VLLMO0522¢ — Lékaiska mikrobiologie II, prakticka cviceni. Protokol k t¢ématu PZ04

Téma P04: Diagnostika enterobakterii a bakterialnich pivodci
gastrointestinalnich infekci

Tabulka pro hlavni vysledky ukolii 1 az 5 (k postupnému vyplnéni):

Kmen K L M N P Q R S
Gramovo barveni —
Ukol 1
Kulti- Velikost
vace KA
(KA a Barva
Endova | KA
pﬁda) Jiné KA
Ukol2 | Velikost
Endo
Barva
Endo
Jiné
Endo
Hajnova piida
Ukol 3a
Oxidazovy test
Ukol 3b
DILCI
ZAVER
Dalsi XLD
pudy agar
Ukol 4a | MAL
agar
ENTEROtest 16
(Ukol 4b)
Antigenni analyza
(Ukoly 5a a 5b)
KONECNY
ZAVER

Ukol 1: Mikroskopie podezielych kmenii
Na stole mate kmeny oznacené pismeny. Obarvéte je podle Grama a vepiste vysledky do tabulky. Kmeny, které
nejsou G— ty€inky, nebudou zkoumany v tkolech 3 az 5 (ale v Ukolu 2 pro srovnani s ostatnimi ano).

Ukol 2: Kultivace na krevnim agaru a Endové pidé

Standardnim zptisobem popiste kolonie v§ech kment na krevnim agaru a Endové padé. Pokud kmen na padé
neroste, policko proskrtnéte. Bakterie, které na zadné z obou ptid nerostou a morfologicky se jevi jako zahnuté
gramnegativni tyCinky, mohou byt kampylobakter. Gramnegativni ty¢inka, ktera na zddné pud¢ neroste, ale
mikroskopicky neni zahnuta, se bude probirat v piistim praktiku. Pro srovnani popiste i kmen, ktery se
morfologicky jevil jako grampozitivni kok. U stolu kazdy obarvi jeden kmen, vysledky si vzajemné predved'te.
Natéry oznacte na sklicku pomoci dermografu pfislusSnym pismenem.

Ukol 3: Skupinova diagnostika nejvyznamnéjsich na Endu rostoucich G- ty¢inek

a) Odecteni zkousky na Sikmém agaru podle Hajny

Agar podle Hajny je kombinovana diagnosticka ptida. V tomto tikolu nam vsak ptijde zejména o odliseni
biochemicky neaktivnich, glukosu ani laktosu nefermentujicich a sirovodik netvorticich tyCinek —
gramnegativnich nefermentujicich bakterii. Na Hajnové pudé¢ jsou naockovany vSechny kmeny rostouci na Endu.
Prohlédnéte vysledek. Tam, kde piida zGstala v celém rozsahu cervend, jde o biochemicky neaktivni kmen —
ziejmée tedy o gramnegativni nefermentujici ty¢inku. Tento kmen nebude testovan v tikolech ¢islo 4 a 5.

b) Oxidazovy test

Ucitel demonstracné provede oxidazovy test u v§ech G— bakterii rostoucich na Endu. Oxidazapozitivni jsou
zastupci Celedi Vibrionaceae a nékteré gramnegativni nefermentujici tyCinky; enterobakterie (s vyjimkou
plesiomonad) oxidasu nemaji.
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Po splnéni tkoli 1 a7 3 sepiste DILCI ZAVER. Které bakterie jsou enterobakterie? Dalsi tikoly budou
provadény pravé jen s enterobakteriemi.

Ukol 4: Rodové a druhové uréeni enterobakterii kultivaénimi a biochemickymi testy

a) Kultiva¢ni priikkaz enterobakterii na dalSich pidach
Uz jste vidéli vysledky kultivace na KA a Endu. Nyni si prohlédnéte jesté misky s agary XLLD a MAL. Popiste
kratce kolonie enterobakterii na téchto pidach (vypliite do tabulky).

b) Biochemicky priikaz enterobakterii

Vyhodnot'te ENTEROtest 16, ktery byl inkubovéan od ptedchoziho dne. Zkontrolujte, zda vysledky souhlasi i
s jinymi testy, které jste jiz provedli; napf. tvorba H,S se projevi i na Hajnové ptidé, yersinie rostou v typickych
drobnych koloniich na ptidé CIN, salmonely maji bledé kolonie s ¢ernym stfedem na piidaich XLD a MAL.

U kmene, ktery se jevi byti salmonelou, napiste jako vysledek pouze Salmonella sp. (popt. Salmonella enterica),
jako procento pravdépodobnosti uved’te u tohoto kmene soucet procent vsech tii salmonel uvedenych u
prislusného kodu v knize, a index typic¢nosti vezméte podle prvniho uvedeného taxonu v kddové knize. Nazev
identifikované bakterie pfepiste také do tabulky pied ukolem ¢. 1.

Zkum. | Prvni fadek Druhy fadek

ONPG | IH | IG |1F |1E |ID | 1C | 1B | 1A |2H |2G |2F |[2E |2D |2C | 2B 2A
Kmen:

1 2 1411214111214 ]1]21]4]|1|21]4 |1 2

Kod: Identifikace % pravd. T index

ONPG | IH | IG |1F |1E |1ID | I1C | 1B | 1A |2H |2G |2F |[2E |2D | 2C | 2B 2A
Kmen|

1 2 (4112141121411 1214|1214 |1 2

Kod: Identifikace % pravd. T index

ONPG | IH|IG |1F |1E|ID |IC | 1B | 1A |2H |2G |2F |[2E |2D | 2C | 2B 2A
Kmen|

1 2 (4112141124112 14]1|2]4 |1 2

Kod: Identifikace % pravd. T index

ONPG | IH | IG | 1F | 1E | 1D | 1C | 1B | 1A |2H |2G |2F | 2E [ 2D | 2C | 2B 2A
Kmen|

1 2141121412141 (2(4|1|2 4 |1 2

Kod: Identifikace % pravd. T index

Ukol 5: Antigenni analyza v diagnostice enterobakterii

Antigenni analyzu budeme provadét pouze u téch bakterialnich kment, kde se provadi rutinné. Antigenni
analyza je u enterobaktérii provadéna predevsim ze dvou divodui:

(a) odliseni antigennich typt se zvySenou virulenci — predevsim u E. coli k odliSeni EPEC, popt. STEC atd.
(b) z epidemiologickych diivodt, nékdy v kombinaci s divody sub (a) — Salmonella, Shigella, Yersinia atd.

a) Vylouceni EPEC
U kmene identifikovaného jako Escherichia coli, proved’te antigenni analyzu pomoci sklickové aglutinace se
dvéma polyvalentnimi séry. Pokud budou ob¢ aglutinace negativni, 1ze konstatovat, ze kmen nepatii mezi EPEC.

b) Urceni serovaru salmonely
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U kmene uréeného jako salmonela bychom provedli antigenni analyzu sklickovou aglutinaci a zjistili, o ktery
serovar se jedna. Studenti zubniho sméru tento test neprovadeéji.

Ukol 6: Testy citlivosti enterobaktérii na antibiotika

Na stole naleznete difusni diskové testy citlivosti na antibiotika u kmend, kter¢ jste urcili jako
Enterobacteriaceae. Do tabulky dopiste zkratky antibiotik dle pfilozené karticky a pro vSechny testované kmeny
zméfte zony citlivosti. Na karti¢ce mate napsany hrani¢ni zoény — podle nich interpretujte zony vami zjisténé jako
citlivé (C), rezistentni (R) a dubidzni (D). Kmen Q se netestuje.

Kmen -
Antibiotikum Zéna & | Interpr. | Zona & | Zoéna < | Interpr. | Interpr.
(cely nazev) (mm) (mm) (mm)

Ukol 7: Diagnostika kampylobakteri
Prohlédnéte si kolonie bakterie, ktera nevyrostla na KA ani Endové pd¢ a kterou podle morfologie povazujete
za pravdépodobného kampylobaktera, na specialni piidé. Zapamatujte si ¢tyfi zakladni podminky kultivace
kampylobaktera:
(a) specialni ptida s aktivnim uhlim a s pfipravkem antibiotik a antimykotik k odclonéni jinych mikrobt,
(b) mikroaerofilni atmosféra,
(c) zvysena teplota na 42 °C, coz odpovida télesné teploté ptakti coby pfirozenych hostiteld, a
(d) prodlouzeni kultivace na 48 hodin.
Popiste kolonie a zapiSte vysledek oxidazového testu, ktery demonstraéné provede ucitel. Pro kampylobaktery je
typicka opozdéna pozitivita, tj. prouzek zmodra, ale az po chvili, nikoli okamzité.

Popis kolonii Vysledek oxidazového testu | Dalsi poznamky

Ukol 8: Ureazovy test v diagnostice helikobaktera

V diagnostice helikobaktert se vyuziva mj. ureazovy test, provedeny pfimo s bioptickym vzorkem zalude¢ni
sliznice (nikoli tedy s kmenem — vyjimka!). Bioptat se vlozi do pidy obsahujici ureu a indikator. V pozitivnim
pripadé tekutina zEervend, v negativnim piipadé zlistane zluta.

Ze dvou vzorki (oznacenych X a Y) vyberte, ktery je pozitivni.

Vysledek: Pozitivni je vzorek , negativni je vzorek .
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Ukol 9:Diagnostika eledi Vibrionaceae

Vibrionaceae je bakterialni ¢eled’ blizka Enterobacteriaceae, ale oxidaza-positivni. Pro jejich kultivace uzivame
specialni pudy. Vzajemné rozliseni je mozné pomoci biochemickych testli jako u enterobakterii, dokonce i
Enterotest 16 lze vyuzit, pro vyhodnoceni v§ak musi byt pouzita jind matice. Antigenni analyza se rovn¢z
vyuziva. Zakreslete, jak vibria vypadaji mikroskopicky, a uved’te nékteré jejich vlastnosti podle prezentace,
kterou vam promita ucitel.

Mikroskopie: Nejdulezitejsi pevna puda pro kultivaci vibrii:

Nejdulezitejsi tekuta pida pro kultivaci vibrii:

Dva nejdulezitéjsi serovary V. cholerae:

vvvvvv
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