Vysetrovaci metody \
bakteriologii




Vysetrovaci metody v mikrobiologii

* Primy priikaz - priikaz pritomnosti bakterii nebo virt-
bakteriologie, virologie

* Nepiimy priikaz — priikaz reakce makroorganizmu na
pritomnost bakterii nebo viri - sérologie




VysSetrovaci metody v bakteriologii

* Mikroskopie
» Kultivace
* Priikaz antigenti

e Prikaz metabolit

* Prikaz nukleovych kyselin




Mikroskopie

* Preparat nativni

* Preparat barveny
e Barveni podle Grama

e Barveni podle Giemsy

e Barveni podle Ziehl — Nielsena
e Barveni spor

e Barveni pouzder

e Fluorescenc¢ni barveni




Nativni preparat

* Suspenze materialu nebo kultury ve fyziologickém
roztoku

* Pro pozorovani zivych mikroorganizmt, posouzeni
jejich pohyblivosti

® 100 - 4oonasobné zvétseni




Nativni preparat - vyuziti
* Bakteriologie - sledovani typického pohybu bakterii
(listerie)

* Parazitologie — priikaz stfevnich parazitl ve stolici

* Mykologie - sledovani riistu a mnozeni kvasinek




Nativni preparat




Barveni podle Grama

* Hans Christian Joachim Gram, 1884

* Déli bakterie do dvou zakladnich skupin

e Grampozitivni G +, modrofialove

e Gramnegativni G -, ruzovocervene




Barveni podle Grama

* Barvitelnost podle slozeni bunécné stény

* Fixace plamenem nebo metanolem

* Postup barveni:

e Krystalova violet - 20 s

e Lugoltv roztok — 20 s

e Oplach vodou

e Odbarveni acetonalkoholem - 10 s

e Safranin - 1 min




Barveni podle Grama

» Mikroskopie pfi 10oondasobném
zvetseni

* Pozorovani pomoci imerzniho oleje
mezi preparatem a objektivem




Barveni podle Grama
Grampozitivni




Barveni podle Grama
Gramnegativni




Barveni podle Grama
Vyznam

* Diagnostickeé barveni - zdklad
klasifikace a taxonomie bakterii

» MozZnost okamzité a racionalni
antibioticke terapie




Barveni podle Giemsy

* Plivodné podle Giemsy - Romanovského
¢ Slouzi k diferenciaci bunécnych struktur
* Pouziti hlavné v parazitologii:
e Mikrobidlni obraz posevni - priikaz Trichomonas
vaginalis
e Diagnostika malarie

* Barveni obtizné barvitelnych mikroorganizmi

* Fixace metanolem




Barveni podle Giemsy

* Azur a eosin rozpustény ve smési glycerinu a metanolu

® Redén neutrdlni destilovanou vodou

* Roztok neni stabilni, pouziva se vZdy Cerstvy
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Barveni podle Ziehl - Nielsena

* Barveni acidorezistentnich tycinek
o Spatné barvitelné

 Vysoky obsah lipidi v bunéc¢né sténé

* Nejcastéji Mycobacterium sp.




Barveni podle Ziehl - Nielsena

* Fixace teplem
e Barveni karbolfuchsinem
e Zahrati

* Odbarveni kyselym alkoholem
* Oplach
* Dobarveni malachitovou zeleni
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e Faktor virulence

* Neprijimaji bézna barviva

* Negativni barveni tusi

* Na tmavém pozadi svétlé dvorce pouzder

* Vyznam pro posouzeni virulence bakterii
(pneumokoky)
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Negativni barveni




Fluorescencni barveni

Pomoci fluoreskujiciho barviva

* Imunofluorescence

* Na hledany antigen se navaze protilatka
oznacena fluoreskujicim barvivem

* Pozorovani pomoci fluorescenc¢niho
mikroskopu
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Fluorescencni barveni
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Kultivacni prukaz

e Zakladni mikrobiologicky postup

* Cilem je ziskat mikroba z klinického
materiadlu v ¢isté kulture

 [dentifikace mikroba

o Urcit citlivost k antimikrobnim
pripravkiim




Kultivacni pudy

* Déleni podle konzistence

e Tekuté — k pomnozZeni bakterii
 Polotuhé - ke sledovani pohybu bakterii

e Tuhé, pevné




Kultivacni pudy

* Déleni podle funkce

e Zakladni - masopeptonovy bujon, krevni agar

e Diagnostické — obsahuji latky, které se méni vlivem
metabolizmu bakterii (napf. Stépeni laktozy)

e Selektivni — k vybérovému rlistu bakterii, obsahuji latky,
které potlacuji nékteré bakterie

e Selektivné diagnosticke




Kultivacni pudy

* Déleni podle funkce (pokracovani)

e Transportni - k transportu bez mnozeni - umoznuji
preziti bakterii pfi transportu

e PomnozZovaci - tekuté, k pomnozeni bakterii ve vzorku,
mohou byt i selektivni




Podminky kultivace

* Dostatec¢na vlhkost prostredi

* Optimalni teplota: 37 C (4 C, 42 C)

e Optimalni pH ptdy: 7,2 - 7,4

* Vhodna izotonie média: o,5 - 1% NaCl
* Dostatek vhodnych zivin

* Vhodné plynné prostredi




Déleni bakterii podle vztahu ke kysliku

* Striktné aerobni

e Fakultativné anaerobni

¢ Striktné ananerobni

* Anaerobni aerotolerantni

e Mikroaerofilni

* Kapnofilni




o










Kultivacni pudy

* Masopeptonovy bujon
* Krevni agar
* Cokoladovy krevni agar

* LevinthalGv agar

* MacConkey agar

* Sabouraud@v agar

* Desoxycholat - citratovy agar
* Chromagary










McConkey agar a krevni agar
narust E.coli
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Karmali agar - narust Campylobacter sp.




ldentifikace bakterii

* Podle morfologie
* Podle rastovych vlastnosti
* Hmotnostni spektrometrie — metoda MALDI TOF

* Podle biochemickych vlastnosti
e Selektivni ptidy
e Komerc¢ni diagnostické soupravy

* Podle antigenni struktury

e Latexova aglutinace




Biochemické urceni bakterii










Stanoveni citlivosti na antibiotika

e Diskova diftizni metoda

e Difuze antibiotik z disk® do plidy a zabrana rtstu
bakterii

* Dilu¢ni testy

e Stanoveni koncentrace antibiotika, ktera je jesté na
mikroba ucinna




ova difuzni metoda




Diluéni metoda — mikrotitraéni
desticky







Prukaz antigenu z materialu

* Latexova aglutinace

vysetfeni likvoru, moce

* Imunochromatogratfie

vySetfeni moce — Legionella pneumophila,
S. pneumoniae

vySetfeni stolice — Clostridium difficile, strevni
viry, Helicobacter pylori




Latexova aglutinace




Prukaz metabolitu

o Tézko kultivovatelné bakterie

* Rychly priikaz

» Napt.infekce Helicobacter pylori

prikaz produkce ureazy




Prukaz nukleovych kyselin

* Priikaz pritomnosti mikroorganizmu v klinickém
vzorku

* Druhové identifikace izolovaného mikrobialniho
kmene




