Mikrobiologicka diagnostika

e Pfimy priikaz
« Mikroskopicky priitkaz
 Kultivace
 Prtikaz bakteridlnich slozek v klinickém materialu
» Blizsi stanoveni patogena
» Stanoveni citlivosti k ATB
e Neprimy priitkaz

- Sérologie



y prikaz

Mikroskopie

* Svételna mikroskopie

e ZvétSeni 10-100X

e Bakteriologie, mykologie, parazitologie
* Fluorescen¢ni mikroskopie

e ZvétSeni 10-100X

e Mykobakteriologie, mykologie, virologie

* Elektronova mikroskopie
e ZvétSeni 10-100 000X

e Predevsim Virologie




Mikroskopie

* Svételna mikroskopie
e Nativni preparat
« Pozorovani zivych mikroorganismii
- Pohyb
« Parazitologie
- Pozorovani vajicek a cyst paraziti
« Mykologie
- Louhové preparaty
e Fixovany preparat
 Pouziti pro barvici metody
 Jednoduché barvici metody
- dle Loefflera
- Diagnostické barvici metody

Enterobius vermicularis — nativni preparat
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Mikroskopie

* Barvici techniky diagnostické

Gramovo barveni

» Rozdéleni na skupiny Gram pozitivni a Gram negativni (popf. labilni)
« Zalozené na rozdilné stavbé bakteridlni stény

Ziehl-Neelsenovo barveni

« Pro diagnostiku acidorezistentnich mikroorganism

« Mykobakterie (mykolové kyseliny)

Burriho barveni "
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- Barveni pouzdra \s / ®
« Negativni zndzornéni tusi L
BaI'Vel‘li dle Alberta Rod Bacillus - barvem dle Wirtz-Conklina

« Prtikaz metachnomatickych ganuli
Barveni dle Writze — Conklina

« Pro prtikaz spor

Barveni dle Giemsy

« Provadi se v krevnich natérech

« Parazitologie

Cryptococcus neoformans - Burriho barveni
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Priprava preparatu

* Fixovany preparat z klinického materialu

 Klinicky materidl rozettete po celé plose podlozniho skla
a nechte zaschnout

e Fixujte protazenim v plameni (3x) nebo v methanolu 5
min

* Fixovany preparat z Cisté kultury
e Na podlozni sklo kapnéte kapku fyz. roztoku

e Malé mnozstvi kolonie resuspendujte v kapce fyz.
roztoku a nechte zaschnout

e Fixujte protazenim v plameni (3x) nebo v methanolu 5
min
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Gramovo barveni

» Zakladni mikrobiologicke barveni

* RozliSuje bakterie na skupinu Gram pozitivni
(modrofialové), Gram negativni (riZovocervené) a
Gram labilni

* ZaloZzeno na rozdilné stavbé bunéc¢né stény

* Vznik barevnhého komplexu
e Krystalova violet + Lugol (jod)

e Komplex je u gram negativnich bakterii odbarven
acetonem a bakterie jsou dale dobarveny
safraninem/karbolfuchsinem



Gram pozitivni bakterie

* Bunéc¢na sténa tvorena mohutnou vrstvou
peptidoglykanu

e SloZzen z aminosacharidu

» Kys. N-acetylmuramova
- Transpeptidy vychazejici z kys. se vzajemné vazou —
transpeptidace

 Kys. N-acetylglukosaminu
* Kolmo prochazeji retézce kyseliny teichoové

* Primér bunécné stény je cca 20 nm
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Gram negativni bakterie

* Bunéc¢na sténa je slozena ze zevni membrany a periplasmatického prostoru s
peptidoglykanem, ktery je tenky, témér jednovrstevny a obsahuje kyselinu
diaminopimelovou

* Zevni membrana je tvotfena fosfolipidovou dvouvrstvou, ktera obsahuje proteiny
a lipopolysacharidy

e Proteiny
« Nékteré z nich tvofi poriny
- Lipoproteiny zajistuji pevnou vazbu zevni membrany na peptidoglykan
e Lipopolysacharidy (endotoxin)
- Lipidova ¢ast zanofena v membrané - lipid A
« Core (sacharidové zbytky) spojujici lipid A a antigen O
« Polysacharidova ¢ast vy¢niva z membrany — antigen O
* Zevni membrana brani priniku nékterym latkam
e Krystalova violet
e Néktera ATB, napt. erythromycin
o Zlucové kyseliny
* Periplasmaticky prostor obsahuje enzymy
o Stépi potravu
e ZajiSténi transportu
» Inaktivace nékterych ATB (beta-laktamazy)
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Gramovo barveni

Gram Positive Gram Negative
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Gramovo barveni

» Fixovany preparat poloZzte na barvici lavici — nad
umyvadlem!

» Prelijte preparat krystalovou violeti — 20 sec
» Prevrstvéte barvivo Lugolovym roztokem - 20 sec

» Slijeme a odbarvujeme acetonem, dokud odtéka
fialova barva

» Oplachnéte pod tekouci vodou

» Dobarvime karbolfuchsinem/safraninem - 5 sec
» Oplachnéte barvivo pod tekouci vodou

» Nechte uschnout

@ Vlak/Vlas
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Ziehl-Neelsenovo barveni

* Pro diagnostiku acidorezistentnich mikroorganismi

* Mykobakterie, nokardie
e Acidorezistence dana vysokym obsahem lipida v
bunécné sténé — mykolove kyseliny
* Princip barveni

e Tvorba komplexti bunéc¢né stény s fuchsinem
 Priénik barviva usnadnén zvysenou teplotou

e Komplex neodbarvuji kyseliny, zasady ¢i alkohol
e Pozadi preparatu je dobarveno kontrastnim ¢inidlem

e Acidorezistentni mikroorganismy jsou rizové na
modrém/zeleném pozadi
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Ziehl-Neelsenovo barveni

* Bunécna sténa mykobakterii je tvorena silnou vrstvou
mykolovych kyseliny, polysacharidovou vrstvou a
peptidoglykanem

e Mykolové kyseliny (zabranéni fagocytozy)
« Dlouhé mastné kyseliny s cyklopropanovym jadrem, popf.
metoxy- ¢i ketoskupiny ” ‘ 1

e Polysacharidova vrstva N "fl M 1 “ H ” :
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» Arabinogalaktan




P————

Ziehl-Neelsenovo barveni

» Fixovany preparat poloZte na barvici lavici nad umyvadlem!

» Prelijte preparat koncentrovanym karbolfuchsinem.
» Zahftivejte plamenem 3x do vystupu par.

» Barvivo nesmi vrit!

» Oplachnéte barvivo pod tekouci vodou.

» Odbarvéte kyselym alkoholem.

» Dobarvéte malachitovou zeleni - 3 min.

» Oplachnéte barvivo pod tekouci vodou.

» Nechte uschnout.



Mikroskopicka morfologie

* Velikost
e Vétsina kolem 1-3 pym
e Tvar

e Kulovité, sférické (kokkos, jadro)

» pravidelné, zaspicatélé (Strep. pneumoniae), oplos$téné (gonokoky,
meningokoky)

e Protahlé, ty¢inky
« kokobacily, vlakna, prohnuté, kyjovité, spiralovité
» Usporadani (zavislé na roviné délenti)
e Koky

- Retizky (streptos, krouceny fetéz), dvojice (diplés, dvojity), sarciny (sarcina,

balik), shluky (stafylé, hrozen)
e Tyc¢inky
» Dvojice (diplobacily), kratké retizky (streptobacily), palisadové (v podobé
fimskych ¢islic)
* Barva
e Dle barveni
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ikroskopicka morfologie

Pseudomonas aeruginosa — Gramovo barveni G-

Corynebacterium sp. — Gramovo barveni G+

Mycobacterium tuberculosis -
Ziehl-Neelsenovo barveni

Fusobacterium sp. - Gramovo barveni G- Streptococcus pyogenes v HK — Gramovo barveni G+



