ZLILMO0522¢ — Lékatska ordlni mikrobiologie II, prakticka cviceni. Protokol k tématu P05

Téma P0S: Diagnostika Pasteurellaceae a G— nefermentujicich ty¢inek
Ke studiu: Haemophilus, Pasteurella, Pseudomonas a G— nefermentujici ty¢inky (u¢ebnice, WWW atd.)
Z jarniho semestru: Mikroskopie, kultivace, biochemicka identifikace, antigenni analyza

Tabulka pro hlavni vysledky kol 1 azZ 5 (k postupnému vyplnéni):

Kmen K L M N P Q R S

Gramovo barveni —
Ukol 1

Ukol | Rust na KA
2 (A/N)

Kul- | Ruistové
tiva- | charakteri-
ce stiky na
KA (CA*)

Endova p.
(—/L-/L+"

MH agar
(barva)

Ukol 3a Satelitovy
fenomén (+/-)

Ukol 3b Rastové f.
(X, V, X+V)

Ukol 3¢ Aglutinace
km. H. influenzae

3d Test Penicil.

citlivosti | Vanko.

Fermentace gluk.
Ukol 4 (Hajna)

Oxidazovy test
Ukol 5a

NEFERMtest 24
Ukol 5b

KQNE(“:NY
ZAVER

*Pro bakterie nerostouci na krevnim agaru (KA) pouzijte ¢okoladovy agar (CA)
Neroste/roste a nefermentuje laktozu/roste a fermentuje laktozu

Ukol 1: Mikroskopie suspektnich kmenii
Na stole mate kmeny popsané pismeny. Obarvéte je podle Grama, a do tabulky vepiste vysledky. Kmen, ktery
neni G— tycinka, nebude studovan v tikolech 3 az 5 (ale v Ukolu 2 si ho pro srovnani popiste)

Ukol 2: Kultivace na agarovych padach

Nejdfive napiste, které bakterie rostou na krevnim agaru a které ne. Pak, pouzivajice standardnich procedur,
popiste kolonie vSech kment na krevnim agaru. Pouze ty, které na KA nerostou (demonstracni misku
s naockovanymi, avsak nevyrostlymi kmeny, naleznete na bocnim stole), popiste na ¢okoladovém agaru.

Poté popiste rist na Endové pudé: ,.— pokud nerostou, ,,L— pokud rostou, ale nefermentuji laktéozu ,,L+* pokud
laktozu fermentuji. Dejte pozor: nékteré kmeny mohou piedstirat pozitivitu laktézového testu, ackoli jsou
laktéza negativni: produkuji pigmenty, takze kolonie jsou tmavé, avSak okoli je svétlé. V piipadé pochyb
porovnejte s Hajnovou ptidou (Ukol 4): uplna Zluta barva = fermentuje glukézu i laktozu, uplna Gervend barva =
nefermentuje gluko6zu ani laktozu, napil Cervena a napul zluta = fermentuje glukoézu, ale ne laktozu.

Co se ty¢e MH agaru: provéfte pouze jeden kmen, a to pouze na ptipadnou pfitomnost pigmentu. PouZijte misku
z Ukolu 1 nebo z Ukolu 6b (neni zadna specialni miska s MH agarem pro Ukol 2).
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Ukol 3: Identifikace Pasteurellaceae a jejich presn&jsi uréeni

a) Satelitovy fenomén

Hemofily jsou typické takzvanym satelitovym
fenoménem. To znamend, Ze samy o sob¢ nerostou na
krevnim agaru, ale jsou tam schopny ridst v pfitomnosti
kmene, ktery pro né z krvinek uvolni rtstové faktory. Pro
tento ucel se zpravidla pouziva kmen Staphylococcus
aureus. Zakreslete satelitovy fenomén (testovan u dvou
kmentl) a spojte popisky s pfislusnymi jevy na obrazku.
Vysledek zapiste do hlavni tabulky na prvni strané.

Staphylococcus aureus Kolonie hemofila

b) Identifikace hemofilii podle potieby ristovych faktori

Urcete dané kmeny podle potieby ristovych faktort. Zakreslete vysledek faktorového testu pro oba kmeny.

Kmen __ Kmen

&) )

® W 0 W

¢) Detekce kapsularnich antigeni H. influenzae

Popiste vysledek aglutinace kapsularnich antigentt H. influenzae pomoci latexové aglutinace (z prezentace).

d) Detekce P. multocida pomoci typického vzorce citlivosti

Velmi typicka pro P. multocida je jeji citlivost k penicilinu, velmi vzacna u G- ty¢inek. Na druhou stranu je
rezistentni k mnohem silnéjsimu (ovSem pouze pro G+ bakterie vhodnému) antibiotiku vankomycinu. Zapiste.

e) Potvrzeni uréeni Pasteurella multocida pomoci MALDI-TOF
Podivejte se na vysledky MALDI-TOF u naseho kmene pasteurely. Rozhodnéte:

Urceni Pasteurella multocida z ptedchozich testl je — neni (nehodici se Skrtnéte) potvrzeno MALDI-TOF.

Ukol 4: Hajnova piida (Triple Sugar Iron Agar v modifikaci dle A. A . Hajny)

Prohlédnéte si kultivacni vysledky ¢tyt kment na Hajnove pudé. Kmen, ktery fermentuje glukozu (zluta barva)
oznacte jako ,,+*, kmeny nefermentujici (¢ervena) jako ,,—. Ostatni vysledky (laktdza, sirovodik) nejsou v tomto
praktiku dilezité, ale vysledek fermentace laktozy (Uplna Zluta vs. Cervenozlutd barva) miizete ptipadné pouzit
pro porovnani s Ukolem 2.

Ukol 5: Uréeni G- glukézu nefermentujicich bakterii

a) Oxidazovy test

Demonstrace oxidazového testu u tfi kmenti urenych jako G— nefermentujici bakterie. Zapiste vysledky do
tabulky. (Pseudomonas je vzdy pozitivni, Burkholderia vétSinou, ale ne nutné pozitivni; na druhou stranu,
Stenotrophomonas byva zpravidla negativni).

Oxidaza pozitivni bakterie s typickou viini a pigmentem (zpravidla zelenym, fid¢eji modrym ¢i zrzavym) je
prakticky s jistotou Pseudomonas aeruginosa. U této bakterie tedy neni nutno provadét dalsi biochemické
testovani, popsané v tkolu 5a. U ostatnich dvou kment je toto biochemické testovani nezbytné.

Jméno Zubni 1ékarstvi Datum 15. 10. 2018  Strana 2/4




ZLILMO0522¢ — Lékatska ordlni mikrobiologie II, prakticka cviceni. Protokol k tématu P05

b) Podrobné biochemické testovani

Vyhodnot'te predlozené vysledky NEFERMtestu 24, ktery byl piipraven DVA dny pfedem (rozdil oproti jinym
biochemickym testiim, kde je to jen jeden den) pii 30 °C (dalsi rozdil; jiné testy vyzaduji 37 °C). Také zptisob
odecitani testu je jiny, protoze zde mame tii fady. Testy v horni fadé maji vzdy hodnotu ,,1, v prostiedni ,,2“ a
v dolni ,,4%. Prvni islice je z oxidazového testu: ,,0° pro negativni, ,,1* pro pozitivni oxidazu. Z reakci v dtlcich
B a A se Cislice nevypocditavaji. Mame tedy sedmimistny kéd — prvni pozice je ,,0¢ (oxidaza —) nebo ,,1°
(oxidaza +) a dalSich Sest mtize nabyvat hodnot 0 az 7 dle vysledku testl ve sloupcich H az C.

Kmen: OX |H |G |F E D |C B A Kod:
1 Identifikace:
2 % pravdépodobn.:
4 Index typicnosti:
Kod
Kmen: OX |H |G |F E D |C B A Kad:
1 Identifikace:
2 % pravdépodobn.:
4 Index typicnosti:
Kod
Poznamky:

Ukol 6: Testy citlivosti patogenti na antibiotika

Mezi vaSimi bakteriemi je pét patogennich: dvé z Celedi Pasteurellaceae a tfi G— nefermentujici. Z nich vsak
budete méfit velikosti zon jen pro pseudomonadu. Zapiste celé nazvy antibiotik a zméite velikost zon. Zapiste
kmeny jako citlivé (C) resistentni (R) a intermediarni (I).

6a) Test pro hemofila (jako Haemophilus influenzae byl uréen kmen )

Antibiotikum & zény (mm) | Interpr.
(celé jméno) *plati i pro doxycyklin

Penicilin (P)
C>12/R<12

Ko-amoxicilin (AMC)
C>15/R<15

Cefuroxim (CXM)
C>26/R<26

Kys. nalidixova (NA)
C>23/R<23

Tetracyklin (TE)*
C>25/R<22

Ko-trimoxazol (SXT)
C>23/R<20

6b) Test pro pasteurellu (jako Pasteurella multocida byl uréen kmen )

Antibiotikum & zény (mm) | Interpr.
(celé jméno)

Ko-amoxicilin (AMC)
C>15/R<15

Cefotaxim (CTX)
C>26/R<26

Ciprofloxacin (CIP)
C>27/R<27

Tetracyclin (TE)*
C>24/R<24

Ko-trimoxazol (SXT)
C>23/R<23

Penicilin (P)
C>17/R<17
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6¢) Test pro pseudomonadu (jako pseudomonada byl uréen kmen )

Antibiotikum & z6ny (mm) Interpr. Antibiotikum & zony (mm) | Interpr.
Piperacilin+tazobaktam (TZP) ciprofloxacin (CIP)
C>18/R<18 C>26/R<26
gentamicin (CN) ceftazidim (CAZ)
C>15/R<15 C>17/R<17
ofloxacin (OFL) kolistin (CT)
C>16/R<13 C>11/R<11

Poznamka: Tazobaktam piisobi jako inhibitor betalaktamazy, zaroven ale ma i svoji viastni antimikrobialni
ucinnost.

6d) Kontrola primarnich rezistenci u kmenii burkholderie a stenotrofomonady
Studenti zubniho 1ékai'stvi tuto ¢ast neprovadeji.

Ukol 7: Vztahy bakterii ke kysliku — porovnani enterobakterii, G— nefermentujicich a

anaerobu
Podivejte se na bujony kultivované za aerobnich a anaerobnich podminek (vrstva parafinu na povrchu),
vyhodnot'te rust bakterii a jeho charakter.

Kmen

Rust v bujonu

Rust ve VL bujonu

Zaver

Jméno Zubni 1ékarstvi Datum 15. 10. 2018  Strana 4/4




