Bi7170c¢ — Lékatskd mikrobiologie, prakticka cvic¢eni. Protokol k tématu P11

P11 Klinicka mikrobiologie II — vySetfovani u dychacich a travicich infekei;

metody detekce oralniho biofilmu
Ke studiu: Infekce riiznych organti a organovych systémil (z u¢ebnic, WWW atd.); mikroskopie, kultivace,
biochemicka identifikace

VySetrovani u infekei respira¢niho traktu

Ukol 1: Vyhledavani respiraénich patogenii v klinické mikrobiologii
S pomoci ucitele a prezentace popiste nasledujici obrazek. Poznatky z néj pak vyuzijte v tikolech 2 a 3.
disk obsahuje

moZny patogen

rmoZné patogeny

disk obsshuje a

rozny patogen (trochu vétSi, bilé kolonie, hemolyza)

Kultivovatelnou slozku mikrobiomu ve faryngu tvofi hlavné
a) vzhled:
b) vzhled:

cara naotkovana bakteril killi kultivaci

Ukol 2: Vysetieni u akutni bronchopneumonie

Pro tuto kasuistiku, dokumentovanou privodkou, se pokuste vysetfit odpovidajici vzorek (sputum), nalézt
patogena, ucinit zavér a interpretovat jej. Postupné vypliite jednotliva policka v ,,obrazovce laboratorniho
informaéniho systému®. Pro mikroskopii pouzijte obrazek z ptedchoziho praktika studentli vSeobecného
1ékaftstvi.
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Bi7170c¢ — Lékatskd mikrobiologie, prakticka cvic¢eni. Protokol k tématu P11

1 . H L . .
Pacientka: Linda Zelena™ 932 Dg.: Pneumonie, diabetes
Vzorek: Sputum Objednavatel: Dr. Mikrob Straslivy

Milfroskopie:

epitelie: _

|Ep|_||-{|:||:'_|||"t'_|l|': 5- d|p1|_nk|:|kj,r:

G+ koky ve dvajicich: G—tf_l“:'”‘_ﬂ“

G+ koky v fetizeich: kFaﬁ'”kY-

5+ koky ve shlucich: Jing:

G+ tyEinky:

Bakterie A: popis Lawer: Interpretace
Bakterie B: popis L aver, Interpretace
Hakterie C: popis Kata- 110 % |HyaluronidazalZavér: Interpretace

laza |macl

TFesteitlivostina-antibiotika(bakterie ©) — studenti Bi7 170¢ z ¢asovych diivodii neprovadéji

stre] livostiplati L orod i

Koneény zavér a-deperucenitéchy:
a) Mikroskopie sputa
Prohlédnéte si natér piipraveny zvaSeho vzorku. Pokuste se identifikovat jednotlivé objekty (bakterie,
hostitelské buiiky). Vypliite policko ,,Mikroskopie* takto:

+++ = vice nez 10 objektl v zorném poli

++ = mén¢ nez 10 objektd v zorném poli

+ = jen fidce (jeden ¢i méné objektti na zorné pole)

0 = nepfitomno

b) Popis bakterii

Na krevnim agaru popiste velikost, barvu a hemolytické vlastnosti danych bakterii. Jiné vlastnosti nepopisujte.

Vezméte v uvahu, Ze na Endové pid¢é zadné bakterie nerostly. Bakterie A a B by mély byt takové, které lze
povazovat za soucast bézné flory. Bakterie C bude patogen, ktery bude blize testovan v ¢asti c¢) a d).

¢) DalSsi testy

Vypliite vysledek katalazového testu, rist na krevnim agaru s 10 % NaCl a hyaluronidazovy test

d) Citlivost na antibiotika
Vyplite test antibiotické citlivosti u bakterie C. NapiSte vzdy nazev antibiotika a ,,C* nebo ,,R* (citlivé ¢i
rezistentni). Hrani¢ni zony mate na stole.

e) Konceny zavér.
Pokuse se formulovat zavér pro obvodniho 1¢kare.
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Bi7170c¢ — Lékatskd mikrobiologie, prakticka cvic¢eni. Protokol k tématu P11

Ukol 3: Vysetieni u akutni tonsilitidy
Také u této kasuistiky, dokumentované priivodkou, se pokuste vysetiit pfislusny vzorek (vytér z krku), najit
patogena a ucinit zavér a interpretovat jej. Postupné vyplite jednotliva policka v ,,obrazovce laboratorniho
informacniho systému*. Zptisob vyplnéni viz u pfedchoziho tikolu.
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Pacient Martin Modry ™ 991 Dg.: Akutni tonsilitis
Vzorek: Vytér z krku Objednavatel: Dr. Mikrob Straslivy

Bakterie A popis Laver: Interpretace

Bakterie B: popis Laver: Interpretace

Fakterie C: popis kata- |Slanetz| PYR  |CAMP |Zavér Interpretace
laza |Bartley

Jméno Bi7170c Red box tym Datum 26. 11. 2019 Strana 3/6




Bi7170c¢ — Lékatskd mikrobiologie, prakticka cvic¢eni. Protokol k tématu P11

TFesteithivostina-antibiotika(bakterie-©) — studenti Bi7170c z ¢asovych divodii neprovadéji

Koneény zavér a-deperuceniléchy:

Ukol 4: Vhodné vzorky u riznych respiracnich chorob
S pomoci prezentace najdéte vhodné vySetiovaci postupy pro rizné klinické situace

Podezieni na Typ vzorku Podezieni na Typ vzorku
rhinitis bronchitis
sinusitis akutni pneumonie
(hnisava expektorace)
pharyngitis subakut. pneumonie
(suchy kasel)
chiipku plicni aspergilozu

VySetirovani gastrointestinalniho systému

Ukol 5: VySetieni u akutniho prijmu

V tomto piipadé byla do laboratofe zaslana stolice. Je tfeba védét, Ze stolice normalné obsahuje striktné
anaerobni floru, ktera vSak nemuze byt nalezena pii normalni kultivaci, nebot’ ta je pouze aerobni. Ani
enterokoky bézné nenalézame, protoze soucasti bézného vysetfeni stolice neni pouziti krevniho agaru. Na
druhou stranu ve stolici ¢asto nachazime zastupce Celedi Enterobacteriaceae, a to jak soucasti normalni flory
(pricemz nekteré kmeny mohou vykazovat zvySenou virulenci, napi. EPEC u E. coli) tak i obligatni patogeny
(Salmonella). — Vysledky kultivace posuzujeme po 24 h (pfima kultivace na Endové agaru a XLD) a 48 h (piimy
vysledek kultivace kampylobaktera na ptiidé CCDA a yersinie na pidé CIN agar, a subkultivace ze selenitového
bujonu na Endovu pidu a MAL agar). Ve vasem ptipadé byl jiz odecet za 24 h proveden. Proved’te vyhodnoceni
za 48 hodin, provedte dalsi testy a ucinte zaver.

Pozor: Na pudach jako je XLD, MAL, CIN ¢i CCDA zapiste nalez jako ,,suspektni® pouze pokud se podoba
pozitivni kontrole (na bo¢nim stole). VSechny ostatni nalezy (bud’ negativni, anbo ,,néco roste, ale nevypada to
jako kontrola®) se povazuji za negativni!
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Bi7170c¢ — Lékatskd mikrobiologie, prakticka cvic¢eni. Protokol k tématu P11

Pacientka Cecilie Hnéda, *1984  Dg.: Akutni prijem

Endova pada | Pada XLD Endova plGda Puda MAL Puda CIN Puda CCDA
(24 h) (24 h) (subkultivace) | (subkultivace) | (48 h) (48 h)

E. coli negativni Kone¢ny zavér a interpretace:

Dalsi testy

Hajnova puda

Serotypizace

Ukol 6: Odbér stolice na vySetieni riznych patogenii a toxini

Pro nékteré tcely lze zasilat vytéry z konecniku. V jinych pfipadech je nutno zaslat skute¢ny vzorek stolice,
ne¢kdy dokonce pfi chladnickové teplote.

Vypliite nasledujici tabulku.

Stolice zaslana na | Typ vzorku Stolice zaslana na Typ vzorku
bakteriologii virologii — izolace
viru
mykologii parazitologii
virologii — prikaz detekce toxinu
antigenu Clostridioides
difficile

Ukol 7: Mikroskopie oralniho biofilmu

Prohlédnéte si dvé skla s preparaty zubniho plaku. Prvni sklo je obarveno podle Grama, druhé je obarveno
alcianovou modii (barvivo selektivné se vazici na polysacharidy): fixovany preparat se polije alcianovou modii a
barvi asi 5 minut, poté se sklo lehce oplachne, opatrné osusi a kapne se kapka parafinového oleje.

Popiste a zakreslete sledované ttvary. Vsimejte si shlukd bakterii a v preparatu barveném alcianovou modfi
obarvené¢ extracelularni polysacharidové substance (v preparatu barveném Gramem je neuvidite)

Gramovo barveni Alcianova modf

Ukol 8: Vliv &iSténi zubii na oralni biofilm

Vyplachnéte si usta roztokem predlozeného barviva dle pokynii vyucujiciho a prohlédnéte. Zbarvena mista jsou
pokryta biofilmem. PopiSte mista, kde se biofilm usazuje nejvice, pfipadn¢ kde nebyl biofilm odstranén pii
Cisténi zubt. Poté si zuby vycistéte, mate-li ¢im.

Vysledek: Biofilm se nejvice usadil na téchto mistech:
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Bi7170c¢ — Lékatskd mikrobiologie, prakticka cvic¢eni. Protokol k tématu P11

Ukol 9: Vliv pFitomnosti sacharidi na dynamiku ristu biofilmu

Do jednotlivych dulkd mikrotitracni desti¢ky obsahujici BHI médium doplnéné 0 %, 2 %, 4 %, 8 % glukdzy byl
inokulovan kmen Streptococcus mutans. Po 2, 8, 16, 24 hodinach kultivace pii 37 °C byly piislusné dilky tiikrat
promyty. Vrstva vytvoreného biofilmu, ktera zistala pevné adherovana na sténach jamek mikrotitra¢ni desticky,
byla obarvena 20minutovym pusobenim gencianové violeti. Prebyteéné barvivo bylo odstranéno zjamek
opatrnym promytim. Intenzita zbarveni jamek se méfi spektrofotometrem a odpovida tloustce vytvorené
biofilmové vrstvy.

Na pfilozeném papite jsou vysledky spektrofotometrického méteni intenzity zbarveni dilkd. Z ptedlozenych
vysledkt sestrojte prostorovy graf dynamiky tvorby biofilmu v zavislosti na Case a koncentraci glukoézy. (Pro
kazdou koncentraci a ¢as je zméfeno Sest dulkd, vyberte vZdy hodnotu pribliZné primérnou, neni nutno

pocitat priomér pi‘esné, zaokrouhlete na jedno desetinné misto.) ) 2 2 2
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Jak ovliviiuje doplnéni média
glukézou tvorbu biofilmu?
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