Téma P01

Téma P01: Diagnostika stafylokoki
K nastudovani: Rod Staphylococcus. (z internetu, u¢ebnic apod.)
Z jarniho semestru: Mikroskopie, Kultivace, Biochemicka identifikace.

Ukol &. 1 Mikroskopie infekéniho materialu
V mikroskopu sledujte preparat obarveny podle Grama. Popiste a zakreslete sledované titvary. VSimejte si

pfitomnosti . . . , _
bakterit (jejich Popis (napiste nazvy tvart a spojte je
tvaru. barvitelnosti Sipkami s objekty nakreslenymi vlevo)

a mnozstvi) dale
také leukocyti,
epitelif a
vzajemného
poméru mezi nimi.

Tabulka pro souhrn vysledkii vikolii 2 aZ 7 (k postupnému vyplnéni):

Kmen A B C D
Gramovo barveni —
Ukol &. 2
Kulti- Velikost
vace
(krevni | Barva
agar)
Ukol Tvar
¢.3
Profil
Hemo-
lyza
Jiné

Ukol &. 4: riist na
KA + 10 NaCl

Ukol &. 5: katalaza
(piste ,,+ ¢i,—)

DILCI ZAVER”

Ukol &. 6a: Test
Clump. faktor (/-)

Ukol &. 6b: Plasma-
koagulaz. test (+/-)

Ukol &. 6¢: Test
hyaluronidazy (+/-)

Ukol &. 7:
STAPHYtest 16

KONECNY
ZAVER

Ukol &. 2 Mikroskopie kultur mikroorganismii
Obarvéte podle Grama cisté kultury predlozenych mikroorganismt. Vysledky pozorovani zakreslete a zapiste.

Kmen A Kmen B Kmen C Kmen D
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Ukol ¢&. 3 Riist na krevnim agaru
Vypliite tabulku v tadku Ukol &. 3. Do ,jinych® napiste to zajimavé, co se nevejde jinam.
Ukol &. 4 Riist bakterii na krevnim agaru s 10 % NaCl

Zhodnot’te schopnost rustu predloZzenych kment na krevnim agaru s 10 % NaCl, ktery slouzi jako selektivni
puda pro stafylokoky. Zapiste ,,+* pokud kmen roste a ,,— pokud neroste.

Ukol &. 5: Katalazovy test
Prokazte pfitomnost enzymu katalasy. Setfete mikrobiologickou klickou kolonie pfedlozenych kmenti a vneste je
do kapky 3% H,0, na podloznim sklicku. Zaznamenejte reakci u v§ech kmenti. Do tabulky piste ,,+“a ,,-

Pozitivitu charakterizuji , zatimco je negativni.

Nyni vypliite fadek ,,Dil¢i zavér®. NapiSte STAF, pokud se kmen ukazal byti
stafylokokem, a JINY, pokud je to néco jiného.

Ukol &. 6 Testy pro diferenciaci S. aureus

6a) Test na clumping faktor (test vazané plasmakoagulazy)

Na podlozni sklicko kapnéte kapku fedéné krali¢i plazmy. Pomoci sterilni mikrobiologické klicky v ni
suspendujte vySetifovany kmen stafylokoka. Piitomnost plasmakoagulazy se projevi aglutinaci bakterialnich
bun¢k. Vysledek vySetfeni zaznamenejte.

Kmen

Kmen

6b) Plasmakoagulazovy test (test volné plasmakoagulazy)

Do 0,5 ml 10x fedéné krali¢i plazmy bylo suspendovano nékolik kolonii vySetfovaného kmene stafylokoka.
Suspenzi inkubujeme v termostatu pii 37 °C. Vysledek se odecita po 1, 2 a 24 hodinach. Jako pozitivni reakce se
hodnoti, pokud dojde ke koagulaci krali¢i plasmy ve zkumavce, tj. dojde k zrosolovaténi celého obsahu
zkumavKky, ptip. alespon ¢asti. Zapiste a zakreslete vysledek této reakce u vybranych kmeni po 24 hodinach
inkubace..

Pozitivni vysledek

Negativni vysledek

6¢c) Detekce hyaluronidazy

Na krevnim agaru jsme naockovali asi 2 cm $iroky pas
Streptococcus equii, bakterie, ktera tvoii silné pouzdro s obsahem
kyseliny hyaluronové. Kolmo k této ¢afe byla naockovana cara
vySetfovaného kmene stafylokoka. Pokud je pfislusnym kmenem
stafylokoka hyaluronidasa produkovana, difunduje do okoli a do
druhého dne zpisobi lyzu pouzdra Streptococcus equii. To se
projevi palkruhovou zénou ,,ztraty slizovitosti“ v pasu
naockovaného Streptococcus equii. Zakreslete vysledek reakce
(v€etné pozitivni a negativni kontroly) a popiste.
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Ukol ¢&. 7 BIiZSi uréeni stafylokokii pomoci biochemickych testii

Pro identifikaci stafylokokt je ur¢ena sada biochemickych testl. Podle navodu k pouziti odectéte vysledky
jednotlivych reakci. Nazvy testd i jejich vysledky pro jednotlivé kmeny zapisSte a na zéklad¢ interpretacnich
tabulek zjistéte, o které druhy stafylokokd jde.

VPT | 1H 1G IF|1E 1D 1C IB|1A 2H 2G 2F 2E| 2D 2C |2B 2A
Al T |+ ][+ -]-]-|+]+]-

I 1214|1214 ]1]2(4]1]2]4]|1]2]4 |1 |2

Kod: Identifikace % pravdépod. | T index
Staphylococcus

VPT | IH 1G | 1F | 1E ID 2E | 2D | 2C

1 1214 12141121412 14]1]2]4 |1 |2

Kod: Identifikace % pravdépod. | T index
Staphylococcus

Ukol ¢. 8 Citlivost stafylokoku k antibiotikim

Zjistéte citlivost predlozenych kment stafylokokt k vybranym antibiotikiim, pomoci diskového difusniho testu.
Citlivost k pfedkladanym antibiotikiim zhodnotte na zakladé srovnani zjisténého priméru inhibicni zony

s ptislusnou hraniéni zéonou. Seznam testovanych antibiotik a hodnoty jejich hrani¢nich zén najdete v piilozené
tabulce. Vysledky testu pro jednotliva antibiotika (primér inhibi¢ni zony i interpretaci) zapiste.

Antibiotikum (plny S aureus S. epidermidis

nazev, ne zkratka) | promgr zony (mm) Interpretace Primér zény (mm) Interpretace
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Kontrolni otazky
1. Jaké jsou vyznamné charakteristické vlastnosti rodu Staphylococcus (metabolické, morfologické a rlistové)?

2. Jak odlisime S. aureus od tzv. koagulazanegativnich stafylokokt?

S. aureus Koagulaza negativni stafylokoky

3. U kterych dalsich stafylokokti, mimo S. aureus, se mtizeme setkat s piitomnosti plasmakoagulazy?

4. Co je to clumping factor?

5. Jaka jsou nejvyznamné;jsi protistafylokokova antibiotika?

6. Co je to MRSA a jaké pfinasi problémy pfi terapii stafylokokovych infekci?
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