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DIAGNOSTIKA INFEK CNICH CHOROB —
KULTIVACE V LABORATORNICH
PODMINKACH

Mikroorganismy maji schopnost rustu a
rozmnozovani na nezivych kultivacnich médiich.
V soucasné dobe Ize kultivovat (umele
rozmnozovat) v laboratori témer vsechny druhy
bakterii, kvasinek a plisni i velké ¢asti prvoku.

Cilem kultivace je ziskat Cisté bakterialni kultury
a stanovit jejich prislusnost.




KULTIVA CNi PUDY

* musi spl novat ur cité parametry:
* prizniva teplota — 37C
e Ph7,2-7,4

» dostatek zivin - soli, ionty, vitaminy,
aminokyseliny a rustovy faktor

* vhodné plynné prostreni (anaeroby, aeroby)
|



TEKUTE KULTIVA CNi PUDY

"N/

» jednoduché i slozitejsi roztoky zivin a
rustovych faktoru

* pouzivaji se zejména k pomnozeni bakterii pro
ucCely dalsi diagnostiky, patrfi mezi né bujén
(masovy vyvar), inkubuje se 18 — 24 h ,pres
noc”






PEVNE KULTIVA CNi PUDY

» krevni agar (zelé z beranich erytrocytu)

» kapka tekuté pudy s pomnozenymi mikroby se
nanese ,rozockuje“ pomoci bakteriologické
klicky na tuhou zivnhou pudu (agar)

* nejcastéji se uchovavaji v Petriho miskach,
bakterie na nich tvori kolonie (v jedné kolonii
jsou miliony bakterialnich bunék)

. oodle jeJICh charakteru vzhledu barvyl



PEVNE KULTIVA CNi PUDY

Calibrated loops
1nl 10ul




KULTIVACE VIR U

* MNozi se na zivych pudach

pokusneé zvi rfe - Kklinicky material se naoCkuje a dle
kKlinickych priznaku se urci diagnoza (mysi, kurata, kralici,
potkani, opice)

V. &4

Kureci embrya - (stari 4 az 10 dnu), vhodné pro néktere
viry (chripka),kureci zarodek je sterilni, naoCkuje se
suspektnim materialem. Po naoCkovani se vejce inkubuiji

v termostatu za 2 az 4 dny se odeberou vzorky z nichz
zjistujeme pomnozeny virus

tkanové fragmenty - nejCastéji morceci jatra v zivném
roztoku —posuzujeme biologickou aktivitu viru podle

zmeén ke kterym dochazi u bunék tkanové kultury(zména
tvaru, rustu, poskozeni bunek)



PRIPRAVA MIKROSKOPICKEHO

PREPARATU
* mikroskopické vysetreni je zakladem
diagnostiky, nebot umoznuje morfologické
rozliSeni mikroorganismu

* ma vyznam zejména u tézkych infekci, kde je
podkladem pro diagnostiku a cilenou IéCbu
antibiotiky

» preparaty se zhotovuji z bakterialnich kultur
vypestovanych na zivnych pudach




NATIVN|I PREPARAT

pouziva se pro pozorovani tvaru, pohybu a
déleni mikroorganismu, vyuziva se v
parazitologii, virologii, bakteriologii, mykoloqgii

- pripravi se kapnutim suspenze mikroba na
podlozni sklicko (bud kapka tekuté pudy, nebo z
pevne pudy se vytvori suspenze s F1/1, vzorek
musi obsahovat vétsi pocCet mikrobu, aby byli v
nateru videt



BARVENE PREPARATY

 |sou diagnosticky lepsi(tvar, barva, bieiky...) —
natér na podloznim sklicku se fixuje
plamenem nebo chemicky (metanolem)
usmrcené mikroorganismy prijimaji barviva
lepe nez zive.




BARVENI DLE GRAMA

K barveni se uziva krystalova violet- ta se
navaze na kysele struktury bakterie, po té se to
mori Lugolovym roztokem (jodovy preparat),
vytvori komplex (jod + barvivo), po té se to
odbarvuje alkoholem nebo acetonem

Do nekterych bunek pronika alkohol velmi
pomalu- bakterie zustavaji zbarveny modro —
flalove - Gram pozitivni (G+) bakterie
(streptokoky, stafylokoky)

- do kterych se dostava alkohol rychle odbarvi se
- ruzovocerveneé —Gram negativni (G-) (bacily-
enterobakterie, vibrio aj.)



BARVENI MIKROSKOPICKEHO
PREPARATU

Nekteré mikroby neprijimayji tyto barvy, proto byli
vyvinuty dalsi specialni metody Ziehl —
Neelsenovo barveni (mykobakterium),
Albertova metoda (zaskrt), Wirtz- Conklinova
metoda (diagnostika spor)



ZJISTENI CITLIVOSTI NAATB A
CHEMOTERAPEUTIKA

* navazuji na kultivaci

 dulezitad informace pro lékare, vysledky
umozni zvolit nejucinnéjsi ATB a zajistit tak
optimalni lecbu

» vysledkem je antibiogram - skupina
testovanych ATB se stupném ucinku na dany
mikrobialni kmen

 slouzi k prehledu o soucasnem stavu citlivosti
nebo rezistence mikrobu na pouzivani ATB



CITLIVOST MIKROORGANISM U
NA ATB

Kvalitativni vySet reni:

Urcujeme na ktery druh ATB je mikrob citlivy

Na agar se nanese suspenze vysetfovaneho mikroba, na
povrh agaru se polozi malé papirove disky napustiné
zkoumanym ATB. To difunduje do okoli disku, po kultivaci
pozorujeme kolem kazdého disku zonu zabrany rustu
(inhibice). Vznik inhibice dokazuje antimikrobialni ucCinek
ATB, intenzita efektu odpovida velikosti zony inhibice —
Cim je atb ucinijsi, tim je zdna inhibice Sirsi (difuzni
diskova metoda)




CITLIVOST MIKROORGANISM U
NA ATB

Kvantitativni vyset Freni:

Spociva ve stanoveni ucinné koncentrace ATB,
na které je testovany mikrob citlivy.

Zjistuje se minimalni inhibi  €ni koncentrace
MIC.

Dale se stanovuje koncentrace atb, ktera

mikroba dovede usmrtit — minimalni
baktericidni koncentrace MBC.
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ZDROJE

* http://tvl.vfu.cz/sekce ustavy/mikrobiologie/obr:

» Schindler Jiri, Mikrobiologie pro studenty
zdravotnickych oboru,Grada 2010,ISBN 978-
80-247-3170-4

 http://fvl.vfu.cz/sekce_ ustavy/mikrobiologie/mik

 http://www.collectio-jav.estranky.cz/clanky/mikrt

 http://old.lf3.cuni.cz/mikrobiologie/bak/uceb/ob
sah/moc/loops.jpg




ZDROJE

 http://old.lf3.cuni.cz/mikrobiologie/bak/uceb/obs

* Vyukova prezentace z Lékarska
ogie,Jan Smisek ULM 3.LF UK 2009

oad.wikimedia.org/wikipedia/commons
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