Bi7170c — Lékarska mikrobiologie - cviceni. Protokol k tématu P05

Téma P05: Diagnostika Pasteurellaceae a G— nefermentujicich ty¢inek
Ke studiu: Haemophilus, Pasteurella, Pseudomonas a G— nefermentujici ty¢inky (ucebnice, WWW atd.)

Tabulka pro hlavni vysledky ukolii 1 az 5 (k postupnému vyplnéni):
Kmen K L M N P Q R S

Gramovo barveni —
Ukol 1

Ukol | Ristna KA
2 (A/N)

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

Endova p.
(—/L-/L+")

MH agar
(barva)

Ukol 3a Satelitovy
fenomén (+/-)

Ukol 3b Rustové f.
(X, V,X+V)

Ukol 3¢ Pouzderny
typ: Haemophilus

3d Test Penicil.

citlivosti | Vanko.

Fermentace gluk.
Ukol 4 (Hajna)

Oxidazovy test
Ukol Sa

NEFERMtest 24
Ukol 5b

KON!E(V?NY
ZAVER

*Pro bakterie nerostouci na krevnim agaru (KA) pouzijte Gokoladovy 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- ty¢inka, nebude studovan v ukolech 3 az 5 (ale v Ukolu 2 si ho pro srovnani popiste)

Ukol 2: Kultivace na agarovych piidach
Nejdiive napiste, které bakterie rostou na krevnim agaru a které ne. Pak, pouzivajice standardnich procedur,
popiste kolonie vSech kmenil na krevnim agaru. Pouze ty, které na KA nerostou, popiste na cokoladovém agaru.
Poté popiste rist na Endoveé pude (staci ,,— pokud nerostou a ,,+“ pokud rostou; fermentaci laktdézy nelze
posuzovat, nebot’ kmeny jsou naockovany na osminy a netvoii izolované kolonie) a na MH agaru (jen ,,— nebo
T, a piipadné piitomnost specifického zbarveni).

Ukol 3: Identifikace Pasteurellaceae a jejich p¥esnéjsi uréeni

a) Satelitovy fenomén

Hemofily jsou typické takzvanym  satelitovym
fenoménem. To znamena, Ze samy o sob&é nerostou na
krevnim agaru, ale jsou tam schopny rast v pfitomnosti
kmene, ktery pro né z krvinek uvolni ristové faktory. Pro
tento ucel se zpravidla pouziva kmen Staphylococcus
aureus. Zakreslete satelitovy fenomén a spojte popisky
s piislusnymi jevy na obrazku

Staphylococcus aureus Kolonie hemofila
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b) Identifikace hemofilii podle potieby riistovych faktori

Uréete dané kmeny podle potieby ristovych faktord. Zakreslete vysledek faktorového testu pro oba kmeny.

Kmen _ Kmen

&) )

@) ) @) W

¢) Detekce kapsularnich antigeni H. influenzae
Popiste vysledek aglutinace kapsuldrnich antigenti 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.

Ukol 4: Hajnova ptida
Prohlédnéte si kultivaéni vysledky ¢tyf kmenti na Hajnové pudé. Kmen, ktery fermentuje glukozu (Zluta barva)
oznacte jako ,,+, kmeny nefermentujici (¢ervena) jako ,,—

Ukol 5 Uréeni G- glukézu nefermentujicich bakterii

a) Oxidazovy test

Demonstrace oxidazového testu u tii kment uréenych 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).

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

b) Podrobné biochemické testovani

Vyhodnot'te predlozené vysledky NEFERMtestu 24, ktery byl ptipraven 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 zptsob
odecitani testu je jiny, protoze zde mame tfi fady. Testy v horni fadé maji vzdy hodnotu ,,1*, v prostfedni ,,2* a
v dolni ,,4%. Prvni Cislice je z oxidazového testu: ,,0° pro negativni, ,,1“ pro pozitivni oxidazu. Z reakci v dtlcich
B a A se cislice nevypocitavaji. Mame tedy sedmimistny koéd — prvni pozice je ,,0“ (oxidaza —) nebo ,,1¢
(oxidadza +) a dalSich Sest mlize nabyvat hodnot 0 az 7 dle vysledku testii ve sloupcich H az C.

Kmen: OX |H |G |F E D |C B A Kéd:
1 Identifikace:
2 % pravdépodobn.:
4 Index typicnosti:
Kod
Kmen: OX |H |G |F E D |C B A Kod:
1 Identifikace:
2 % pravdépodobn.:
4 Index typicnosti:
Kod
Poznamky:
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Ukol 6: Testy citlivosti patogenti na antibiotika

Mezi vasimi bakteriemi je pét patogennich: dvé z Celedi Pasteurellaceae a tti G— nefermentujici. Z nich vsak
budete méfit velikosti zon jen pro pseudomonadu. Zapiste celé nazvy antibiotik a zméfte velikost zon. Zapiste
kmeny jako citlivé (C) resistentni (R) a dubiozni (D). (Dubidzni jsou ty, které maji velikost zony prave hranicni.)

6a) Test pro Pasteurellaceae

Kmen -
Antibiotikum & z6ény (mm) | Interpr. | & zény (mm) | Interpr. e .
Velké, splyvajici zony neni
Amplclhn ( AMP) potfeba méfit, hodnot’te
C>16/R<16 rovnou jako ,,citlivé™.
Ko-amoxicilin (AMC) . .
C>16/R<16 *plati i pro doxycyklin
Cefuroxim (CXM)
C>25/R<25
Chloramfenikol (C)
C>28/R<28
Tetracyklin (TE)*
C>25/R<22
Ko-trimoxazol (SXT)
C>23/R<20
6b) Test pro pseudomonadu (jako pseudomondda byl uréen kmen )
Antibiotikum & z6ny (mm) Interpr. Antibiotikum & zony (mm) | Interpr.
Piperacilint+tazobaktam (TZP) ciprofloxacin (CIP)
C>18/R<18 C>25/R<22
gentamicin (CN) ceftazidim (CAZ)
C>15/R<15 C>16/R<16
ofloxacin (OFL) kolistin (CT)
C>16/R<13 C>11/R<1l1
ciprofloxacin (CIP) Poznamka: Tazobaktam piisobi jako inhibitor
C>25/R<22 betalaktamazy, zaroven ale ma i svoji viastni
antimikrobialni ucinnost.

6¢) Kontrola primarnich rezistenci u kmeni burkholderie a stenotrofomonady

TABLE 2. Intrinsic resistance in non-fermentative Gram-negative bacteria; non-fermentative Gram-negative bacteria are also intrinsically resistant to benzylpenicillin,

cefoxitin, cefamandole, cefuroxime, glycopeptides, fusidic acid, macrolides, lincosamides, streptogramins, rifampicin, daptomycin, and linezolid

9
E
& 5 i g i i |

a N EEEEEEEERERE R IR
] ] = H E T T | H k o
e - i A B R ﬁ ﬁ H & 3
3 £ E H o i & gE g ﬁ b £ & = £ £ €5 4 S
& -] T F F & [ i E £ g u = Fa I+ & £a
21 Acinetobocter bourmonni, R’ R = = = R R R = R = = - - = R - R - -

Acinetobocter
22 Achramobocter xylbsoxidons R = = = = = R R R - R = - - - - - - - - -
23 Burkholderia cepocia complex® R R R R - - R - - - R R - R R Re R - R - R
24 Blizabethkingia meningoseptica R - R R - - R R R R R R R - - - - - - - R
25 Ochmboctnsm enthropi R R R R R R R R R R R = = = = = = = = = =
24 Pseudomonas oeruginosn R R - - - - R R R - R - - - R Note? R* R* - R -
27 Stenotrophomonas R R R = R R R R R R R R R = = R R¢ = R = =
R. resistant.
*Acinetbocter boumannii may appear to be susceptible to ampicdillin-sul bactam, owing to the actvity of sulbactam against this species.
*Burkfolderia cepocia complex indudes different spedes. Some strains may appear to be susceptible o some fHacmms in vitro, but they are dlinilly resistant and are shown as Rin the mble.

cepodia and are intrinsically resistant to all aminoglycosides. Intrinsic resistance is atbributed to poor permeability and putative efflic In addition, most Stenotraphomonas moltophili isolates pro-

duce the AACHE'}H bz enzyme.
“Pseudomonas censginosa is intrinsically resistant to kanamycin and neomycin, owing o low-level APH{3HIb activity.
"Pmrdmw oenuginosa is typically resistant to trimethoprim and ble @ Adthough it may appear to be susceptible in vitre to trimethopris it should ba o to be resistant.

ikia may show low idime MIC values but should be considered o be resisant.
is typically to trimethoprim-sulphamethoxaznde but resistant to trimethoprim alone.

@2011 The Authors
Clinical Microbiology and Infection €201 1 European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases, CML 19, 141-160

Ve vysSe uvedené tabulce pfirozenych rezistenci, vydané organizaci EUCAST#, vidite pfirozené rezistence u

nejbéznéjsich gramnegativnich nefermentujicich bakterii. Na bo¢nim stole vidite testy citlivosti u burhkolderie a
stenotrofomonady. Abyste nemuseli méfit zony, jsou zde jiz zaznaceny referencni zony.
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Zapiste:

Kmen _ (S. maltophilia) by mél byt primarné rezistentni na tato antibiotika:

Citlivost zjisténa difusnim diskovym testem s timto souhlasi — nesouhlasi v ptipadé

Kmen __ (B. cepacia) by mél byt primarn¢ rezistentni na tato antibiotika:

Citlivost zjisténa difusnim diskovym testem s timto souhlasi — nesouhlasi v pfipadé

Poznamka: V praxi, pokud citlivost nesouhlasi (kmen vyjde jako citlivy ackoli by mel byt primarné rezistentni),
povazuje se i tak za rezistentni. Pokud je vsak diskrepanci vice, je zpravidla vhodné ovérit citlivost
kvantitativnimi testy, pripadné zkontrolovat, zda bylo spravné provedeno rodové a druhové urceni kmene.

# EUCAST = The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing

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 riist bakterii a jeho charakter.

Kmen

Rist v bujonu

Rist ve VL bujonu

Zaver
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