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Bezpecnost prace

o Pﬁ'cr,\od a odchod z laboratore
o MYTI RUKOU, DEZINFEKCE PLOCHY

o Kahany pouze pokud jsou pouzivany a jste v mistnosti

o Nesahat na kultury do misky

o Nak stole 3 nddobky — dezinfekce, kelimek na pouzité spicky, kelimek na pouzité
sirky

o Lékarnicka, hasici pristroj, hasici deka

o Laboratorni sklo a pomucky (misky, klicky, sklo x uméld hmota)

o KONTAMINACE (sebe i kultur) - snazit se ji predchdazet!l!

Pokud by se néco rozbilo &i rozlilo (miska/bujon s kulturou), NEJPRVE MiSTO
DEZINFIKUJEME!




Zasady bezpecné prdace
v mikrobiologické laboratori

o 1. Vstup do laboratore je povolen pouze osobdm vykondavajicim cviceni.
o 2.V laboratori vykondavejte pouze prdci stanovenou obsahem cviceni.

o 3.V laboratori je zakdzdno jist, pit a kourit.

o 4.V laboratofi je nutné pouzivat laboratorni pldst a prezUvky.

o 5.V laboratori je zakdzdno otevirat okna. Vetrani je zajisténo pomoci vetraciho
zarizeni.

o 6. Pred prichodem do laboratorninho cviceni se seznamte s jeho obsahem.

o /. Pfed zapocetim a po ukonceni prdce je treba desinfikovat pracovni plochu
(Incidur).




Zasady bezpecné prace
v mikrobiologické laboratori

o 8. Na pracovni plochu poklddejte co nejméné osobnich véci. Na pracovni plose
mUze snadno dojit k jejich kontaminaci. Obleceni, batohy a tasky odklddejte v
satné.

o 9. Pracujte peclive a opatmé. Zabrdnite tim kontaminaci materidlu @
ndhodnému potfisnéni pracovni plochy a sebe bakteridinimi kulturami.

o 10. Nedotykejte se zbytecné rukama obliceje, nenandsejte v laboratori
kosmetiku, nemanipulujte s kontaktnimi Cockami.

o 11. Pfi barveni mikroorganismU pouzivejte jednordzové ochranné rukavice a
pracujte v digestori. Pri fixaci prepardtt pouzivejte ochranné bryle. Ochranné
rukavice neni nutné pouzivat pfi manipulaci s mikroorganismy, pokud se vsak
budete citit bezpecnéji, pouzijte je. Vyjimkou je priprava nativnino prepardtu pro
mikroskopii, v tomto pripadée urcité pouzijte rukavice.




Zasady bezpecné prace
v mikrobiologické laboratori

o 12. Koahany nechdvejte horet pouze po dobu, kdy je uzivate.

o 13. Pouzité sklo a zbytky bakteridlnich kultur odkladejte na urcend mista. V zaddném
pripadé nevylévejte kultury do odpadu! Veskery kontaminovany materidl je pred
ikvidaci a mytim nutno desinfikovat nebo sterilizovat (tykd se i rozbitého skla),
pripadné vyhodit do kose na nebezpecny odpad (napr. buniCitd vata pouzitd k
likvidaci rozlité kultury).

o 14. Dojde-li k ndhodnému potfisnéni pokozky bakteridlni kulturou Ci poranéni
pokozky, oznamte futo skuteCnost inned skoliteli. Pokozku je nutno osefrit vhodnym
desinfek&nim prostredkem (ajatin, Spitaderm), aby nedoslo k infekci.




Zasady bezpecné prdace
v mikrobiologické laboratori

o 15. Stejné zasady jako v bodée 14 platii v pripadé znecisténi pracovni plochy nebo
pracovnino odévu.

o 16.V pripadé jakékoli nejistoty se informujte o spravnéem postupu u sveho skolitele.

o 17. Oznacte viechna média a kultury ve zkumavkdch, bankdch a Petriho miskach
ndzvem méedia a kulfury, svym jménem a pracovni skupinou. Misky popisujte na
dno! K oznaceni pouzivejte fixy na sklo.

o 18. Viechny pracovni postupy, obzvldsté pak pouzité bakteridini kultury, mnozstvi
pipetovanych roztokU a postupy pfi fedéni si peclivé zaznamendveijte.

o 19. Po ukonceni prdce odneste pouzité pomUcky na urCené misto, uklidte
pracovni plochu a vydesinfikujte ji desinfekénim roztokem (Incidur ve spreji).




Zasady bezpecné prace
v mikrobiologické laboratori

o 20. Pred odchodem ze cviceni si dobre umyjte ruce a vydesinfikujte desinfekénim
prostredkem (Spitaderm). V pripadé, ze potrebujete krdtkou prestdvku v pribéhu
cviceni, umyjte a vydesinfikujte si ruce pred opusténim laboratore.

o 21. Prace v mikrobiologické laboratori je zakdzdna téhotnym zendm do konce 9.
mésice. Posluchacka je povinna vedoucimu cviceni ozndmit graviditu.

o 22. Pripojovdni pristroju do elektrické sité je nutno provddét pod dohledem.
Provadéni jakychkoliv zmén na elekirickém zarizeni neni dovoleno. Opravovat
elekirické instalace smeéji jen osoby tim zvlidsté povérene, s prislusnou kvalifikaci.
/avady v instalaci (voda, plyn, elektrina) ihned hlaste.




Pokyny k zapoctu

o Protokoly

o pozn.: zavér = struc¢né shrnuti, Uvaha nad vysledky pokusu, pripadné odpovedi na
otdzky

o Dochdzka
o povinnd Ucast v praktické Casti semestru

o Zapocet
o dochdzka, protokoly, zdpoctovy test

S sebou do laboratofe PLAST, PREZUVKY, PERMANENTNI FIX NA SKLO




Sylabus

Cviceni - Zaklady mikrobiologie cviceni Bi2060c - JARO 2021

Cviceni Tyden Uloha
Metodly sterilni prdce, ockovdni a uchovavdni mikroorganismU. Technika kfizového roztéru. Ockovdani do tekutého media a
1 1.3.-5.3. na pevné medium. l
2 8.3.-12.3.
3 15.3.-19.3. Makro - a mikroskopické pozorovéani mikroorganismU. Gramovo barveni, demonstracni pokus nativniho prepardtu.
4 23 23
S 29.3.-2.4. Pfimé stanoveni poctu bunék v BUrkeroveé komUrce, vitdini test, kvasinky.
6 5.4.-9.4,
/ 12.4.-16.4. PrUkaz a izolace nékterych pUdnich mikroorganisma.
8  19.4.-234.
9 26.4.-30.4. Stanoveni citlivosti bakterii k anfibiotikim, stanoveni koncentrace antibiotik.
10 35.7s
1T 105 145

Termin vypsdn zvI&st TEST




Pudy pro rust mikroorganismu

o Agar x Bujon

o Agar - tuhy, izolace jednotlivych kolonii, pfimy priukaz MO, pozorovdni
makroskopickych znakd

o Bujon - tekuty, pomnozeni, nerozezndme smés MO

o Kultivovatelné mikroorganismy tvori asi 1,5 -5 %

o PUOdy si pripravime dle cilového MO — smés z prostiredi, sbirkovd kultura (katalog),
klinika...

o Viry — kultivace na tkdnovych kulturach, f&gy na ndristu bakterii
o Infraceluldari paraziti — bunécné kultury




Media

o Zivhd média slouZi ke kultivaci, pfimému prikazu a izolaci MO, sledovani
fyziologickych vlastnosti (vztah k O,, rychlost rUstu,...)

o Jejich slozeni odpovidd pozadavkim MO (pH, zdroj C, N}
o Sterilnd priprava

o Dle UcCelu: univerzdlni x selektivni x selektivné diagnostickd
o Dle slozeni: syntetickd x prirozend x zakladni x obohacend
o Dle konzistence: tekutd x polotekutd x fuhd x ztuzend

o Transportni




Media

PUdy univerzdini neboli zdkladni - slouZi pouze k pomnozeni mikrobU. MPB, sladinovy agar

PUdy diagnostické - obsahuji indikatory, které obvykle méni barvu v zdvislosti na zméné
podminek okoli (nejcastéji pH) v dUsledku pochodu vyvolanych mikroby. Podle odlisnych
vlastnosti poté mizeme odlisovat jednotlivé mikroby. Napr. na krevnim agaru kolem kolonii
nékterych druhU vznikd zona hemolyzy; v tekuté pudé s uritym sacharidem a barevnym
indikatorem pH Ize odhalit schopnost kmene fermentovat tento sacharid.

PUdy selektivni - potlacuji rUst nezddoucich mikrobU. Ashbyho agar

PUdy selektivné diagnostické - sdruzuji v sobé viastnosti obou predchozich skupin. Priklad:
MacConkey agar umoznuje rUst nendrocnych G- tycek a soucasné identifikuje jejich
schopnost fermentovat laktdzu. Endo agar

PUdy specidlni - slouZi pro kultivaci konkrétniho druhu nebo rodu bakterie. Priklad: puda

BCYE pro legionely.




MPA, krevni agar, cokoladovy agar

Masopeptonovy agar Krevni — 5-10% savci krve Cokoldadovy - zlyzované krevni buriky

 ——

Zivny (masopeptonovy) agar (ZA, MPA)  Krevni agar (KA) Je nejpouzivanéjsim pevnou  Cokolddovy agar (CA) Vyrabi se podobné jako KA

- Z&kladni smés - bujbnem a peptonem  pUdou, vyrdbise pfiddnim beranich krvinek k  pfiddnim beranich krvinek k agaru (ten ma viak vyssi .
s agarem. Pé&stuji se na ném nendroc¢né  chladnoucim agaru (56°C). Slouzi pro teplotu 80°C) - a tak dojde k hemolyze. Ta zpUsobi
bakterie. Obvykle se pouzivd spise jako zachyceni Gram + bakterii. Je Castecné Cokolddové zbarveni. Pouziva se pro péstovani
z&klad pro pripravu slozitéjsich pad. diagnostickou pudou - mohou se na ném ndarocnéj§ich bakteérii jako jsou Neisserie a Hemofily.
projevit hemolytické viastnosti bakterie. Hemolyza je poruseni cytoplazmatické membrdny

Cervenych krvinek
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Gamma Hemolysis

streptokoky

ASM MicrobeLibrarv.ora © Buxton
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Enduv agar

Endova puda

je svétle rUzovd a na svétle ddle r0zovi, nerostou na ni G+ bakterie

» déli bakterie na laktéza-pozitivni, které metabolizuji laktdzu -
tvori se aldehydy, které reaguiji s fuchsinem obsazenym v Endové
pUdé za vzniku Schiffovych bazi a kolonie se zbarvuji
tmavortzové laktéza-negativni bakterie maiji svou standardni

barvu

|

~ | > Pro koliformni bakterie
Y -

Shifovo reagens(vyvdazend smés bazického fuchsinu s kyselym
| sificitfanem sodnym) - selektivni slozka a indikator stépeni laktdzy




MacConkey agar

Inhibicni slozkou v médiu je specidlni smés Zluéovych soli. Okyseleni, které vznikd rozkladem
laktdzy, indikuje neutrdlni cerven.

Inhibicni rozsah mda témér shodny s Endovym agarem. Obé média umoznuiji rdst gramnegativnim
nendrocnym bakteriim z Celedi Enterobacteriaceae, Vibrionaceae, Aeromonadaceae a
nékterym dalsim rodOm (Pseudomonas, Alcaligenes).

www.microbiologyinpictures.com
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Escherichia coli Salmonella enterica
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Escherichia coli and Salmonella enterica
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Deoxycholat - citratovy agar
o Inhibi¢ni slozku v médiu tvori zZlucoveé soli, avsak

ve vyssi koncentraci nez v MCA.

o Obsahuje citronan zelezity, ktery indikuje tvorbu
sirovodiku.

o Indikadtorem okyseleni je neutrdlni Cerven.

o DCA je zvlasté vhodny pro izolaci salmonel a
yersinii. Podobny je Salmonella-Shigella agar




Agar s briliantovou zeleni

o Inhibi¢ni slozkou je briliantova zelen,
indik&dtorem pH fenolova cerven.

o Pouziva se hlavné pro selektivniizolaci
- salmonel.

o Dnes je prumyslové vyrdbéna fada tzv.
chromogennich pud, na kterych Ize rozlisit
podle typického zabarveni kolonii vybrané |
rody z Celedi Enferobacteriaceae. Jako » | S .
priklad Ize uvést Rambachuv agar, ktery je Ny
urceny pro izolaci salmonel.

I B



Chromogenni pudy - Candida

Chromogenni pudy dokdzi odlisit jednotlivé mikroby na zdkladé specifické barvy jejich kolonii

a — Candida albicans

b — Candida dubliniensis
c — Candida tropicalis

d — Candida glabrata

e — Candida krusei




Mueller Hinton agar

o Pouziva se pro test citlivosti na antibiotika, sulfoamidy (diskovd, difuzni Kirby-Bauer
metoda) a pro primdrni izolaci neisserii.
o Neisseria je rod bakterii charakterizovany joko gramnegativni aerobni diplokoky. Organismy jsou parazitické, ve

volné prirodé se nevyskytuji. Nékteré druhy jsou primarné patogenni pro ¢lovéka a nachdzime je na sliznicich
respiracnino a genitalniho traktu. Nepatogenni druhy osidluji Ustni dutinu a horni dychaci cesty.




Polotuhy agar, Proteus

o Polotuhé médium vhodné pro Proteus mirabilis

o Proteus ma typicky plazivy rdst = RaussUv fenomén =
fenomeén pribojové viny

Proteus mirabilis je gramnegativni fakultativné anaerobni bakterie, pro niz je charakteristicky
plazivy rist a uredzovd aktivita. Proteus mirabilis zpUsobuje 90 % infekcirodu Proteus, které Ize
povazovat za komunitni ziskané infekce.

Proteus mirabilis je soucdsti normdini gastrointestindini flory. Vyskytuje se také v pude, ve
vodé, na rostlindch, ve stolici lidi a zvirat. Proteus je nalezeny v mnoha ekologickych
stanovistich, v€éetné dlouhodobych zdravotnickych zarfizeni a nemocnic.



Kombinovana puda dle Hajny

o Indikuje zkvasovani cukrU a produkce CO, a
sirovodiku

o Substratem pro tvorbu H,S je tiosulfat sodny a
indik&torem citrat zZelezito-amonny. Sirovodik

vytvoreny redukci tiosulfatu reaguje s ionty zeleza

za vzniku sulfidu zelezitého.

o Produkce H,S se projevi z€ernanim spodni ¢asti
pudy.




