MIKROSKOPIE




Gramovo barveni

~ mPamatujte na VLA

m Violet 30 s, lugol 30 s, alkohol 15 (az 20) s, oplach
vodou, afranin 60 s, oplach

m Gramovo barvivo (= Krystalova violet je modra
hydrofilni barva — alkoholem odbarveni jen G-
bakterii, safraninem zabarveni odbarveneho —tj. G-
bakterii

m Vysledek: X G- = ruzové




G- tyCinky

G+ koky
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(a) Gram-positive: peptidoglycan traps
crystal violel.
Bacillus anthracis - anthrax
Staphylococcus - food poisioning
Streptococcus - strept throat
Enterococcus - endocarditis & meningitis
Clostridium - botulism & colitis
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(b) Gram-negative: crystal violet is pink-ish stain

easily rinsed away, revealing red dye.

E. coli - intestinal bacteria - food poisioning
Salmonella - typhoid fever - food poisoning
Helicobacter pylori - peptic ulcers & gastritis
Legionella - legionaires pneumonia
Cyanobacteria - blue green algae
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Barveni preparatu s

acidorezistentnimi tyCinkami

m Odolnost vuci kyselinam ci alkaliim (hydrofébni
mykolové kyseliny ve vnejsi membrane
mykobakterii)

m Aby mohly na néco pusobit kyseliny Ci alkalie, musi
to ,neco” byt hydrofilni, tedy komunikovat s vodnym
prostredim. Pro mykobakteria vsak tohle neplati.

m VeétsSina barviv je hydrofilnich, a tudiz se
mykobakteria spatne barvi, zpravidla je nutno barvit

je za horka, aby se vibec obarvila !l




Zlehl-Neelsenovo barveni

Cover smear with 2 After slide has cooled Stop decolorization
carbelfuchsin.Steam decolorize with action of acid-rinsing
over boiling water for 8 acid-alcohol for briefly with water.
minutes. additicnal 15 to 20 seconds.

stain if stain boils off.

Counterstain with B Rinse briefly with @ Eiot dry with

methylene blue water to remove bibulous paper.

for 30 seconds. excess methylene Examine directly
blue. under oil immersion.

Ziehl-Neelsen acid-fast staining procedure www.spjc.edu



Mycobacterium, Nocardia,
Actinomyces

ydrophobic small, hydrophilic

il




Zlehl-Neelsenovo barveni



ACIDOREZISTENTNI BAKTERIE

aerobni
Mycobacterium tuberculosis, leprae
Nocardia

anaerobni
Actinomyces — viaknal!!
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Princip mikroskopie v zastinu

hny paprsky dopadaji
kondenzoru Sikmo,
oko pozorovatele.
e paprsky lomici se na
ratu dopadaji do oka
rovatele. A proto oko
rovatele vidi temne
se zaricim(-i)
tem(-y)




SPIROCH ETY — Borrelie, Treponemy,
Leptospiry

m Nelze kultivovat

m Primy prukaz: Vyuziti molekularni
mikrobiologie (hledame DNA v likvoru, krvi,
steru apod.):PCR

m Neprimy prukaz: Vyuziti serologie
(hledame protilatky v séru) : ELISA,
Western Blot, popr. screeningove testy:
RRR, TPHA, FTA-ABS




G+ BAKTERIE (ROZSIRENE SCHEMA)

}

Rozdéleni podle tvaru

el

G+ koky

katalazovy test (pfip. KA's 10%NaCl)

pozitivni

!

stafylokoky

Koagulazovy test (Koa),
Hyaluronidaza (H)

T

Koa-, H- Koa +, H+

} }

negativni

T—

Slanetz - Bartley streptokoky
Zlug - eskulin

\l/ PYR test
CAMP test
enterokoky Optochin test

!

Arabin6zovy test

/N

/V

G+ tyCky

U vSech pozitivni !!!!
katalazovy test

Rust pfi 4°C, s vysokou
koncentraci soli, pfip. na
zlué-eskulinu

Vétsinou kontaminanty
klin. materialu :

bunky v
palisadé

spory




G+ koky

— zaméreno na rozliSeni streptokoku

katalazovy test (alternativné KA s 10%NaCl, kde staf rostou, strep nerostou)

e -

Pozitivni (tj. ,,Sumi“®©) Negativni (tj. ,,neSumi“®)
Stafyloko ky Streptokoky a Enterokoky

Hlavni diagnostika

Strep. se opira o

zpusob hemolyzy na KA
(Alfa-hemolytické x beta-hemolyticke)

Alfa — hemolytické neboli Viridujici streptokoky Neupk

: =kl : Beta-hemolyza
Pr. S.oralis, mitis aj. ustni streptokoky + S.pnemoniae Pozitivini CAMP Uplné
- Beta-hemolyz:
Optochinovy test Pozitivni
OdliSi pneumokoka od ostatnich ,alfikd* PYR
/ \ | y v

Ostatni ,alfici”



Tridéni streptokoku podle hemolyzy

Pripad |Na KA |Patogen
1. | Stréptocdccus pyogenes
2. é\beta) Streptococcus agalactiae
emo-

3. lyza* Skupina ,non-A-non-B“ streptokoku
4. Viri- Streptococcus pneumoniae

dace . , ’ o f, o
S. (alfa) skupina ustnich streptokoku : ,alfici

*u S. agalactiae jen ¢astecna hemolyza



Tridéni streptokoku podle Lancefieldove
(podle typu antigenu — polysacharid C)

A S.pyogenes

B S.agalactiae

nonA-nonB S.bovis,
dysagalactiae,
equi

- S.pneumoniae

- Ustni

streptokoky




G- BAPETERIE

Mikroskopie

P ,
G- koky G- ty&inky

test Rust na Endo agaru

INAC test AN C/ w}
- l \ Haj

Neisseria Moraxella
gonorrhoeae  catarrhalis +
meningitidis

test

/ \ déz-ovy test /-_

Enterobakterie

X




Enterobacteriaceae OX-, GLC+ (Hajna)
Rust na KA, Endo

Klebsiella, Salmonella, Shigella, Escherichia, Enterobacter

Nefermentujici G-
Vibrionaceae tycinky
OX+, rust na Endo P4
Narocné G- tyCinky

Helicobacter, Campylobacter, Legionella,
Francisella, Brucella, Bordetella, Haemophittis—————

Stenotrophomonas,
Burkholderia,
Acinetobacter,
Pseudomonas




Nefermentujici G- ,gaunefi ©

Tj. mistfi v pfijimani genu rezistence pro antibiotika, casto multirezistentni !!

Pseudomonas aeruginosa Burkholderia cepacia

Do téhle party by mohli patfit i napr. Stenotrophomonas maltophilia a Alcaligenes faecalis



my.opera

Prehled Cervené Y/
enterobakterii pigmetoana i

Serracia |

Infekce Patogen
Systemove | Y. pestis, AP** Salmonella

Obligatni ZP* Salmon., shigella, Yersinia

Oportunni E. coli, Klebsiella, Enterobacter,
Serratia, Proteus, Providencia,
Morganella, Citrobacter etc,

*zoopathogenni **antropopathogenni



Stépeni laktozy je dlleZité pro
rozdeleni enterobakterii mezi
sebou — obligatni (LAC-) a




Na Endu rostou jen G- bakterie !

5 PSP = o

m laktdéza negativni (Lac-)

(Salmonella enteritis, Proteus vulgaris) ==

m laktoza pozitivni (Lac+

(K. pneumoniae, E.coli)



Stépeni glukozy je klicové pro
zarazeni do enterobakterii
(GLC+) nebo




Hajnova puda je testem Stepeni
__laktozy(nahore) i glukozy (dole)

Laktoza
zluta — stepi (lac+)

Glukéza

zluta — StepI{GECH



Stépeni (fermentace) cukr :
_laktozy a glukozy - Hajna

Enterobacteriaceae

A(GLC+, LAC-) prip. D (GLC+LACneni vibeT)

+ produkce sirovodiku (¢ernA BARVA))

...obligatne patogenni enterobakterie :
Salmonella enteritis, Proteus vulgaris

B (GLC+, LAC+).. Potencialné patogenni
enterobakterie: Echerichia coli, Klebsiella
pneumoniae




Pfi aerobnim metabolismu vznikaji v burice toxické hydroxylove radikaly a superoxidove aniony, ty premeni
superoxiddismutaza na peroxid vodiku, ktery je ale rovnéz pro bunku toxicky. V bakterialni burice funguiji
dva velmi podobné (le€ pfecejen mirné odliSné) enzymy, které peroxid vodiku v bunce likviduji. Jsou to

a oxidaza.

Co je to (per)oxidaza a k cemu ji bakterie vyuzivaji?

— SIOUZMKTedURCTT peroxidu vodiku v burice oxidorediukeni reakci : donor + H,O, __oxidovany donor +
2H,0

Jak se provadi oxidazovy test?

DetekCnim okénkem na oxidazovém papirku se dotkneme kolonie, pokud papirek , je
kolonie ox +, zUstane-li bily je kolonie ox -.

U jakych bakterii je pro diagnostiku kliCovy oxidazovy test?
Abychom odliSili enterobakteriaceae (OX -) a vibrionaceae (OX +), pfipadné nékteré
nefermentujici G- tyCinky (OX +/-) — typicky Pseudomonas je ox+.

Co je to a k cemu ji bakterie vyuzivaji?

= enzym, ktery stejné jako peroxidaza slouzi k odstranéni toxického peroxidu vodiku z bunky
a to jeho prfimym stépenim na molekulu kysliku a dvé molekuly vody:

H,O, — 0,+ 2H,0

Jak se provadi katalazovy test?
V kapce peroxidu rozetfeme kolonii,pozitivni Sumi, negativni neSumi.

U jakych bakterii je pro diagnostiku klicovy katalazovy test?

1] G+ koki1 k rozlident a etrentokoki1 (¢ enterokokyv) (kat =)
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Do kapky peroxidu rozetreme testovany kmen...

CATALASE TEST
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Oxidazovy papirek se detekénim okénkem pfilozi na testovanou kolonii

neg. W pos.




O,

Striktni aeroby

Pseudomonas, Vibrio, Bordetella,
kvasinky, plisné

Fakultativ. Anaeroby

VétsSina klinicky vyznamnych bakterii

Aerotolorantni bakt.

Clostridium perfringens

Mikroaerofilni bakt.

Laktobacily, kampylobaktery

Kapnofilni bakterie

Meningokoky, gonokoky

Striktni anaeroby

Clostridium, Bacteroides




ANAEROBNi BAKTERIE

/ \ / \}jé)ilié\r:ella
/ \

TYCINKY
Clostridium

Propionibacterium
Actinomyces
Eubacterium
Bifidobacterium

KOKY
Peptostreptococcus

\

TYCINKY
Bacteroides
Porphyromonas
Prevotella
Bilophila
Fusobacterium
Leptotrlchla

Mobiluncus



HOUBY = mikromycety

e eukaryotni organismy x prokaryotni bakterie

e jina stavba bunecneé steny — antibiotika
nezabiraji !!!

e pohlavni (spory) a nepohlavni (konidie) stadia

Obr. Struktara prokaryotickej bunky



VELIKOST MIKROBU

B Kv'a'sihkym(1o-1-00pm)

| Bakterie o....
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Rozdeleni mikromycet

_Podle morfologie a klinickych priznaku:

m A. Kvasinkovité mikromycety — Candida,
Saccharomyces, Cryptosporidium..

m B. Dimorfni mikromycety — Coccidioides,
Histoplasma, Blastomyces

m C. Zygomycety — Mucor, Rhizopus

m D. Dermatofyty — Epudermophyton,
trichophyton (pomalu rostouci

m E. Aspergily, penicilia - rychle rostouci

Pa—

V/LAKNITE
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= projit véemi vyvojovymi stadii Zivotniho
cyklu, najit sexualniho partnera a
vyprodukovat nove potomstvo

m strategie vyhledavani hostitelu a
mezihostitelu

m schopnost vniknout a zachytit se

m adaptovat se na nove prostredi (byt
schopen se uzivit, ochranit pred utocnym

imunitnim systémem apod.)



EKTOPARAZITE

(Clenovci —pfenaseci viru, bakterii a prvoku)
Zakozka (Sarcoptes scabiei)

rwvw

Klis xodes ricinus)

Koutule (Phlebotomus

ediculus humanus)

> ~f g f
Sténice (Cime,x‘lectulari}s,l



PRVOCI - pocCet roste aniz opusti telo hostitele

Bicivka Trypanosoma

Bicenka Trichomonas

Bicivka Le!§‘hmanie
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Hlistice — Nematoda

(filérie, svalovec, Skrkavky, roupy)

Tenkohlavec Trichuris




Motolice a krevniCky
(Irematoda)

Schistosoma, in copiila

female

© Jana Bulantova



Tasemnice (Cestoda)

Taenia solium

Taenia saginata




STREVNI PARAZITOZY

Entamoeba histolytica
Giardia intestinalis
Taenia saginata
Enterobius vermicularis
Ascaris lumbriocoides

Fasciolopsis buski




TKANOVE PARAZITOZY

Toxoplasma gondii
Leishmania
Trichinella spiralis
Taaenia saginata - boubele




UROGENITALNI PARAZITI

KrevniCka (Schistosoma heamatobium)
Trichomonas vaginalis
Phthirus pubis




KREVNI PARAZITI
Plasmodium falciparum,
vivax,malariae
Trypanosoma cruzi, brucel
Dranunculus medinensis
Wuchereria bancrofti
Loa loa




