace vySetfovaného vzorku
- na z&kladé Udajl od pacienta, ale i na zakladé objektivniho vySetfeni a dalSich udajl

Slouzi k:

- Zjisténi etiologického agens — zcela zasadni pro cilenou ATB terapii

- Pro epidemiologické ucely

- Nékdy k vylou&eni infekéni etiologie — dif dg u nejasnych stav(, kterych je ¢&im dal vice (infekci Ize ale
definitivné vyloucit, az kdyz se potvrdi jina diagn6za)

Pro zjisténi etiologie infekce provést:
- Odpovidajici vySetfeni ze spravného (a spravné odebraného) materialu vhodného k dg
- Podminky preanalytické faze (viz dale)
- nejpfinosnéjsi material:
Vzorky ze sterilnich lokalit a tekutin (mok, mo¢, krev, punktaty, opera¢ni material)
Invazivni vykony — material na kultivaci neopakovatelny a vyjime&ny! (pozor na podani ATB)

Preanalyticka faze zahrnuje:

- indikaci k mikrobiologickému vySetfeni

- odbér vzorku — nutny spravny postup (informace v laboratofi, v pfiru¢kach)

- uchovani a transport — velice zasadni pro vytéznost, urgentnost dodani na Ustav mikrobiologie uréi lékaf
- manipulaci v laboratofi pfed vlastnim zpracovanim

Uéel mikrobiologického vysetieni

- Zjistujeme, ktery mikrob je pfic¢inou sledovaného onemocnéni, ptipadné také pfitomnost jeho faktord
patogenity (napf. toxind) a jeho citlivost na antimikrobialni

latky.

Co muze nasledovat

1) Chybna diagn6za (nepoznana endokarditida)

2) Spatné vedena Iéba — problém u dlouhodobé lé&enych infekci (osteomyelitis, TBC)

3) Sirokospektra &i nakladna lé¢ba— Sirokospektra ATB po celou dobu Ié8by, aé mohl byt pacient légen
cilengji a levnéji

- pfecenéni koloniza¢ni mikrofléry pfi naslednych kultivacich — rezistence

4) Unik epidemiologicky vyznamnych infekci (TBC, meningokok) — ohroZeni okoli

2 Diagnostika bakterialnich infekci

* Pfimé = pfimy prukaz pfitomnosti mikroba (kultivace) nebo jeho ¢asti (antigen, DNA)
o Material — odbér z postizeného mista — stér, sputum, krev, mo&, mok
o Klasické metody
» Mikroskopie — nativni nebo barvené preparaty (Gram, Ziehl-Neelsen); snadné, levné,
technicky nenaro¢né, ale nutna interpretace zkusenym mikrobiologem
» Kultivace — viz 38
o Pokrocilé metody — zaloZeny na specifickych chemickych vl. nebo kultivacnich podminkach
» Specifické testy
» Biochemie — zalozeno na schopnosti bakterii metabolizovat substraty, dnes frci
komeréné vyrabéné testové sady s diagnostickymi padami pro urcité skupiny
bakterii
» Detekce antigenu — aglutinace, IMF, ELISA
» Citlivost k Atb — diskova difuzni metoda, E-test, MIC
o Moderni metody
» Detekce DNA — hybridizace, PCR



Nepfima = prikaz specifické imunitni reakce proti mikrobovi (specifické protilatky)
© Materiél — sérum, vzacnéji mok
o Klasické metody
= KFR
= Pfimé aglutinace
= Hemaglutinace
© Moderni metody
= ELISA
= Western blot

Diagnostika virovych infekci

VysSetfovany material: vytéry, vyplach nosohltanu, kozni 1éze, obsah puchyikl, mog, stolice, likvor,
krev, pitevni material

Izolace viru — klasicky vaje¢ny zarodek (amniova dutina, alantois, Zloutkovy vak) + bunééné kultury
(buriky jsou nesmrtelné — proto pouzivame bud embryonéini, nebo nadorové)

Opticka mikroskopie — sledujeme virové inkluze v burice

Elektronovy mikroskop — vy$Si rozliSeni, mizeme sledovat samotny virus

Kultivace — pouze na zivych burikach

o Kureci embrya — pro citlivd a naro¢né viry (pf. virus chfipky)

o Tkanové kultury = zivé bunky z urcité tkané narostlé v monolyeru (= 1 vrstva bunék na dné
specialni kultivaéni nadoby pro viry) — do nadoby se pfida vySetfovany material a pokud
obsahuje virus, vytvari se mikroskopem viditelny cytopatogenni efekt (= morfologické zmény
napadenych bunék)

o Shell-vials techniky — jde o urychlenou kultivaci, inokulum se centrigufaci vmasiruje do
bunécné kultury narostlé na kulatém krycim skli¢ku — virus se pomnozi a poté se prokazuje
IMF monoklonalnimi protilatkami; cely postup je hotov do 24 h

Dnes se Casto vyuziva nepfima dg.

o Pouzivéa se hlavné KFR

o Neutralizace — HIT, VNT

oV posledni dobé predevSim ELISA

Diagnostika vybranych virovych onemocnéni

o Pfimy dukaz virovych antigend a NK — hlavné hepatitida Ba C

o Infekce viry herpes simplex - pfimy prikaz antigent viru herpes simplex (HSV) v burikach,
ziskanych stérem; u dospélych jedincli to méa hlavné podpurny vyznam

o Cytomegalovirové nékazy — izolace viru z moci nebo leukocyti nebo pfimy prikaz virovych
antigend pomoci monoklondlnich protilatek méa nejvétsi vyznam pro pridkaz intrauterinni
infekce novorozencu nebo prikaz aktivity u chronickych cytomegalovych onemocnéni

o EBV - pfi podezfeni na infekéni mononukle6zu (IM) je nejlepsi vyzadat nejprve jednoduchy
a levny prikaz heterofilnich protilatek; nejsou-li heterofilni protilatky zjiStény, je proto vzdy
tfeba doplnit vySetfeni specifickych protilatek jak k EBV, tak i k CMV (Casto byva za téchto
okolnosti pozadovano chybné pouze vysSetfeni na CMV); asi u 1/3 tonzilitid u IM byva

komplikovana infekci streptokokem, proto ani u prokazané IM by nemeélo byt zanedbano
bakteriologické vySetfeni

Diagnostika mykotickych infekci

Mikroskopie
o Nativni preparaty — Ize nespecificky (Lugol) nebo specificky dobarvit (Mycolnk, Rylux —
vazou se na chitin)
o Fixované preparaty — obecna barveni (Gram), specialni barveni (IMF, Gram-Weigert)
o Vyhody: rychlost, nizka cena, specifita
o Nevyhody: malé senzitivita, patogena zafadime jen orientatné
Kultivace
o Nejbéznéjsi Sabouraudtiv agar s Gic a atb
Chromogenni agar — kvasinky
Ryzovy agar — kvasinky
Czapek Dox — aspergilové
Vyhody: umozni zafadit patogena do rodu a druhu, otestovat citlivost na antimykotika,
specificka

O O O O



© Nevyhody: mélo senzitivni, €asové naro€na, riziko kontaminace
© Kvasinky:
= Makro a mikromorfologie — vzhled kolonii, tvorba mycélii
= Biochemické vlastnosti — utilizace a kva$eni cukr(
= Sekvenace (PCR), proteomika
O VIlaknité houby (v&etné dermatofyt)
= Makro a mikromorfologie — vzhled kolonii, tvorba pigmentu, tvar a vétveni mycelii,
velikost a tvar konidii
» Biochemka takfka nepouzitelna
= Sekvenace, proteomika
Testovani citlivost k antimykotik(im
o E-test — stanoveni MIC pomoci plastikového prouzku s gradientam antimykotika
Sérologie (dg invazivnich mykéz) — stanoveni protilatek neni obvykle pfinosné (vyjimkou jsou
endemické mykodzy — histoplazmoéza atd.), u invazivnich mykéz je kliCové v€asné zahéjeni 1éCby =
¢asné dg. — vyuziti serologickych a molekularné-biologickych metod
O Latexova aglutinace — kryptokok6za, histoplazmoéza
ELISA — kandidéza, aspergil6za
G-test
KFR, hemaglutinace, imunodifuze v gelu
Vyhody: rychlé, senzitivni, specifické, moznost monitorovat lé¢ebnou odpovéd, vysoka
negativni prediktivni hodnota (= negativni vysledek s vysokou pravdépodobnosti znamena
nepfitomnost choroby)
© Nevyhody: faledné pozitivity, cena (G-test)

O O O O

Laboratorm dg. — C. albicans

Material se odesila rychle po odebrani nebo zamrazeny

Odebirame: kozni Supiny, sputum, bronchialni lavaz, mo¢€ ... prosté zalezi na formé onemocnéni
Mikroskopie — barveni na Grama — vidime hlavné smés pucicich blastokonidii a viaken

Kultivace — Sabourauduiv agar s Glc pfi 20 a 37°C

Prdkaz invazivniho procesu — histologické vySetfeni vzorku tkané a nalezem kvasinek a hyf
Diseminované formy a sepse je spolehlivym testem antigenemie, pozdéji prikaz protilatek
precipitaCnimi a aglutinaCnimi reakcemi

Laboratorni dg. — Cryptococcus neoformans

VySetfuje se likvor, sputum, mo¢ a krev hemokultivaci
Mikroskopie — vidime typické kulovité pucici buriky s napadnym pouzdrem
V likvoru Ize prokazat kapsularni antigen

Laboratorni dg. — rod Aspergillus

Sputum, bronchialni vyplachy, biopsie tkané

Mikroskopie — nalez septovanych hyf

Rozhodujici je sérologické vySetteni — protilatky jsou druhové specifické a zjistuji se metodou
precipitace v agaru

U alergického typu onemocnéni je vhodny kozni test

Laboratorm dg. — Histoplasma capsulatum

Sputum, biopsie uzlin (u diseminované formy), krev, sternalni punktat

Izolace a kultivace naro€na — nutné nutriné bohaté pldy (mozko-srdcova infuze), kultivace vyzaduje
delSi inkubaci

Vyuzivaji se pokusy na zvifatech

Cenna je nepfimé sérologicka dg. — KFR, imunodifuze a latexova aglutinace se solubilnim
antigenem histoplasminem (nemocni reaguji na tento antigen v koZznim testu reakci pozdni
precitlivélosti)

Diagnostika parazitarnich onemocnéni

Mikroskopické vySetreni
o Nativni preparat
o Barveni dle Giemsy, hematoxylin, trichrom atd.
o Na sklicko se nanasi tlusty natér, tlusta kapka, krevni natér



O Material — stolice (velikost liskového ofechu), analni vytér, perianalni stér, krev (kapka
z bfiSka prstu), sputum (larvy Skrkavky), bronchoalveolarni lavaz (plicni Pneumocystis
carinii), vaginalni/uretralni vytéry (trichomonady), stér ze zadni klenby poSevni (pro
stanoveni MOP = mikrobialni obraz posevni)
Vzorek se posila v nesterilnich zkumavkach, nesmi se zamrazit
Améby — vySetfeni do 30 min po odebrani
Co hledame? — €ervi, jejich Clanky, vajicka, cysty
Krev — dg. trypanosom ¢i mikrofilarii; barveni dle Giemsy
*  Sérologicka vyaetieni
Detekce antigenu v séru
Pomocna metoda
© Malo vyznamneé u stfevnich parazitli, pokud nepronikaji do jinych organl — v tomto pfipadé
by byla vyznamna dg. cysticerk6zy vyvolané Taenia solium
© Rychly screening a dg. malarie — imunochromatograficky test zaloZzeny na detekci
plasmodiové laktatdehydrogenazy
© Vyznamné hlavné v pfipadech, kdy je pfimy dlkaz parazita obtizny — toxokar6zy a
toxoplasmdzy
» ELISA — protilatky proti Skrkavkam
» KFR — prlkaz protilatek IgM, IgA a IgG (umozriuje rozliSeni akutni a latentni
toxoplasmozy)
= PCR
=  Western blot
* Kultivaéni metody — jen u trichomoniazy — pred mikroskopickym prikazem nechame T. vaginalis
pomnozit v Diamondové médiu

6 - Metody pfimét i int I ssledkil vysetieni
* PFfiméa = prdkaz zivého ¢i mrtvého mikrobialniho plvodce, jeho &asti, povrchovych strukur,
charakteristickych latek - NK, enzymy, toxiny, produkty mtb
O Material — odbér z postizeného mista — stér, sputum, krev, mo&, mok
o Klasické metody
= Mikroskopie — nativni nebo barvené preparaty (Gram, Ziehl-Neelsen); snadné, levné,
technicky nenéro€né, ale nutné interpretace zkusenym mikrobiologem
interpretace: barva, velikost, tvar a uspofadani (koky, ty€inky, kvasinky)
= Kultivace — viz 38
interpetace: kolonie- vzhled, tvar, velikost, barva, zpusob rustu, pachy/
vunég, hemolyza
o Pokrocilé metody — zaloZzeny na specifickych chemickych vl. nebo kultivacnich podminkach
= Specifické testy
» Biochemie — zalozeno na schopnosti bakterii metabolizovat substraty, dnes fréi
komerc¢né vyrabéné testové sady s diagnostickymi paddami pro urcité skupiny
bakterii - ENTEROtest, CAMPtest, St.aureus latex test
» Detekce antigenu — aglutinace, IMF, ELISA
= Citlivost k Atb — diskova difuzni metoda, E-test, MIC
© Moderni metody
= Detekce DNA — hybridizace, PCR

O O O O

o O

v - o . - o . ap s

* Nepfima = prikaz specifické imunitni reakce proti mikrobovi (specifické protilatky)
© Materiél — sérum, vzacnéji mok
o Klasické metody
= KFR
= Pfimé aglutinace
= Hemaglutinace
© Moderni metody
= ELISA
=  Western blot
Pozitivita = mikrob potkal hostitele v minulosti (nevime, zda pfed tydny
/ mésici / roky)



Prikaz protilatky: laboratorni antigen (mikrobialni) + sérum (vyjimec€né sliny, likvor) pacienta
zplsoby, jak alespor odhadnout, kdy pfiblizné se mikrob s.télem pacienta setkal:

— Mnozstvi protilatek (relativni — titr) a jeho zmény v ¢ase (dynamika titru)

— Tfida protilatek: IgM/IgG

Pribéh protilatkové odpovédi

+ Protilatky IgM se tvofi jako prvni, ale také jako prvni mizi. Neprochéazeji placentou, jejich prikaz u
novorozence je svédectvim jeho infekce

- Protilatky IgG se tvoti pozdéji a zstavaji jako pamétové pritomny dlouhodobé.

Prochazeji placentou (novorozenec je tedy mlze mit od matky)

Protilatky ostatnich t¥id

+ Protilatky tfidy IgA se u nékterych infekci vySetfuji misto protilatek IgM. Tato tfida se uplatriuje hlavné u
slizni¢ni imunity, a tedy u infekci, kde branou vstupu je sliznice (napfiklad gastrointestinalni)

+ Protilatky tfidy IgE se vyskytuji u alergii a infestaci €ervy. Zpravidla se vSak nestanovuji specifické IgE proti
néjakému patogenovi

- S protilatkami IgD se v mikrobiologii nepracuje

Titr

- vyjadreni stupné zfedéni vySetfovaného krevniho séra, pfi némz jsou sérové protilatky jesté schopny
viditelné reagovat s pfislusnym antigenem bakterialnim, virovym, plisfiovym apod..

Cim vy$si je t., tim vice Ize zfedit sérum a jesté docilit prisluéné reakce

Z toho Ize usuzovat na obsah a mnozstvi protilatek v krvi a tim i na infekci a jeji intenzitu: ¢im vyssi je titr,
tim vice bylo protilatek proti hledanému pUvodci ve vySetfovaném vzorku

Dynamika titru - Kazdy ma jinou uroven protilatkové odpovédi. Proto samotna hodnota titru mnoho nefika
Zména titru vypovida vice - Jde-li o Cerstvou zalezitost, titr se vZdy vyviji, nejprve stoupa, pozdéji zvolna
klesa.

Sérum pacienta se nafedi do fady zkumavek €i jamek P¥islusnéa reakce se provede ve vSech jamkéach
(zkumavkach). Hleda se posledni jamka, kde je jesté viditelna pozitivni reakce. Pfevracena hodnota
fedéni v této jamce je titr séra = Nejvyssi fedéni, kde jeSté vidime pozitivni reakci

8 Kultivacni vysetieni klinickych materiald
* Pfimé metody = kultivacni a mikroskopicky prikaz

o Negativni kultivaCni nalez neznamena nepfitomnost patogenu

o Casova naroénost

o Kultivace nékterych druh( velmi obtizna — M. leprae roste jen v lidskych bb. nebo v bb.
pasovce

o Molekularné-biologické techniky — prikaz IC parazitd, vird, kvasinek a plisni; vyuziti
znacCenych hybridizaénich sond komplementarnich k charakteristické sekvenci NK
mikroorganismu

o PCR

Nepfimé metody = sérologické (antigeny) a chemické (bunééné slozky, metabolity)

Kultivace

* Kultiva¢ni pudy — obsahuji ziviny a rlstové faktory, optimalni pH a teplota (termostat), Uprava redox
potencialu je-li to nutné (€inidla, povafeni, uzavfeni parafinovym olejem)
Uprava atmosféry — pro striktné anaerobni, mikroaerofilni a kapnofilni (vyzaduji vy$&i obsah CO2)
Kultivaéni média:
o Bujony — tekuté ... rUst se projevuje difuznim zdkalem, nékteré druhy rostou v povrchové
blance nebo sedimentu
o Pevné pldy — pfipravuji se z bujonu pfidanim agaru (agar = polysacharid mofskych fas,
obvykle konc. 1 — 2%), pfi teploté kolem 80°C p(dy taji a mohou se rozlévat na Petriho
misky, kultivani desticky ¢i do zkumavek — rovnomérné nebo s proménnou tloustkou (Sikmy
agar)
Druhy kultivaénich pud:
o Zakladni — bohaté na ziviny, susené masové extrakty nebo peptony (= produkty pfipravené
z bilkovin — jater, séji, kaseinu, kvasni¢ného extraktu, mléka — proteiny jsou natraveny
enzymy — papain, pankreatin, trypsin, pepsin atd.), obvykle 0,5% NaCl
o Obohacené — vit., AMK, cukry, koenzymy, Fe3+ soli; pf. krevni agar — obsahuje hemin (rUst.
faktor hemofil)



@)
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Diagnostické — sledovani biochemickych vl. — schopnost utilizovat cukry, deaminovat AMK,
Stépit mocCovinu a produkovat charakteristické produkty (sulfan, indol, pigmenty atd.) €i
enzymy; testuje se téz schopnost tolerovat inhibitory ristu (NaCl, KCN atd.)

Selektivni — obsahuji inhibitory (NaCl, azidy, teluricnany, seleni¢nany, zluCové kys., Atb);
Sulova ptida pro prtikaz mykobakterii

Selektivné diagnostické — obsahuiji jak inhibitory, tak indikatory = umozriuji selektivni zachyt i
pfedbéznou identifikaci patogenu; Endova puda, MacConkey, deoxycholat-citratovy agar,
média s bezbarvym substratem a navazanym chromoforem (utilizaci substratu se kolonie
projevi zbarvenim, popfipadé fluorescenci; zlu¢-eskulinovy agar pro identifikaci enterokokt
nebo Rambachuv agar pro diferenciaci enterobakterii)

Transportni — vétsinou tekuté (u gonokoku — citlivé na vyschnuti), obsahuji obvykle
thioglykolat, fosfatovy pufr a soli, minimum zivin; Amiesovo, Stuartovo nebo Cary-Blairovo
médium

Vybrané pldy a jejich vlastnosti:

Zivné pudy — masovy extrakt, pepton, NaCl
Krevni agar — zakladem je zivna plda s pfidavkem 7% krve, pfitomnost a povaha hemolyzy
Endova ptlida — pepton, NaCl, lakt6za, sifi¢itan Na, bazicky fuchsin; na svétle razovi,
lakt6za-pozitivni bakterie zkvasuji laktézu na aldehydy — reaguji s fuchsinem = Schiffovi
baze — ¢ervené kolonie
MacConkey — pepton, NaCl, laktoza, acidobazicky indikator, lakt6za-pozitivni bakterie
zkvasuji laktézu za vzniku kyseliny — riiZovaléervena barva kolonii nebo ; mUze byt
tuha (zahus$téna agarem) nebo tekuta (v tekutém médiu produkce plynu)

* zpomaluje rdst G+ bakterii, podporuje rlst G- bakterii
Deoxycholat-citratovy agar — citronan Na, citronan Fe3+, thiosiran Na, deoxycholat Na,
laktdza, acidobazicky indikator (neutralni ¢ervenl); riist G+ je inhibovan, G-neg. zkvasujici
laktézu okyseluji okoli — riiZova az ¢ervena, laktdza-negativni rostou v bilych koloniich,
bakterie produkujici sulfan (salmonely, Citrobacter) kolonie s éernou srazeninou sulfid( Fe
Zlugé-eskulinovy agar — eskulin (8-glukosidohydroxykumarin), Fe3+, citronan, Zlug; bakterie
produkujici B-glukosidazu hydrolyzuji eskulin na eskuletin — s Fe tvofi sedé/hnédocerné
komplexy, specificka pro enterokoky
Wilson-Blairova plida — pepton, sifi¢itan Na, citronan bismutity, briliantova zelen,
hydrogenfosfore€nan Na, siran Fe2+; citronan a b. zeleri potladuiji rust koliformnich bakterii
kromé salmonel — ty produkuji sultan a redukuji tak soli bismutu = éerné az hnédocerné
kolonie s kovovym leskem okoli
Claubergova puda — pepton, krev, glycerol, teluricnan Na; korynebakterie — redukuji
teluri¢nan na elementarni Te — u C. diphtheriae $edé kolonie (dle charakteru zbarveni
mozno odliSit typ — gravis, intermedius, mitis), kolonie jinych bakterii — Cerna ¢i bil4 barva
Tinsdalova ptida — pepton, kvasniény extrakt, sérum, cystin a teluricnana Na,
diferenciatnim znakem je SedoCerny zékal (halo) kolem nékterych kolonii — produkt reakce
Te se sulfanem
Cokoladovy agar — pfipraven pfidanim krve do agarového zakladu pfi 85°C, je hnédy
(barva vznika tepelnou denaturaci krve), rist naroénych bak. — N. gonorrhoeae,
bordetely, hemofily
Léwensteinova-Jensenova puda — asparagin nebo hydrolyzat kaseinu, glycerol, vajeény
Zloutek a bilek, Skrob, soli, malachitovou zelen; vzhled — Zluta az nazelenala, zakaleng;
kultivace mykobakterii
Sabouraudova puda — pepton, Glc ¢i maltdza, vzhled — bezbarva az nazloutla, rist

| inel lisni
Mueller - Hinton agar - ATB testy

Popsat o¢kovani na pevné a tekuté pldy
Kultivace v definované atmosféfe — popsat anaeroby (viz. 39)

Vlastnosti a kultivace anaerobnich bakterii

Sporulujici (pf. klostridia, pusobi specifickymi toxiny) x nesporulujici (specifické nastroje virulence,

zplsobuji nespecifické hnisavé nemoci ¢asto endogenniho puvodu); strikiné anaerobni,
mikroaerofilni, aerotolerantni

Velmi heterogenni skupina, obsahuji i extrémofilni druhy — termofilni, psychrofilni, halofilni, acidofilni,

alkalofilni, barofilni + néktefi jsou plvodci velmi zavaznych onemocnéni



Kultivace

*  Nutny vhodny vybér materialu, spravny odbér a transport —  NEJVYZNAMNEJS| ANAEROBNI

i pfes spravny postup je kultivacni zachyt nejisty PATOGENY

* Hnisavé abscesy, treachealni a plicni aspiraty, pleuralni a G+ sporulujici ty&inky: Clostridium
ascitické tekutiny, hnis, biopsie, krev, zlu¢ - ‘

*  Nejvhodnéjsi jsou &asti tkani a aspiraty e s b "mmm

* Nutné anaerobni prostiedi Vedloneda

* Transportni média — uréena pro transport tampond, G- nesporubici tydinky:  Bacteroides
Amiesovo nebo Stuartovo médium " Fosobecterhzw

* Kapalné vzorky — do stfikaCky s vytlatenym vzduchem, Provotelia
jehlu zabodnout do gumové zatky G+ nesporulujici tyéinky:  Actinomyces

* Pred kultivaci makroskopicky vzhled se zapachem a ' Propionibacterium

mikroskopické vysetfeni
Kultivaéni pady s nizkym redox potencialem (cca 150 mV) — obvykle VL-médium (masokvasni¢ny
extrakt) — obsahuje hydrolyzat kaseinu, kvasni¢ny autolyzat, masovy vyvar, cystein, glukosu, soli
P¥i kultivaci je dulezita atmosféra — musi byt bez kysliku
O lzolované rukavicové boxy s anaerobni atm
O Biologické odstranéni kysliku v uzavienych Petriho miskach = Fortnerova metoda — ¢4st
povrchu agaru se naockuje aerobni bakterii (Serratia marcescens), ¢ast se naockuje
anaerobem, miska se uzavre zalepenim plastelinou a inkubuje se
© Anaerostaty — kyslik se odstrani fyzikalné (profoukavani inertnim plynem — pf. dusikem) &i
chemicky (zapéalena svicka, pfidavek alkalického roztoku pyrogallolu
© Dnes se pouziva fada komer&nich systému — saCky se smési tetrahydroboritanu,
hydrogenuhli€itanu a kys. vinné, ze které se po pfidani vody vyviji vodik a CO2 — kyslik se
spotfebovava reakci s vodikem
Diferenciace anaerobu — mikroskopie (vzhled a zapach kolonii) + mikroskopie (tvar bunék a spér,
barveni na Grama)
Biochemické testy
Prikaz toxin(
Chromatografické stanoveni produktd fermenta&niho metabolismu
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B i bakterii
Gramovo barveni - zakladem je absorpce komplexu krystalové violeti s Lugolovym roztokem do
bakterialnich bunék

diferenciace bakterii timto barvenim je zaloZzena na rozdilném vymyvéani tohoto komplexu organickym
rozpoustédlem (aceton/ethanol) a na vlastnostech bakterialni stény

G- bakterie maji tenkou sténu, vice lipidd - snadny prinik rozpoustedla, snadné vymyti absorbovaného
komplexu -> r{izova (Cervend)

G+ bakterie maji silnou sténu - neumozriuje pronikani rozpoustédla - komplex odolava vymyvani -
modrofialova Positive-Purple

POSTUP

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)

krystalova Violet - 1 min
oplachnout a Lugollv roztok - 1min
oplachnout vodou

Aceton - dokud odtéka fialoy roztok
oplachnout vodou

Karbolfuchsun - 1 min

oplachnout vodou

VLAK

Barveni dle Burriho - tusi, znazornéni pouzder
Albert - metachromaticka granula
Wirz & Concklin - barveni spér (zelené), téla (Cervend)

B i mil I
Ziehl - Neelsen - pouziva se u acidorezistentnich bakterii, které ve své sténé obsahuiji vice nez 30% lipidu -
Spatné absorbuji barviva, museji se barvit za horka -> takto absorbované barviva se z nich nedaji vymyt

- barveni karbolfuchsinem, dobarveni malachitovou zeleni -> jevi se jako rGzové az ohnivé €ervené na
zeleném pozadi



B . it
Giemsa - zalozeno na absorpci Giemsova barviva - na bazi eosinu a methylenové modfi
= ruzné postupy dle povahy preparatu a hledaného organismu

= bakterie modré, pouzdra svétle modré, sliz rGzovy, prvoci - rizné zbarvené organely
1) fixovany preparéat do konc/zfed Giemsoba roztoku na 2min/30min/pfes noc

2) oplachnout vodou

Endotoxiny - test na kralicich - prikaz botulotoxinu
- Limulus test: Télesna tekutina (hemolymfa) ostrorepa Limulus polyphemus obsahuje cirkulujici
buriky, amoebocyty.
- vystavime-li lyzat z nich ucinku nepatrného mnozstvi endotoxinu, béhem hodiny se srazi
- srazeninu Ize odecitat pouhym okem, turbidimetricky, pfip. v nékterych modifikacich i podle zmény
barvy
- Limulus test je pro priikaz endotoxinu vysoce citlivy i specificky

Enterotoxiny - priikaz na kotéti nebo zabé

Exotoxiny
- stanoveni hemolysinu
- CAMP test - na KA se naocuje ¢ara testovaciho kmene (Stap. aureus) a kfizem ¢ara
neznameého testovaného kmene
- v misté prekfizeni dochazi k interakci hemolysinud
pozitivni CAMP test - iplné projasnéni ve tvaru motylich kfidel/ masli¢ek - hovofime o synergismu
- Str. agalactiace, Listeria monocytogenes, L. seeligeri
negativni CAMP test - hemolyza S. aureus neni ovlinéna
- Str. pyogenes
inverzni CAMP test - hemolysiny jsou antagonické, navzajem se inhibuji, KA zlstane v misté
prekfizeni beze zmény a v neldplnych hemolyzach obou kmenu jsou zakrojeny Cervené zony
nedotcenych ery -
- Arcanobacterium haemolyticum, Corynebacterium ulcerans
- hemolyza - schopnost mikrona rostoucim na KA naruSovat ery pod kolonii nebo v jejim okoli
Upina : odbarveni a dokonalé projasnéni KA kolem kolonie
- Uplny rozpad ery v&etné rozlozeni Hb
- u streptokol se nayva beta-hemolyza: Str. pyogenes
- Staph. aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus
neuplna: ztraci se Cervend barva KA,puda zustava zakalena
- Staph. aureus, Staph. epidermidis
- Str. agalacticae - neuplna beta hemolyza
viridace - alfa: Hb se méni na zeleny verdoglobin
- viridujici ustni streptokoky, Str. pneumoniae
-stanoveni toxigenity Corynebacterium diphteriae
- na Tinsdalové pidé

13 Metody vysSetreni citlivosti na atb (diskové a diluéni metody, podminky pro spolehlivost,
limitace, interpretace)

* Pfimé vyjadfeni — MIC
* Nepfimé —inhibiéni z6na kolem disku
* Diskovy difuzni test
o Provadi se na Muller-Hintonové agaru —pH 7,2 - 7,4
o Komercni disky s atb
o Pro naoCkovani se do bujonu pfipravi suspenze z kolonii bakterii
o K naockovani se pouziva sterilni vatovy tampon zvih&eny suspenzi bakterii — ockuje se
rovnomérnym rozetfenim po celém povrchu plotny
Na naockovanou plotnu se nakladou disky s pfedepsanym mnozstvim atb
Inkubace 18 — 24 h v termostatu
o Zmeéfi se primery inhibi¢nich z6n — praméry se zapisi a porovnavaji

o O



o Princip: atb postupné difunduje a plsobi na kolonie bakterii — ty se mnozi, ale podle citlivosti
se mnozit pfestavaji nebo naopak pokracuji dale, atb difunduje jen do urcité vzdalenosti —
okraj inhibi¢ni zony

Dilu¢ni test v bujonu

o Zjistuje se MIC

© Provadi se v polystyrenovych mikrotitra¢nich desti¢kach s 12 sloupci a 8 fadami jamek (8
koncentraci atb)
Jamky se pIni 100 ml bujonu s atb
Koncentrace se vybiraji tak, Zze kolem ¢tvrté jamky je hrani¢ni koncentrace
OcCkuje se silnymi zbrousenymi jehlami 1 — 2 ml suspenze o konc. 108 bakterii/ml
MIC je v prvni nezakalené jamce = jamka, kde nic neroste

© Interpretuje se podle tabulek
Dilu¢ni test v agaru

o Petriho miska obsahuje agar s rliznou koncentraci atb

@)
@)
@)
@)

© Na plotnu se bodové naockuje 30 — 40 kmenU najednou
© Po inkubaci se ode¢ita rist ve formé uzaviené kolonie
o Plotna, kde jiz nevidime rist, obsahuje MIC antibiotika

o Interpretace dle tabulek, je to referenéni metoda
* E-test
o Gradientova difuzni metoda stanoveni MIC na agarové pudé
© Na agar se polozi kalibrovany prouzek obsahujici diskontinuitni gradient
koncentraci — pfilnutim se diky difGzi vytvofi kontinuitni gradient
© Na prouzku je vyznacena stupnice s hodnotami MIC
O  Vysoka cena
Automaticka vySetfeni
o MIC — mikrotitraCni destiCky, v pravidelnych intervalech se fotometricky
odecita zakal a hodnoty se porovnavaji se zdkalem kontrolnim (kde nejsou atb), po inkubaci
se stanovi jamka, kde neni rast
o Méfeni inhibi¢nich z6n — digitalni posuvna méfidla
Ugelem vysetfeni je navrh terapie a davkovani
* VySetfujeme atb bézné uzivana nebo zastupce podskupin atb, které maji stejny mechanismus
Uc€inku nebo chemickou povahu, citlivost nékterych druhl k nékterym atb nevySetfovat — vysledek in
vitro neplati in vivo
* Stanoveni produkce beta-laktamazy u stafylokokd, hemofilti, gonokokl a Branhamella catarrhalis ma
vétsi vyznam, nez zjistovat jejich citlivost k penicilinu ¢i ampicilinu
* Pokud je nutné neprodlené zah4jit atb terapii dfive, nez je ukonéeno vySetieni, bere se v vahu
nejpravdépodobné;jsi pivodce nemoci = empiricka terapie (Ié¢ba bez prikazu plvodce a jeho
citlivosti)
Laboratorni interpretace
o Citlivy kmen = jeho MIC je nizsi, nez break-point (hrani¢ni koncentrace)
o Rezistentni = MIC je vys$8i, nez break-point
O Intermediarni kmen
Multirezistence = kmeny rezistentni k vice nez 2 atb
Kombinace znaku rezistence u jednoho kmene se oznaluje jako profil rezistence
* Pro jednotlivé skupiny bakterii jsou k dispozici mezinarodné uznané standardni kmeny
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Pro vétSinu bakterii se k testovani citlivosti na antibiotika diskovym difaznim testem DDT pouziva Mueller-
Hintondv agar.

Mueller-Hintonlv agar obohaceny berani krvi, pro hemofily specialni padu pro kultivaci hemofil(l vzhledem
k jejich rstovym narokdm -hemin, NAD.

U Neisseria gonorrhoeae se neprovadi DDT (nejsou stanoveny breakpointy EUCAST), stanovuje se MIC
vétSinou E-testem a pouziva se specialni kultivacni ptda pro gonokoky.

Helicobacter pylori — pomalu rostouci bakterie — proto se nedoporucuje DDT, nejsou stanoveny breakpointy
EUCAST - stanovuje se MIC vétSinou E-testem.



U vyznamnych anaerobnich patogent se také DDT nedoporucuje, stanovuji se minimalni inhibi¢ni
koncentrace — MIC: diluéni metodou nebo metodou E-test. Testovani probiha za anaerobnich podminek na
pudé vhodné pro kultivaci anaerobd.

U nékterych bakterii, které v tekutém prostfedi Spatné rostou nebo autolyzuji (napf. meningokoky, nékteré
anaeroby) se vyuziva vysetfeni MIC rov iluéni m . Metoda spociva v pouziti agarovych pud,
které obsahuji zvolené koncentrace antibiotika (pfimo v tom agaru). Obvykle se pfipravuje 12 — 15
koncentraci jednoho antibiotika v fedéni dvojnasobné geometrickou fadou. Na pldy se oc¢kuje standardni
které inhibuje viditelny rist. Tato metodika je vSak velmi pracna a ¢asové naro¢na, neni vhodna pro rutinni
pouzivani, je uréena spiSe pro referencni laboratore.

Specialni vysetfeni pro prikaz rezistence:

V nékterych pfipadech nelze rezistenci spolehlivé prokazat zadnou z metod (DDT, MIC, E-test, agarova
diluéni metoda). PfiCin maze byt nékolik, nékdy antibiotikum neni vhodnym substratem pro vySetfeni
rezistence in vitro nebo vySetfovana bakterie vytvafi in vitro nizka mnozstvi enzymu destruujicich
antibiotikum apod. Pfitomnost mechanismu rezistence Ize spolehlivé detekovat pfisluSnymi molekularnimi
metodami (zjisténi genu rezistence).

Také se odvozuje vysledek vySetfeni podle vysledku ziskaného s jinym antibiotikem, inaktivovanym
shodnym mechanismem resistence. Napfiklad vySetfeni citlivosti k ampicilinu plati v pIném rozsahu pro
amoxicilin.

Dale se vyuziva specialnich screeningovych vysetreni, ktera spoc€ivaji napf. ve stimulaci rlstu rezistentnich
subpopulaci nebo indukci produkce enzym( destruujicich antibiotika. (pfiklady — indukce produkce metylazy
stafylokoku a streptokoku /D-test/, vySetfeni produkce Sirokospektrych beta-laktaméaz ESBL a
karbapenemaz)

C YOIl AdIT] Alalii &

= pfima dg. - detekce €asti bb struktury - NK

= vyuzivani komplementairy viaken NK, zaloZeno na procesu hybridizace NK

= kultivatné nezavislé - detekce nekultivovatelnych/obtizné kultivovatelnych/usmrcenych/poskozenych
mikroorganism

= vysoka citlivost (HCV, HBV, gonokoky)

= rychla detekce

= moznost vySetfit jakékoliv vzorky bez ohled na transportni podminky

vhodny material: periferni krev, likvor, BAL, sputum, sérum, plazma, sperma, mo¢, tkané, biopsie klze,
vytéry a stéry, vzorky z katetrd, implantatd
= nesrazliva krev v roztoku EDTA

= zvySené riziko kontaminace
= neni tfeba zanechat organismy Zivotaschopné
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= osidleni se méni vékem
= vaginalni laktobycily = Déderleinlv bacil
rovnovaha muze byt snadno posunuta
sexualné pfenosné nemoci
premnozeni minoritnich slozek (ATB, hormony)
premnozeni kvasinek
premnozeni E.coli
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Sterilni odbérové pomdcky, dezinfekce odbérového mista
Nesterilné mohou byt odebiradny vzorky na parazitnarni vySetfeni

Odbér dostateného mnozstvi vzorku — pokud mame pfili§ malo vzorku, stoupa statisticka pravdépodobnost
nepfitomnosti patogend, ktefi se vyskytuji jen v malé koncentraci
Cas a misto odbéru — patogen je v rliznych fazich v rtznych lokalitach (syfilis, bfisni tyfus)

Odbéry
U vySet
Poucen

pfed zahajenim atb terapie
feni na anaeroby zamezit pfitomnosti kysliku
i pacienta a jeho souhlas
Transport do laborky — co nejrychlejsi, nedoporuéuje se konzervace mrazenim ani chlazenim,
hemokultury a vzorky likvoru se mohou transportovat pfi 37°C, pro vytéry na tamponech jsou téz
vhodn4 transportni média (Stuartovo, Amiesovo, Cary-Blairovo; zabrariuji vyschnuti a diky malu zivin
i mnozeni bakterii), stfikacky s odebranym hnisem na anaeroby Ize zabodnou to gumové zatky
Dokumentace !
Kaze
© Samovolné uvolnény ¢i seSkrabnuty povrch kiize, seSkrab nehtd, chlupy, vousy, vliasy
Viedy, abscesy, granulosomy — odbér hnisu €i exsudéatu stfikatkou
Otisk na podlozni sklicko (mozno i na povrch agarové pudy)
o Odbér excizi
Ustni dutina — stér, v pfipadé vétsich abscest odbér tekutiny do stfikacky
Horni cesty
O Vytér z nosni dutiny —do cca 3 cm
o Vytér z krku — rano, nala¢no, pfed Ustni hygienou, pacient vypladzne jazyk, vyslovi
»a" (elevuje tak uvulu a minimalizuje davivy reflex), tamponem rychle otfeme povrch tonzil
(neméli bychom se dotknout jinych sliznic)
O Laryngeéalni stér — pomérné zfidka vyuzivany, tampon zavadime nad epiglottis, pacient by
mél zakaslat (tim zachytime kapénky sekretu dych. cest)
Dolni cesty
o Sputum — rano pred jidlem a hygienou, do sputovky (nadobka se Sirokym hrdlem a
uzavérem), vzorek je i pfi sprdvném odbéru kontaminovan Ustni mikroflérou

o O



o Endotrachealni aspirat nebo bronchoalveolarni lavaz — pfi podezieni na pneumonie, zavede
se sonda a provede se vyplach 30ml fyzio roztoku

o Technika chrdnéného odbéru — zavede se dvojity bronchoskopicky katetr — umozriuje
fibroskopickou kontrolu a odebrani malého mnozstvi sekretu (0,001 — 0,01 ml)

o Zaludek — sonda, zvratky (je to hlavné u otravy z jidla, takze je ddlezité mit i podeztelou
potravinu); cilené kultivani nebo mikroskopické vyhledavani H. pylori — biopsie (material je
transportovan v chlazeném médiu)

o Stolice — prdjmy (vySettuji se i osoby, co byli pouze v blizkém kontaktu s postizenymi), NPB
nebo priikaz toxinu Cl. difficile; odbéry — zavedeni tamponu do konecniku, kousek stolice, pfi
podezfeni na nosi¢stvi salmonely se poziva vzorek prijmové stolice vyvolané projimadly,
tampony impregnované deoxycholatcitratovym médiem pfi hromadnych vySettenich pfi
epidemii salmonely nebo shigel6zy

Vagina

©  Odbér tamponem ze zadni klenby nebo &ipku za kontroly poSevnim zrcadlem

o 3 tampony — bakterie, kvasinky, chlamydie + odeberou se i 2 natéry na mikroskopickéa
podlozni skli¢ka pro vySetfeni MOP — jeden se barvi na Grama a druhy na Giemsu

Mocovy trakt

© Vymoceni do sterilni nadobky se Sirokym hrdlem, pfed mo&enim omyt, zamezit styku se
zevnim genitalem
Prvni porce mocCi — zanét predni Casti uretry
Stfedni proud — cystitida, nefritida
Konecny proud — prostatitida
Staci nékolik ml, u tbc a Weilovi nemoci 100 — 200 mi
Odbér cévkované moci — riziko kontaminace v pfipadé dlouho zavedenych katetrt
Suprapubicka punkce — invazivni, ojedinéle
VySetfeni kvantitativni — proto se vzorky zchlazuji na cca 4 °C (omezi se mnozeni)
Vytéry z uretry pfi podezfeni na kapavku — tampon do transportniho médie (N. gon je citliva
k vyschnuti)

O  Odbér pro chlamydiové uretritidy — sedfe se i epitel s IC ulozenymi chlamydiemi
Krevni obéh

o Diagnostika septickych stavu (i pfi téZkych sepsich byva koncentrace nizka, proto se vyuziva
hemokultivace = pomnozeni v kultivaénim médiu), bakteriémie, malignit

©  Pro odbér jsou dllezita asepticka opatfeni, odbér v uréitych €asovych intervalech opakované
(zapsat Cas)

o Misto odbéru dezinfikovat, po dezinfekci nepalpovat, vhodné je odebrat z mista vpichu i
kozni stér

o Krev se neodebira nalaéno, ale vétsinou v dobé vzestupu teploty, tfesavky atd. — v krvi je
nejvic bakterii

o Pfed zahajenim atb terapie

O O O O O O O O

O Lumbalni pce — pfisné asepticky odbér do uzaviené zkumavky, 5 ml
o K sterilnimu roztoku je mozné pfidat trochu glukosy — pro zlepSeni zachytu snadno
autolyzujici N. meningitidis
Hnis a exsudaty
o Odsati do stfikatky nebo excize, pfi malém mnozstvi tekutiny stér tamponem
o Casto anaeroby — ze stfikagky predtim vytladime vzduch a jehlu potom zabodneme do
gumové zatky
O Natér (pf. obsahu abscesu) na sklicko
Oko — vytér tamponem navlhéenym fyzio roztokem, pfi podezfeni na chlamydie seSkrab z rohovky
nebo spojivky
Pitevni materialy — nesméji byt konzervovany roztokem formalinu

19 - Pravidla spravného transportu vzorku do laboratore

Odbérové nadobky je nutno bezpodmine¢né dobfe uzavfit a dopravovat v kolmé poloze.
BM je nutné dorudit rychle a vhodnym zpisobem do mikrobiologické laboratofe, nejlépe v
termoboxech.

Hemokultury a mozkomi$ni mok je nutné dopravit do laboratofe poslem neprodlené po
odebrani. Neni—li mozny okamzity transport BM v den odbéru, vyuzivaji se transportni ptdy
(na stéry, vytéry), ve kterych se obecné uchovava material pfi pokojové teploté.



* Namoée je vhodné pouzit Uricult, ktery je zaroven transportni a kultivaéni puda.
* Sputa, moce, vypotky, hnis, vytéry a stéry bez uziti transportni pudy je nejlépe
uchovavat pfi teploté +4°C.
* vytér tamponem s transp. médiem - 24 hod/ +4°C
* transportni souprava - umoznit odbér vzorku
- zajistit pfezivani mikroorganismu
- ochranit vzorek pfed vnéjsi kontaminaci
- ochranit vnéjsi prostfedi pfed kontaminaci
- jednoznacna identifikace vzorku

20 - Metody zpracovani vzorku
- viz. pfedeslé otazky

21 - Validni material k vySetreni infekci krevniho recisté a systémovych infekci
- stér z kGize z mista vpichu
- krev ze Zily
HEMOKULTURA - pfi podezfeni na sepsi, pfi zvySujici se teploté, tfresavce
- za pFisné aseptickych podminek
- set 2-3 lahvicek, pro kultivaci aerobnich a anaerobnich bakterii, kazda cca 10 ml, dité 4 ml
- pfed nasazenim ATB, aby nedo$lo k znehodnoceni
- odebrat béhem 24 hod s odstupem 2-3 HK
22 - Validni material - dych. cesty, dutina ustni, ucho
- vytér z krku, tonzil, nosohltanu
- vytér z nosu
- vytér z hrtanu
- punktat z paranazalnich dutin - punkci, odsatim
- sputum - kultivace nespecifické flory
- BAL - bronchoskopie
- vytér z ucha, sekret ze stfedousi

23 - Validni material - GIT

= vytér z rekta a stolice na bézné/ostatni patogeny/prikaz antigent adenovir( a rotavir(/ prakaz
toxinu Clostridium difficile/ prikaz antigenu Helicobacter pylori

= obsah Zlu€ovych cest - punkce, aspirace, peroperacné, drenaz

= duodenalni §tava na giardie (lamblie) - sondou pfi vySetieni GIT

= Zaludecni lavaz - sondou

24 - Validni material - mocové cesty

= ranni mo¢ po omyti genitalu - stfedni proud
= cévkovana moc¢

= punkci moc¢ového méchyre

25 - Validni material - pohlavni systém

muzi

= vytér z uretry, sekret z uretry sekret z prostaty

= ejakulat

zeny

= vytér z pochvy (vzdy 2 - jeden bakterie, druhy kvasinky), cervixu, uretry
= sekret z Bartoliniho zlaz - sekret, punkce

= punkce Douglasova prostoru

MOP - sekret pochvy

26 - Validni material - CNS

= likvor - lumbalni punkce - prvni dvé kapky nechat odtéct, poté min 2 | do 2 zkumavek - prvni
biochem, druha kultivace

= mozkovy absces - punkce




27 - Validni material - o€ni infekce
= vytér z oka, z esojivkového vaku

28 - Validni material - kozni infekce
= stér a vytér z kGize, povrchovych lozisek, ran, pistéli, dekubitd - tamponem, spiSe z hlubSich
partii
- kde Ize, tak nabrat sekret €i hnis do stfikacky
= hnis, obsah patologickych loZisek - punkce
= tkan - biopsie, excize, nekroticka tkarn dekubitl

29 - Mikrobiologické vySetreni bioptického materialu, punktatu, sekreéniho materialu
biopsie: hlavni napli prace patologa, vysetfeni tkané ze zivého pacienta
punktat. Zpracovava se mikroskopicky (Gram, jen u materialu odebranych do stfikacky nebo
zkumavky, stéry — malo materialu, neumozniuji mikroskopii), kultivacné (END, GPA, aerobné se
zvySenou tenzi CO2, pomnoZeni na bujonu, KA pro anaeroby)

- hodnoti se vzhled (zékal), bilkovina, cholesterol, TAG, glu
sekéni material:

30 - Mikrobiologicka kontrola prostredi a sterility - + 31, 32
dekontaminace - ni¢eni a odstrafiovani mikrobu

sanitace - snizeni koncentrace mikrob

asanace - odstranéni rezervoarl a pfenasecl ptvodcl nakaz

dezinfekce - Uplné odstranéni plvodcu nakaz

sanace - U€inngjSi nez dezinfekce, plsobi i na viry a spéry

antisepse - odstranéni patogennich organism( z ur€itého mista lidského téla
asepse - podminky a postupy branici mikrobialni kontaminaci

sterilizace - Uplné odstranéni zZivotaschopnych forem

FYZIKALNI METODY STERILIZACE A DESINFEKCE
SNIZENA/ZVYSENA TEPLOTA - riizny G&inek, suché/vodni pary, T teplota zvySuje Gginnost
chem. prostfedkd, zavisi na vych. po¢tu mikrobu a dobé pusobeni - letalitni kfivka; chlad - N.
gonorrhoeae, C. perfringens - hynou chladovym Sokem (t blizké 0°C), vétSina mikrobu pfeziva
4°C; zmrazenim pod 0°C vétSina mikrobl suspendovanych ve vodé neprezije (mech. poskozeni
rstem krystal(l ledu)

- PASTEURIZACE - zahtati kapaliny, pfi dlouhodobé pasteurizaci na 62°C po dobu 30
min,vétSinou ale nékolik vtefin na 70-80°C; kratkodoba konzervace termolabilnich tekutin
(potravinarskych), 99% spolehlivost, pfezivaji spory a termofilni organismy (Streptococcus
faecalis, S. lactis); ultrapasteurizace =
mzikové zahfati kapaliny vstfiknutim vodni pary pfehtaté na 150°C (nici prakticky vSe v€etné
spor)

- TYNDALIZACE - zahtati na 60°C po dobu 30-60 min, 6x opakovat a 16-24 hodin, u
termolabilnich latek

- VAR ZA NORM. TLAKU - ve vodé, 100°C, po 2-30 min hubi vétSinu veget. forem bakterii, vird a
kvasinek;
prezivaji spory a nékteré viry; neni vhodny ke sterilizaci nastroju

- FRAKCIONOVANA STERILIZACE - varem pti 100°C po dobu 30 min, 3x opakovat & 16-24
hodin; za snizené
teploty resistentni spory vykli€i, nasledny var vegetativni formy znici; v tzv. Kochovych hrncich,
Arnoldovych sterilizatorech proudem nasycené vodni pary (para 80-100°C v pramyslu k
desinfekci papiru a textilu)

- VAR POD TLAKEM - plsobeni pfehfaté vodni pary, bod varu vody zavisi na pretlaku (200 kPa -
121°C, 300 kPa - 134°C); téchto tlakl dosahujeme v autoklavech = silnosténna kovova nadoba,
privod pfehfaté pary z vyvijeCe; doporuceni: 20 min 121°C a 10 min 134°C — bezpec¢né zniceni
vSech forem mikroorganismu; denaturace prionl neni spolehliva ani pfi 1 hodiné 134°C



HORKYM VZDUCHEM - horkovzdu$né sterilizatory, ohfev do 200°C, nuceny obé&h vzduchu;
suché teplo méné ucinné nez vihké — vyssi teplota, delSi dobu: 160-180°C po dobu 1-2 hodin;
spory znieny pfi 180°C za 15 min

HORKY OLEJ - olejova lazeri, teplota kolem 200°C, sterilizace zubarskych (kovovych) nastrojt
PLAMEN - protazeni plamenem neni zcela spolehlivé (jen zahfati do Cerveného Zaru, ale to je
omezeno

jen na bakteriologické klicky)

FILTRACE - mech. oddéleni ¢astic z termolabilnich kapalin nebo plynu; podle pozadovaného
stupné -

rzné filtry (material, velikost péra), filtry: keramické, azbestové, sklenéné, kolodiové — filtracni
zafizeni

— protlaCovani nebo odsavani kapaliny; velikost péra — vétsina vira projde (jen velké
zachyceny)

UV ZARENI - 210-330 nm, baktericidng, uéinnost klesa s &tvercem vzdalenosti, jen v
nezastinéném prostoru, poskozuje zrak, letalni davka se lisi, hl. tzv. germicidni zafivky - jen do
vzdalenosti 0,5 m,

dodatkova dekontaminace mistnosti (pitevny, laboratore)

IONISUJICI ZARENI - gama zéteni, 6000, pronika vétsinou materiald, nezahfiva, nezanechava
residua,

sterilizace nastroju, doporu¢ovana davka je 25 kGy, nenici spolehlivé nékteré viry (hepatitidy,
HIV)

NIZKOTEPLOTNI PLASMA - v komorach - evakuovany a naplnény parami peroxidu vodiku
nebo peroctové kys., vysokofrekvencni elektromag. pole pfevede pary na reaktivni radikaly - pfi
teploté 50°C béhem 20

min spolehliva sterilizace vétSiny suchych materiald

MIKROVLNY - frekvence MHz az GHz, vytvareji uvnitf mikrobialni b. teplo, podobny uéinek jako
var ve

vodé, pUs. dobfe na mikroorganismy ve vodni suspenzy, minimalni U¢inek na bakterialni spory,
které

neobsahuji vodu; nedaji se pouZit na el. vodivé materialy

OSMOTICKY TLAK - zvyS. koncentraci anorg. soli, potlaceni rastu nékterych mikroorganismda,
konzervace

potravin, dif. dg. bakterii; pfi T konc. soli a sacharosy — vétSina bakterii inhibovana; fada
mikrobU (plisné, kvasinky, nékteré bakterie) tyto podminky toleruje

CHEMICKE METODY STERILIZACE A DESINFEKCE

ANORGANICKE KYS. A ZASADY - HCI, HNO3, HoSOy; pfi pH < 4 usmrcuji bakterie i spory
koagulaci bilkovin; omezené pouziti (poskozuji); NaOH, KOH, Ca(OH)p, CaO: ucinné na
bakterie, spory i viry - pfi pH > 9 denaturuji bilkoviny a zmydelriuji lipidy, ziravé
ORGANICKE KYSELINY - kys. octova, mlé€nd, propionova, benzoova, sorbova, salicylova,
citronova; slabé protibakterialni ucinky, lepsi protiplisfiové; potravinafstvi (konservaéni
prostiedky)

MANGANISTAN DRASELNY - KMnOy, dobfe na bakterie, antiseptikum (vyplach kize, ran,
sliznic), v konc. 1-2% ucinny i na nékteré viry

PEROXID VODIKU - 30% roztok, leptavy — pouziva se jen 3% roztok; uvolfiuje kyslik, ktery
pusobi na bakterie, spory a viry; velmi labilni

PEROXYKYSELINY - peroxomravenci kys. - antibakterialni, fungicidni, ale nestala, pfiprava
tésné pfed pouzitim (mravenéi kys. + peroxid vodiku); peroxooctova kys. - nejuc¢innéjsi a
nejcastéji pouzivana, desinfekéni i sterilizacni ucinky, Persteril (36-40% roztok), jiz konc. 0,5%
ni¢i bakterie, mykobakterie, spory, viry; nepusobi na cysty protozoi a vajicka parazit(

OZON - u€inny ale labilni, nékdy dezinfekce vody

HALOGENY A JEJICH SLOUCENINY - Cl, |, jejich slougeniny; pds. uvolfiovanim volnych
halogenu, dobfe uc¢inné na bakterie,kvasinky, plisné, méné na mykobakteria, spéry a nékteré
viry; plynny chlor k desinfekci pitné vody a dekontaminaci odpadnich vod, velmi toxicky



CHLORNANY - laciné preparaty, hruba desinfekce, roztok chlornanu sodného je podstatou
komercnich preparatt fady SAVO
CHLORAMINY - derivaty chloraminu (HoNCI), uvolfiuji jako chlornany aktivni chlor, obecné

0¢innéjsi, nejbéznéjsi Chloramin B (konc. 2%, 30 min), pokud konc. 5% a nékolik hodin - i na
spory, mykobakterie, a viry, pfidanim amonnych soli (aktivace) se ucinek zrychluje
DICHLORISOKYANURAT SODNY - plisobi rychleji a Gginngji nez chlornany a chloraminy i na
mykobakterie, viry a spory

JOD - roztoky nebo kovalentné vazany na org. nosic¢e (jodofory), nerozpustny ve vodé, rozpousti
se dobfe v roztoku jodidu draselného za vzniku polyjodidd (Lugollv roztok), slabé desinfekéni
u€inky, pro vyplachy sliznic; jodova tinktura = jod + jodid draselny + ethanol — velmi dobfe na
vSechny mikroorganismy véetné spér, mykobakterii, plisni a prvokud; nejspolehlivéjsi antiseptika
kdze a okoli ran

ALKOHOLY - denaturace bilkovin nebo dehydratace, nepusobi na spory a vétsinu vir(l, G¢innost
stoupa s délkou fetézce; hlavné ethanol a isomery propanolu; souc¢asti fady preparatt pro
desinfekci rukou - zesiluji G€inky aldehydu, oxida¢nich €inidel a kyselin; dalsi: triethylenglykol -
pary k dezinfekci ovzdusi v uzavienych mistnostech, glycerol - dekontaminace a konzervace
virovych kultur

ETHYLENOXID - plynny, toxicky, velmi reaktivni; vyborné sterilizaCni u€inky na véechny
mikroby véetné spor; sterilizace nastrojl a pomUcek zatavenych vobalech zplastové folie
(pronika do plastu) - sterilizatory: 10% ethylenoxidu a 90% CO», zvys. vihkost, teplota do 50°C,

2-24 hodin

ALDEHYDY - formaldehyd (ve vodé 40% = formalin, formol), ni€i vegetativni formy bakterii i
spoéry, mykobakteria, plisné a viry; hruba desinfekce 2-20% koncentrace ve smési s vodni parou
pfi 60-80°C - sterilizace nastroju a choulostivych pfedmétl; korosivni U¢inky, drazdivy zapach,
toxicky, kancerogenni; glutaraldehyd - méné drazdivy, olejovity, desinfekce nastroji (pfed
pouzitim oplachnout)

DERIVATY FENOLU - fenol je klasické antiseptikum - inaktivace enzym( a koagulace proteing,
toxicky, desinfek¢ni U¢innost pomérné mala; dnes konservans farmaceutickych preparatu; k
desinfekci ve smési s kafrem a ethanolem (Chlumského roztok); kresol - 10% vodny roztok,
hruba desinfekce; chlorhexidin - G¢inna slozka Spitadermu, residualni pus., baktericidni,
fungicidni, neplsobi na mykobakteria, spory a viry

BARVIVA - akridinova a trifenylmethanova, desinfekce klze a sliznic, dobfe na bakterie,
kvasinky a spory

POVRCHOVE AKTIVNI LATKY - detergenty, mech. snizovani povrch. napéti, zmén povrch.
struktur, inaktivace specif. enzymU a koagulace bilkovin; spiSe bakteriostaticky u€inek, vétsinou
jen na G+ bakterie

a plisné, nepusobi na mykobakteria, spory a viry

ANION-AKTIVNI SLOUCENINY - riizné druhy mydel (drasel. a sodnych soli vy$§ich MK),
nemaji desinf. U¢.

AMFOTENSIDY - amfoterni slou€eniny, G€innéjsi nez kvartérni slou€., baktericidni a fungicidni
ucinek

NEIONOGENNI TENSIDY - komeréni pfipravky fady Tween nebo Triton; pro desinfekci nemaji
prakticky vyznam

KATION-AKTIVNI SLOUCENINY - kvartérni amonné baze; komeréni preparaty - Ajatin,
Septonex, Mukoseptonex, Centrimid; dobfe na G+ bakterie a plisné, Spatné na G- bakterie,
neucinné na mykobakteria, spory a viry

AZID SODNY - NaNg, i v malych konc. (0,001 - 0,003%) Gcinny na G+ i G- bakterie, kvasinky a
plisné; desinfekce a konzervace biologickych materiald - dg. preparaty, léciva

RTUT A JEJI SLOUCENINY - klasickym desinfekénim prostfedkem - sublimat a oxycyanat;
toxické, malo U¢inné, jiz se nepouZzivaji; org. slou¢. méneé toxické ale také malo u€inné
STRIBRO - AgNO3 v 1% roztoku - vykapavani spojivkovych vakd novorozenct (prevence
gonorrhoeické ophtalmia neonatorum. credéisace); komplexni chlorostfibrnan sodny (komeréni

Sagen) k desinfekci mensich zdrojd vody (konc. 10 g/m3)



- CIN - organociniéité slougeniny, dobfe na bakterie, mykobakterie, spory, fungicidni, residualni
t’Jéivngk; toxické, hlavné ochrana stavebnich konstrukci a v zemédélstvi

- MED - baktericidni a fungicidni G€inek sloucenin, toxické; postfiky s modrou skalici pfi ochrané
rostlin

KONTROLA STERILIZACNICH PROCESU
fyzikalni metody: zdznam spravné Cinnosti sterilizaéniho zafizeni zapisovacim zafizenim
(termografem)
chemické metody: zména barvy indikatoru, ktery se vklada do sterilizaéniho zafizeni
napf. sklenéné indikatorové trubicky Sterilan - obsah méni pfi teploté nad 120 °C barvu z
rlizové na zelenou
biologické metody: kontrolni sterilizace indikatorovych kment sporulujicich bacill
- po sterilizaci se kontorlni kmeny 7 dni inkubuji - jejich rist dokazuje neucinnost
pfislusného ster. procesu

MIKROBIOLOGICKA KONTROLA PROSTREDI
- obvykle se pouzivaji aeroskopy, které pracuji na principu vysavace: pomoci ventilatoru se
nasava kontrolovany vzduch a je vyfukovan proti polotuhému kultivaénimu médiu
- po inkubaci je mozné spocitat CFU (colony forming unit)

- sedimentacni metoda : polozit Petriho misku s KA nebo Zzivnym agarem dnem dol na dany
povrch, hodinu nechat exponovat, pfes noc inkubovat a pak spocitat vyrostlé kolonie (CFU)

33 - Pravidla bezpecénosti prace v prostredi rizika profesionalnich infekci

Info od kamaradky

lahvi¢ku s hemokulturou - védét jak ji ziskate (sterilni odbér krve - popiste co vite z oSetfovatelstvi),
Cco se s ni déla - inkubace pfi 37°C, pak se dava hned pod mikro, abyste mohli fict aspor
predbéZnou diagnozu, pak teprve na agary

na agaru (nékdo mél S. aureus - ptali se ho co je CAMP test a co u néj roste jako satelitni kolonie

nefeste antigenni struktury a kdo $tépi jakej cukr - védét kok/ty€, G-/G+, na em to vyroste, jak
to ziskate, co vam to udéla v téle a jak se toho zbavite, na klinice bazirujou Uplné nejvic ale
nechtéji zaludnosti

IylcConkey pro Enterobakterie
Kultivace moci mocova desticka Z-E pro enterokoky

Hodnoti se poCet kolonii x fedéni x mnozZstvi moci
- Pfiblizné mnozZstvi bakterii v mo&i (bakteriurie)



