Obsah

1. Bezpecnost prace v mikrobiologiCKeé 1aDOratori...........ccooiiiiiiiiiiiiiiieicce e e 7
2. Pracovni pomticky a pfistroje potfebné k rutinni praci v mikrobiologické laboratofi..................... 11
3. Zasady prace pri mikroskopovani svételnym miKroSKOPEM.........ccccciviiiiiie e i 29
4. Priprava inokula a zasady aSEPLICKE PIraACE............cciiuiiii ettt e e e e eaae e e srtaae e s nraaeeeenees 31
5. Charakteristika a pFiprava Kultiva€nich MeEdii...........ccoooiiiiiiiiii e 32
5.1 SloZeni KultivaCnich MEii.........oceiiiiiiiii e 32
5.1.1 Makro a mikro prvky obsazené v kultivacnich médiich..............cccccooiiiiiii i, 32
5.1.2 Aditiva @ PHAAVNE TALKY.....c.viiiiiieiiee ettt et e e snb e 32

T IR I (401 V- Tod T o ] (0 1] 1= | QY /SR 33
5104 AV TATKY ...ttt bbbttt he e bt et ee b hb e nn e naee s 33

5.2 Rozd&leni KUIIVaGNTCh PU..........ooiiiiiieieieee ettt ettt e s erestesneseenees 33
5.2.1 Déleni kultivaénich pld podle KONZISIENCE:..........cc.coveeieirietiecte et e e 33
5.2.2 Déleni kultivaénich pld podle pivodu a SIOZENT:..........ccccieieiieieeeeceee e 34
5.2.3 Déleni kultivadnich pad podle POUZItI:........c.ceeeiuieiicieieeeei e 34

5.3 Charakteristika a pouziti vybranych kultivaénich pld............ccccceveiiiiiiiiciicice e 35
5.4 Uskladnéni a pFiprava KultivaBnich POd............cccioiiiiiiiiiiic et 41

6. Metody a zpUsoby inokulace KultivaBnich MEdiT.........cccooiiiiiiiiiiiiee e 44
6.1 Inokulace tekutych KultivaCnich MEdil.........cc.uuviiiiiiiiiiii e 44
6.1.1 Inokulace laboratorni pipetou a Pasteurovou PIiPetOU.........cccvvviieiiiiieiee e 44
6.1.2 Inokulace tekutych kultivacnich médii pomoci inokula¢ni bakteriologické klicky................ 44

6.2 Inokulace pevnych KultivaCnich MEdii..........ccccooiiiiiiiiiiii e e 44
6.2.1 Zaliti inokula do Kultiva€nino MEIA. ..........c.eeiiieiiiiiiieie e 45
6.2.2 JEANOUAUCKNY FOZEEI ...ttt ettt ettt e e et e e et e s b e e anbeeenas 45
6.2.3 INOKUIACE SIKMENO QQAIU.......eiiiiiiiiiiii et et sneeas 45
6.2.4 Inokulace 96 jamkové mikrotitraCni deSHCKY..........cciviiieiiiiiiiee e 45
6.2.5 Inokulace kultivaéniho média pomoci kfiZoveho roZteru..........ccocccvivieeiiiiecee e 46

7. KUltivace MiKrOOTQANISIMIOL.........c.oouiiuieeieeeeee ettt ettt e te e et et e eteeaeeteesesteeteeaesaeareeseareeseeneaneaneas 49
7.1 ACTODNT KUITIVACE ... et sae e e e st e e s 49
7.2 Kultivace v kapnofilnim prostiedi..........cc.ueiieiiiiiiie et 49
7.3 Kultivace v anaerobnim ProstFedi.........ccceiiiiiiiiiiie et 49



8. Barvici techniky v KIiNické MiKrobiolOgii.........ccciiiiiiiiiiiii e 52

8.1 Rozdéleni a charakterizace nejcastéjSi pouzivanych barev.........cccccccooviiiiii e, 52
8.2 NejpouzivangjSi barviCi METOAY ..........cccuiiii i e e e s e e rra e e e e e aanaes 53
8.2.1 BArveni POIE GIaMI@........cceiuuiieiiiiiiiiieetieeesiteeesteee st e eesate e e sabeeestbeesastee s sabeeesbbeesanbeeesnneeesneeas 53
8.2.1.1 Jiné testy na urCeni gram pozitivity nebo gram negativity bakterii...............ccc.......... 54
8.2.2 Barveni podle Ziehla-NEEISENA............cccuiiiiiiiiiie et 55
8.2.3 BUrriho metoda POMOCT TUSE........oeiiiiiieiieieit ettt 56
8.2.4 Barveni podle Schaeffera-FUltONa...........cc.ooiiiiiiiiiic e 56
8.2.5 Barveni podle WiIrtZe-CoOnKING..........coouiiiiiie et seeee e nieeeeae 57
8.2.6 Barveni POAIE AIDEITA. .......cc.uviiiiiiiiie ettt ettt e et et e e e st e e e nee e nnneeeenreeeea 58
8.2.7 Barveni bakterialnich DICTKU. .......oiiieieeee e 58
8.2.8 GIEMSOVO DAIVENI. ... .iiiiiiiiiiiiit ettt ettt ettt bb e b b e sbe e e e e e bt e snneennee s 60

9. Stanoveni biochemické aktivity mikroorganiSmU...........coccoviiiiiieiniiiies e 62
9.1 Stanoveni fermentatniCh PrOCESU.........c.ccuiiiiieiie ettt et ete ettt e ste e ste e e steeetesteeteereenee e 62
9.1.1 Stanoveni V& MRVP DUJONUL........ccoiiiiiiiii ettt e e e e e s b e e e e e e s anaaeae e e 62
9.1.2 Identifikace Na CItrAtOVEM AQAIU.........oie e e e ee e srae e snee e et eenneeeeennes 63
9.2 Stanoveni hydrolytickYCh ProCESUL...........cuiiiiiiiiicie ettt ettt ettt 63
9.2.1 HydrolYZa ZEIATINY . .....ccoiuiiiiieiieeitie ettt ettt bttt b e eab e e sbe e b e e saeeenne et 63
9.2.2 PrOUUKCE UFBAZY......ceiiiiiiiiiiie ettt ettt bb e e et e et e e e e e nneeenae 64
9.2.3 Dekarboxylace lyZinU @ OFNITINU...........ccouiiiiiiiiiii ettt e e e 65
9.2.4 Test Na redUKCH NItFALUL. .......coiveiiee ettt sttt et ne s 65
9.2.5 PlazmakOagQUIAZOVYEST . .........eieiiiiee ettt st e et e et e et e e e sneeeeeeeeeenes 66
LIRS N 10 T= o = Vo [ Lo Ry 1ot 2= (=1 Y/ SRR 66
9.3.1 Produkce SITOVOUIKUL........ccuuiieiiiieiiiee ettt e et e et nne e s anneeennee 66
9.3.2 TVOIDA INAOIU. ...ttt e s b e e et e e e e e s e e e e anneenae 67
9.3.3 TESLOVANT NA TSI @QANU. ...eeieiieiiiiiee et e e ettt e s e e s e et e e e e e ssaereeeeeaatb et aee e sssaeeaaeaaasaeeeeaeins 68
9.3.4 Test na pritomnost beta-galaktoSIdAZY...........cooiiiiiiiiiii e 68

LS IR SR L 1 = 1= .40 Y (=1 PSS 69
9.3.6 OXIOAZOVY TEST.. e ieiieiiiiee ettt ettt ettt e etee e st e e e e nte e s mee e e s teeeaseeeeaneeeeanaeeeeteeeannseeessaeaeansneeanes 69
9.4 Komer€né vYrab&neé teStOVACT SOUPIAVY.......coicuuiiiiuiieiiiiieiiiee s iteee et sitee et e et sne e e e e s srnee e 70
9.4.1 ENTEROtest 16 @ ENTEROLESE 24......cccoiiiiiiiieiiiieet ettt e e 70
9.4.2 STAPHYESt 16 @ STAPHYTIESE 24 ...ttt e e s e e e 72
0.4.3 ANAEROLESE 23ttt ettt et et e e e e e e e e e e e e e e e s e a bbb e e e e e raaeeaaeens 72
9.4.4 NEFERMESE 2.ttt e e e e e e e e e e e e e e e r e e e e e e e e e aaeaaeaeaenanaas 73
.45 AP EEST. .. e 73
O0.4.6 EN-COCCUSEESE. ....ceiiiiiei ittt ettt e e e e e e oo e e e e e et bbbttt e e et et e eetaeaeaeeeeaeseaesaasnenbnanenennnes 74



10. Hodnoceni kultivacniho nélezu 75
10.1 Hodnoceni kultivaniho nalezu v teKutém MEdiU.........coceviiiiiiiiiiiiieiie e 75
10.1.1 Hodnoceni pohyblivosti v polotuhém kultivaénim meédiu..........cccccoovivveeiiiiiiieiieiiieeeeee 76
10.2 Hodnoceni kultivacniho nalezu na pevnych meédiiCh...........ccccoviiiiiiiiiiiii 76
10.2.1 Hodnoceni kultivacniho nalezu na Krevnim agaruU...........ccccoecieiieieeiiiieec e 76
10.2.1.1 Diagnostika hemolytickéaktivity mikroorganismul..............cccceeeveiueereeierieceeeieeeee e 76
10.2.1.2 Hodnoceni forem rdstu na PEVNEM AQAIU...........cceeueeveieeiieeieireesieireeieereesre e eeeeveennas 78
10.2.1.3 Hodnoceni VelIKOSth KOIONIT. ........coiuiiiiiiiiiii e 79
10.2.1.4 Hodnoceni POVICAU KOIONIT.......ccuuiiiiiiiiiiiie e 79
10.2.1.5 Hodnoceni tvaru a okraji KOIONIT..........cooiiiiiiiiiiiiic e 79
10.2.1.6 Hodnoceni zabarveni KOIONIT.........c..civiiiiiiiiic e 80

O 2 A o T To [ g To o7 =T o 112 T o T T o 11 1SS 80
10.3 Hodnoceni kultivaéniho nalezu na vybranych kultivaénich padach..........ccccccceveiiiiiieincnnnne. 81
0T B0 R =1 o [0 I To - | PRSP PP R PPPPTI 81
ORI D I T -1 G PP PP PPP R PPUPPRP 81
10.3.3 COKOIAAOVY AQAT........c.cecveeieieeiieieeieeteeeteeee ettt ettt ettt et se et et es et et ns e s s sens 82
ORI (=3 1=V = | PSPPSR 83
10.3.5 PALCAM @A ......ccciiiiiiiieiiiii ettt ettt e et e e e e e e e e e e e e et h e bt bbb e bt et e e e et e aeeeeeeeeeeaaaaaaaaanrnenenenrnes 83
O R Y= Tel @0 0] (5 VA= To - | PSRRI 84
O B A @ a1 g ToTo =T 0 o T o 4 1o |- VO SPESTR 84
10.3.8 TINSAAIOVO MEIUM......oiiiiiiiiiiii ettt b et e s ne e e s e e e nbneeee 85
10.3.9 LOwWeNsteinovo-Jensenovo MEAIUM.........c.cooiiiiiiiieiiie ettt 85

I I 7 Va (o AV = TN I 1 (2 87
11.1 R0Ozdéleni tkANOVYCH KUIUF..........co it e e eeenneees 88
I O T = T g = U T 0 (Y7 SRR 88
11.1.2 BUNBENE KIMENY ...ciiiiiiiiiiiete ettt ettt sttt ettt shb e b e h et e e s hb e e ke e eabeeab e e sbe e e nbeesabeanneennee s 88
11.1.3 BUNBCENE KUITUIY ...coiiiiieiiiie ettt ettt et e e anbe e e 88
11.2 Zasady prace s tkANovYMi KUIUFaMi.........ccuviiiiiiiiiec et 89
I T\ V7= Vo] o T o To o [0 a1 14 /8 SRR 90
11.3.1 KUIIVACNT MBI ... ittt ettt b e n e e nne e 90
11.3.2 pH KUIVAENTCH MEAIT.....ciiiiiiiiiici e 92
11.3.3 ProStiedi KUIIVACE..........oiiiii ettt s 92
11.3.4 TePlota KUIIVACE.......cooieiieiieece ettt e 92
11.3.5 POUZIti @ntiDIOtIK.... ...oociiii e 92
11.3.6 TYPY FUSTU DUNEBK.....cueiitiiiiiiecie ittt ettt st e et et e e s e st e e nsesbeenbesaeestesreesneas 93
11.4 Skladovani tkARoVYCh TiNif @ KUITUT.........cciiiie et e 94



12. Princip a vyuziti serologickych metod v mikrobiolOogii...........cccocueiiriiiiiiiiiiiecse e 95

12.1 PrecCipitaCni FEAKCE.........ui ittt a bt es e b e et e e e e 95
12.2 AGIULINACNT FEAKCE. ... eeiiiii ettt e e e e e e e e e e e e et e e e e e s sateeeeesantreeeas 96
12.3 KOMPIEMENT fIXACNT LEST....eiii i e e s e e s e e e e e s abe e e e e eanes 97
12.4 Neutralizacéni reakce (HIT - hemaglutinaéné inhibi¢ni test, prikaz streptolyzinu)................... 98
12.5 Enzymova imunoanalyZa (ELISA).........eeo ittt e ee e st e e nee e e eesneeeennnes 99
12.6 WESTEIN DIOT......eiiiiieii ettt et e e na e s ar e e e st e e nnre e e nanee s 100
12.7 ImunochromatografiCka METOTAL............cuuiiiiiiiiiie e 101
12. 8 IMUNOFIUOIESCENCE. ... eiiiiie ettt et e et e e e e saneeas 102
12.9 Reverzné pasivni lateXoVA aglUtiNaCE. ..........ccuvveiiiiiiiiiii et e e 102
12.10 Citlivost a specificita SerologickyCh te€StU..........ccccovieiiiieiiiiie e 104
13. Principy a vyuZziti molekularné biologickych metod v 1ékafské mikrobiologii...........c.cccoceeeeennne 105
13.1 PCR (pOlymerazova FEtEZOVA FEAKCE).........ciuiiiiiiiieriie ettt 105
13.1.1 Izolace genetickENo MAtEIIAIU...........c.oooiiiiiiiii e 105
13.1.2 Izolace genetického materialu z virovych pdvodctd infekénich onemocnéni................... 105
13.1.3 Izolace genetického materialu z bakterialnich plvodcl onemocnéni...........c.ccccceeeueenen. 106
e T N 0] o] 1171 3¢= Tod = TR PETRR 106
13.3 Detekce ProduKtll PFi PCR........ciiiiiiuieeee ettt ettt et ettt et s te e stesaeete e e e sbeenee s 106
13.4 MOIfIKACE PCR..... ettt ettt e e bt e s e e sb b e e e et b e e s e e e nanee s 107
13.4.1 MUIIPIEX PCR.....oeiiiie ittt e e e e ettt e e e e st e e e e e sasba et e e e s e sateeaeeaasnsaeeens 107
13.4.2 NESEEA PCR.....utiiiiiiiiet ettt bbbttt ettt e e b et esbe e e et e e neene s 107
13.4.3 Real tiMe PCR - RT PCR....cuiiiiiiiiiiit ettt et et e ene e es 108
13.4.4 HOU STAIT PCR.. ..ttt et e e e e e e e e e e e e e e e e s et e s s e e e e e e e eeeeaeaeeens 109
13.4.5 TOUCHAOWN PCR.....oiiiiiiieiit ettt ettt s e e e e s 110
13.4.6 ASSEMDIY PCR......eeiiiiiieiit ettt e e b e e et e s e e nr e e e arne e 110
13.4.7 COlONY PRttt h e et e bt e e shb e e et e s bt e et e e e et e e e e nnneee s 110
13.4.8 Methylation SPECIfIC PCR........ccioiiiiiiii ettt ae e et e e e s e araeeeasaeans 110
13.4.9 LAMP @SSAY....ceitttttieeiaaiiitie e e e ettt e e e e ettt e e e e et e e e e e e ettt e e e e e e b bttt e e e ek b e et e e e e aabaer e e e e e bt e e e e e antbeeeas 110
13.4.10 REVEIZNT PCR.....utiiitii ittt ettt ettt ekt b bttt e eb e s a e e ae e s ab e e s beeeae e et e e nneennee e 110
0 T O [ IR | (U 1 = PP EPR PR 11
13.4.12 Repetitivni/interrepetitivini PCR...........oiiiiiiii e e 111
13.4.13 DIGItAINT PCR (APCR).......cvcveeeeeeeeeeseese e ees s s e sesse s sn s s s nenenen 111
13.4.14 NASBA PCR....cceeeetii ettt ettt oottt e e e ot e e e e ek bt e e e e e aa b e e e e et e e e e e nneneees 113
13.5 Faktory ovliviiujici vytéznost modifikovanych PCR reakCi..........ccoocceveiiieeiiiieiiiiee e 113
13.6 Vyuziti PCR v klinické praxi nebo ve vyzkumné CiNNOSti........cccceeieeriniieiiie e 114
13.7 Jiné molekularné biologické metody pouzivané v klinické mikrobiologii..........c.cccocveveennenne. 114



LB.7.0 FISH. o e 114

13.7.2 MALDI-TOR ettt ettt e e e e e e e e e e e bbbt e et et et e e e eeeaaaaeeeeeasaaanansnsnrnreee 115
13.7.3 MIKrOCipY (MICTOGITAYS).....ceeiiitiierreieiiitee et stee ettt nnr e e e e s e nnns 116
13.7.4 Single molecules (protein) assay (SIMOA).......cuiiiiiiiiiie et 116
13.7.5 MIDI = SNEIIOCK. ...ttt ettt et e e st e e e e nnneeas 116
13.7.6 ReStriKENT analyZa DINA . ......oo oot r e e e s e e e e e s e e e e e s sabaeaeeesanres 116

14. Stanoveni citlivosti na antimikrobialNi IAtKY ...........cciiiiie e 121
I D T 11 4 N == YOOI 121
R S (=2 TP PPPTP TP PPN 121
14.1.2 DISKOVY QIfUZNI TEST....coiiiiiiiiieeieie et seb et e e 122

I 11N o o VI (=TS 2RSS SPP 123
14.2.1 AQarova diluCNT METOTE@. ......ccciiiiiiiiie ettt st e e st ee e eeee e e neas 123
14.2.2 DiluCni MIKIOMETOOEL. ... .cueiitiiiiiieitie ettt n et esneesneean 124

15. Zasady odbéru, zasilani a zpracovani vzork({ klinického materialu..............ccccocooeeeoeeiiieeceneenn. 126
15.1 OdDEIOVE NAUODY 8 SOUPIAVY ....ceiiuiiiiiiiieiiiee ettt ettt ettt e e st bt e st e s s e e s ne e e nanneeennes 126
15.2 ZASAAY OUDEIU VZOTKUL.....cuiiieiieieieiietieiett ettt sttt este st besaesae st e ee st estaseeseeneeseeteaseaneseessennens 130
15.3 USKIAANENT VZOTKU ... ..ttt ettt ettt 131
15.4 TraNSPOIt VZOUKUL . ...c.viiuiiiiiitieiteeeee ittt ettt ettt et e et e et e st e e seeste s e e sbeesbesaeesaestaesbesbsensesasesnesneeanes 131
15.4.1  Zasilani VZOrKO KUINYT M. ....c.ociiiiiciecie ettt sttt sttt eve e be e be e e eae e e sreennas 132



