VLLMO0522¢ — Lékaiska mikrobiologie II, prakticka cvic¢eni. Protokol k tématu P01

Téma P01: Diagnostika stafylokoki
K nastudovani: Rod Staphylococcus. (z internetu, u¢ebnic apod.)

Z jarniho semestru: Mikroskopie, Kultivace, Biochemicka identifikace.

Poznamka: VSechny mikroskopické preparaty by mély byt prohlizeny nejen na CX31, ale take na mikroskopu
CX33 s kamerou a obrazek by mél byt nasnimén do pocitace a ukazan vyucujicimu jako dikaz, ze jste ukol
skutecné provedli. Na konci praktika musite ocistit mikroskop, vypnout ho a zakryt, a rovnéz odstranit ulozené
soubory z pocitace (neni-li fe¢eno jinak). Jakakoli manipulace s mikroskopy a pocitaci kromé toho, co je
soucasti kol nebo co provadite na pokyn vyucujiciho, je zakdzana! Zejména je zakazano jakékoli vkladani
USB zatizeni, coz plati i pro ucitelsky pocitac!

Ukol 1:Mikroskopie infekéniho materialu
V mikroskopu sledujte preparat z hemokultury obarveny podle Grama. Popiste a zakreslete sledované utvary.
Hemokultura je vzorek krve, smichany s transportné-
kultivacnim médiem a zaslany do laboratore. Cela zasland
lahvicka se kultivuje v automatickém kultivatoru a v pripadé
pozitivity se mimo jiné provadi mikroskopie; vice o
hemokulturach a hemokultivaci se dozvite v praktiku P13.
Vsimejte si pritomnosti bakterii (jejich tvaru, barvitelnosti
a mnoZstvi) dale také erytrocytu a dalSich pozorovanych
objekti. Nezapomeiite obrazek Kkreslit barevné a popsat vSe,
co vidite. Pravidla z prvniho jarniho praktika stale plati!

Tabulka pro souhrn vysledkii tikoli 2 aZ 7 (k postupnému vyplnéni):

Kmen K L M N

Gramovo barveni —

Ukol 2

Ukol 3: | Velikost

Kulti-

vace Barva

(krevni

agar) Tvar
Profil
Hemo-
lyza
Jiné

Ukol 4: riist na KA
+ 10 % NaCl

Ukol 5: kataldza

(piste ,,+ ¢i ,,—

DILCI ZAVER

Ukol 6a: Test
clump. faktor (+/-)

Ukol 6b: Plasma-
koagulaz. test (+/-)

Ukol 6¢: Test
hyaluronidazy (+/-)

Ukol 7:
STAPHYtest 16

KQNECNY
ZAVER

Pokud néktery test u nekterého kmene neprovadite, proskrinéte ho. Konecny zaver ale napiste pro viechny.
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Ukol 2: Mikroskopie kultur mikroorganismi
Obarvéte podle Grama cisté kultury predlozenych mikrobt. Vysledky pozorovani zakreslete (|) a zapiste (1).

Kmen K Kmen L Kmen M Kmen N

Ukol 3: Riist na krevnim agaru
Vypliite tabulku na prvni strané v fadcich ,,Ukol €. 3*. Do ,,jinych* napiste to zajimavé, co se nevejde jinam.

Ukol 4: Riist bakterii na krevnim agaru s 10 % NaCl
Zhodnotte schopnost ristu pfedlozenych kmenti na krevnim agaru s 10 % NaCl, ktery slouZi jako selektivni
puda pro stafylokoky. Zapiste ,,+* pokud kmen roste a ,,— pokud neroste.

Ukol 5: Katalazovy test
Prokazte pfitomnost enzymu katalasy. Setfete mikrobiologickou klickou kolonie pfedlozenych kmenti a vneste je
do kapky 3% H,0, na podloznim sklicku. Zaznamenejte reakci u vSech kmenti. Do tabulky piste ,,+“ a ,,—.

Pozitivitu charakterizuji , zatimco je negativni.

Nyni vypliite v tabulce Fadek ,,Dil¢i zavér®. Napiste STAF, pokud se kmen ukazal byti
stafylokokem, a JINY, pokud je to néco jiného.

Ukol 6: Testy pro odliSeni S. aureus

6a) Test na clumping faktor (test vazané plasmakoagulazy)

Na podlozni sklicko kapnéte kapku fedéné krali¢i plazmy. Pomoci sterilni mikrobiologické klicky v ni
suspendujte vySetifovany kmen stafylokoka. Pfitomnost plasmakoagulazy se projevi aglutinaci bakterialnich
bunék. Vysledek vySetieni zakreslete a zapiste sem i do tabulky.

Kmen Kmen

(pismeno) (pismeno)

pozitivni — negativni pozitivni — negativni
(Skrtnéte co neplati) (Skrtnéte co neplati)

6b) Plasmakoagulazovy test (test volné plasmakoagulazy)

Do 0,5 ml 10x fedéné krali¢i plazmy bylo suspendovano nékolik kolonii vySetfovaného kmene stafylokoka.
Suspenzi inkubujeme v termostatu pii 37 °C. Vysledek se odecita po 1, 2 a 24 hodinach. Jako pozitivni reakce se
hodnoti, pokud dojde ke koagulaci krali¢i plasmy ve zkumavce, tj. dojde k zrosolovaténi celého obsahu
zkumavKky, ptip. alespon ¢asti. Zapiste a zakreslete vysledek této reakce u vybranych kmend po 24 hodinach
inkubace. (Zkumavka je v nakresu zdmérné naklonéna, aby bylo vidét, zda je uvniti hladina tekutiny.)

Pozitivni vysledek Negativni v{sledek
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6¢) Detekce hyaluronidazy

Na krevni agar jsme naockovali asi 2 cm $iroky pas Streptococcus
equii, bakterie, ktera tvofi silné¢ pouzdro s obsahem kyseliny
hyaluronové. Kolmo k tomuto pasu byla nao¢kovana cara
vySetfovaného kmene stafylokoka. Pokud je pfislusnym kmenem
stafylokoka hyaluronidaza produkovana, difunduje do okoli a do
druhého dne zplisobi lyzu pouzdra Streptococcus equii. To se
projevi ptlkruhovou zénou ,,ztraty slizovitosti“ v pasu
naoc¢kovaného Streptococcus equii. Zakreslete vysledek reakce u
dvou kment (v¢etné pozitivni a negativni kontroly) a popiste.
Pozor! V tomto tikolu nejde 0 hemolyzu kmenii. Do obrazku ji
sice — pokud ji pozorujete — miiZete zakreslit, neni to vSak pro
tento ukol podstatné. Dbejte pokyni ucitele a tikol provadéjte
aZ po jeho vykladu!

Ukol 7: Blizsi uréeni stafylokokii pomoci biochemického mikrotestu (STAPH Ytest 16)
Pro identifikaci stafylokokt je ur¢ena sada biochemickych testi. Podle tabulky v navodu k pouziti nebo podle
barevné srovnavaci Sablony odectéte vysledky jednotlivych reakci. Vysledky testl pro jednotlivé kmeny zapiste
a na zaklad¢ interpretacnich tabulek zjistéte, o které druhy stafylokokd jde. Zacatek vysledkt pro prvni kmen
mate predvyplnén. Nezapomeiite vyplnit téZ procento pravdépodobnosti a index typicnosti!

Zkum. | Prvni fadek vlastniho testu s 8 jamkami Druhy radek vlastniho testu s 8 jamkami

VPT IH|1G | IF |IE | 1D | IC | 1B | 1A | 2H | 2G

2F

2E | 2D

2C

2B 2A

K + |+|+]|-|-|-|+]|+]|-
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Kod: Identifikace % pravdépod. | T index
Staphylococcus
VPT IH|IG|IF |1E|ID|I1C|1B|1A |2H |2G |2F |2E | 2D |2C | 2B 2A

1 1214124 ]|1]2]14]1]2
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Kod: Identifikace
Staphylococcus

% pravdépod.

T index
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Ukol 8a: Citlivost stafylokoki k antibiotikiim

Zjistéte citlivost predlozenych kment stafylokokt k vybranym antibiotikiim pomoci diskového difusniho testu.
Citlivost k prfedkladanym antibiotikim zhodnot'te na zdkladé zméteni priméru inhibi¢ni zény a porovnani

s tabulkou. Interpretujte kmeny jako citlivé (C), intermediarni (I) ¢i rezistentni (R) k danym antibiotiktim.

Kmen 2>
Antibiotikum Citlivy Intermedi- Rezis- & z6ny Interpre- & z6ny Interpre-
pokud je | arni pokud tentni (mm) tace (mm) tace
Cefoxitin >22/25 <22/25
FOX* mm** mm**
Erythromycin >2lmm | 1820mm | <18 mm
E
Clindamycin >22 mm 1921 mm | <19 mm
DA
Ko-trimoxazol > 17 mm 15-16 mm | <15 mm
SXT
Tetracyklin®** >22 mm 1921 mm | <19 mm
TE
Chloramfenikol > 18 mm < 18 mm
C

*interpretuje se jako oxacilin, pfipadné i dalsi betalaktamy
**22 mm plati pro S. aureus, 25 mm pro koaguldzanegativni stafylokoky
***yysledek plati také pro doxycyklin

Dalezitd poznamka: V nékterych testech miize byt uprostied sedmy disk MUP (mupirocin). Jde o lokdlné
podavanou antimikrobialni latku (obsazenou napr. v preparatu BACTROBAN) slouzici napriklad k alespon
docasnému odstranéni kmenit MRSA (viz dadle) z nosni dutiny. Test citlivosti na mupirocin se provadi zejména pri
nalezech zlatych slafylokokii z nosu. Protoze mupirocin nemaji ve svych testech vsichni, v praktiku ho
nehodnotime (jen pro informaci, kmen je citlivy pri zoné > 30 mm a rezistentni pri zoné < 18 mm). — Diisledkem
pritomnosti mupirocinu uprostied je horsi odecitatelnost ostatnich zon. Pokud neni mozné zmérit priumer, zmérte
polomer (odhadnete stred disku) a vynasobte dvema.

Ukol 8b: Demonstrace screeningové piidy na MRSA
U ptedlozenych kmenti (na bo¢nim stole) ovéite, zda jde o MRSA. (Je mozné, Ze pijde jen o jeden kmen, v tom
pripadé chybéjici fadky vynechejte.

Kmen Kmen je
MRSA — MRSKN - MS
stafylokok* STAPH
MRSA — MRSKN — MS OHEWE S
stafylokok*
MRSA — MRSKN — MS
stafylokok*

*nehodici se Skrtnéte: MRSA = meticilin rezistentni S. aureus, MRSKN

= meticilin rezistentni koaguldzanegativni staf., MS = meticilin citlivy
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