Bi7170c — Lékatska mikrobiologie, prakticka cviceni. Protokol k t¢ématu PO5b

Téma P06: Diagnostika gramnegativnich bakterii jinych nez téch z P04
Ke studiu:Haemophilus, Pasteurella, Pseudomonas, G- nefermentujici tyCinky, Neisseria, Moraxella,
Legionella, Bordetella, Brucella, Francisella; mikroskopie, kultivace, biochemicka identifikace

Tabulka pro hlavni vysledky ukoli 1 az 5 (k postupnému vyplnéni):
Kmen K L M N P Q R S T U \% W

Gramovo barveni —
Ukol 1

Kul- | Rustna KA
tiva- | (A/N/jent#)

ce Rustové
Ukol | charakteri-
2 stiky na KA
(CA%)

Endova p.
(=/L-/L+)

MH agar
(barva)

Ukol 3a Satelitovy
fenomén (+/-)

Ukol 3b Riistové f. (X,
V,X+V)

Ukol 3¢ Pouzderny
typ: Haemophilus

3d Test Penic.

citlivosti Vanko.

Fermentace gluk.
Ukol 4 (Hajna)

Qxidézovy test
Ukol 5a

NEFERMtest 24,
NEISSERIAtest a
INAC (Ukoly 5b-+c)

KONECNY ZAVER

*Pro bakterie nerostouci na krevnim agaru (KA) pouzijte okoladovy agar (CA)
#Napiste ,,jen +*, pokud kmen roste pouze na obohaceném krevnim agaru (oznacen jako KA+)

Ukol 1: Mikroskopie suspektnich kmenii
Prohlédnéte si preparaty a/nebo jejich obrazky v pocitaci. Zapiste vysledky do tabulky.

Ukol 2: Kultivace na agarovych padach

Nejdtive napiSte, které bakterie rostou na krevnim agaru a které ne. Pak, pouzivajice standardnich procedur,
popiste kolonie vSech kment na krevnim agaru. Pouze ty, které na KA nerostou, popiste na ¢okoladovém agaru
nebo na , KA+

Poté popiste rist na Endové pudé: ,— pokud nerostou, ,,L— pokud rostou, ale nefermentuji laktézu ,,L.+* pokud
laktozu fermentuji. Dejte pozor: nékteré kmeny mohou predstirat pozitivitu laktézového testu, ackoli jsou
laktéza negativni: produkuji pigmenty, takze kolonie jsou tmavé, avSak okoli je tmavé. V piipadé pochyb
porovnejte s Hajnovou ptidou (Ukol 4): Giplna Zluta barva = fermentuje glukédzu i laktdzu, Gplna Gervena barva =
nefermentuje glukézu ani laktdzu, napil ¢ervena a naptl Zluta = fermentuje glukozu, ale ne laktozu.

Co se ty¢e MH agaru: provéite pouze jeden kmen, a to pouze na piipadnou pfitomnost pigmentu. Pouzijte misku
z Ukolu 1 nebo z Ukolu 6b (neni zadna specialni miska s MH agarem pro Ukol 2).
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Ukol 3: Identifikace Pasteurellaceae a jejich piesnéjsi uréeni

a) Satelitovy fenomén

Hemofily jsou typické takzvanym  satelitovym
fenoménem. To znamend, Ze samy o sob& nerostou na
krevnim agaru, ale jsou tam schopny rdst v pfitomnosti
kmene, ktery pro né z krvinek uvolni ristové faktory. Pro
tento ucel se zpravidla pouziva kmen Staphylococcus
aureus. Zakreslete satelitovy fenomén (testovan u dvou
kment) a spojte popisky s pfislusnymi jevy na obrazku.
Vysledek zapiste do hlavni tabulky na prvni strané.

Staphylococcus aureus Kolonie hemofila

b) Identifikace hemofili podle potieby ristovych faktoru
Urcete dané kmeny podle potieby ristovych faktorti. Zakreslete vysledek faktorového testu pro oba kmeny.

Kmen __ Kmen

& )

0 & 0 W

¢) Detekce kapsularnich antigeni H. influenzae

Popiste vysledek aglutinace kapsularnich antigent H. influenzae pomoci latexové aglutinace.

d) Detekce P. multocida pomoci typického vzorce citlivosti

Velmi typickd pro P. multocida je jeji citlivost k penicilinu, velmi vzacna u G- ty€inek. Na druhou stranu je
rezistentni k mnohem silnéj$imu (ov8em pouze pro G+ bakterie vhodnému) antibiotiku vankomycinu. Zapiste.

e) Potvrzeni urceni Pasteurella multocida pomoci MALDI-TOF
Podivejte se na vysledky MALDI-TOF u naseho kmene pasteurely. Rozhodnéte:
Urceni Pasteurella multocida z ptedchozich testt je — neni (nehodici se Skrtnéte) potvrzeno MALDI-TOF.

Ukol 4: Hajnova pida

Prohlédnéte si kultivaéni vysledky ¢tyf kmenti na Hajnové pudé. Kmen, ktery fermentuje glukézu (Zluta barva)
oznacte jako ,,+“, kmeny nefermentujici (Cervend) jako ,,—. Ostatni vysledky (laktoza, sirovodik) nejsou v tomto
praktiku dulezité, ale vysledek fermentace laktézy (iplna Zlutd vs. cervenozlutd barva) mizete piipadné pouzit
pro porovnani s Ukolem 2.

Ukol 5: Uréeni G- glukézu nefermentujicich bakterii a G— koki

a) Oxidazovy test

Demonstrace oxidazového testu u tfi G— nefermentujicich bakterii a u G— kokd. Zapiste vysledky do tabulky.
Nefermentujici ty¢inky:Pseudomonas je vzdy pozitivni, Burkholderia vétSinou, ale ne nutné pozitivni; na
druhou stranu, Stenotrophomonas byva zpravidla negativni. Oxiddza 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 dalsi biochemické testovani, popsané v ukolu 5a. U ostatnich dvou kmenii
je toto biochemické testovani nezbytné.

G- koky: Neisserie i moraxely jsou oxidaza pozitivni, i kdyZ u moraxel mize byt reakce opozdéna.

b) Podrobné biochemické testovani
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Vyhodnot'te predlozené vysledky NEFERMtestu 24, ktery byl ptipraven DVA dny pfedem (rozdil oproti jinym
biochemickym testim) pii 30 °C (dalsi rozdil; jiné testy vyzaduji 37 °C). Také zpasob odecitani testu je jiny,
protoze zde mame tii 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 dilcich B a A se Cislice
nevypocitavaji. Mame tedy sedmimistny kod — prvni pozice je ,,0“ (oxidaza —) nebo ,,1* (oxidaza +) a dalSich
Sest miize nabyvat hodnot 0 az 7 dle vysledku testli ve sloupcich H az C.

Kmen: OX |H G F E D C B A Kod:
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

U kment urcenych jako G— koky odectéte biochemicky mikrotest (NEISSERIAtest fy Lachema) naockovany
ptedchozi den. Na rozdil od pfedchoziho ma jen jeden fadek. Prvni jamka obsahuje negativni kontrolu, takze
vlastni test za¢ind a> od DRUHE jamky! Zakéapnuti Lugolovym roztokem jiz bylo provedeno, nemusite je
provadét sami. PovSimnéte si nizké biochemické aktivity nékterych neisserii. Porovnejte vysledek s ristovymi
vlastnostmi (kmen uréeny jako gonokok by mél rist pouze na ¢okoladovém agaru, meningokok pouze na
¢okoladovém a bohatém krevnim agaru).

Kmen: H G F E D C B A
NEC Kod: Identifikace:
1 12 14 (1 (2 (4 |1
X
Kmen: H G F E D C B A
NEC Kod: Identifikace:
1 12 14 (1 (2 |4 |1
X
Kmen: H G F E D C B A
NEC Kod: Identifikace:
x 11 1214 |1 (2 |4 |1
X
Kmen: H G F E D C B A
NEC Kod: Identifikace:
x 1T (2 14 [1 |2 (4 |1
X

Ukol 6: Testy citlivosti patogenti na antibiotika
Z casovych divodi odectéte citlivost jen u pseudomonady, i kdyZ by se normalné provadélo testovani i u ¢lent
Celedi Pasteurellaceae a u patogennich G— koku.

Test pro pseudomonadu (jako pseudomonada byl uréen kmen )

Antibiotikum & z6ény (mm) Interpr. Antibiotikum & z6ny (mm) | Interpr.
Piperacilint+tazobaktam (TZP) ciprofloxacin (CIP)
C>18/R<18 C>26/R<26
gentamicin (CN) ceftazidim (CAZ)
C>15/R<15 C>17/R<17
ofloxacin (OFL) kolistin (CT)
C>16/R<13 C>11/R<11
Pozndmka: Tazobaktam piisobi jako inhibitor betalaktamazy, zaroven ale ma i svoji viastni antimikrobidlni ucinnost.

Jméno Bi7170c Red box tym Datum 15. 10. 2019 Strana 3/4




Bi7170c — Lékatska mikrobiologie, prakticka cviceni. Protokol k t¢ématu PO5b

Ukol 7: Prfimy prikaz antigeni pivodci meningitid v mozkomiSnim moku

(demonstrace diagnostické soupravy a videoklip)
Meningokokovd meningitida je zavazna choroba. Nelze zde cekat na kultivaci, je nutno vyuZzit rychlych
diagnostickych metod. Vedle mikroskopie se zde vyuziva piredevs$im latexové aglutinace.

a) Demonstrace soupravy k latexové aglutinaci
Prohlédnéte si soupravu a zapiste ndzvy mikrobti, které mohou byt touto metodou diagnostikovany.

b) Videoklip

Prohlédnéte si videoklip. V této ukazce se jako patogen projevil

Ukol 8: Diagnostika bordetel, brucel, legionel a francisela)

a) Diagnostika bordetel

Diagnostika pertuse je v soucasnosti zalozena na serologii (aglutinace a ELISA), kterd vzdy vyzZaduje dva vzorky
sera. Jinou diagnostickou metodou je PCR. Nicméné dulezZitou a klasickou metodou stale ziistava kultivace.
Existuje specialni médium pro druh Bordetella pertussis a specidlni zpisob ockovani na tuto ptidu. Na rozdil od
mnoha jinych bakterii je Bordetella rezistentni k penicilinu. Proto zafiname kapnutim kapky
penicilinového roztoku doprostfed misky s agarem. Vytér je smichan s kapkou a ockovan ve

sméru spiraly. Poté jsou oCkovany radidlni paprsky kli¢kou. NapiSte ndzev ptdy a zakreslete

postup ockovani podle obrazku.

Nazev pady:

b) Demonstrace kultivaéni piidy na legionely
Prohlédnéte si kultivacni piidu na legionely. Zapiste o ni nékolik udaji.

Zkratka Co znamenaji jednotliva pismena ve zkratce Barva pudy

¢) Prikaz protilitek proti tularémii

V praktiku P02 a PO5 jste vidéli aglutinaci pouzitou k antigenni analyze. Aglutinace se ale da pouzit také

k pruikazu protilatek. Vysledek ale vypada jinak. Sérum se fedi geometrickou fadou s koeficientem 2.

Na boc¢nim stole je vlhka komtirka s vysledky nepfimého prukazu francisel aglutinaci. Jamky s pozitivni reakci

vykazuji pfislusnost aglutinatu (vétsi tercik nepravidelného tvaru), dilky s negativni reakci ukazuji sedimentaci
[INE AN Jakykeli titr se povaiuje za

bakterii (menSi, vyrazné¢ bilé kulaté I yhol hov:

v ’ o . . , , suspektni, pri rozhodovani o léché je nutno
kOleCkO). Prvni dtlek Jje ,,teChHICky“, dale wvzit v tivahu klinicky stav pacienta.
za Carou nésleduji titry 1 : 10, 1 : 20, 1 : 40 [N | PR | P | | O PO P Interpretace:

atd. Pokuste se o zavéreCnou interpretaci, | OOOO O TITR = 1:

vite-li, ze jakykoli titr se povazuje za OOOOOO TITR = 1:

»suspektni®, samoziejmé jen pokud nejde o OOOOOO TR = 1:
pozitivni kontrolu. Dopliite do nasledujici -
tabulky: COO000) [MTR=1: [ |

d) Diagnostika protilatek proti bruceléze

Diagnostika bruceléozy (Bangova choroba — zpusobena B. abortus) byla provedena nepiimym prikazem —
metodou ELISA ve tiidach IgG i IgM. Absorbance byla zméfena spektrofotometrem a vysledky byly expertnim
systémem piimo vyhodnoceny jako ,,pozitivni®, ,,hrani¢ni* ¢i ,,negativni“. Vysledky najdete na stole. Pokuste se
o zavéreCnou interpretaci, pokud vite, Ze tfida IgM svéd¢i pro aktivni infekci, samotny nalez IgG pro diive

prodélanou. Vice se o serologickych reakcich a jejich interpretaci dozvite ve zvlastnim praktickém cviceni.

o Ml -

Pacient Vysledek IgM Vysledek IgG Koneény zavér

Alice

Bob

Claudia

David

Pozndmka: Bruceloza je vzacnou nemoci, procez rada laboratori vietné té nasi diagnostiku neprovadi. Z tohoto ditvvodu pracovni listy
pouzité pro tento ukol nejsou skutecné, ale jsou to upravené pracovni listy z jiné serologické reakce. Nicméné skutecné pracovni listy pro
diagnostiku brucel by vypadaly stejné ¢i velmi podobné.
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