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UVvoD

V lékatské mikrobiologii denné pfibyva ohromné mnoZzstvi novych informaci. Detailni
informace jsou Casto vsak tak komplexni, Ze mohou zna¢né komplikovat situaci jak studentd
mediciny, tak 1ékaiti samotnych. Tato publikace byla vytvofena s cilem zjednodusit pocho-
peni vztahll mezi teorii a praxi soucasné 1ékarské mikrobiologie. Zakladni mikrobiologické
informace jsou v jednotlivych kapitolach pfehledné zpracovany podle udaji v prestiznich
publikacich (Brooks et al.: Jawetz, Melnick & Adelbergs’ Medical Microbiology, 24" edi-
tion, LANGE, 2007; Lippincott’s lllustrated Reviews, Microbiology, 2" edition, Lippincott
Williams & Wilkins, 2007; Murray et al.: Medical Microbiology, 5™ edition, Elsevier Mosby,
2005) a na zakladé¢ vlastnich zkusenosti obou autort.

Kazda kapitola obsahuje teoretickou ¢ast, poskytujici studentim zakladni informace,
a praktickou Cast, kterd jim umozni vyzkouset si v laboratofi 1ékafské mikrobiologie nékteré
zakladni postupy v diagnostice infekénich nemoci. Vétime, Ze originalni fotografie a sché-
mata pomohou k pochopeni zakladnich principt mikrobiologické diagnostiky. Kviz na konci
kazdé kapitoly umoziuje studentiim otestovat si své znalosti z dané problematiky.

Podékovani

Dékujeme za precteni rukopisu a mimotradné cenné pripominky MUDr. Jifimu Kadefab-
kovi. Radi bychom také pod€kovali vS§em koleglim a zejména tém, ktefi pfipravili kapitoly
z parazitologie (Ing. Jan Urban, Ph.D.), virologie (MUDr. Petr Hubacek, Ph.D.) a mykologie
(MUDr. Vanda Chrenkovd) véetné obrazové ptilohy. Jsme rovnéz radi, Ze se recenze ujali
zkuseni kolegové prim. MUDTr. Eliska Bébrova (Ustav 1ékaiské mikrobiologie 2. LF UK
v Motole) a prim. MUDr. Tamara Bergerova (Ustav mikrobiologie, FN Plzeih).






1 PRAVIDLA BEZPECNOSTI PRACE

1.1 Cile dodrzovani pravidel bezpeénosti

Cilem dodrzovani pravidel bezpecnosti v mikrobiologické laboratofi je snizit nebo elimi-

novat riziko expozice ptivodci infek¢nich nemoci:
a) laboratornich pracovnikt

b) jinych osob

¢) prostredi

1.2 Principy

1

AN D kAW

10.

11.
12.

. Pouzivejte pracovni plast’ a jiné ochranné pomicky pti manipulaci s infekénim materia-

lem nebo bakteriadlnimi kulturami. Tyto ochranné pomicky pouzivejte pouze v prostorach
laboratofe.

. Nejezte, nepijte, nekuite a nedotykejte se ust, oci a nosu v laboratofi.

. Material pro mikrobiologické vySetieni zpracovavejte pouze na vyhrazeném miste.

. Udrzujte potadek v pracovnim prostoru.

. Sterilizujte bakteriologické klicky nad plamenem nebo pouzivejte jednorazové klicky.

. Po préaci s mikrobialni kulturou uzaviete vickem Petriho misky, zkumavky a lahvicky

(obr. 1.1).

. Desinfikujte pouzité laboratorni sklo nebo jiné ptedméty ulozenim do desinfekéniho roz-

toku. V ptipad¢ pouziti se jednorazovy material odstraiiuje do specialniho kontejneru.

. Desinfikujte ktizi, sliznici stni dutiny nebo pracovni povrchy okamzité po kontaminaci

mikrobialni kulturou nebo klinickym materialem.

. Po manipulaci s potencialné¢ infek¢nim materidlem nebo mikrobidlnimi kulturami si

umyjte a vydesinfikujte ruce.

Vsechny nehody v laboratofi, jako je napf. rozliti infekéniho materialu, rozbiti zkumavky
apod., se musi okamzité nahlésit vyucujicimu.

Dodrzujte pozarni piedpisy pii praci s otevienym ohném.

Odnaset material z laboratofe je pfisné zakazano.
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Obr. 1.1 Dodrzujte pravidla bezpecnosti, abyste zamezili kontaminaci prostfedi a pfedchazeli vzniku
infekce

12



ODBER MATERIALU
A PRINCIPY DIAGNOSTIKY

2.1 Odbér materialu a transport

Kvalita mikrobiologického vysledku je piimo zavisla na kvalité vzorku (obr. 2.1)!
Nezbytnym pfedpokladem pro pfijem vzorku je fddné identifikace pacienta — jméno,
ptijmeni, rodné ¢islo nebo ¢islo pojisténce.

Obr. 2.1 Tii nezbytné soucésti mikrobiologického vySetfeni: 1. odbér materidlu a transport, 2. vysledky,
3. interpretace

2.2 Material a metody

Vzorky jsou odebirany od pacientd na oddéleni nebo v ambulanci pfitlaCenym a rotujicim
sterilnim vatovym nebo dakronovym vytérovym tamponem do zkumavek, kontejnert apod.
(obr. 2.2). Vytérovkou se odebira vzorek zejména z povrchu (sliznice, kiize), ptipadné ran.
Vytérovka se zanofti do transportniho média (médium bez Zivin — pocet mikrobialnich zarodkt
se nezvysSuje behem skladovani nebo transportu a zarodky nevysychaji). Tekutiny a tkdn€ jsou
odebirany do zkumavek a kontejnerd. Hemokultury, zejména od febrilnich pacientti za Gce-
lem diagnostiky infekce krevniho fecisté pii systémovych infekcich, se po desinfekci mista
odbéru asepticky odebiraji do hemokultivacnich lahvicek pro kultivaci aerobni, anaerobni
a kultivaci hub — posledni pouze pfi podezieni na systémovou mykotickou infekei (obr. 2.2).
U dospélych pacienti se odebira 10-20 ml krve a u déti podle veku 0,54 ml krve. Frekvence
(obvykle opakovany odbér pro aerobni a anaerobni hemokultivaci) a ¢asovani odbérti hemo-
kultur se idi charakterem klinického obrazu a teplotni kiivky.
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Oznacené vzorky (chyba — zdména pacienta) jsou zasilané spolu se zddankou do labora-
tofe co nejrychleji (tab. 2.1). Detailni postup pro odbér, transport, zpracovani a interpretaci
vysledki je uveden v laboratorni ptirucce piislusné laboratofe.

-
A
3
T

Obr. 2.2 Pomticky pro odbér vzorkl z respiracnich cest a systémové infekce: vytérové tampony (1, 2),
vytérové tampony s transportnim médiem (3, 4), spatula (5), odbérovy kontejner (6) a hemokultura
anaerobni (7), aerobni (8) a mykologicka (9)

2.3 Podminky pro odbér a transport vzorku

Principy odbéru jsou uvedeny v tab. 2.1, detaily v laboratorni priruc¢ce kazdé labora-
tofe. Tabulka 2.1 neuvadi postup na ziskani séra, ktery se nejéastéji vyuziva pro sérologickou
diagnostiku virovych infekei, ale v indikovanych pfipadech i pro diagnostiku bakterialnich,
mykotickych a parazitarnich infekci. Venozni krev pacienta, ktera byla odebrana aseptickou
venepunkci, se centrifuguje a ziska se tak sérum (supernatant). Sérum se kratkodob& ucho-
vava v chladu pti 4-8 °C a pti dlouhodobém skladovani v mrazu. Tabulka rovnéz neuvadi
postup pro odbér moci pti mocové infekci. Stfedni proud ranni moci se odebira do sterilniho
odbérového kontejneru po umyti zevnich genitalii vlaznou vodou a jejich osuseni. Vzorek se
az do odeslani do laboratofe téhoz dne skladuje pii teploté 4-8 °C, aby nedoslo k pomnoZeni
bakterii. Postup pro odbér hemokultury je uveden v ptedchozim odstavci 2.2.

Tab. 2.1 Podminky pro odbér a transport vzorkd (PT — pokojova teplota)

Pivodce Material/podminky Uchovavani, transport

Bakterie vytérovka do transportniho média PT

. vytérovka, tekutina, tkan o

Viry transportni médium = kultiva¢ni m. 4-8°C
sy odbér 3x (stolice kazdy druhy den) PT
P k .
araziti/vajicka (kontejner/zkumavka) (uchovavani 4-8 °C do tydne)
tekutina, tkan
Anacroby (zamezit kontaktu s kyslikem) PT
Ristove naro¢né bakterie sp?mah?l P osimmky " ruz,ne .

(pt. Neisseria spp.) (pti prodleni — zamrazit)
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2.4 Zadanka
Zadanka musi byt pfiloZena ke kazdému vzorku (tab. 2.2).

Tab. 2.2 Priklad zadanky

Cislo vzorku 2489
Datum odbéru materialu 28. 8.2008
Ptijmeni a jméno pacienta Nadherna Simona 680811/1458
Oddéleni chirurgické, FN v Motole
Lékaf, kontakt Dr. Peclivy Petr, 224 430 000
Vzorek sputum
Klinicka diagnoza bronchopneumonie
Pozadované vySetteni mikroskopie, kultivace, citlivost k ATB

(pozn.: ATB — antibiotika)

2.5 Principy diagnostiky v Iékarské mikrobiologii

Puvodce infekéni nemoci muze byt prokazan v klinickém materialu pfimo (mikroskopie,
kultivace, prukazem antigenu, prikazem DNA, RNA, jinak) nebo nepfimo prikazem speci-

fickych protilatek (obr. 2.3).
— o toee
FENOTYPOVA

’ KULTIVACE IDENTIFIKACE

- N

AMPLIFIKACE PRUKAZ

SPECIFICKEHO SPECIFICKEH:
USEKU DNA AMPLIKONU

IZOLACE
DA

VZOREK
\ eeeee@0000
®2@0000000

= 000000000

] 00EEEE@E00

ﬁ‘EfN' @@@000000

SERA

PRUKAZ SPECIFICKYCH
PROTILATEK

Obr. 2.3 Principy diagnostiky v 1ékarské mikrobiologii; poznamka: viry potiebuji ke kultivaci zivou
hostitelskou bunku (kultivace na tkanovych kulturach)
2.6 Svételna mikroskopie

Principy svételné mikroskopie: viditelné svétlo prochazejici vzorkem a cockami mikro-
skopu umoznuje zvétsit pozorovany objekt. Obraz se pozoruje piimo o¢ima, nebo je zachycen

fotograficky (obr. 2.4).
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OKULAR

OBJEKTIV STOJAN

MIKROSROUB
STATIV

MAKROSROUB
SVETLO

Obr. 2.4 Svételny mikroskop a jeho soucasti

2.7 Zakladni barveni v klinické mikrobiologii
2.7.1 Priprava preparatu

Postup piipravy mikroskopického preparatu je znazornén na obr. 2.5.

Obr. 2.5 Ptiprava preparatu: 1. oznaceni sklicka; 2. rozetfeni tenké vrstvy klinického vzorku nebo mik-
robialni kultury; 3. vysuSeni pfi pokojové teploté; 4. fixovani preparatu teplem (napf. tiikrat protazenim
preparatu nad plamenem) nebo metanolem

2.7.2 Bakterialni bunéc¢na sténa a barveni podle Grama

Povrchové struktury grampozitivnich (G+, vlevo) a gramnegativnich (G—, vpravo) bakterii
jsou znazornéné na obr. 2.6.

Obr. 2.6 Diagram znazornujici povrchové struktury grampozitivnich a gramnegativnich bakterii:
1. cytoplasmatickd membrana, 2. bunééna sténa (peptidoglykan je tvofen polymernimi polysachari-
dy propojenymi aminokyselinami; u grampozitivnich bakterii je bunééna sténa velmi silna), 3. vnéjsi
membrana
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Metoda barveni podle Grama je uvedena na obr. 2.7.

fixované bakterialni -

1 = bunky se obarvi
krystalovou violeti

2_ precipitace krystalové violeti -

s lugolem uvnitf bakterii oo
precipitat nelze

odbarvit u G+ bakterii

odbarvovani -

" (aceton/alkohol) odbarveni G-
bakterii

G+ bakterie se nezabarvi

4 kontrastni banreni'/ -

" karbolfuchsinem
™~ G- bakterie se zabarvi

Obr. 2.7 Schéma barveni podle Grama

2.8 Prakticka ¢ast — odbér materialu a principy diagnostiky

ZADANKA

Jméno a pfijmeni:

2.8.1 Cviceni: VYTER Z TONZIL. Fixujte jazyk kolegy/pacienta spatulou a rotujicim vytéro-
vym tamponem odeberte vzorek z tonzil bez dotyku jazyka a bukalni sliznice. Vzorek by mél
byt zpracovan v laboratori do dvou hodin. Peclivé oznacte vzorek a prilozte k nemu vyplne-
nou zadanku. Pokud ke zpracovani dojde pozdéji, zanorte tampon do transportniho média
a uchovavejte ho pri pokojové teplote.
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2.8.2 Cviéeni: VYTER ZE ZVUKOVODU. Rotujicim vytérovym tamponem odeberte vzorek ze
zvukovodu kolegy/pacienta. Vzorek by mél byt zpracovan v laboratori do dvou hodin. Peclivé
oznacte vzorek a prilozte k nému vyplnénou zadanku. Pokud ke zpracovani dojde pozdéji,
zanorte tampon do transportniho média a uchovavejte ho pri pokojove teplote.

ZADANKA

Jméno a pfijmeni:

2.8.3 Cvideni: VYTER Z NOSU. Rotujicim vytérovym tampénem odeberte vzorek z predni
casti (antra) nosu kolegy/pacienta. Vzorek by meél byt zpracovan v laboratori do dvou hodin.
Peclive oznacte vzorek a prilozte k nemu vyplnénou Zadanku. Pokud ke zpracovani dojde
pozdeéji, zanorte tampon do transportniho média a uchovavejte ho pri pokojové teplote.

ZADANKA

Jméno a pfijmeni:
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2.8.4 Cvideni: ZPRACOVANI SPUTA. Zpracujte sputum pacienta, které bylo odebrané
do sterilniho kontejneru. Pripravte roztér z materidlu, fixujte ho a obarvéte podle Grama.
Zakreslete epitelie dychaciho apardtu a mikrofloru, kterou jste pozorovali, a popiste ndlez.

Y

AT 1 T 1

2.9 Kviz

2.9.1 Vyjmenujte tfi nezbytné ¢asti mikrobiologického vysetfeni. Blize specifikujte prvni cast
(pomtcky, podminky).

2.9.2 Popiste postup pro ziskani séra.

2.9.3 Pro¢ pouzivame transportni médium?

2.9.4 Obsahuje transportni médium pro bakteriologické vySetieni néjaké ziviny?

2.9.5 Jsou vSechny klinické vzorky potencialné infekéni?
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