Téma P05-06

Téma P05-06: Diagnostika gramnegativnich bakterii jinych nez téch z P04
Ke studiu: Haemophilus, Pasteurella, Pseudomonas, G— nefermentujici tyCinky, Neisseria, Moraxella,
Legionella, Bordetella, Brucella, Francisella (uéebnice WWW atd.)

Z jarniho semestru: Mikroskopie, kultivace, biochemicka identifikace, antigenni analyza, prikaz protilatek

Tabulka pro hlavni vysledky tikoli 1 aZ 5 (k postupnému vyplnéni):
Kmen K L M N P Q R S T U \Y 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 Ristové f. (X,
V,X+V)

Ukol 3¢ Pouzderny
typ: Haemophilus

3d Test Penic.

citlivosti Vanko.

Fermentace gluk.
Ukol 4 (Hajna)

Oxidazovy 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
Na stole mate kmeny popsané¢ pismeny. Obarvéte je podle Grama, a do tabulky vepiste vysledky. Kmen, ktery
NENI gramnegativni, nebude studovan v tikolech 3 az 5 (ale v Ukolu 2 si ho pro srovnani popiste)

Ukol 2: Kultivace na agarovych pidach

Nejdiive napiste, které bakterie rostou na krevnim agaru a které ne. Pak, pouzivajice standardnich procedur,
popiste kolonie v§ech kment na krevnim agaru. Pouze ty, které na KA nerostou, popiste na ¢okoladovém agaru
nebo na ,, KA+“. Poté popiste rust na Endové pad¢ (staéi ,,— pokud nerostou a ,+* pokud rostou; fermentaci
laktozy nelze posuzovat, nebot’ kmeny jsou naockovany na osminy a netvoii izolované kolonie) a na MH agaru
(jen ,,— nebo ,,+*, a pfipadn¢ pfitomnost specifického zbarveni).

Ukol 3: Identifikace Pasteurellaceae a jejich piesn&jsi uréeni

a) Satelitovy fenomén

Hemofily jsou typické takzvanym  satelitovym
fenoménem. To znamena, Zze samy o sob& nerostou na
krevnim agaru, ale jsou tam schopny rdst v pfitomnosti
kmene, ktery pro n€ z krvinek uvolni ristové faktory. Pro
tento ucel se zpravidla pouziva kmen Staphylococcus
aureus. Zakreslete satelitovy fenomén a spojte popisky
s prislusnymi jevy na obrazku

Staphylococcus aureus
Kolonie hemofilt
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b) Identifikace hemofilii podle potieby riistovych faktori
Urcete dané kmeny podle potieby ristovych faktort. Zakreslete vysledek faktorového testu pro oba kmeny.

Kmen __ Kmen

&) &

0 & 0 W

¢) Detekce kapsularnich antigeni H. influenzae

Popiste vysledek aglutinace kapsularnich antigenti 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 siln€j$imu (ov§em pouze pro G+ bakterie vhodnému) antibiotiku vankomycinu. Zapiste.

Ukol 4: Hajnova pida
Prohlédnéte si kultivacni vysledky Ctyt kment na Hajnové pudé. Kmen, ktery fermentuje glukézu (zIuta barva)
oznacte jako ,,+, kmeny nefermentujici (Cervena) jako ,,—

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

a) Oxidazovy test

Demonstrace oxidazového testu u tfi kment uréenych jako G— nefermentujici bakterie a u G— kokt. 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 ikolu 5a. U ostatnich dvou kment
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

Vyhodnot'te piedlozené vysledky NEFERMtestu 24, ktery byl pfipraven DVA dny pfedem (rozdil oproti jinym
biochemickym testim) pii 30 °C (dalsi rozdil; jiné testy vyzaduji 37 °C). Také zpisob 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 miZze nabyvat hodnot 0 az 7 dle vysledku testli ve sloupcich H az C.
Kmen:

Identifikace:
% pravdépodobn.:
Index typicnosti:

Kmen: Kéd:
1 Identifikace:
2 % pravdépodobn.:
4 Index typi€nosti:
Kod
Poznamky:
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U kment urcenych jako G— koky odectéte biochemicky mikrotest (NEISSERIAtest fy Lachema) naoc¢kovany
predchozi den. Na rozdil od pfedchoziho ma jen jeden tadek. Prvni jamka obsahuje negativni kontrolu, takze
vlastni test za¢ind az 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 urceny jako gonokok by mél rlst pouze na cokolddovém agaru, meningokok pouze na
cokoladovém a bohatém krevnim agaru).

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

NEC Kod: Identifikace:

1 12 /4 ]1 (2 |4 |1

Kmen: H G |[F E D C B A | | \
NEC Kod: Identifikace:

Kmen:

NEC Kod: Identifikace:

Kmen: H G |F E D C B A | | \
NEC Kod: Identifikace:

Ukol 6: Testy citlivosti patogenti na antibiotika
Z casovych diivodl odectéte citlivost jen u G— nefermentujicich, i kdyz by se normalné provadélo testovani i u
¢lenu Eeledi Pasteurellaceae a u patogennich G— kokd.

Test pro G— nefermentujici

Kmen -
Antibiotikum O zony Interpr. & z6ny (mm) Interpr. & z6ny (mm) Interpr.
(celé jméno) (mm)
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Ukol 7 Pfimy priikaz antigenii piivodcii meningitid v mozkomi$nim 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 predevs$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 francisel

a) Kultiva¢ni diagnostika bordetel

Existuje specialni médium pro druh Bordetella pertussis a specialni zptisob
ockovani na tuto ptdu. Na rozdil od mnoha jinych bakterii je Bordetella rezistentni
k penicilinu. Proto zaciname kéapnutim kapky penicilinového roztoku doprostied
misky s agarem. Vytér je smichan s kapkou a ockovan ve sméru spiraly. Poté jsou
oc¢kovany radialni paprsky klickou. Napiste ndzev pidy a zakreslete postup
ockovani podle obrazku.

Nazev pady:

b) Demonstrace kultiva¢ni piidy na legionely
Prohlédnéte si kultivacni piidu na legionely. Zapiste o ni n¢kolik udaji.

Zkratka Co znamenaji jednotlivd pismena ve zkratce Barva pidy

¢) Prikaz protilatek proti tularémii

Neptimy prukaz francisel se provadi aglutinaci. Jamky s pozitivni reakci vykazuji ptisluSnost aglutinatu (veétsi
ter¢ik nepravidelného tvaru), dilky s negativni reakci ukazuji sedimentaci bakterii (mens$i, vyrazné bilé kulaté
kolecko). Z ¢asovych divodi se ukol v tomto praktiku nedéla.

d) Vzpominka na brucely

Diagnostika brucel je obtiznd a ve stfedni Evrop€ je ziidka proveditelnd, protoze ve dnesni stfedni Evropé je
choroba velmi vzacna. Nicméné v nékterych ¢astech svéta se bruceldza stale vyskytuje. Je nutno védét, jaky je
vazba mezi jednotlivymi druhy a jejich hostiteli.

Co se ma provést: Spojte vzdy obrazek typického hostitele brucely s ndzvem ptislusného druhu.

Brucella mellitensis Brucella abortus Brucella suis

=
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Kontrolni otazky:
1. Za jakych okolnosti jsou hemofily schopny rust na krevnim agaru? Pro¢?

2. Ve kterém materialu nejspiSe nalezneme Pasteurella multocida?

3. Ktery hemofil je nejvice patogenni? Které zavazné infekce zptsobuje?

4. Pro€ zpravidla u Pseudomonas aeruginosa neni nutno provadét biochemické testovani?

6. Jaké infekce nejCastéji zptisobuji gramnegativni nefermentujici ty€inky?

7. Navrhnéte antibiotika vhodna pro 1é¢bu infekci zplisobenych nefermentujicimi ty¢inkami.

8. Jaké vzorky se doporucuje odebrat pti podezieni na kapavku? A jak je potieba je transportovat do laboratoie?

9. Jaké rozdily lze pozorovat pfi odbéru mozkomisniho moku u zdravého ¢loveéka a u clovéka s purulentni
meningitidou? (Minény rozdily pozorované u lizka, ne v laboratofi.)

10. Neisseria i Branhamella jsou ob& gramnegativni. Znamena to tedy, Ze rostou na Endové pude?

11. Ktery pivodce meningitid je dulezity u predskolakd (pfinejmensim byl do zavedeni ockovani), ktery u
teenageru a ktery u seniord?

12. Jakym zptisobem se 1ze nejspise nakazit tularémii?

13. Existuji 1 gramnegativni tyCinky, které se v praktiku neprobiraly, ale mohou byt vyznamné. Najdéte v
ucebnici nebo na www, které choroby jsou zptusobeny nasledujicimi mikroorganismy:

a) Bartonella quintana
b) Bartonella hensellae

¢) zastupci skupiny HACEK (zde také uved’te nazvy jednotlivych bakterif).

Jméno Vseobecné 1ékarstvi  Datum 21. 10. 2009  Strana 5




