20. OBSAH

(Mo peesiises ciinas R G e e e e e e 3
1: ' Zasady bezpecénostiiprace i I'i il i TG B L e e e e sl 5
1::1. Pravidla'prace vibiologickéilaboratofil - i n o Ui o 5
1.2. VSeobecné zasady Uspésné prace v mikrobiologické laboratofi . 6
1.2.1. Hlavni zasady aseptické prace . ................ 6
1.2.2. Organizace mikrobiologické prédce . ............. 7
1.3+ Zakladnizterminologiesss ai S inasi i an c ol kg S e e 7
2. Vybaveni mikrobiologické laboratofe ............... SRR S 9
2.1 Zakladniflaboraterni pomuiciey: i il s e 9
2.2 l'aboratornfisklonvsian. ooy Sl oy S a SN iR r 10
2.3 Dalsii pomuckyitsnaite e s matanis s b S Dl 14
2:4Pristrojovétvybavenis i tasi e L inn i s DR Gl et i e 15
2. b SteriliZzadniizatize nfi Srs st v sl e e S 17/
I Mikroskopy e B an sy O S A D G e e e 19
3 1. Popisizafizenlt i wirriiy St G LA R D R e S S Y R 19
3.2 OsvetlenitaiserizeniimikroskopUitc i el o iy iy b et sl g 2l
33 iPrace simikroskopem sessa hmtiahnioing s i B e 22
34 UdrzovaniiaGisténiimikroskeopuissssr e Lot o du i 22
315 SpecialniizplsobyimikrosKopoOVaN e s it e e 23
3:5 1 Elliorescenénitimikroskopie it Siutivhs LSt ini it o 23
3.5.2. Mikroskopie v temném poli (v zéstinu) . .......... 24
3:5: 3tk azovaikontrastniimikroskepiei s = i el S e ol 25
3.6::Merenfivelikostitbuneke s et Ao Laie by g 26
4 WMikroskopické preparaty s iniiauiin. i it it s n i T 8 28
4.1 Zhoteveniinativniholpreparatuti i =0 iy o i o 28
4.2. Pozorovéani mikroorganisml ve vlhké komdrce a ve visuté kapce 29
4.3 Eixaceraibarvenifprepanattisisri: G ini s coy a fp Sl v 29
4:3: 1 Jednoducheibanveniis af o a il anariie s e S T i 30
4:4:Barveniipodle Gramabz il cr b iy S n dhs U s b g 30
4:5: Negativnfibarveniy iy atss ae ot sl hcs s np i it 31
4.6 Barvenlispora: £ i el ianiei i i ienaie s is e g 7
4.6.1. Metoda dle Wirtze-Conklina . . . . ... ............ 33
4:6:2 ‘Metoda:Mollerova: =5 vasiii o Jooi s Sl et &%
4.6.3. Barveni spor kvasinek dle Mollera . ............. 33
4.7 Barvenlipotzdenre: Sis Bl varalnaia s sy T s e 34
4.7.1.Metodaipodle:Bunraine: s sioan it i s 34
4-7.2 :Barveniipodleikisse i it ni s isnan Dl e e S 34
4:8: Acidorezistentnlibarvenliic i st rsam s Lo e i e 35
4.8.1. Metoda Ziehl-Neelsenova . ..............0.0.... 8b
4:9. Barvenfiglykogenuia/bllkoving s tens iiet s o s i 36
4107 BarvenvelUtinte i i Beacstuioiil b s g na ety 36
4:110:1- Barveni podleiGiemsy c.b. & ik aatiision o bl 36
401020 M etodaiNeisserovas. i i Bl ol pin gl o D 37

19347



4.10.3.:Metoda'podle Alberta . . 't oo ik Ll e e 374

4104 Barven(volutinututkvasinek = i s S e S

A 2Banveniijaderikvasinek =5 it s ST RE S e 38

412 Barvehi podle Glemsy: .70 2 2 e e By ¥ e e e e e 38

413 WitalnEbarven[issis s DT R an S U Lot et 39

414" Barven( tuku U plisnfia’kvasinek = h o S aE e 39

B KUV AR MG dIa: o R e ot 41
551 Slozenlikutivashnich pld o i e G 41

5.2. Nejpouzivanéjsi ingredience pro pfipravu médif ........... 41

5E3 ADrhy Zivaychipld) & st o RS N O e o 44

5 4% Pripravaizivhych pld i o X Avaiiig St aesiiant s 45

55 ROZIGVANIPU w7 o o A RSP e S RV IR IR0 48
5i6NKontrolalsterility Zivaychipud =i v i i ER o e SR 50

5.7. Uchovavani zivnych pad . . . . ... ... T O Y 50

6. Uchovavani a ozivovani mikrobialnich kultur . .. ................ 51
720 ckovaniimikroorganismelio . 2o o o F il vns B s S e 52
7ol Zpusoby.  OCKOVARIE - 2y (AR IS IR RS O SR e 52

8. lzolace mikroorganismi - pfiprava €isté kultury .. ............... 55
8.1. Nejéastéji pouzivané metody izolace mikroorganismd . ... ... 55

9. Killtivacermikroorganismily = v i b R R RN e S s e 59

9.1. Aerobni kultivace - nacvik rdznych zpGsobl oékovani, izolace &isté

[QUI T A s A e S RS e B R Gy bt assll dhi L 0 60

10. Rast mikroorganismt na kultivaénich padach . ................ 61
1020 Rustivitekutychiplidach. 7 Swisianii Grintiale o i, ot 61

022 Riistina pevnych pudacht - = & i EEInEE G Se R 61

11. Kultivace anaerobnich a mikroaerofilnich mikroorganisma ......... 64
11.1. Kultivace anaerobnich mikroorganism@ v anaerostatu . .. ... 64

11.2. Povrchova kultivace anaerobtd na Fortnerové padé . ....... 64

25 Kultivace andentifikace: plisnl e 66
ili2: = Priprava obrovskychi ke onii plismil e e 66

12:2: Mikroskopjcky  preparat. plisni® o= 5 i s e dein L 66

i12: 35 Pripravaiskilkovychikultur " 2t s i s s iasiale e s s 67

12.4. Charakteristické znaky nejb&znéjsich plisni . ............ 68

13. Identifikace mikroorganismii pomoci biochemickych testi . ... ... .. 72
13.1. Testy zaloZené na pteménéach sacharidlG ............... 72
13.1.1. Schopnost zkvasovat riizné sacharidy za tvorby kyselin pfip.

PLYNUSE S S e r Mgl Ta it URI Sl N e b o] 72

118112 Oxidacne fermentacni test(@RT) s e 73

13.1.8. Hydrolyza $krobu (dikaz amylas) .............. 73

138



13:1.4. Test na tvorbuskyselint{MRT)E s=idiecite o s e & g e 74

1.331:5: Testinartverbuiacetoinua: s birs sna s Sein 9 e o 74
13.2. Testy zalozené na pfeménéach dusikatych latek . ......... 75
13.2.1. Dlkaz ureasy (hydrolyza mocoviny) ............ 75
13.2.2. Deaminace fenylalaninu (test na stanoveni
aktivity fenylalanindeaminasy . . .............. 75
13.2.3. Dekarboxylace aminokyselin (test na stanoveni
aktivityidekarboxylas)iiinsein et o aninntaln. S 76

13.2.4. Dikaz tvorby indolu (test na aktivitu tryptophanasy) . 77
13.2.5. Test na ztekuceni Zelatiny (dtkaz proteolytické

cinnostiibaktenis ianbns W e s s e 7
13.2.6. Schopnost redukce dusiénan( na dusitany (test
nal'stanoveniiaktivity nitratasy) o =t s s 78
1:3.3: Ostatnf biochemickéstestys: L i aint wiinieaiit: vish s Snpunss 79
13.3:1: Produkce sulfanuiss e (e i adnrial s s Caia e b 79
1:3:3525 Testinastvorbukatalasysiceo. Sea e 26k ie S S it 81
13.3.3. Stanoveni aktivity cytochromoxidasy ........... 81
13.3.4. Stanoveni aktivity B-D-galaktosidasy (ONPG test,
testna fermentaciilaktosy)iia =it o iEn G s RaE s 83
13.3.5. Dlkaz produkce hemolysin{
(hemolyticka ¢innostbalkterif)f asiiaataa s tie s o 84
1131316 Akfivitaiplasmakeagulasy s aeiisnanesd sl s T 85
13.3.7. Schopnost mikroorganismu asimilovat anorganicky uhlik
(test na stanoveni utilizace citratu) . ........... 85
:13.3.8. Sledovaniipohyblivesti bunekicis it oo o s 85
13.3.9. Biochemicky klin (Svejcarova plotna) . .......... 86
13.4. |dentifikace pomoci diagnostickych testl - Mikrotestd . . . . . . 88
13:5- ldentifikaénittesty:kvasinekd iz iza S e sinie oot Ul Sen ns S0
13-5.1. Metody uréovanitkvasineks: s inisiosas S s 90
13.5.2. Zjistovani tvorby pseudomycelia a blastospor . . . . .. 91
1i3:5.3: Biochemicka \vySetreniaaias: st sl S PO D
13.5.83.1. Zkvasovani sacharidd (zymogramy) . ... ... 92
13.5.3.2. Asimilaéni testy na vyuzivani
nizaychizdroju uhlikuptsratgete Bi0 i = 0 93
13.5.3.3. Asimilaéni testy na vyuzivani
riiznych zdrojliidusikuss = (i e s 94
13.5.3.4. Stépeni arbutinu
(prikaz aktivity B-glukosidasy) .......... 94
118:5:31h Stépenlimotovinys - -. . . 94
13.5.3.6. Tvorba amyloidnich latek ... ... . ... .8 95
14. Vliv vnéjSich podminek na rist mikroorganismt . . .............. 96
14.1. Vliv teploty na rdst mikroorganismd . ................. 96
14.1.1. Stanoveni smrticf (letélnf) teploty . ............. 96
14.1.2. Stanoven{ doby potfebné k usmrceni mikroorganisméi 97
142, ViivipH na'tust mikroorganismi - i i 97
14.3. Vliv osmotického tlaku na réist mikroorganism& . ......... 98

139



14.4. Vliv UV-zéfeni na rdst mikroorganismd . . .............. 99
14.4.1. Kontrola Géinnosti germicidnich z&afiéd . ......... 100

14.5. Vliv konzervaénich a desinfekénich prostiedkd . . . .. ... ... 100
14.5.1. Stanoveni fenolového koeficientu suspenzni metodou 101
14.5.2. Zavislost Géinnosti desinfekénich prostiedki

naikoncentraciv: ULiialenies chstpalioN Kl b o s 101
14.5.3. Stanoveni Géinnosti konzervacénich chemickych

prostfedk( difuzni metodou .. ................. 102
14.6. Citlivost mikroorganism( k daldim antimikrobiélnim latkam . .. 103
14.6.1. Bakteriostatické pisobeni nékterych barviv . ... ... 103
14.6.2. Citlivost mikroorganism( k antibiotikdm . ........ 103
14.6.2.1. Kvalitativni stanoveni citlivosti mikroorganismd na
antibiotikatdifuzniimetodou e SR BT 104
15. Zjistovani po&tu mikrobnich bunék v prostiedi . . . . ............. 107
1’51 Mikreskopické pocitaniibunsk st s iase s i s o 107
15.1.1. Zjistovani poétu bunék v poéitacich komdrkach . ... 107

15.1.2. Poéitani bunék ve fixovaném nétéru
nalpodioznimisklf¢kush SRS InRVORT BB e 109
15.2. Kultivaéni stanoveni po&tu mikroorganismd . . ........... 109

15.2.1. Stanoveni koncentrace zivych bunék
vysevem naplotny il SaninrE e B 110
15.2.2. Filtraéni metoda stanoveni poétu mikroorganismt . . . 111
15.2.2.1. Stanoveni koliformnich mikroorganismd v pitné vodé
metodou membrénovych filtrd ... ......... 1l
15.3.3. Stanoveni po&tu mikroorganism@ na povrchu predmétl 112
15.83.3.1. Metoda vyplachova (smyvaci) .......... 113
1159843 LS térovaimetodait Lnines areiiitnattuRia s 113
16. Vybrané sérologické vySetfovaci metody v mikrobiologii . ......... 115
16 sAglutinadniitealccamiaing e L oviidanvaiany S g Bl Sl 116
- 16.1.1. Sklickovéd metoda provedeni aglutinaéniho testu . ... 117
6.2 Precipitacniireakce 2 inee Waundouahe (28 Br ol Tl G 118
11652 17 Prsténcoyy teSEIEa. Maaiia s ot B e sl 118
16.2.2. Ouchterlonyho imunodifiznitest .............. 119
dZRSeznamiroztokUss . .. v Bltauis singhs SokaRlr s oo o e 121
18%Seznamipiid,. ... Washiec Ao e Sadinal . S Ll e e 127
198Literaturay. ..o oL st Ao lngrainnD (@ RS Bt Rl o 136
2080bsah: s o s ninepsiniiien dain sic anlabion didiBon o 137

140



