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Zakladni informace

* Student si vytahne jeden z 60 ukolu; neni receno,
ze jsou vzdy vsechny k dispozici

e Ke kazdému z praktik jarniho a podzimniho
semestru prinalezi cca dva az ctyri ukoly. Nékteré
ukoly nalezeji k vice praktikum (napr. ASLO
k neutralizaci i ke streptokokum)

* Néktereé casti praktik jsou sice mimo ukoly,
nicméneée studenti na né mohou byt tazani

e Studenti mohou byt zadani o pisemné
vypracovani ukolu formou protokolu (ne nutné
vzdy)



Prehled témat
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Klinicka mikrobiologi







JO1 Mikroskopie

* Nativni preparat — pro velké a/nebo pohyblivé
mikroby (parazity, houby, pohyblivé mikroby)
— Znat takeé: Zastin (hlavné spirochety)

* Gramovo barveni — jak se déla + prehled dalsich
barvicich metod (Giemsa, Ziehl Neelsen, Burri...)

* Prohlizeni jiz nabarvenych preparatu — hlavné
Interpretace

* Mikroskopické jsou i nékteré ukoly z jinych
témat!



Priprava nativniho preparatu

e V pripadeé nativniho preparatu kapku, ve
které je vzorek €i rozmichany kmen,
nesusime. Pouze prikryjeme krycim
sklickem a pozorujeme objektivy, které
zvetsuji napr. 4 x, 10 x Ci 40 x.

 Nepouzivame imerzni olej
* Pozor! Kdo namoci neimerzni objektiv

do imerzniho oleje, okamzité konci a
u zkousky neuspél!!l



Nativni preparat — postup (u kmene)
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Priprava barvenych preparatu

/a: voda




Gramovo barveni — postup

* Gencianova violet = Sol. Gram-Nowy (20-) 30
vterin

* Lugol (20-) 30 vterin

 Alkohol 15 (-20) vterin

* oplachnout vodou — nezbytné!!!

e Safranin 60 — 120 vterin

e oplachnout vodou

e osusit susitkem™ z filtracniho papiru

* mikroskopovat jako v prvnim ukolu



Mikroskopie vzorku

Foto O. Z.

Mikroskopie
kmene




Co jeste vedet

 Krome zhotoveni nativniho preparatu a
Gramem barveného preparatu se po vas take
muze chtit odecist jiz nékolik hotovych sklicek
(natéry ze vzorku).

e Zde se oCekavaji také vase znalosti
z pozdeéjsich praktik (napr. interpretace nalezu
leukocytu ve sputu a obecné v klinickém
materialu, nalez intraleukocytarnich diplokoku
v uretralnich vytérech apod.)



JO2: Kultivace

Preockovani agarové kultury
Vyzihejte klicku

Naberte kmen

Naockujte prvni usek
Vyzihejte klicku

Uz znovu nenabirejte kmen
Naockujte druhy usek
Vyzihejte klicku

Uz znovu nenabirejte kmen
Naockuijte treti usek
Vyzihejte klicku

Uz znovu nenabirejte kmen
Naockujte ,hadka"




Pozor!

e Ukol je tézsi, nez se zda (zapomina se na vyzihani
mezi jednotlivymi kroky, nebo se zapomene na to, ze
cary se musi krizit)

* Naopak se nehodnoti technicka dokonalost car (je
nam jasné, ze nejste zkuseni mikrobiologové ani
laboranti)

e Jde tedy o pochopeni (a pripadné i vysvétleni)
principu krizového rozteru



Dalsi pod-téma: vysvetlete funkci
danych kultivacnich pud

1. bujon 8. MH

2. VL-bujon 9. NaCl

3. selenitovy bujon 10. VLA

4. Sabouraud 11. XLD (a MAL)

5. Ldwenstein-Jenssen 12. CA

6. KA 13. Levinthal

7. Endo 14. Slanetz-Bartley

S nekterymi dalSimi pudami se pripadné muzete u praktické
zkouSky setkat take, ale spise vyjimecne a u jinych ukolu
(specialni bakteriologie)



JO3: biochemicka identifikace
* V ramci jinych ukoll (specialni bakteriologie a
mykologie) urcité musite byt schopni provést:
— Katalazovy test a testy s diagnostickymi prouzky
(oxidaza, INAC, PYR) + znat kdy ktery pouzit

— Hajnovu pudu pouzit k odliseni nefermentujicich od
fermentujicich tycCinek; dalsi presné viastnosti Hajnovy ptidy a MIU se
nepozaduiji, i kdyz jejich znalost neni na skodu

* Jediny ukol cisté patrici k JO3 je

— odecteni biochemickéeho testu typu ENTEROtest (dostanete
vSe potrebné a test odectete; nic vice, ale také nic ménég; dulezité je urdit i
procento pravdépodobnosti a index typi¢nosti)



Nezapomente na ONPG
musi se odecist pred ostatnimi testy
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JO4 Dekontaminacni metody

Nutna znalost metodologického rozdilu

* Pokud chceme ovérit mez preziti bakterii,
musime je po odstranéni testovanych
extrémnich parametru premistit do
podminek rlstového optima a nechat je tam
dostatecné dlouho.

* \V opacném pripadé bychom oveérili pouze
mez rustu, nikoli mez preziti.



AV AN

Ukol: Vyhodnoceni G¢innosti

desinfekce

* Nestaci jen fici, kolikaprocentni desinfekce je
vysledkem testu, je takeé potreba rici (a
zdUuvodnit!) Ze jde o baktericidni, nikoli
bakteriostatickou koncentraci desinfekce.

* (V agaru, na kterém se bakterie péstuje, uz
zadna desinfekce neni.)



Parametry sterilizace

Vyhodnoceni Ucinnosti horkovzdusné
sterilizace

Rezistentni, 160 °C 170°C 180 °C
sporulujici bakterie
20 min preziva preziva hyne

30 min preziva hyne hyne

60 min hyne hyne hyne




K obéma ukolum navic

* patfi vytvoreni dvojic z predlozenych listecku
(napriklad sparovat , sterilizace kovu, ktery
nesnese vihké teplo“ a , horkovzdusna
sterilizace)

* listecky jsou v praktikarné k dispozici



JO5: Antimikrobialni latky
Nutna znalost kvalitativnich i

kvantitativnich testU

. SN Neni samostatnym
| N Ukolem, ale je
soucasti ukolu ze
specialni
mikrobiologie

Foto: MiU



Mikrodilucni test — odecteni
‘ ~ 7~ , Nékdy se
v dilcich

mohou objevit
bublinky — pfi
odecitani si
Jich
nevsimejte

(OmIic () growth control — kontrola riistu

* VCetné porovnani s breakpointy a vysvetleni
Interpretace



E-test — neni samostatnym ukolem,
ale znat byste ho meli

Hodnota MIC se
odecita primo na
prouzku —

v miste, kde okraj
zony protina
dany prouzek

www.uniklinik-ulm.de




Betalaktamazy beézné i sirokospektreé

Mohou byt také soucasti nékterého ukolu

Foto O. Z.



Serologie — praktika JO6 az JO8

laboratorni protilatky
(zvireciho plvodu)+ vzorek pacienta

nebo kmen mikroba. % M/-/

laboratorni antigen
(mikrobialni) + sérum (vyjimecne sliny,

likvor) pacienta y/
g B




Interpretace — dulezité znat!

* Prukaz antigenu je pfima metoda. Pozitivni
vysledek znamena pritomnost mikroba v téle
pacienta

* Prukaz protilatek: je to neprima metoda. Nicméné
jsou zpusoby, jak alespon odhadnout, kdy priblizné
se mikrob s.télem pacienta setkal:

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

— Trida protilatek: IgM/IgG (pouze u reakci se znacenymi
slozkami!)

— (Avidita protilatek)






Dva priklady precipitace

1) Tzv. mikroprecipitace v agaru dle Ouchterlonyho —
neni primo ukolem, ale mize na ni prijit rec

2) RRR —

vyvlockovaci

(flokulacni)

reakce

s kardiolipinem
na syfilis




Aglutinace
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Agglutinace k detekci antigenu nebo
antigenni analyze

* Prukaz EPEC: v jaké situaci se dél3, jak se déla
(prakticky — dostanete kmen a méli byste
vedét, co s nim)

* Aglutinace likvoru (ukol ,,Okomentujte
video“). Dulezité: tato metoda je vedle
mikroskopie druhou rychlou metodou prukazu
purulentni meningitidy



Aglutinacni reakce k prukazu
protilatek

@ K+ pozitivni, titr =1 : 200

@ C. 1 negativni

@ C. 2 pozitivni, tit. = 1 : 400

@ C. 3 negativni

@ C. 4 pozitivni, titr = 1 : 200
1:800
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Aglutinace na nosicich
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Komplementfixace




Test antikomplementarity
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Neutralizace

* Protilatka (lg) brani efektu toxinu/viru na

bunku / krvinku
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Bunka ve Protllatka Toxm Ci
tkanove Virus

kulture Ci
cervena
krvinka

Bunka ve Toxm Ci
taRove  virus

kulture Ci
cervena
krvinka



Priklady neutralizacnich reakci

Neutralizovan Objekt Reakce

Erytrocyt HIT
shlukovani

Bunka efekt \/NT
metabolicky




Pozor — ASLO a co o ném znat

* Po kazdé streptokokové infekci se objevuiji
protilatky, casto v€etné protilatek proti
streptokokovému toxinu — streptolyzinu O.

* Nekdy se vsak stane, ze mnozstvi téchto
protilatek po infekci neklesa, naopak stoupa.
Protilatky se totiz vazou na nékteré struktury
hostitelského organismu (autoimunita),
roztacejice ,,bludny kruh®.

* V takovém pripadeée jsou tedy paradoxne
nebezpecnejsi protilatky nez patogen, proti
kterému nas meély chranit.




HIT

* Hemaglutinaéné Inhibiéni Test: Davejte pozor, toto NENI
aglutinacni, ale neutralizacni reakce! Protilatky
neutralizuji virové shlukovani erytrocytu.

* A tak: Bramboroid = negativni vysledek. Intenzivni
kulata tecka = pozitivni vysledek

e HIT se lisi od ASLO hlavné tim, ze krvinky nejsou
hemolyzované, ale shlukované. Ovsem to, ze specifické
protilatky blokuji akci plati v obou pripadech



Reakce se znacenymi slozkami

Pacientlv vzorek

POVRCH

(sklicko nebo dno
dllku v desticce
pro serologii)



priklad (miv)

ELISA —
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Jeden ukol: sklddacka HBsAg / anti-HBS

e Testovani HBsAg — pozitivni
e Testovani HBsAg — negativni
e Testovani anti-HBs — pozitivni

* Testovani anti-HBs — negativni



Napriklad umeét vyhodnotit

BL|4 |BL |4
K- 15 [K- |5
K- 16 |IK-|6
K+ |7 |K+|7
K+|8 [|K+ |8
1 19 |11 |9
2 (102 |10
3 113 |11
IgA || IgG

c. o. (IgA) = (0,107 + 0,137)/2 + 0,320
c. 0. (IgA) = 0,122 + 0,320 = 0,442

90 % c. 0. =0,398 110 % c. 0. = 0,486
hodnoty pod 0,398 jsou negativni
hodnoty nad 0,486 jsou pozitivni

c. o. (IgG) = (0,034 + 0,029)/2 + 0,320
c. o. (IgG) = 0,032 + 0,320 = 0,352

90 % c.o0.=0,317 110 % c. o. = 0,387
hodnoty pod 0,317 jsou negativni
hodnoty nad 0,387 jsou pozitivni

HLEDEJTE POZITIVNI A HRANICNI
PACIENTY JAK V IgA, TAK I V IgG!



Western blotting — princip

1: plvodni antigen (smes) 4: ,presati” rozdélenych antigenu
2: uvolnéni jednotlivych na hitroceluldzu
antigeny detergentem

3: elektroforetické rozdéleni
antigen

5: reakce ELISA (pritomny jsou jen
nékteré protilatky)
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Western blot — vzhled
(obrazek z Foto: MiU)
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Immunochromatografie

Test Control
area area
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Dulezite!

* Je potreba nejen vedet, jak vyhodnotit test,
ale takeé jak ho interpretovat.

e Existuji tri specialni ukoly (na toxoplasmozu,
borelidzu a hepatitidy A/B/C) zaloZzené na
komplexni interpretaci véetné anamnézy!

— Napf. t&hotna Zena s IgG proti toxoplasmdze NENI
nemocna, ale chranénal



JO9: PCR a jiné prukazy DNA/RNA

Neni nutno znat detaily principu, ale je potreba
védeét, kdy a jak se pouzivaji v mikrobiologii
Tyto metody pouzivame zpravidla tam, kde
mikroskopicky a kultivacni prukaz je obtizny nebo
neni vubec mozny

Nehodi se prilis pro bézné patogeny pritomné
ubikvitarné. Pro svou velkou citlivost by ruce

vycenichaly kdejakou molekulu prilétlou z vnéjsiho
prostredi

Metody nejsou ani neuzitecné, jak si nekdo mysli,
ani samospasitelné, jak si mysli pro zmeénu jini



Nutno znat interpretaci PCR

Vlastni reakce Interni kontrola Interpretace
negativni pozitivni negativni
negativni negativni inhibice reakce
pozitivni pozitivni pozitivni

pozitivni negativni (vysoce)
pozitivni




& Vlastni reakce

Pacienti 1 a 4 — pozitivni, pacient 2 — negativni, pacient 3 —
inhibice reakce. 5 — pozitivni kontrola, 6 — negativni
kontrola, 7 — ladder




Specialni
lékarska

mikrobiologie



J10+J11
Virologie

e Veétsi cast virologie je totozna se serologii
(prukaz HBsAg a podobné)

* Navic: pfimy prukaz viru na vajecnych zarodcich
a bunécnych kulturach (a na sajicich mysatech,
teoreticky)

* Nutno znat: kdy je a kdy neni videt vysledek
izolace viru, a co se da délat, kdyz vysledek vidéet
neni (hemaglutinace, hemadsorpce)



Nutno znat casti oplodnéného vejce...

SH —
skorapkova
(papirova)
membrana
AB — bilek

http://www.scielo.cl/fbpe/i
mg/bres/v38n4/fig02.gif

AM — amniovy vak, YS — zloutkovy vak, AL — allantois

CH — chorioallantoidni membrana (CAM)



HSV Growing in Tissue Culture

Takze tady CPE Je

"ll.r"t,ﬁ.'-ﬂ-; :
[P

http://cmir.mgh.harvard.edu/cellbio/cellculture.php? www.herpesdiagnosis.com/diagnose.html
menulD_=122

.a zhruba tusit néco o CPE

(HSV je virus prostého oparu — HSV 1 zplsobuje zpravidla
herpes labialis, HSV 2 herpes genitalis)



J12: Parazitologie. Znat tato vejce:
Alespon tyto tya]Lry byste méli znat ke zkousce

(|2

Roup
Tenkohlavec
Mrfa
~Trichuris
Enterobius
B Tasemnice
Skrkavka ] _
Pasomnica
Hlista _
Taenia
Ascaris

+ clanky!

Obrazky prevzaty z CD-ROM ,Parasite-
Tutor” — Department of Laboratory
Medicine, University of Washington,
Seatle, WA




/nat metody diagnhostiky strevnich

parazitu

* Jako zaklad se pouzivaji metody, které predstavuiji
v podstaté nativni preparat v riiznych modifikacich

— U metody dle Kato se pouziva dobarveni pozadi
malachitovou zeleni, aby se paraziti zvyraznili

— Faustova metoda je koncentracni (viz dale)

 Grahamova metoda se pouziva jen u roupu (umét
odecist i prakticky)

* Nativni preparat ,sensu stricto” a barvené preparaty (napr.
trichromem) se pouziji u zvyseného podezreni na strevni prvoky
(budto primadrné, nebo po prohlédnuti Fausta a Kato)



Pozor — také dg. Toxoplasma gondii
serologickymi testy

* Jakjiz bylo receno, u tkanovych parazitl se ¢asto
pouziva neprimy priukaz

* KFR. Prvni dulek je test antikomplementarity séra, ve
druhém redéni 1 : 5, dale geometrickou radou (1 : 10, 1
: 20,1 :40, 1: 80 atd.). Pozitivni je nepritomnost
hemolyzy, negativni je hemolyza

e ELISA — zpUsob vypoctu: co je vyssi nez (C1+ D1) : 2, je
pozitivni. Al je blank, B1 negativni, E1 pozitivni
kontrola.



J13 mykologie

e Kvasinky se zkouseji se jako bakterie z PO1 az
PO6 — vizte dale

e U vlaknitych hub se predpoklada, ze urcite
houbu podle mikroskopického preparatu
porovnanim s obrazky hub, které se prohlizely
v praktiku



J14 Biofilm
Porovnani metod kultivace
cévnich katetru

* Klasicka kultivace v bujonu
* Makiho semikvantitativni metoda
* Sonifikace (rovnez semikvantitativni!

Odecteni + diskuse: vyhody a nevyhody vsech metod,
mozna interpretace



J14 Biofilm
Ukol posouzeni vlivu sacharidd
a casu na biofilm

e Jako v praktiku, ale v€etné vytvoreni grafu

* Posudte vliv prijmu rizného mnozstvi sacharidu
ve strave na rychlost tvorby biofilmu u
kariogenniho Streptococcus mutans.

Jake zavery vyplyvaji z tohoto pokusu ohledné
mnozstvi sacharidu ve stravé, délce jejich setrvani
v dutiné ustni apod.?



Schema dulku

2 .. 8 , 16, 24h
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Foto: Archiv Veroniky Holé

Dalsi ukol — stanoveni MBEC

e Zatimco MIC je metoda urcujici minimalni
inhibicni koncentraci ATB u planktonické formy,
MBEC zjisti eradikaci bakterialniho biofilmu.
Vypovida tedy lépe o skutecném ucinku antibiotika
na bakterie zijici ve formé biofilmu.

* MBEC odpovida nejnizsi koncentraci antibiotika, kde
jesteé prokazeme eradikaci biofilmu (nepfitomnost
zivych bunék, nedochazi ke zméné pH média, dulek
tedy zustava Cerveny)



PO1 az PO6 a J13 (vetsSina specialni
bakteriologie a kvasinky)

Jednotny typ ukolu: ,,Z predlozenych kment
vyberte kmen ... (napr. stafylokoka), blize urcete,
popr. také urcete test citlivosti na antibiotika“

Ukol z vétsi ¢asti teoreticky (Gramovo barveni se
nedéla, jen se o ném hovori), ale nékteré casti
(katalaza, oxidaza) se mohou provést i prakticky, je-li
na to ¢as

Dulezité je znat a dodrzet algoritmus — postupovat
od obecného k detailnimu



U stafylokoku napriklad zacit
Gramovym barvenim a pokracovat

dale az k urceni S. aureus
L
St - LIRS (nebo dalsi testy)
izt

.
[l — -
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http://www.ratsteachmicro.com/Staphylococci_Notes/HCOE_CAI_Review_Notes_Staphylococci.htm



Vyjimky:

* ASLO se zkousi jako serologicky ukol, plus znalost
specifického vyznamu tohoto testu (viz u
serologie)

* Gramp
si proh
obraze

ozitivni tyCinky se zkouseji jinak — student
izi obrazky G+ tyCinek a ma urcit, ktery
< morfologicky odpovida korynebakteriim,

plus oc
mohlo

povi na doplnujici otazky (napf. ,,co by to
byt, kdyby to nedélalo palisady a rostlo by

to pri 4 °C?“)

Zvlastni ukoly se také tykaji anaerobd,

mykobakterii a spirochet



Korynebakteria, tvary

palisada

s

havrani
kiidla

.

foto O. Z.



Sroubovaci fuzaveéer

PO8: Anaeroby T

tlakovy

popis anaerostatu
ventily |

vzduchotésné vicko

palladiovy kalalyzator
(pod viCkem)

konstrukce pro
ukladani Petriho misek

Generator anaerobidzy
(sacek s chemikaliemi)

foto O. Z.
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Foto: MiU, photo O. Z.



Morfologie Clostridium tetani
(praktické poznani od jinych bakterii)

http://www.geocities.com




Detekce lecitinazy

Produkce lecitinazy je detekovana jako
precipitace kmene na zloutkovem agarul.
Existuje ovsem mnoho lecitinaz, a zajima nas
pouze lecitinaza Clostridium perfringens,
musime tedy overit, bude-li lecitinaze
inhibovana prislusnym antitoxinem
,Negativni |“ vubec
neprodukuje
lecitinazu.
,Negativni [I”
produkuje, ale
néjakou jinou, nez
nas zajima




Plus: znat i dalsi metody, znat pudy
pro anaerobni kultivaci aj.

e Pokus na zvireti se pouziva u tetanu a botulismu. U tetanu
se mys sviji v kreci, u botulismu jsou naopak patrné
parézy. U toxinu Clostridium perfringens se pokus na
zvireti nepouziva, zde vyuzivame kultivacni prukaz
lecitinazy na zloutkovém agaru.

U toxinu Clostridium difficile
vyuzivame
imunochromatograficky test.

Tetanicka mys

microvet.arizona.edu




PO8: Acidorezistentni bakterie
Znat Ziehl-Neelsena

V prvnim kroku barvime karbolfuchsinem (Gabbetem) za

horka az do sttupu Par. Bez zahrivani by mykobakteria neslo obarvit,
leda pri pouziti koncentrovanéjsiho karbolfuchsinu.

V druhém kroku odbarvujeme cca 15 s, kyselym
alkoholem®, coz je smeés alkoholu s mineralni kyselinou,
nejcasteji kyselinou chlorovodikovou, poté oplachneme
vodou

Ve tretim kroku dobarvujeme pozadi, tj. vSe, co jsme ve
druhém kroku odbarvili. Dobarvujeme cca 30 s
malachitovou zeleni nebo metylenovou modri. Opét
oplachneme, osusime a pozorujeme imerzi.

Vysledkem jsou Cervené acidorezistentni tyCinky na
modrém nebo zeleném pozadi



Jak se zkousi

* Méli byste znat postup, plus vedeét, jak vypada
pozitivni Ziehl-Neelsen a na zakladé toho umét
odlisit jeho obrazek od jinych (napriklad Gramem
barvenych preparatu)

* Plus (stejné jako u dalsiho ukolu) znalost ostatnich
metod u TBC, testovani citlivosti, diagnostika
aktinomycet a nokardii (ramcové) pro dodatecné
dotazy



Zieh
r "

P




Dalsi ukol: Kultivace mykobakterii

Vedeét,ze pred kultivaci musi byt provedeno moreni

Znat pady (Sula, Bani¢ a vaje¢né pady Ogawovu ¢i
Lowenstein-Jenssenovu).

| pevné pudy se nalévaji do zkumavek a uzaviraji
zatkou. Neni to jen kvuli ohrozeni personalu, ale
predevsim kvuli vyschnuti pudy.

Vysledky se odecitaji po 1 (kontrola kontaminace)
3, 6 a pro jistotu i 9 tydnech kultivace. (Pozitivni
vysledky se obvykle nachazeji po Sesti tydnech)



Vzhled kolonii

mykobakterii

http://www.stockmedicalart.com/



Neprima diagnostika TBC

e Bunéecna imunita

e Testovani kvantiferonu vc€etné pochopeni
vyznamu zkumavek ,NIL“ a ,MIT"

* Vysvetleni vyznamu neprimé diagnostiky TBC



PO9 Serologie syfilis + serologie

V4 \"a 4

borreliozy (viz serologicka cast)

13

Historicky BWR — Bordet Wassermann | &
Screeningoveé RRR — Rapid Reagin Test =
TPHA/TPPA =
Konfirmaéni ELISA S
FTA-ABS (nepr. imunofluor.) %
Western Blotting %,

Historicky, popr. TPIT (Treponema Pallidum
superkonfirmace Imobilizacni Test) = Nelson

Ramcoveé musite znat takeé testy primého prukazu!




Klinicka
mikrobiologie
~sensu stricto”
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 Odbéry a rozhodovani obecné (P10):
* Neékolik ukolu, vSechny jsou stejné:

e ,Pro tri minikazuistiky najdéte vhodné metody
odbéru a nadobky/vytérovky pro odbér

* Je nutna znalost odbérovych souprav (pozaduje
se, abyste prakticky ukazali vhodnou soupravu)



Nekteré typy vyterovek

Suchy tampon
@ \\ww.calgarylabservices.com

s Dnes se pouziva jen pro
PCR a prukaz antigenu, ne
pro kultivaci!

.

-
A
[ |
Ea =

Amiesova puda s aktivnim uhlim www.herenz.de

Univerzalni transportni puda pro bakteriologii
(vSechny typy vyterovek). Dratena varianta je
dulezita, pokud se potfebujeme ,dostat za roh”.


http://www.herenz.de/

Dal&i vytéry

Fungi Quick (na kvasinky a plisné)

www.copanswabs.com e @\
== 1

Souprava C. A. T. (Candida And Trichomonas,

pouze z genitalii www.copans’ &———— |

www.copanswabs.com

Na chlamydie
Www.copanswabs.com



Bezna zkumavka. Universalni
pouziti: srazliva krev (serologie),
moc, likvor, hnis, punktat apod.;
krevni a mocCove katetry, mensi
kousky tkani...

Sputovka. Nejen na sputum, ale napf. i
na vetsi kousky tkani

Nadobka na stolice — na parazitologii.
Pouze tato nemusi byt sterilni!

Nadobka na odber moce. Je lepsi, kdyz pacient Cura
rovnou do zkumavky, avsak zvlaste pro zeny je to
obtizné (nejsou-li ve sprse). Mohou tedy mocit do
teto nadobky, a pak sestra moc prelije do zkumavky.
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Zahrnuje radu zradnych ukolu:

* Najit patogeny mezi béznou orofaryngealni
mikroflorou (nutno védeét, ktera to je, a jak se tam
patogeny hledaji)

* Odecist semikvantitativni a kvalitativni vysetreni
moce — nezapomenout, ze urceni kvantity je
podminka nutna, ale nikoli dostacujici (je totiz jesté
nutno zjistit, co to je za mikroba)

e Odecist hemokulturu (mikroskopicky i kultivacné),
posevni natér a vyteér, vyter z rany, vyter z riti



Zachyt patogena v krku Ci sputu

1 oCkovano tamponem

2 oCkovano klickou

3 stafylokokova Cara

4 disk BH (bacitracin pro
hemofily)

5 disk VK (vankomycin a
kolistin pro meningokoky)

Na celé naoCkované plose
patrame po streptokocich
(bezbarveé) a po
stafylokocich (spiSe bilé Ci
Zlatave)




Kultivacni vysledek vytéru z krku
s béznou flérou

V techto mistech
patrame po hemofilech

Foto: MiU



Kultivace stolice - vidy

Den 0. (prijata stolice)
24 h selenit ﬁ

/\
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\
\
\
\
\
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\
R ' CCDA
S~ \\\ \ -
SS N \ - -
~s N \
~o ~ \ ’

> jen nekdy

-Selenit; XLD, MAL — na salmonely

\\\\\\\\\ \\\\\ \' /I,/ )
\\\*\‘A | -
4« CIN — na yersinie
72hod i

identifikace CCDA - na kampylobaktery

Negativni vysledek je za 48h NaCl — na stafylokoky
Pozitivni za 72h a déle MCS — na nékteré STEC
*Neni-li uvedeno jinak, kultivace probihd pfi 37 C Endo - na rizné enterobakterie

KA — na nékteré dalsi bakterie



Semikvantitativni zpracovani moce

Pouziva se kalibrovana plastova klicka — do ocka klicky se
zachyti vzdy 1 ul moce

Tento mikrolitr se rozockuje vétsinou na polovinu misky
krevniho agaru (vy to mate na celé misce)

Kolonie neni treba presne spocitat, staci odhadnout je-li
jich vice nez 100, méné nez 10 nebo ,,néco mezi“

Zaroven je treba urcit patogena, ktery se v moci nachazi



Semikvantitativhi hodnoceni moce

Pocet Pocet CFU Pocet CFU Hodnoceni
kolonii | (bakterii) v 1 pl |(bakterii) v 1 |(plati pro 1

na misce | moce ml moce druh bakt.)
Mene Mene nez 10 | Meéne nez Kontaminace
nez 10 104
0—-100 0-10(0 04-1(Q 5
2 ne e nez 10Q e nez 10 okce




Vypocet Nugentova skore

Vzhledem k tomu, ze jde o mikroskopicky a ne
kultivacni prukaz, pracuje systém s tzv. morfotypy.
Napriklad bakterie patrici k , morfotypu laktobacil”
nemusi byt laktobacil, ale je to velmi pravdépodobné.

* Morfotyp Gardnerella/Bacteroides: nepfitomny =
zadny bod, + = jeden bod, ++ = dva body, +++ = tfi
body, ++++ = Ctyfi body

* Morfotyp Lactobacillus: naopak — nepritomny =
Ctyri body az pozitivita na ++++ = nula bod

e Zahnuté gramlabilni tycCinky: nejsou = 0 bodu, + Ci
++ = jeden bod, +++ i ++++ = dva body



Posevni vytery

Posevni vytéry zpravidla kultivujeme na nasledujicich
pudach:

e krevni agar (na bézné bakterialni patogeny)

e Endova puda (nebo McConkeyho puda)

e agars 10 % NaCl (pro staphylokoky)

e specialni varianta krevniho agaru pro Gardnerella
vaginalis (GVA agar)

e \WCHA agar (anaerobni kultivace) — jen nékdy



Ster a otisk

Obrazky otiskové metody prevzaty z prezentace MUDr. Zderika Chovance z |. CHK LF MU a FN USA v Brné



Vytér z rany (bez anaerobni kultivace):
Mozné diagnostické schéma

(Podle okolnosti se muze v praxi lisit)

® Den 0: pouze nasazeni kultivaci

® Den 1: vysledek primokultivace vzorku na krevnim
agaru (KA), Endovée pudé, KA s 10 % NaCl a KA
s amikacinem. V pfipadé negativity vSech pevnych pud se
prohlizi bujon, je-li zakaleny, vyockuje se (subkultivace)

® Den 2: expedice vsech negativnich a mnohych

pozitivnich vysledku — pro komplikace, rezistence
apod. ovsem zdaleka ne vsech

® Den 3: expedice dalsich pozitivnich vysledku



Hemokultury — odbér krve

Jedna se o nesrazlivou krev, principialné zcela odlisné
vysetreni nez vysSetreni serologickd (nejde o priikaz
protilatky ani antigenu, mikrob musi zustat Zivy a
prokazuje se kultivacne)

Dnes zpravidla odbér do specialnich lahvicek
s transportné-kultivacnim médiem pro automatickou
kultivaci (kdysi se posilala jen samotna nesrazliva krev)

Nutno zabezpecit tak, aby se minimalizovalo riziko
pseudobakteriémie (viz dale)

U dospélych se odebira 10 az 20 ml krve, u déti zpravidla

VvV eV Y/

dospélych, a takeé plati, ze u déti ma vyznam i méne
bakterii)



Fungovani kultivatoru

* Kultivator, napojeny na pocitac, automaticky
udrzuje optimalni podminky kultivace, a
zaroven vyhodnocuje stav nadobky a indikuje
pripadny rust (napr. zmeéna reflektance, tj.
optickych vlastnosti l[ahvicky)

e RUst je zvukové a opticky signalizovan. Pokud
ani po tydnu nic neroste, signalizuje to pristroj
také (je treba expedovat negativni vysledek)




Nashledanou u zkousky!

Staphylococeus
awreus

kresba: Petr Ondrovéik



