Laboratorni diagnostika hemofila

ROD HAEMOPHILUS

Jedna se drobné gramnegativni ty€inky s vysokymi kultivaénimi naroky. U ¢loveéka plsobi
komplikace hlavné virovych infekci dychacich cest, stiedniho ucha a vedlejsich dutin. Jsou
vyznamnym ptivodcem meningitid.

Mikroskopie: drobné §tihlé, gramnegativni ty¢inky, opouzdiené i neopouzdiené.

Kultivace: Hemofily jsou kultiva¢né velmi naro¢né. Vyzaduji rustove faktory V ( nikotina-
midadenindinukleotid ) a X ( hemin ), které jsou obsazeny v eytrocytech, ale hemofily je ne-
dokazi sami uvolnit. Kultivuji se na ¢okoladovém nebo Levinthalove agaru, kde jsou ristove
faktory z erytrocytii uvolnény teplem. Aby puidy byly selektivni, pfidava se bacitracin.

Cokoladovy agar — $edé, prithledné kolonie

Levinthaliv agar — prihledné lesklié kolonie.
V obou piipadech se pidy nechavaji kultivovat 48 hodin za zvySené tenze CO,.

Krevni agar — hemofily je mozné kultivovat pouze s kmenem Staphylococcus aureus,
ktery svymi hemolyziny uvolni z erytrocyth riustové faktory. Hemofily rostou v z6n& hemoly-
zy nebo v jeji tésné blizkosti, tomuto jevu se fika satelitovy fenomén.

Identifikace: podie ristu na kultivaénich pudach. Rizné druhy hemofilii 1ze odlisit podle
narok na rustove faktory. Pouzivame pudy, které neobsahuji ani stopy riastovych faktort,
napt. zivny agar. Pudy se naockuji vySetfovanym kmenem a na povrch se umisti tft pairove
disky. Jeden je nasycen X-faktorem, druhy V-faktorem, tfeti smési faktorii X+V. Pro kontrolu
s¢ kmen naoCkuje 1 na krevni agar k ovéfeni, zda skuteéné vykaze satelitovy fenomén. Po
inkubaci se druhy den zjist'uje, kolem kterého z diskt kmen vyrostl:

X+V H.influenzae
H haemolyticus
X+V* VH parainfluenzae
X+V ! X H ducreyi
H.aphrophilus ( dovede syntetizovat hemin,takze nema striktni
pozadavky na rustové faktory )
Haemophilus influenzae vyvolava rizné zavazné respiraéni infekce ( sinusitidy.otitidy ), u
déti hnisavou konjuktivitidu. Z opouzdfenych kment H.influenzae se nejcastéji izoluji seroty-
py baf U déti do 5 let jsou nejCastéjsim piivodcem hnisavé meningitidy a epiglotitidy.
Haemophilus parainfluenzae se povazuje za normalni mikrofloru hornich cest dychacich. Mi-
ze viak vyvolat sinusitidu, bakteriémii, endokarditidu.
Haemophilus aphrophilus je norméalnim obyvatelem hornich ¢asti respiracniho traktu.
Haemophilus ducreyi je puvodcem klasické pohlavné pfenosné choroby, mékkeho viedu (
ulcus molle ). Choroba se projevuje bolestivymi viedy na sliznicich urogenitalu.

Vepnmy prukaz:metodou ELISA Stanovem hladiny protilatek proti H. intluenzae tvp b pro
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Priklad pouzm Identlﬁkace N. memngltldls z vyteru krku

Vysvétlivky :

- vankomycin-kolistinovy disk - v misté difuze antibiotik rostou pouze
Neisseria meningitidis, Neisseria lactamica
a kvasinky.

Jejich odliSeni:
- kvasinky - mlkroskoplcky preparat
- N. lactamica - pomoci {'NPtestu - do 1 h ONPG + (zluta barva)
- ONPG negat. - 1dent1f1kovat pomoci NEISSERIAtestu
- N.meningitidis - (ONPG negat.) - N HRIAtest - vysledek do 4 h
- mozZnost serotyplzace tentyz den

- bacitracinovy disk 10j. - v misté difuze ATB rostou hemofily, jejich
dalsi odliSen pomoci disku a

- stafylokokové ¢ara umoznujici satelitni rist hemofilim

Poznamka: do mistarozockovani izolovovanych kolénoi je mozno vlozit disk pro detekci
pneumokoku, v takovém pfipadé je nutné pro rozockovani pouzit celou misku krevniho agaru

masivni natér rozockovani do izolovanych
kolonii - izolace
hemolytickych streptokoki,
pneumokoki

stafylokokova cara Krevni agar
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Urcovani hemofilu, schema

Druhovd identifikace hemofila (test potfeby nutri¢nich faktors)

2) Vysledek - potieba obou 3) Vysledek - potieba  4) Vysledek - poffeba

1) Umisténi disku na

agarové plotnéd faktory (H. influenzae) pouze V.-foktoru pouze X-fak.toru
(H. parainfluenzae) (H. aphrophilus)
;C‘islor Priloha ¢.9 'nazev: Urcovani hemofilu. schema
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