VLLMO0522¢ — Lékarska mikrobiologie, prakticka cviceni. Protokol k tématu P02

Téma P02: Diagnostika streptokokt
K nastudovani: Streptococcus (z ucebnic, internetu...)
Mikroskopie, Kultivace, Biochemicka identifikace, Neutralizace

Tabulka pro souhrn vysledkii tikolii 1 aZ 6 (k postupnému vyplnéni):

Kmen K L M N P Q R S

Gramovo barveni —
Ukol 1

Katalaza — ukol 2a

Slanetz-Bartley

ukol 2b

Ukol 3 | Velikost

Kulti-

vace Barva

(krevni

agar) Tvar
Profil
Zmény
agaru
Jiné

DILCI ZAVER

Ukol 4a: Optochin
(jen viridujici str.)

4b: STREPTOtest
16 (jen ustni strep.)

Ukol 5a: PYR test
(jen hemolytické s.)

Ukol 5b: CAMP
(jen hemolytické s.)

Ukol 5c¢ (jen nAnB)
Aglutinace

KONECNY
ZAVER

Ukol 1: Mikroskopie podezielych kmeni

Na stole mate kmeny oznacené pismeny. Obarvéte je podle Grama a uréete, ktery z nich neni grampozitivnim
kokem. Natéry jednotlivych kmeni oznacte na sklicku pomoci tuzky na sklo pfislusnym pismenem. Vysledky
zapiste do tabulky. U kment, které nejsou G+ koky, proskrtnéte zbylou ¢ast tabulky.

Ukol 2: Zakladni kultivaéni a biochemické testy — rodové uréeni

a) Katalazovy test k odliSeni stafylokoki
Proved’te katalazovy test se vSemi kmeny z prvniho tkolu s vyjimkou toho, ktery jste v tomto ukolu vytadili.
Stafylokoky jsou katalaza pozitivni, streptokoky a enterokoky negativni. Zapiste do tabulky.

b) Riist na Slanetz-Bartleyové agaru k odliSeni enterokoku
Na misce mate po vysecich naockovany vsechny kmeny. Roste vSak jen jeden. Tento kmen je enterokok, a neni
tedy streptokok. Zapiste vysledek do tabulky.

Ukol 3: Kultivace na krevnim agaru

Na miskach s krevnim agarem mate opét vSechny kmeny. Ty, které jste vyloucili v tkolech 1 a 2, nemusite
popisovat, pro porovnani se v§ak na né podivejte. Zapiste vlastnosti kmeni do tabulky.

Nyni zapiste do tabulky ,,diléi zavér“. Ke kazdému z kmeni K a7 S zapiste ,,NENI STR* (neni streptokok)
»HEMOL STR* (€¢aste¢na ¢i iiplna hemolyza) nebo ,,VIRID STR* (streptokok s viridaci)

Jméno Bi7170c Datum 23. zati 2014 Str. 1/4




VLLMO0522¢ — Lékarska mikrobiologie, prakticka cviceni. Protokol k tématu P02

Ukol 4: BlizSi uréeni streptokokii s viridaci

a) Optochinovy test

Mate za kol vyhodnotit optochinovy test u dvou kment, které jste urcili jako streptokoky s viridaci.
Optochinovy test je test, ktery se ni¢im nelisi od bézného difuzniho diskového testu az na to, Ze Gi¢inna latka
(optochin) se nyni uz nevyuziva 1é¢ebné. Kmen s pfitomnosti zony inhibice rustu kolem disku je S. preumoniae,
kmen bez zony je ,,ustni streptokok. Vysledek zakreslete a zapiste do tabulky (tam stac¢i ve formé +/—)

EN KMEN

B = jakakoli zona citlivosti (neni nutno m&fit) = neni zéna

b) Biochemické urceni ,,uistniho* streptokoka
U kmene, ktery jste v pfedchozim ukolu ur€ili jako ,,astniho* streptokoka, druhové vyhodnot’te biochemicky
mikrotest (STREPTOtest 16), vyuZzivajice postupt, které znate z jarniho semestru.

Zkum. Prvni fadek s osmi jamkami Druhy tadek s osmi jamkami
VPT IH|1IG |IF |1E | 1D |1C | 1B | 1A |[2H |[2G |2F |2E | 2D |2C | 2B 2A

1 121411214 ]1]214]1]2]4]|1]2]4 |1 |2

Kod: Identifikace % pravdépod. | T index
Streptococcus

Ukol 5: Urcovani streptokokii s ¢astecnou ¢i iplnou hemolyzou
Tento ukol provadéjte u tii kmend, které jste urcili jako streptokoky s betahemolyzou (¢asti a, b); posledni ¢ast
(¢) pouze u kmene, ktery urcite jako non-A-non-B streptokoka.

a) PYR test

PYR test je prouzkovy test, podobny oxidazovému. Pfi odecitani barevné reakce je vSak nutno asi pét minut
vycCkat, pak ptikapnout kapku ¢inidla pro PYR test a poté pockat dalsi pilminutu. Pozitivni je zCervenani otisku.
Také tento test je pozitivni u S. pyogenes (a také u enterokokit). Negativni je Streptococcus agalactiae i non-A-
non-B streptokoky.

Poznamka.: Néekdejsi bacitracinovy test se drive pouzival misto PYR-testu. Jeho princip je shodny s principem
optochinového testu, jen s jinym antibiotikem. Pro nedostatecnou specificitu byl jiz témér opusten.

Vypliite nasledujici tabulku, véetné zakresleni vysledku PYR testu u vSech tii testovanych kmeni.

Kmen (zapiste pismeno) Kmen (zapiste pismeno) Kmen (zapiste pismeno)

Interpretace: negativni — pozitivni | Interpretace: negativni — pozitivni | Interpretace: negativni — pozitivni
(nehodici se Skrtnéte) (nehodici se Skrtnéete) (nehodici se Skrtnéte)

b) CAMP test

Poznamka: CAMP test nema nic spolecného s cyklickym adenosinmonofosfatem. Nazyva se podle jmen svych
objevitelii. Proto se takeé pise CAMP test a nikoli cAMP test.

CAMP test je zalozen na hemolytickém synergismu mezi kmenem S. aureus produkujicim beta-hemolyzin a
kmenem S. agalactiae. Pozitivni vysledek ma tvar dvou trojuhelnikovitych zon (,,motylovity tvar®) tiplné
hemolyzy v misté piekiizeni obou kment. Mala zéna jiného tvaru se povazuje za negativni vysledek. Negativni
je jak S. pyogenes, tak i non-A-non-B streptokoky. Nakreslete sviij vysledek do obrazku (na nasledujici strance):
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kmen

kmen kmen

¢) Demonstrace aglutina¢niho testu k bliZ§imu urceni zejména non-A-non-B streptokokii
U kmene uréeného jako streptokok non-A-non-B by se mohlo provést uréeni séroskupiny aglutinaci. Prohlédnéte
si na obrazku z dataprojekce vysledek takové aglutinace a zakreslete. Poté zaznamenejte do tabulky vysledky
viech ¢asti Ukolu &. 5, a zapiSte do tabulky definitivni zavér (uréeni jednotlivych streptokokii).

O e G
& G

Ukol 6: Testy citlivosti na antibiotika u streptokoku

Vyhodnot'te testy citlivosti (difusni diskové testy) na antibiotika u téch kment streptokokt, které povazujete za
patogeny ¢i mozné patogeny; predpokladejme pro jednoduchost, Ze se jedna o kmeny z hornich cest dychacich.
U kmene urc¢eného jako non-A-non-B streptokok pro jeho malou patogenitu citlivost neurcujeme; u kmene
uréeného jako S. agalactiae (typicky puvodce mocovych infekei) pouzijeme sadu antibiotik uréenou pro 1é¢bu
mocovych infekei (obsahuje napf. nitrofurantoin).

Do tabulky dopiste zkratky antibiotik dle pfilozené karti¢ky a pro v§echny testované kmeny zméfte zony citlivost
v mm. Na karti¢ce jsou napsany hrani¢ni zony — podle nich interpretujte zony vami zjisténé jako citlivé (C),
rezistentni (R) a dubidzni (D). Dubidzni jsou zony, jejichz primér pravé odpovida referencni zoné.

Pismeno kmene - Pismeno kmene =
Antibiotikum & z6ny | Interpr. & zony Interpr. Antibiotikum & z6ny | Interpr.

(mm) (mm) (mm)

Penicilin (P) Penicillin (P)

(ref. zona 18 mm) (ref. zona 18 mm)

Erythromycin (E) Tetracyklin* (TE)

(ref. z6na 21 mm) (ref. z6na 23 mm)

Klindamycin (DA) Vankomycin (VA)

(ref. zéna 17 mm) (ref. zona 13 mm)

Chloramfenikol (C) Nitrofurantoin (F)

(ref. z6na 21 mm) (ref. z6éna 15 mm)

Tetracyklin* (TE)

(ref. zéna 23 mm)

Vankomycin (VA) *vysledek plati i pro doxycyklin

(ref. zéna 13 mm)
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Ukol 7: Diagnostika pozdnich nasledki streptokokovych infekei — vySetieni ASLO
Princip: Protilatky brani hemolyzinu (streptolyzin O — antigen) hemolyzovat kralici erytrocyty. Hladina ASLO se
zvySuje po nakazach vyvolanych hemolytickymi streptokoky skupiny A (méné casto i jinych). Riziko pozdnich
nasledkii streptokokovych nakaz se projevi zvysenim ASLO nad 200 m. j. (mezinarodnich jednotek).

Na boc¢nim stole naleznete ve vlhké komtirce desticku. Obsahuje pozitivni kontrolu a nékolik sér pacientd.
Urcete hodnoty ASLO (hodnota ASLO odpovida poslednimu jesté pozitivnimu dulku, pozitivita = zabrana
hemolyzy, negativita = hemolyza) a interpretujte z hlediska rizika pozdnich nésledkt streptokokové infekce.

LT 120 kit o bkl 2 vOR R 405501607 [E1]1911] ASLO v m. j. Interpretace

K+ (IO ICICIC)

P2 (0 C I ICICIC)

P3 ()OI ICICICICICIC)

P4 ()0 CCIC )

P5 (XXX NI

Slovni¢ek k dnesnimu tématu:

V tomto protokolu (a v nékterych ucebnicich) V nékterych jinych ucebnicich
viridace alfa-hemolyza

¢astecnd hemolyza beta-hemolyza

uplna hemolyza

z4dna hemolyza/nepfitomnost hemolyzy gama-hemolyza
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