Téma P07

Téma P07: Diagnostika anaerobnich bakterii
Ke studiu: Clostridium; nesporulujici anaeroby (uc¢ebnice, WWW atd.)
Z jarniho semestru: Mikroskopie, kultivace, biochemicka identifikace, pokus na zvireti, neutralizace

Tabulka pro hlavni vysledky ukoli 1 aZ 4 (k postupnému vyplnéni):

Kmen K L M N

Gramovo barveni — Ukol 1b
(v€etné piipadnych udajti o tvorbé spor)

Krevni (“KA”) Rist A/N
VL agar (“VLA”) Rust A/N
VL bujon Riist A/N

Popis kolonii na KA/VLA*

Kultivace: ukol 3

KONECNY ZAVER (vysledek Ukolu 4 —
ANAEROtest, nebo, u ne-anaerobu,
vysledky piedchozich testii)

*Pouzijte VLA (VL agar) u bakterii, které nerostou na krevnim agaru
Ukol 1: Mikroskopie klinického vzorku a mikroskopie kmene

a) Prohlidka klinického vzorku

Prohlédnéte si Gramem barveny preparat.

Pravdépodobné najdete smés ruznych bakterii, jak je to u
anaerobnich infekci typické: za infekci nemtize jeden
patogen, ale smés patogentl. Vedle bakterii mizete vidét
leukocyty  (zejména  polymorfonuklerary), pfipadné
epitelie, tkanovou drt’ a tak dale.

Nezapomente obrazek popsat (pouzijte cary)!

b) Mikroskopie podezielych kmeni
Anaerobni bakterie mohou byt koky i tyCinky, grampozitivni i gramnegativni; v tom se nelisi od jinych bakterii.
Byvaji ale pleomorfnéjsi. U rodu Clostridium je ptitomnost a pozice endospor uzivana jako vyznamny
diagnosticky znak. Pokuste se u jednoho z vasich kment (robustni G+ tyéinky) endospory najit.

Ukol 2: Anaerostat a anaerobni box

K ziskéani anaerobidzy pouzivame v nasi laboratofi tii zptisoby:

a) pro tekuté pudy se jako bariéra médium/atmosféra pouziva parafinovy olej (neni dokonalé)
b) pevné pudy davame do anaerostatu, kde je kyslik chemicky nahrazen smési plyna

¢) pevné pudy Ize také umistit do anaerobniho boxu; anaerobni atmosféra je vhanéna z bomby.

Vepiste do obrazkil svij popis (anaerostat uvidite doopravdy a spolu s anaerobnim boxem také na obrazku).
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Ukol 3: Kultivace na agarovych ptidich

Popiste kultivacni vysledky danych kmeni na aerobnich i anaerobnich padach.

a) Aerobni kultivace na krevnim agaru (KA)
Napiste, zda bakterie rostou ¢i nikoli, pfipadné téz popiste jejich kolonie.

b) Anaerobni kultivace na VL agaru (VL krevnim agaru)
VL (krevni) agar je podobny krevnimu agaru, ale ma snizeny redoxni potencial a kultivuje se v anaerostatu ¢i
anaerobnim boxu. Napiste, které kmeny zde rostou a ty, které nerostly na KA, popiste.

¢) PomnoZeni anaerobti ve VL bujonu
VL bujon se pouziva pro pomnozeni malo pocetnych anaerobnich bakterii. Zkontrolujte pfitomnost zakalu
(rtistu) ve VL bujonu a porovnejte s vysledky ¢asti b).

Ukol 4: Druhova diagnostika anaerobi biochemickymi testy

U kmeni uréenych jako anaeroby pouZijeme biochemicky mikrotest (ANAEROtest 23 Lachema)
naockovany o dva dny dfive. Odectéte podle schématu. Pozor, kodova kniha ma tentokrat ¢tyfi casti,
musite tedy najit spravnou ¢ast dle vysledki mikroskopie. Vysledky sloupci ,,B“ a ,,A* se nezapoditavaji,
ziskate tedy Sestimistny kod za sloupce H az C.

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

Notes:

Ukol 5 Citlivost anaerobii na antibiotika

Na stole naleznete difusni diskové testy citlivosti na antibiotika u kmemi, které jste urcili jako G— koky a které
patri k patogennim druhiim. Do tabulky dopiste zkratky antibiotik dle prilozené karticky a pro vSechny testované
kmeny zmeérte zony citlivosti. Na karticce mate napsany hranicni zony — podle nich interpretujte zony vami
zjistené jako citlivé (C), rezistentni (R) a dubiozni (D).

Kmen -

Antibiotikum & zony (mm) Interpretace & z6ny (mm) Interpretace
(celé jméno)
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Ukol 6 Detekee toxini klostridii
U klostridii se pouzivaji rizné testy produkce toxinu.

a) Prikaz toxinu (lecitinazy) Clostridium perfringens

Clostridium perfringens tvoii specifickou lecitindzu, neutralizovatelnou specifickou protilatkou. Polovina vasi
misky je potfena protilatkou (anti-lecitindzou), druha potfeba neni. Toxicky efekt lecitinazy spatiite jako oblast
precipitace kolem kmene na Zloutkovém agaru; Pravy toxin je neutralizovan antitoxinem, jiné lecitinazy

vvvvv

b) Prukaz toxinu Clostridium tetani

Zakreslete (dle prezentace) obrazek tetanické mysi. Pov§iméte si pozice ocasku a koncetin.

b)

a) \

\

/
D

Ukol 7 Ukézka hled4ni anaerobti mezi fakultativng anaerobni florou

V praxi (pfedev§im u posevnich vytért) je ¢asto nutné hledat
anaeroby mezi jinymi bakteriemi. Pro tento ucel se pouzivaji
misky s disky. Amikacin je u€inny proti gramnegativnim
bakteriim, vankomycin proti grampozitivnim; anaeroby vsak
byvaji rezistentni. Vyznacte, na kterém misté¢ se zpravidla
vyhledavaji anaeroby. Pii této kultivaci jsou casto viditelné
laktobacily  (drobné Sedé kolonie s viridaci). Jsou
mikroaerofilni, av§ak nase (nedokonald) anaerobidza jim
vyhovuje rozhodné vice nez aerobni prostiedi.

Kontrolni otazky:

&® @

1. Kde se v lidském téle vyskytuji za fyziologickych podminek anaerobni bakterie? Jak se dostavaji do

jinych tkani, kde pak zptisobuji zanéty?

2. Jaké jsou principy odbéru a transportu vzorku pfi podezieni na anaerobni infekce?

3. Pro ktera klostridia je typické
a) zbasténi jejich neurotoxinu?

b) neurotoxin Sifici se z lokalniho zanétu?

c) histotoxin vedouci k plynaté snéti (jmenujte alespon jedno)?

d) pseudomembrandzni kolitida?

4. Jmenujte alespon tii antibiotika vhodna k 1é¢b¢ anaerobnich infekei
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