ZLLMO0522c¢ — Lékatska mikrobiologie II, prakticka cvi¢eni. Protokol k tématu PZ06

Téma P06: Diagnostika nékterych dalSich gramnegativnich bakterii

(Neisseria, Moraxella, Bordetella, Legionella, Francisella.....)
Ke studiu: Haemophilus, Neisseria, Moraxella, Bordetella, Legionella, Francisella (u¢ebnice, WWW...)
Z jarniho semestru: Mikroskopie, kultivace, biochemicka kultivace, aglutinace

Tabulka pro hlavni vysledky tikoli 1 aZ 4 (k postupnému vyplnéni):
Kmen K L M N P

Gramovo barveni kmene — Ukol 1b

o | “Chudy” KA (“KA”) Riist A/N
S | “Bohaty” KA (“KA+”) Rist A/N
5/ Cokoladovy agar Riist A/N
§ Popis kolonii na KA+*
g
=
N
Ukol | a) Oxidazovy test (+/-)
3 b) Indoxylacetatovy (INAC) test

KONECNY ZAVER (vysledek tikolu 4 —
NEISSERIAtest, resp. ukolu 1 pro kmen
ktery neni gramnegativnim kokem)

*U bakterii nerostoucich na KA+ pouzijte vysledek riistu na CA
Ukol 1: Mikroskopie klinického vzorku a mikroskopie kmene

a) Pozorovani uretralniho natéru u kapavky
Prohlédnéte si Gramem barveny natér.

Nevsimejte si jen bakterii, ale také bunék makroorganismu,
zejména leukocytl. PovSimnéte si, ze koky nejsou
pritomny v kazdém leukocytu. Zakreslete, a spojte popisky
objektl s pozorovanymi objekty na obrazku.

Poznamka: Velmi podobné by také vypadala mikroskopie u
hnisavého  mozkomisnitho  moku v pripadé  akutni
meningokokové meningitidy.

bilé krvinky
G- koky ve dvojicich

b) Mikroskopie suspektnich kmeni — hledani

G- kokiu

Na stole mate sklicka s kmeny obarvenymi podle Grama. Prohlédnéte je a zapiSte vysledky do tabulky. Kmen,
ktery neni G— kokem, nebude studovan v tikolech 3 a 4; ve druhém tkolu si jej vSak pro srovnani popiste také.

Ukol 2: Kultivace na agarovych pidach

Zapiste do tabulky, které bakterie rostou na ,,chudém KA“, , bohatém KA“ a na ¢okoladovém agaru. Ustni druhy
neisserii stejné jako moraxely a vétSina G+ koku rostou i na chud$im krevnim agaru. Neisseria meningitidis
(,,meningokok®) roste jen na bohatsich krevnich agarech. Neisseria gonorrhoeae (gonokok) na krevnim agaru
neroste vubec, je nutny cokoladovy agar. Poté popiste kolonie vSech kmen na KA+, jen kmen, ktery tam
neroste, popiste na CA. Vysledky zapiste do tabulky.

Ukol 3: Zakladni biochemické testy u G— koki

Oba testy budou provadény demonstra¢né na boc¢nim stole. Zapiste vysledky do tabulky.

a) Oxidazovy test k odliSeni neisserii a moraxel od pripadnych jinych G- koki
Ucitel se dotkne nékolika kolonii kment identifikovanych jako G— koky oxiddzovym diagnostickym papirkem.
V piipad¢ pozitivity se béhem nékolika vtefin objevi modré zbarveni. Zakreslete a zapiste vysledky do tabulky.

| [ |+ | [ =

b) Indoxylacetatovy test k odliSeni Moraxella (Branhamella) catarrhalis od neisserii
Postup je podobny jako u oxidazového testu, ale prouzek musi byt pfedem zvlhéen, misto modré barvy
pozorujete barvu modrozelenou a vysledek neni viditelny okamzité, ale je tfeba nékolik minut pockat. Zakreslete
pozitivni a negativni vysledek a zapiste vysledky do tabulky.

| [ |+ | | ]=
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Ukol 4: Druhovi diagnostika neisserii a moraxel (branhamel) biochemickymi testy

U kment urcenych jako G— koky odectéte biochemicky mikrotest (NEISSERIAtest fy Lachema) naockovany
predchozi den. Odectéte podle schématu. Prvni jamka obsahuje negativni kontrolu (NEC), takze vlastni test
za¢ina az od DRUHE jamky! Zaképnuti Lugolovym roztokem jiz bylo provedeno, nemusite je provadét sami.
PovSimnéte si nizké biochemické aktivity nekterych neisserii. Porovnejte vysledek s riistovymi vlastnostmi
(kmen urceny jako gonokok by mél rlist pouze na ¢okoladovém agaru, meningokok pouze na ¢okoladovém a
bohatém krevnim agaru).

Kmen: H G F E D C B A
NEC Kod: Identifikace:
x 11 12 14 |1 |12 (4 |1
X
Kmen: H G F E D C B A
NEC Kod: Identifikace:

Kmen: H G F E D C B A

NEC Kod: Identifikace:

X

Kmen: H G F E D C B A

NEC Kod: Identifikace:
x |1 1214 11 12 (4 |1

X

. Kmen >
Ukol 5: Test citlivosti G- koku na — - -
Antibiotikum & zény | Interpr. | & zény | Interpr.

antibiotika . ' (hranice v mm) (mm) ()
Na stole naleznete difusni diskové testy 5. ®)

citvllzv'o.sti na antibiotika u kmﬁnﬁ, které j§te S>47R <26
urcili jako G— koky a které patfi k patogennim -
o : Cefuroxim (CXM)
druhtm. U Moraxella catarrhalis vzhledem S>3] R <25
k pouze hraniéni patogenité test odecitat ——— -
< . .. | Cefotaxim (CTX)
nebudete. Pro vSechny testované kmeny zméite S>31R<31
zony citlivosti. V protokolu mate napsany —— -
hraniéni z¢ A . . Azithromycin (AZM)
ani¢ni zony — podle nich interpretujte zony S>25R <25
vami zjisténé jako citlivé (C), rezistentni (R) a T_t Kiin (TE)
¥ipadné int diarni (). etracyklin
pfipadné intermediarni (I) S =38R <30

Ciprofloxacin (CIP)
S>41R<28

Ukol 6: Primy prikaz antigeni pivodcii meningitid v mozkomiSnim moku

(demonstrace diagnostické soupravy a videoklip)
Meningokokova meningitida je zdvaznd choroba. Nelze zde cekat na kultivaci, je nutno vyuzit rychlych
diagnostickych metod. Vedle mikroskopie se zde vyuziva piedevs§im latexové aglutinace.

a) Demonstrace soupravy k latexové aglutinaci
Prohlédnéte si soupravu a zapiste ndzvy mikrobd, které mohou byt touto metodou diagnostikovany.

b) Videoklip

Prohlédnéte si videoklip. V této ukazce se jako patogen projevil
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Ukol 7: Diagnostika bordetel, brucel, legionel a francisel

a) Kultiva¢ni diagnostika bordetel

Existuje specialni médium pro druh Bordetella pertussis a specidlni zptsob
ockovani na tuto pudu. Na rozdil od mnoha jinych bakterii je Bordetella rezistentni
k penicilinu. Proto za¢iname kapnutim kapky penicilinového roztoku doprostfed
misky s agarem. Vytér je smichan s kapkou a oCkovan ve sméru spiraly. Poté jsou
oCkovany radidlni paprsky klickou. NapisSte nazev pudy a zakreslete postup
ockovani podle obrazku.

Nazev pady:

b) Demonstrace kultivaéni piidy na legionely
Prohlédnéte si kultiva¢ni piidu na legionely. Zapiste o ni nékolik udaju.

Zkratka Co znamenaji jednotliva pismena ve zkratce Barva pudy

¢) Priikaz protilatek proti tularémii
Studenti zubniho lékafstvi tento kol neprovadeji

d) Diagnostika protilatek proti bruceloze
Diagnostika brucelozy (Bangova choroba — zpusobena B. abortus) byla provedena nepfimym prikazem —
metodou ELISA ve tfidach IgG i IgM. Absorbance byla zmétena spektrofotometrem a vysledky byly expertnim

systémem piimo vyhodnoceny jako ,,pozitivni, ,hrani¢ni ¢i ,,negativni“. Vysledky najdete na stole. Pokuste se
o0 zavérenou interpretaci.

Pacient Vysledek IgM Vysledek 1gG Konecny zaver

Alice

Bob

Claudia

David

Poznamka: Bruceloza je vzacnou nemoci, procez rada laboratori véetné té nasi diagnostiku neprovadi. Z tohoto
duvodu pracovni listy pouzité pro tento ukol nejsou skutecné, ale jsou to upravené pracovni listy z jiné
serologicke reakce. Nicméné skutecné pracovni listy pro diagnostiku brucel by vypadaly stejné ¢i velmi podobne.

Jméno Zubni 1ékaistvi Datum 20. 10. 2014  Strana 3/3




