Bi7170c — Lékatska mikrobiologie, prakticka cviceni. Protokol k tématu P04

Téma P04: Diagnostika enterobakterii a bakterialnich pivodci

gastrointestinalnich infekci
Ke studiu: Enterobacteriaceae, Vibrionaceae, Campylobacter, Helicobacter (u¢ebnice, WWW atd.)
Z jarniho semestru: Mikroskopie, kultivace, biochemicka identifikace, antigenni analyza

Tabulka pro hlavni vysledky tikoli 1 aZ S (k postupnému vyplnéni):

Kmen K L M N P Q R S

Gramovo barveni —

Ukol 1

Kulti- Velikost

vace KA

(KA a Barva

Endova | KA

pﬁda) Jiné KA

Ukol2 | Velikost
Endo
Barva
Endo
Jiné
Endo

Hajnova puda

Ukol 3a

Oxidazovy test

Ukol 3b

DILCI

ZAVER

XLD agar

Ukol 4a

ENTEROtest 16

Ukol 4b

Antigenni analyza

Ukoly 5a a 5b

KONECNY

ZAVER

Ukol 1: Mikroskopie podezielych kmenii
Na stole mate kmeny oznacené pismeny. Obarvéte je podle Grama a vepiste vysledky do tabulky. Pozor, kmen

N, jehoZ barveni je obtiZnéjsi, nebarvite — je jiZ pro vas obarven. Kmeny, které nejsou G— ty¢inky, nebudou
zkoumany v ukolech 3 az 5 (ale v Ukolu 2 pro srovnani s ostatnimi ano).

Ukol 2: Kultivace na krevnim agaru a Endové pidé

Standardnim zptisobem popiste kolonie vSech kment na krevnim agaru a Endové ptd¢. Pokud kmen na padé
neroste, policko proskrtnéte. Bakterie, které na Zadné z obou ptid nerostou a morfologicky se jevi jako zahnuté
gramnegativni ty¢inky, mohou byt kampylobakter. Gramnegativni tycinka, ktera na Zadné pidé neroste, ale
mikroskopicky neni zahnuta, se bude probirat v pfistim praktiku. Pro srovnani popiste i kmen, ktery se
morfologicky jevil jako grampozitivni kok. Misky z Ukolu 2 nepouZivejte pro jiné ikoly.

Ukol 3: Skupinova diagnostika nejvyznamnéjsich na Endu rostoucich G— ty¢inek

a) Odecteni zkousky na Sikmém agaru podle Hajny

Agar podle Hajny je kombinovana diagnosticka ptida. V tomto ukolu ndm vsak ptijde zejména o odliseni
biochemicky neaktivnich, glukosu ani laktosu nefermentujicich a sirovodik netvoricich ty¢inek —
gramnegativnich nefermentujicich bakterii. Na Hajnové pidé jsou naockovany vsechny kmeny rostouci na Endu.
Prohlédnéte vysledek. Tam, kde piida zGstala v celém rozsahu cervend, jde o biochemicky neaktivni kmen —
ziejmée tedy o gramnegativni nefermentujici ty¢inku. Tento kmen nebude testovan v tikolech ¢islo 4 a 5.

b) Oxidazovy test

Ucitel demonstracné provede oxidazovy test u vSech G— bakterii rostoucich na Endu. Oxidazapozitivni jsou
zastupci Celedi Vibrionaceae a nékteré gramnegativni nefermentujici tyCinky; enterobakterie (s vyjimkou
plesiomonad) oxidazu pozitivni nemaji.
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Bi7170c — Lékatska mikrobiologie, prakticka cviceni. Protokol k tématu P04

Po splnéni tkoli 1 a7 3 sepiste DILCI ZAVER. Které bakterie jsou enterobakterie? Dalsi tikoly budou
provadény pravé jen s enterobakteriemi.

Ukol 4: Rodové a druhové uréeni enterobakterii kultivaénimi a biochemickymi testy

a) Kultiva¢ni prikaz enterobakterii na dalSich pidach

Uz jste vidéli vysledky kultivace na KA a Endu. Nyni si prohlédnéte jesté misky s agarem XLD. Popiste kratce
kolonie enterobakterii na téchto pidach (vyplite do tabulky). Na bo¢nim stole jesté pro porovnani uvidite
vysledky na ptidé MAL (pida velmi podobna ptidé XLD, podobné jako nekteré dalsi, napiiklad DC) a vysledky
na pude CIN (zde rostou yersinie v typickych drobnych rizovych koloniich; pokud nic neroste, nejde o yersinie).
Tyto vysledky se do tabulky nezaznamenavaji.

b) Biochemicky priikaz enterobakterii

Vyhodnot'te ENTEROtest 16, ktery byl inkubovan od piedchoziho dne. Zkontrolujte, zda vysledky souhlasi i

s jinymi testy, které jste jiz provedli; napt. tvorba H,S se projevi i na Hajnové pud¢€, salmonely maji bledé
kolonie s ¢ernym stiedem na pidach XLD a MAL.

U kmene, ktery se jevi byti salmonelou, napiste jako vysledek pouze Salmonella sp. (popt. Salmonella enterica),
jako procento pravdépodobnosti uved’te u tohoto kmene soucet procent vsech tfi salmonel uvedenych u
prislusného kodu v knize, a index typic¢nosti vezméte podle prvniho uvedeného taxonu v kédové knize. Nazev
identifikované bakterie ptepiste také do tabulky pted ukolem €. 1.

Zkum. | Prvni fadek Druhy radek

ONPG | 1H | 1IG | 1IF |1IE | 1D | 1C | 1B | 1A |2H | 2G | 2F | 2E | 2D | 2C | 2B 2A
Kmen:

1 214111241 (24124124 |1 2

Kod: Identifikace % pravd. T index

ONPG | IH | 1IG | 1F |IE | 1D |1C | 1B | 1A |2H | 2G | 2F | 2E | 2D | 2C | 2B 2A
Kmen:

1 2141112141112 14|1]2]4]1|21]4 |1 2

Kod: Identifikace % pravd. T index

ONPG | IH |IG |1F |IE|1ID | 1C|IB | 1A |2H |2G |2F |2E | 2D | 2C | 2B 2A
Kmen|

1 2 1411214111214 ]1]21]4|1|21]4 |1 2

Kod: Identifikace % pravd. T index

ONPG | IH |1IG |1F |IE|ID | I1C|IB | 1A |2H |2G |2F |2E | 2D | 2C | 2B 2A
Kmen|

1 214 (1(2/4 (1214|112 1]4]1]2 |4 |1 2

Kod: Identifikace % pravd. T index

Ukol 5: Antigenni analyza v diagnostice enterobakterii

Antigenni analyzu budeme provadét pouze u téch bakterialnich kmend, kde se provadi rutinné. Antigenni
analyza je u enterobaktérii provadéna predevsim ze dvou divodu:

(a) odliseni antigennich typl se zvysenou virulenci — pfedevsim u E. coli k odliseni EPEC, popt. STEC atd.
(b) z epidemiologickych diivodt, nékdy v kombinaci s divody sub (a) — Salmonella, Shigella, Yersinia atd.
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a) Vylouceni EPEC

U kmene identifikovaného jako Escherichia coli, proved’te antigenni analyzu pomoci sklickové aglutinace se
dvéma polyvalentnimi séry. Pokud budou ob¢ aglutinace negativni, 1ze konstatovat, Ze kmen nepatii mezi EPEC
(jako konecny zavér napiste ,,E. coli, non-EPEC*)

b) Urdeni serovaru salmonely
U kmene uréeného jako salmonela bychom provedli antigenni analyzu sklickovou aglutinaci a zjistili, o ktery
serovar se jedna. Studenti zubniho sméru tento test neprovadeéji.

Ukol 6: Testy citlivosti enterobaktérii na antibiotika
Na stole naleznete difusni diskové testy citlivosti na antibiotika u kment, které jste urcili jako
Enterobacteriaceae. U salmonely test zamérn€ chybi (nejcastéji jde o stfevni ndlez a antibiotiky se tudiz neléci.)
Sestava antibiotik je vhodna k 1é¢b¢ infekci mocovych cest (IMC). Interpretujte kmeny jako citlivé (C),
intermediarni (I) ¢i rezistentni (R) k danym antibiotikim. Interpretace je v souladu s aktualnimi

L s

doporucenimi EUCAST#, u nékterych antibiotik tedy mate pouze mozZnost ,,citlivy* ¢i ,,rezistentni®, pro
jind i ,intermediarni“ (I).

Kmen -
Antibio- Citlivy | Intermedi- | Rezis- | & z6ny | Interpre- | & zony | Interpre- | & zony | Interpre-
tikum pokud je | 4rni pokud | tentni (mm) tace (mm) tace (mm) tace

Ampicilin > 14 mm <14 mm
AMP
Cefalotin >18mm |14-17 mm | < 14 mm
KF
Ko-trimo- >16mm |13-15mm |<13 mm
xazol SXT Studenti Bi7170c z ¢asovych diivoda
Nitrofuran- |>11 mm <11 mm neprovad¢ji. Ze vSech kmend si vyberte
toin F jen jeden (libovolny). Nezapomerite
Tetracyklin* [>15mm | 12-14 mm | < 12 mm zapsat jeho pismeno!
TE
Cefuroxim |[> 18 mm <18 mm
CXM
Norfloxacin |>22 mm | 19-21 mm |< 19 mm
NOR

*plati také pro doxycyklin
Ukol 7: Diagnostika kampylobakteri

Prohlédnéte si kolonie bakterie, ktera nevyrostla na KA ani Endové pud¢ a kterou podle morfologie povazujete
za pravdépodobného kampylobaktera, na specialni ptidé. Zapamatujte si étyti zakladni podminky kultivace
kampylobakterti:

(a) specialni ptida s aktivnim uhlim a s pfipravkem antibiotik a antimykotik k odclonéni jinych mikrobt,

(b) mikroaerofilni atmosféra,

(c) zvysena teplota na 42 °C, coz odpovida télesné teploté ptakti coby prirozenych hostitelt, a

(d) prodlouzeni kultivace na 48 hodin.
Popiste kolonie a zapiSte vysledek oxidazového testu, ktery demonstracné provede ucitel. Pro kampylobaktery je
typickd opozdéna pozitivita, tj. prouzek zmodra, ale az po chvili, nikoli okamzité.

Popis kolonii Vysledek oxidazového testu | DalSi poznamky

Ukol 8: Ureazovy test v diagnostice helikobaktera

V diagnostice helikobakterd se vyuziva mj. ureazovy test, provedeny piimo s bioptickym vzorkem zalude¢ni
sliznice (nikoli tedy s kmenem — vyjimka!). Bioptat se vlozi do pidy obsahujici ureu a indikator. V pozitivnim
pripad¢ tekutina zCervena, v negativnim pfipad¢ zlstane zluta.

Ze dvou vzorkt (oznacenych X a Y) vyberte, ktery je pozitivni.

Vysledek: Pozitivni je vzorek , negativni je vzorek .
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Ukol 10: Vliv riiznych faktort na rust a pieZiti bakterii

Ukol 10a) Vliv teploty na bakterie
Z casovych divodu pokus neprovadime prakticky. Smyslem tikolu je pochopit rozdil mezi inhibici bakterialniho
ristu a usmrcenim bakterii, coz je vyznamné i v klinické mikrobiologii. Zapiste pouze zaveér, plynouci z tabulky.

Teplota (°C) 20 30 40 50 60

Prvni fada

(kultivovano celou
dobu pouze pii dané neroste roste roste neroste neroste
teplote)

Druha fada
(kultivovano pouze
nékolik hodin pfi roste roste roste roste neroste
dané teploté, pak
preneseno do optima)

Zavér. (Zapiste to, co vite s jistotou. Pokud naptiklad dolni mez rtistu lezi mezi 20 a 30 °C, vime s jistotou, Ze
nad 30 °C urcité roste.)
Dana bakterie roste pfi teplotach od do °C. Teplota °C ji usmrcuje.

Ukol 10b) Vliv desinfekéniho &inidla na bakterie

Prohlédnéte si vysledek pokusu na boc¢nim stole. Bakterialni kultury byly vystaveny riiznym koncentracim téhoz
desinfekéniho Cinidla po stejnou dobu. Poté byly pfeockovany do kultivaéni ptidy. Ta jiz samoziejmé zadny
desinfekeni prostiedek neobsahovala. Do tabulky zapiste ROSTE — NEROSTE (nebo R — N)

Koncentrace 0,5 % 1% 2% 5%

Vysledek

Zavér: Minimalni baktericidni koncentrace daného desinfekéniho ¢inidla je

Ukol 10c¢) Vliv ¢asu v kombinaci s teplotou

Mame zde obdobné zkumavky jako v ikolu 1a, tentokrat vSak byly bujony vzdy vystaveny extrémnim teplotam
jen na n¢jakou dobu a poté kultivovany pii teploté pro bakterie optimalni. LiSil se vSak ¢as, po jaky byly bakterie
danym teplotdm vystaveny. Do tabulky zapiste ROSTE — NEROSTE (nebo R — N)

Teplota (°C) 160 180

Cas (min) 10 20 30 60 10 20 30 60
Vysledek

Zavér: Bakterie byly usmrceny pfi teploté za minut, pfi teploté za minut.

Je vam jasné, ¢im je dano, ze miizeme v ukolech 1b a Ic tvrdit, Ze bakterie byly usmrceny a nikoli jen
inhibovany?

Ukol 11 Prakticky vybér vhodného desinfekéniho inidla a zpiisobu jeho pouZiti

Ve zdravotnictvi casto uZivame desinfekcni prostredky a sterilizacni metody. Je pritom diileZité znat jejich
spravné pouziti. Zatimco sterilizacni metody ze své definice nici vSechny mikroby a jsou tedy vhodné zejména

v pripadé potreby absolutni sterility (napriklad p7i operacich), metody desinfekcni jsou urceny k niceni
patogennich mikrobu (¢imz neni dotcena jejich schopnost znicit pritom i spoustu nepatogennich organismii). Na
rozdil od sterilizace se desinfekcni metody lisi zejména svou ucinnosti na riizné typy organismii: vegetativni
formy bakterii a kvasinek / bakterialni endospory / viry / vildknité houby / Mycobacterium tuberculosis / atypicka
mykobakteria. (Ditvodem, proc jsou mykobakteria vynata z rad ostatnich bakterii je jejich extrémni odolnost vici
nekterym typum desinfekce.)

Kromé odolnosti viici riznym organismim ale existuji i dalsi prakticka kriteria pro pouziti desinfekce a
sterilizace. Je to zejména nutnost, aby prislusnd metoda ¢i prostiedek neposkozoval dekontaminovany povrch ¢i
predmeét (a proto se prostredek vhodny na desinfekci podlah zpravidla nehodi na desinfekci rukou) a dalsi. Vice
k tomuto tematu najdete ve studijnich materialech k dnesnimu tématu.

Na bo¢nim stole mate karticky s priklady desinfekcnich €inidel a popisem jejich pouziti. Zkuste z nich vsichni
spole¢né vytvorit dvojice . Nebude-li stacit kolektivni inteligence, pomiize vyucujici. Zapiste nazvy metod a
desinfek¢nich prostfedkt do tabulky.
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Na bo¢nim stole také mate pro informaci dal§i materialy, tykajici se desinfekce a sterilizace ve zdravotnictvi
(dulezité ¢asti piislusné vyhlasky, ukazky desinfek¢nich plant pro zdravotnicka zatizeni apod.)

sterilizace kovového predmétu, ktery
nesnese vlhké teplo

sterilizace textilu, ktery nesnese teploty nad
150 °C

tovarni sterilizace jednorazovych rukavic

sterilizace plastového nastroje, ktery
nesnese teplotu nad 100 °C

dekontaminace fibroskopu, ktery nesnese
sterilizaci

ve vyssi koncentraci i proti mykobakteriim

fyzikalni desinfekce (ne sterilizace)

samotny jako desinfekce nedostatecny

Ukol 12: Kontrola G&innosti desinfekce

Ukol 12a) Kontrola i¢innosti horkovzdu$ného sterilizatoru pomoci bioindikatora
V horkovzdusném sterilizatoru byly na osmi mistech (v riiznych ¢astech sterilizaéniho prostoru) umistény
bioindikatory (sporulujici bakterie ve form& malych pecicek). Poté byly vynaty a kultivovany ve vhodném
tekutém médiu za predepsanych podminek. Zapiste, zda bioindikator v kultivacni piidé roste nebo neroste.
Pozor, také tento kol je nachystan jen v jednom exemplaii na bo¢nim stole!

Misto

A

B

C

D

E F G H

Rust

Zavér: (Nehodici se skrtnéte.) Horkovzdusny sterilizator Ize — nelze pouzivat.

Ukol 12b) Kontrola ucinnosti desinfekce povrchit v nemocni¢nim prostredi
Odectéte vysledky bujonové kultivace stérl z prostiedi. Zapiste, kterd mista jsou sterilni a ktera nikoli.

Misto 1 2 3 4 5

(zapiste)

Rust
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