Bi7170c¢ — Lékatskd mikrobiologie, prakticka cvic¢eni. Protokol k tématu P13

P13 Klinicka mikrobiologie IV — vySetfovani u infekci ran a IKR; biofilm
na cévnich katétrech
Ke studiu: Vase vlastni protokoly (zejména specidlni bakteriologie)

Ukol 1: Vzorky u infekei ran

Pokuste se vyplnit nasledujici tabulku:

Typ rany Povrchova | Hluboka rana s dostatecnym | Hluboka rana Hnisava rana
rana mnozstvim hnisu (hnis lze s nedostatkem hnisu | pravdépodobné
poslat jako tekutinu) obsahujici anaeroby
Zptsob odbéru

Kdyz posilame do laboratofe vzorek z rany, je velmi dtlezité vyplnit zddanku, zejména je postatné na zaddance

uvést 1) a2)

Ukol 2: Otiskova metoda pro vySetieni povrchovych ran

a) Otiskova metoda — provedeni

Vyzkousejte si po dvojicich otiskovou metodu. Umistéte na predlokti spoluzaka (misto povrchové rany) sterilni
¢tverecek. Ponechte deset sekund a pomoci pinzety jej opatrné pieneste na Petriho misku s agarem. Poté jej
odstraiite a vyhod'te.

V praxi se filtracni papir nevyhodi, ale posild se zaroven s miskou do laboratore. V laboratori je filtracni papir
umistén na dvé ¢i tri dalsi pudy: agar s 10 % NaCl, chromogenni piidu URI atd. Poté se vSechny pudy kultivuji
do druhého dne.

b) Otiskova metoda — vyhodnoceni

Pokuste se pfiblizné odecist vysledek otiskové metody na chromogenni pidé URIchrom pomoci pfepocitavaci
tabulky na svém stole a klice k barvam jednotlivych bakterii na chromogennim médiu. Pozor! Mate skute¢né
vysledky skutecnych pacienti. Nepfedpokladé se, ze vas vysledek bude stejny jako vysledek vaSeho souseda
s jinou destickou. Dokonce i pocet pritomnych mikrobidlnich kment se muze liSit. Bliz§i uréeni a testovani
citlivosti na antibiotika v tomto ptipadé nebudete provadét.

Kultivaéni vysledek mého otisku obsahoval:

Pravdépodobna skupina ¢i rod bakterie: Kvantita (pfiblizny poet kolonii na 25 cm®)

1.

2)

(3

Kli¢ k piedbézné diagnostice: Stafylokoky — bilé na URI, rostou také na NACL, bilé kolonie na krevnim
agaru. Hemolytické streptokoky — hemolytické kolonie na krevnim agaru, nerostouci na NACL, na URI
nerostou nebo (S. agalactiae) jsou svétle tyrkysové. Enterokoky maji Sedé kolonie na krevnim agaru a drobné,
sytéji tyrkysové kolonie na URI. Enterobacterie a G- nefermentujici — rostou na Endov¢ agaru. Escherichia je
ruzova na URIL, Klebsiella je na URI modrd, Proteus zluty, Pseudomonas je na URI bila nebo svétle zelena
(v disledku vlastni produkce pigmentu). Toto vse je jen predbézné, jinak plati algoritmy z predchozich praktik!
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Ukol 3: Vyhodnoceni kultivace z hlubsi rany

V piipad¢ vytéru zrany neni zadna ,,bézna flora“. To je hlavni rozdil mezi vytérem zrany a napf. vytéry
z respiracnich cest: neni potieba vyhledavat patogena mezi béznou flérou.

Na druhé¢ strané zpravidla bakterie péstujeme na vétsim poctu pid, abychom odhalili vS§echny mozné patogeny i
v ptipadé smési bakterii. Zpravidla pouzivame vedle krevniho agaru a Endovy (¢i McConkeyho) pudy i krevni
agar s 10 % NaCl, ale také krevni agar s amikacinem pro vyhledavani streptokokll a enterokokd (v nasem tikolu
vSak tyto pidy nemame). Pfitom se ale nekdy také stava, ze je naopak pfitomen jen jeden patogen v malém
mnozstvi a je nutno ho pomnozit v tekuté pide (bujonu). Ani tento bujon neni soucasti naseho dnesniho tikolu.
Opét vyplitte formular.
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Pacientka: Amanda Cervend *1983 Dg.:rana plosky nohy
\/zorek: stérzrany*  Objednavatel: Dr. Mikrob Straslivy

‘poznamka: hnisava rana na plosce nohy, plavala v rybnice

Rist na krevnim agaru v&. ving |Endova piida |MH agar: Oxidéza Lavér Interpretace

Test citlivosti na antibiotika

Piperacilinttazobaktam | C> 18 Ciprofloxacin C=>25
(TZP) R<18 (CIP) R<22
Gentamicin C>15 Ceftazidim C>16
(CN) R<15 (CAZ) R<16
Ofloxacin Cc>16 Kolistin Cc>11
(OFL) R<13 (CT) R<11

zapisujte C = citlivy, R = rezistentni, pfipadné I = intermediarni
*vysledek testu citlivosti plati i pro doxycyklin
Kone¢ny zavér a doporuceni 1écby:

Infekce krevniho Fecisté

Ukol 4: Hemokultury — zpracovani
Popiste vyuziti tii typti hemokultiva¢nich nddobek

Vyplitte, které udaje nesméji chybét na privodce pii zasilani hemokultury (jde pouze o pole ,typ
materidlu/vySetfeni®)

Vysvétlete:

vvvvvv

vySetieni)?

Kolik hemokultur se zasila k vySetfeni a pro¢?
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Vypliite chybéjici policka v popisu procesu hemokultiva¢niho vysetieni dle videoklipu a vykladu uditele.

Hemokultivacni nadobky pfichazeji do laboratofe. Zde jsou vlozeny do

Pozitivitu automat ohlasi a . Kdyz je kultivace
pozitivni, je zhotoven natér a vzorek je na krevni a Endiv agar. Rovnéz se pripravi
predbézny test vzhledem k tomu, Ze inokulum neni standardni, lze jeho

vysledky povazovat pouze za

Ukol 5: Hemokultury — mikroskopie pozitivniho vzorku

Automaticky kultivator ohlasil pozitivni vysledek. Pro umoznéni prozatimni 1écby byl z obsahu lahvicky
proveden natér barveny Gramem. Prohlédnéte si vysledek a zapiste ho. Pozor! Sklicka pochazeji z opravdovych
hemokultur. Proto je pravdépodobné, ze vas vysledek bude jiny nez vysledek vaseho souseda s jinym sklickem.

Hemokultura obsahovala grampozitivni — gramnegativni* koky — tyCinky* uspotadané v ok
* nehodici se Skrtnéte **pouze pro koky (dvojice, retizky, shluky...), pripadné G+ tycinky v palisadach

Ukol 6: Hemokultury — vysledek kultivace

Prohlédnéte si vysledek kultivace pozitivni hemokultury vyockované na pevné pidy. Navrhnéte dalsi metody
pro presnéjsi urceni nalezenych bakterii. Pokuste se o zhodnoceni pfedbézné citlivosti na antibiotika. Také zde se
nepiedpoklada, ze byste nutné museli mit stejné vysledky jako vasi sousedé.

Nazev piudy

Rust ano/ne, vzhled
kolonii

Dalsi testy blizsiho uréeni:

Predbézné uréeni mikroba:
Orientacéni test citlivosti na antibiotika
Nazev sestavy antibiotik:

Antibiotikum Antibiotikum
(0] (0]
2 s VR 2 S| o
8% |2 | 8% 5% | 5| 3%
‘é 3] 35 8 2 A ‘é_ o S8 o~
THEFELE THEIELE
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1. R < C-IR | 4 R< C-I-R
S> S>

2 R < C-I-R | 5. R< C-I-R
S> S>

3. R< C-I-R | 6. R< C-I-R
S> S>
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Ukol 7: Hemokultury — interpretace

Vhodné¢ interpretujte vysledky hemokultivace dvou riznych pacientd.

Jan Bily, *1942, horecky a zvySené zanétlivé markery,
do laboratote zaslany tfi hemokultury

Jakub Cerny, *1945, horetky a zvySené zanétlivé
markery, do laboratore zaslany tfi hemokultury

I Centralni venozni katetr. Cas do pozitivity 10 hodin,
nalez: Staphylococcus hominis, citlivy k oxacilinu,
tetracyklinu, vankomycinu, resistentni

k erythromycinu, klindamycinu, ko-trimoxazolu.

I Centrélni venozni katetr. Cas do pozitivity 8 hodin,
nalez: Staphylococcus epidermidis, citlivy k oxacilinu,
tetracyklinu, vankomycinu, resistentni

k erythromycinu, klindamycinu, ko-trimoxazolu.

II Periferni katetr. Cas do pozitivity 13 hodin, nalez:
Staphylococcus hominis, citlivy k oxacilinu,
tetracyklinu, vankomycinu, resistentni

k erythromycinu, klindamycinu, ko-trimoxazolu.

II Periferni katetr. Cas do pozitivity 26 hodin, nélez:
Staphylococcus hominis, citlivy k oxacilinu,
tetracyklinu, vankomycinu, erythromycinu,
klindamycinu, ko-trimoxazolu, zadné rezistence.

11 Novy odpich zily. Cas do pozitivity 13,5 hodiny,
nalez: Staphylococcus hominis, citlivy k oxacilinu,
tetracyklinu, vankomycinu, resistentni

k erythromycinu, klindamycinu, ko-trimoxazolu.

I1I Novy odpich Zily. Cas do pozitivity 38 hodiny,
nalez: Staphylococcus epidermidis, citlivy k oxacilinu,
vankomycinu, ko-trimoxazolu, resistentni

k tetracyklinu, erythromycinu, klindamycinu.

Pravdépodobna interpretace:

Pravdépodobna interpretace:

Ukol 8: Priikaz mikrobii kolonizujicich katétry

a) Kvalitativni metoda pomnoZeni v bujonu
Vytazeny centralni venosni katétr (CVK) byl ponofen do kultivaéniho média a kultivovan 24 hodin. Poté bylo
zakalené kultiva¢ni médium vyockovano na krevni agar. Zhodnot'te nartist mikroorganismi na krevnim agaru.

b) Semikvantitativni metoda (Makiho metoda)

Vytazeny CVK byl valen po povrchu krevniho agaru, ktery byl poté kultivovan. Zhodnot'te narist
mikroorganismti a spocitejte narostlé kolonie. Za signifikantni se povazuje mnozstvi kolonii >15, mensi
mnozstvi je mozno povazovat za kontaminaci. Je-li kolonii evidentné vice nez 100, nepocitejte a napiste
> 100%.

¢) Kvantifikace pomoci sonifikace katétru

Vytazeny CVK se ponoii do 10 ml fyziologického roztoku a poté vystavi ucinku ultrazvuku, ktery rozruSuje
strukturu biofilmu a jednotlivé bakterialni bunky tak z biofilmu uvoliiuje. 100 mikrolitrii takto vzniklé suspenze
se naockuje pfimo na krevni agar a rozocCkuje sterilni klickou po celém povrchu krevniho agaru. Dle pokyna
vyucujiciho proved’te metodu sonifikace katétru. Naockované krevni agary umistéte do termostatu do 37 °C.

Na pfipravené Petriho misce spocitejte mnozstvi kolonii narostlych na krevnim agaru a vypocitejte pocet bakterii
adherujicich na povrch katétru. Je-1i kolonii evidentné vice nez 100, napiste ,,> 100

Vysledky:

3a 3b 3c

Odhad poctu mikrobti

Kterym z uvedenych postupti je mozno detekovat a kvantifikovat bakterie nejen z biofilmu

ptitomného na povrchu katétru, ale i v jeho lumen?

Které metody umoziuji kvantifikovat mnozstvi bakterii adherovanych na povrchu katétru?

Jaky ma smysl kvantifikace mikroba izolovaného z katétru?
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Ukol 9: Citlivost biofilmpozitivnich mikrobii k antimikrobiilnim latkim (srovnani

planktonické a biofilmové formy mikroba)
V desticce €. 1 je stanovena MIC pro planktonickou formu S. epidermidis. Stejny kmen byl kultivovan tak, aby
vytvoril biofilm na sténach dulkd mikrotitracni desticky. Na tento biofilm poté pisobila antibiotika ve stejnych
koncentracich jako v desti¢ce ¢. 1. Po 18 hod. plsobeni byla antibiotika odstranéna a do dulkd bylo ptidano
kolorimetrické médium (desticka €. 2) Pfitomnost zivych bakterialnich bunék vede ke zméné barvy tohoto média
(z Cervené na zlutou). Dle pfiloZzenych interpretacnich tabulek zjistéte MIC pro planktonickou formu a
koncentrace antibiotik schopnych zasahnout buiky v biofilmu a tak je eradikovat (minimalni biofilm eradikujici
koncentrace, MBEC). Pokud jsou v ptipadé¢ MBEC vsechny dilky zluté, zapiste u MBEC napt. ,,> 1024, bude-
li 1024 mg/1 nejvétsi koncentrace daného antibiotika ve druhé desticce.

Antibiotikum S. epidermidis — planktonicka forma S. epidermidis — rust v biofilmové formé
MIC MBEC
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