Bi7170c — Lékatska mikrobiologie, prakticka cviceni. Protokol k tématu PO1

Téma P01: Mikroskopie a kultivace v 1ékarské mikrobiologii. Testovani
citlivosti na antibiotika. Diagnostika stafylokokii

K nastudovani: Gramovo barveni. Kultivace a pudy v klinické mikrobiologii. Testy
citlivosti na antibiotika. Rod Staphylococcus. (z internetu, u¢ebnic apod.)

Ukol 1:Mikroskopie infekéniho materialu
V mikroskopu sledujte preparat z hemokultury obarveny podle Grama. Popiste a zakreslete sledované utvary.
Hemokultura je vzorek krve, smichany s transportné-
kultivacnim médiem a zaslany do laboratore. Cela zasland
lahvicka se kultivuje v automatickém kultivatoru a v pripadé
pozitivity se mimo jiné provadi mikroskopie; vice o
hemokulturach a hemokultivaci se dozvite v praktiku P13.
Vsimejte si pritomnosti bakterii (jejich tvaru, barvitelnosti
a mnoZstvi) dale také erytrocytiu a dalSich pozorovanych
objekti. Nezapomeiite obrazek kreslit barevné a popsat vSe,
co vidite. Pravidla z prvniho jarniho praktika stale plati!

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

Kmen K L M N

Gramovo barveni —

Ukol 2

Ukol 3: | Velikost

Kulti-

vace Barva

(krevni

agar) Tvar
Profil
Hemo-
lyza
Jiné

Ukol 4: riist na KA
+ 10 % NaCl

Ukol 5: kataldza
(piste ,,+ ¢i,—)

DILCI ZAVER

Ukol 6a: Test
clump. faktor (+/-)

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

Ukol 6¢: Test
hyaluronidazy (+/-)

Ukol 7:
STAPHYtest 16

KQNECNY
ZAVER

Pokud néktery test u nékterého kmene neprovddite, proskrinéte ho. Konecny zaver ale napiste pro vSechny.

Ukol 2a: Nativni preparat

Nativni preparat se v klinické mikrobiologii pouziva hlavné u pozorovani hub, paraziti a pohyblivych bakterii.
Muize ale slouzit také k pozorovani buné¢k lidského téla, které se vyskytuji v klinickych vzorcich. Nejcastéji jsou
to epitelialni buiiky sliznic (vétsSinou dlazdicovy epitel) a leukocyty, pfipadné i erytrocyty.

Zhotovte a prohlédnéte nativni preparat z posevniho vytéru, zaslaného v transportnim médiu CAT. Pouzijte kryci
sklicko. Pozorujte pti zvétseni 400 — 600x(pouzijte tedy objektiv zvétsujici 40x nebo 60x). Posun

Jméno Bi7170¢c  Datum 22. zafi 2015  Strana 1/6




Bi7170c — Lékatska mikrobiologie, prakticka cviceni. Protokol k tématu PO1

makrosroubem smérem dold provadéjte (nejen v tomto praktiku) za zrakové kontroly z boku, abyste nerozbili
kryci sklicko ¢i dokonce objektiv!

Ukol 2b: P¥iprava fixovaného preparatu, prohliZzeni kment barvenych Gramem

Ukol provadgjte se viemi Gtyimi kmeny (K, L, M, N).

Pripravte fixované preparaty: Smichejte trochu hmoty mikrobi z agarové misky s kapkou fyziologického

roztoku na skli¢ku. Rozetfete kapku po celém sklicku, aby vam rychleji uschla. Nechte sklicko uschnout, nebo

suSeni urychlete jeho umisténim pobliz plamene (ne piimo do plamene). Teprve az je preparat suchy, mtizete ho
fixovat: protahnéte ho nékolikrat plamenem. Nyni je preparat fixovan.

Nyni prob&hne vlastni Gramovo barveni: Vlozte skli¢cko do kyvety krystalovou violeti (GRAM 1) a ponechte

30 s. Poté vyplavte violet Lugolovym roztokem, tu ponechte také asi 30 s. Odbarvujte alkoholem asi 15 s

(dokud neni odplavena vétSina violeti) a oplachnéte vodovodni vodou. Pozadi obarvéte safraninem 60 s a opét

oplachnéte vodovodni vodou.

Preparat osuste susitkem z filtracniho papiru a pozorujte imerznim objektivem zvétsujicim 100x (celkové

zvétseni tedy zpravidla 1000x). Imerzni objektiv poznate podle Cerné ¢ary (nekdy dvojité) a napisu ,,0il“. Kryci

sklicko se nepouziva.

e Na preparat kapnéte malou kapku imerzniho oleje. Dbejte, aby olejova kapka neptetekla pres okraj sklicka a
zejména aby nezatekla do mechaniky mikroskopu. Za kontroly zrakem z boku snizujte makroposuvem
objektiv, az se dotkne kapky oleje.

e Zacénéte pozorovat. Velmi (!) pomalu zvedejte makroposuvem objektiv.

e A7 se v zorném poli mihne obraz preparatu, kratkymi pohyby mikroposuvu jej doostiete.

o Nikdy nesnizujte mikroposuvem objektiv, ale zopakujte postup ostieni od zacatku.

¢ Po ukonceni mikroskopovani pe¢livé otfete objektiv benzinem.

Vysledek mikroskopie zakreslete do protokolu.

Obarvéte podle Grama ¢isté kultury predlozenych mikrobt. Vysledky pozorovani zakreslete (|) a zapiste (1).

Kmen K Kmen L Kmen M Kmen N

o

Ukol 3a) Nejdiilezitéjsi pidy v klinické mikrobiologii a jejich charakteristika

Prohlédnéte si vystavené pidy a poznamenejte si jejich typ a vlastnosti podle idaji na karti¢kach nebo vykladu
asistenta. Nezapomeiite si poznamenat, ktera puda je tekuta a ktera pevna a ktera je nalita do zkumavky a ktera
do Petriho misky.

Nazev pady Tekuta/pevna, Barva Typ pudy Bakterie, pro néz je
miska/zkumavka (selektivni, ...) puda urcena*

1. bujon

2. VL-bujon

3. selenitovy bujon

4. Sabouraud

5. Lowenstein-
Jenssen

6. KA

7. Endo

8. MH

9. NaCl

10. VLA

pokracovani tabulky na dalsi strance
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13. Levinthal

14. Slanetz-Bartley

*neni nutno vyplilovat vSude, vyplitte pouze u pid urenych k diagnostice urcitych bakterii

Ukol 3b: Riist stafylokokii na krevnim agaru (z praktickych diivodi je tento tikol

oznacen pouze jako ukol 3)
Vypliite tabulku na prvni strané v fadcich ,,Ukol ¢. 3“. Do ,,jinych* napiste to zajimavé, co se nevejde jinam.

Ukol 4: Riist bakterii na krevnim agaru s 10 % NaCl
Zhodnotte schopnost ristu pfedlozenych kmenti 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 kmentl a vneste je
do kapky 3% H,0, na podloznim sklicku. Zaznamenejte reakci u vSech kment. Do tabulky piste ,,+“a ,,—

Pozitivitu charakterizuji , zatimco je negativni.

Nyni vypliite v tabulce 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. Pfitomnost plasmakoagulazy se projevi aglutinaci bakterialnich
bunék. Vysledek vySetieni zakreslete a zapiste sem i do tabulky.

Kmen Kmen

(pismeno) (pismeno)

pozitivni — negativni pozitivni — negativni
(Skrtnéte co neplati) (Skrtnéte co neplati)

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. (Zkumavka je v nakresu zdmérn¢ naklonéna, aby bylo vidét, zda je uvniti hladina tekutiny.)

Pozitivni vysledek

Negativni vysledek
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6¢) Detekce hyaluronidazy

Na krevni agar jsme naockovali asi 2 cm $iroky pas Streptococcus
equii, bakterie, ktera tvofi silné¢ pouzdro s obsahem kyseliny
hyaluronové. Kolmo k tomuto pasu byla nao¢kovana cara
vySetfovaného kmene stafylokoka. Pokud je pfislusnym kmenem
stafylokoka hyaluronidasa produkovana, difunduje do okoli a do
druhého dne zplisobi lyzu pouzdra Streptococcus equii. To se
projevi ptlkruhovou zénou ,,ztraty slizovitosti“ v pasu
naoc¢kovaného Streptococcus equii. Zakreslete vysledek reakce u
dvou kment (v¢etné pozitivni a negativni kontroly) a popiste.
Pozor! V tomto tikolu nejde 0 hemolyzu kmenii. Do obrazku ji
sice — pokud ji pozorujete — miiZete zakreslit, neni to vSak pro
tento ukol podstatné. Dbejte pokyni ucitele a tikol provadéjte
aZ po jeho vykladu!

Ukol 7: Blizsi uréeni stafylokokii pomoci biochemického mikrotestu (STAPH Ytest 16)
Vzhledem k tomu, Ze biochemické identifikacni testy dosud nebyly probrany, vynechavaji studenti PfF tento
ukol. Studenti, ktefi maji zajem tikol provést a maji patficné znalosti, jej najdou na konci protokolu.

Ukol 8a: Citlivost stafylokoku k antibiotikiim
K testovani citlivosti na antibiotika se pouZzivaji riizné zptsoby:

= difusni diskovy test — kvalitativni

= E-test — kvantitativni (dnes se s nim nesetkame)

=  mikrodiluéni test — kvantitativni (ani s nim se dnes nesetkame
Je také mozZnost misto uréovani citlivosti pfimo hledat ur¢ity fenotyp rezistence, vizte ukol 8b.
U difusnich diskovych testii porovnavame nalezené zony citlivosti s referencnimi zonami, které nam poskytuje
vyrobce a které jsou vesmeés stanoveny v souladu s doporucenimi organizaci, jako je evropskda EUCAST ¢i
americka CLSIL
Kdyz je zona vetsi nebo stejna jako referencni mez, fikame, ze kmen je na dané antibiotikum citlivy. Nékdy jsou
z6ny tak velké, Ze ani neni mozné je zméfit. Samoziejmée i v takovych ptipadech hodnotime vysledek jako
HCitlivy®.
Kdyz je zona mensi nez referencni mez, nebo pokud viibec zadnou zénu nenalézame (bakterie rostou az tésné
k disku), popisujeme takovy vysledek jako ,rezistentni®.
V nekterych pripadech jsou stanoveny dvé meze, pri¢emz lezi-li zméfena velikost zony mezi nimi, povazuje se

kmen za ,,intermediarné citlivy*. Tato moZnost interpretace existuje jen pro néktera antibiotika a mikroby

Zdbna je vetsi nez T Zobna citlivosti je
referen¢ni mez. Takovy pritomna, avSak je mensi
vysledek lze vyhodnotit | nez hrani¢ni. V takovém
jako ,,C* (kmen je na pripad¢ se vysledek

dané antibiotikum hodnoti jako ,,R* (kmen je
citlivy) rezistentni na dané
antibiotikum)

r Zde neni zadna viditelna
z6na, proto kmen je
rezistentni, ,,R“

Zobna je tak velka, ze ji
ani nelze zméfit, coz ale
nevadi, je evidentni, ze
kmen je citlivy (,,C*)

Pouzivame rtizné sestavy podle toho, jaké bakterie testujeme.

Zjistéte citlivost predlozenych kment stafylokokt k vybranym antibiotikim pomoci diskového difusniho testu.
Citlivost k pfedkladanym antibiotikiim zhodnot'te na zékladé zméteni priméru inhibicni zony a porovnani

s tabulkou. Interpretujte kmeny jako citlivé (C), intermediarni (I) ¢i rezistentni (R) k danym antibiotikiim.
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Kmen >
Antibiotikum Citlivy Intermedi- Rezis- J z6ny Interpre- J z6ny Interpre-
pokudje | arni pokud tentni (mm) tace (mm) tace
Cefoxitin >22/25 <22/25
FOX* mm** mm**
Erythromycin >21 mm 1820 mm | <18 mm
E
Clindamycin >22 mm 1921 mm | <19 mm
DA
Ko-trimoxazol > 17 mm 15-16 mm | <15 mm
SXT
Tetracyklin®** >22 mm 1921 mm | <19 mm
TE
Chloramfenikol > 18 mm < 18 mm
C

*interpretuje se jako oxacilin, pfipadné i dal$i betalaktamy
**22 mm plati pro S. aureus, 25 mm pro koagulazanegativni stafylokoky
***yysledek plati také pro doxycyklin

DaleZita poznamka: V nekterych testech miize byt uprostred sedmy disk MUP (mupirocin). Jde o lokdlné
podavanou antimikrobialni latku (obsazenou napr. v preparatu BACTROBAN) slouzici napriklad k alespon
docasnému odstranéni kmenit MRSA (viz dale) z nosni dutiny. Test citlivosti na mupirocin se provadi zejména pri
nalezech zlatych slafylokokii z nosu. Protoze mupirocin nemaji ve svych testech vsichni, v praktiku ho
nehodnotime (jen pro informaci, kmen je citlivy pri zoné > 30 mm a rezistentni pri zoné < 18 mm). — Diisledkem
pritomnosti mupirocinu uprostied je horsi odecitatelnost ostatnich zon. Pokud neni mozné zmérit primer, zmérte
polomer (odhadnéte stred disku) a vyndsobte dvema.

Ukol 8b: Demonstrace screeningové piidy na MRSA

Jednim z vyraznych problému antibiotické rezistence kmeny zlatého stafylokoka rezistentni k methicilinu a
oxacilinu (MRSA) a vankomycin rezistentni enterokoky (VRE). Jeden ze zpusobi jejich detekce je pouziti
screeningovych pid. Obvykle se pouzivaji chromogenni pudy* s antibiotiky.

V ptipadé MRSA je dilezité nejen odlisit methicilin-rezistentni a methicilin-citlivé kmeny, ale také rozlisit mezi
kmeny Staphylococcus aureus a koagulaza negativnimi stafylokoky. Na ptidach mtizete pozorovat nékolik
kombinaci druhti a jejich rezistenci.

Upozornéni: Pidy jsou pomérné drahé, proto je mate nachystany pouze v jednom exemplaii na bo¢nim stole.
Prohlédnéte si kontrolu, kterd obsahuje vSechny kombinace (vizte v tabulce). Dale u predlozenych kment ovéite,
zda jde 0 MRSA. (Je mozné, ze ptijde jen o jeden kmen, v tom pfipadé nepotiebné fadky vynechejte.

Kmen Roste/neroste, barva kolonii

Staphylococcus aureus, methicilin rezistentni (= MRSA)

Staphylococcus aureus, methicilin citlivy

Koagulazanegativni stafylokok, methicilin rezistentni

Koagulazanegativni stafylokok, methicilin citlivy

Kmen Kmen je
MRSA — MRSKN - MS
stafylokok* STRAPH
MRSA — MRSKN — MS .
stafylokok*
MRSA — MRSKN - MS
stafylokok*

*nehodici se Skrtnéte: MRSA = meticilin rezistentni S. aureus, MRSKN

= meticilin rezistentni koaguldzanegativni staf., MS = meticilin citlivy
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Dopliikkovy ukol 7 pouze pro studenty, ktefi maji zkuSenosti s biochemickymi testy Erba

Lachema a chtéji si to vyzkousSet: BliZsi urceni stafylokokii pomoci biochemického
mikrotestu (STAPHYtest 16)

Pro identifikaci stafylokokt je urcena sada biochemickych testti. Podle tabulky v ndvodu k pouziti nebo podle
barevné srovnavaci Sablony odectéte vysledky jednotlivych reakci. Vysledky testd pro jednotlivé kmeny zapiste
a na zéklad¢ interpretacnich tabulek zjistéte, o které druhy stafylokokt jde. Zacatek vysledkid pro prvni kmen
mate predvyplnén. Nezapomeiite vyplnit t€Z procento pravdépodobnosti a index typic¢nosti!

Zkum. | Prvni fadek vlastniho testu s 8 jamkami Druhy radek vlastniho testu s 8 jamkami

VPT IH|IG |IF |1E [ 1D | 1C | 1B | 1A |[2H [ 2G | 2F | 2E | 2D |2C | 2B 2A
K + |+]|+]|-|-|-|+]|+]|-
1 214111241 (241124124 |1 2
7 0 3
Kod: Identifikace % pravdépod. | T index
Staphylococcus

VPT IH|1G |IF |IE | 1D |IC | 1B | 1A |2H |2G |2F | 2E | 2D | 2C | 2B 2A

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

Kod: Identifikace % pravdépod. | T index
Staphylococcus
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