Laboratorni cviceni ¢€. 1

BOZP, mikrobiol. laborator - vybaveni
Dezinfekce a sterilizace

Hygienické myti rukou.

Otiskova metoda kontroly dezinfekce.



Bezpecnost prace v mikrobiologické
laboratofri

 Mikrobiologicka laborator je razena k tzv.
rizikovym pracovistim, kde je nutno dodrzovat

urcita bezpecnostni opatreni a zasady!!!




2. Zakaz jist ajakkoliv manipulovat s

potravinami (ukladani do chladnicek, mrazicich
boxu, priprava jidel apod.)
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3. Zakaz piti (ani PET lahve s vodou)
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5. Zakaz odkladani osobnich véci a
predmeétu, které nesouvisi s pracovni
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6. Zakaz dotykani se obliceje

Pozor na oliznuti prstu
pri otaceni stranek!!!!



7. Zakaz nanaseni kosmetickych pripravku




8. Dlouhé vlasy musi byt pevne svazany
nebo prekryty spec. pokryvkou hlavy
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9. Zakaz pouzivani ust k manipulaci
s lab. pomuckami a materialem
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10. Pred zahajenim prace odlozit veskeré
Sperky, kterymi jsou ozdobeny ruce pracovnika
(prsteny, naramky, hodinky)

Nehty mikrobiologa jsou kratce zastrizeny.




11. Prace v infekénim prostredi, véetné
cviceben, je zakazana zenam gravidnim

a v dalsim obdobi 9 mésicu po porodu




12. Hlasit veskeré nehody a zranéni!

/® e Sebemensi poranéni je treba hlasit
/——‘ \V4 (4 7 . vV e v
vyucujicimu, stejné jako kazdou nehodu,
pri které dojde ke kontaminaci
biologickym materialem!!!

e Pri vniknuti infek¢niho materialu do
~organizmu, je treba poskytnout prvni
" pomoc!!!

* drobné odérky, zadeéery, ekzémy usnadnuji
vstup infekce ™) rukavice!
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13.Pri odchodu z laboratore

* zkontrolovat pracovni misto
* umyt/vydezinfikovat ruce

e z praktikarny je zakdazano odnaset infekcni
material nebo pomucky!!!




PRAKTICKA CAST

1. SROVNANI UCINNOSTI MYDLA A
DEZINFEKCE POMOCI OTISKOVE

METODY



Spravny postup dezinfekce rukou

* provadi se podle navodu (kazdy krok opakovat 5x)

* nutné dodrzeni doby expozice (30 — 60s)

\i At
" RN




Prakticka cast oy

 Pomucky:

— zivny agar, fix, mydlo, suspenze St. epidermidis, dezinfekce
* Postup:

— zivny agar oznacte a rozdélte na 4 kvadranty

— otisknéte neomyty prst do kvadrantu 1

— prst si infikujte pripravenou suspenzi MO, nechte
zaschnout a otisknéte do kvadrantu 2

— prst (ruce) si umyjte mydlem a suchy umyty prst otisknéte
do kvadrantu 3

— prst si vydezinfikujte pripravenou dezinfekci a otisknéte do
kvadrantu 4

* Inkubace: 24 h v termostatu pri 37°C, aerobné
* Vlyvhodnoceni: ve 2. prakt. cvicenich



PRAKTICKA CAST

2. PREANALYTICKA + ANALYTICKA FAZE
ODBER A ZPRACOVANI VYTERU Z KRKU



Ockovani — krizovy
e Ockovanim (inokulaci)
rozumime preneseni malého
mnozstvi mikroorganizmu (Cisté
kultury) do Cerstvého sterilniho
Zivného meédia )
* Princip metody spociva
v postupném vyredovani
puvodniho vzorku tak, aby na
konci vyrustaly na tuhém médiu

jednotlivé kolonie bakterii.

roztér

zihat



Ockovani - postup

Na povrch tuhého kultivacniho média
preneseme vzorek, peclivé rozetreme sterilni
klickou nebo tamponem;

sterilni klickou udélame nékolik car pres
inokulum;

na pudu , kreslime” dalsi ¢ary pres ty puvodni;
pres posledni ¢ary , kreslime” vinovku;

Cely postup provadime prisné sterilneé, misku
otevirame co nejméne.



Vyter z krku — praktické provedeni

Pomucky: sterilni tampon,
(Spachtle), krevni agar, popisovac

Postup:

— sterilni vytérovka se zavede za patrove
oblouky tak, aby nedoslo ke kontaktu se
sliznici Ustni dutiny a jazyka (mozno
pouzit Spachtli)

Tampon se naockuje na krevni agar a
inkubuje se 18h pri 37°C
Vyhodnoceni: ve 2. prakt. cvicenich



PRAKTICKA CAST

1. SROVNANI UCINNOSTI MYDLA A
DEZINFEKCE POMOCI OTISKOVE
METODY - HODNOCENI



Morfologie
rust na tuhych pudach
* Na Petriho miskach vyrustaji bakterie

v koloniich

* jedna kolonie vznika mnozenim jedné
bakterialni bunky

* Popis kolonie: tvar, velikost, profil, okraje,
pigment, konzistence, vune, hemolyza (krevni

agar)



U¢innost mydla a dezinfekce

* Vyhodnotime mnozstvi kolonii v jednotlivych
kvadrantech

* Porovhame ucinnost mydla a dezinfekce

e Vysledky hodnoceni (pritomnost kolonii)
shrnte do tabulky.



PRAKTICKA CAST
2. VYTER Z KRKU - HODNOCENI



Morfologie
Ockovani - hodnoceni

* Prispravne provedeném krizovém roztéeru
muzeme po kultivaci v termostatu (aerobné,
18 - 24h, 37°C) pozorovat na miskach
jednotlivé kolonie.

 Hodnotime jejich barvu, tvar, profil a okraje.

e Vysledky hodnoceni (kultivace - vytéer z krku)
shrnte do tabulky.



PRAKTICKA CAST
3. PRIMY PRUKAZ - MIKROSKOPIE



Mikroskopie

* Primy prukaz mikroba (z kultury, z klinického
materialu)

* Mikroskopicka morfologie — tvar, velikost
usporadani bunéek

 Gramovo barveni — zakladni

— Princip: barvitelnost souvisi se strukturou
bakterialni stény (pritomnost peptidoglykanu)



Gramovo barveni

Pomucky: kultury Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida albicans

Postup: Do stfedu podlozniho skla naneseme kapku fyz. roztoku a sterilni
klickou v ni resuspendujeme malé mnozstvi kultury;

Po zaschnuti fixujeme metanolem (vloZzime do nadobky s metanolem a
fixujeme 5 minut);

Po oplachnuti sklicka pokryjeme natér roztokem krystalové violeti po dobu
15-20 sekund;

Po oplachnuti vodou prevrstvime preparat Lugolovym roztokem (20
sekund) a opét oplachneme vodou;

Preparat odbarvujeme alkoholem tak dlouho, dokud odtéka barva, poté
dobarvime karbolfuchsinem (20 sekund), oplachneme a nechdame
oschnout;

Na ususeny natér kdpneme imerzni olej a mikroskopujeme (bez kryciho
sklicka!) za pouziti imerzniho objektivu (zvétseni 10x100).



Gramovo barveni

* Vyhodnoceni:

kazdy student do protokolu zaznamena
mikroskopické znaky vybraného mikroba,
tj. tvar bunék, barvitelnost dle Grama
(Gram pozitivni, Gram negativni),
usporadani bunék



