VLLMO0522¢ — Lékarska mikrobiologie II, prakticka cvic¢eni. Protokol k dvojtématu PO7+8

Téma P07+8: Laboratorni diagnostika anaerobnich bakterii, tuberkulozy,

aktinomykozy a nokardozy
Ke studiu: Anaeroby, Mycobacterium, Actinomyces, Nocardia (u¢ebnice, WWW atd.)
Z jarniho semestru: Mikroskopie, kultivace, antimikrobialni citlivost, PCR

Ukol 1: Mikroskopie acidorezistentnich a vlaknitych mikroorganismii

Zatimco acidorezistentni mikroorganismy (Mycobacterium) nelze barvit dle Grama, mikroby acidorezistentni
pouze castecné (Nocardia) nebo vubec (Actinomyces) mohou byt Gramem obarveny. Nokardie a aktinomycety
maji podobu grampozitivnich vétvenych vlaken, ale ¢asto vidime i kratsi ty¢inky nebo dokonce koky.

a) Barveni (negativniho) klinického vzorku barvici metodou dle Ziehl-Neelsena

Ziehl-Neelsenovo barveni se pouziva u mykobakterii (M.
tuberculosis, M. leprae), ale zejména ve ,,studené* varianté
dle Kinyouna také u nékterych paraziti (Cryptosporidium
parvum, Cyclospora cayetanensis). Acidorezistentni
organismy se barvi pouze pii zahfati nebo pfi pouziti
vysoce koncentrovaného karbolfuchsinu a vysoce
koncentrovaného fenolu (,,studena* varianta = modifikace
podle Kinyouna). Zato je pak neodbarvi ani kysely alkohol

(alkohol s anorganickou kyselinou). Poté je odbarvené

pozadi obarveno kontrastni barvou — bud’ zelenou, nebo modrou.

Obarvéte negativni vzorek sputa de Ziehl-Neelsena (klasicka ,tepla“ varianta, podvarianta s methylenovou
modii). Mikroskopujte. Zde acidorezistentni tyCinky nenaleznete. Zakreslete vysledky, uvidite predevSim
pfirozené pozadi, tj. leukocyty, epitelie a dalsi objekty. Nezapomeiite obrazek popsat (za pouziti radka vedle

obrazku).

Popiste také barvici proceduru — do nésledujici tabulky zapiste nazvy €inidel pouzivanych pii barveni
1. Béhem barveni se preparat , dokud

2. Cinidlo je smé&si a

3. Misto tohoto barviva lze pouzit také

b) Mikroskopie mykobakterialni kultury
Prohlédnéte si v mikroskopu (imerze, imerzni objektiv)
mykobakterialni kulturu barvenou dle Ziehl-Neelsena.
Zaznamenejte zejména piitomnost acidorezistentnich
ty¢inek. Zakreslete pozorované.

Nezapomenite obrazek popsat (za pouziti fadkt vedle
obrazku).

¢) Mikroskopie kmenii aktinomycet a nokardii
Prohlédnéte si mikroskopicky Gramem barvené sklicko.
Popiste a zakreslete pozorované objekty. PovSimnéte si
velkého polymorfismu organismit (od kokovitého tvaru
pres tyCinky az po vldkna, Casto vétvend); grampozitivni,
ale Casto az gramlabilni).

Opét obrazek i popiste.

Ukol 2: Kultivace mykobakterii, aktinomycet a nokardii
Kultiva¢ni naroky acidorezistentnich a ¢astecn¢ acidorezistentnich bakterii jsou velmi riznorodé.

% Pro Mycobacterium tuberculosis pouzivame tekuté (Sula, Bani¢) a pevné pudy (Ogawa, Lowenstein-
Jenssen). Pevné pudy se 1i8i od vétSiny pid pouzivanych v bakteriologii, protoZe neobsahuji agar; jejich
»pevnost* je ddna koagulovanou vaje¢nou bilkovinou. Pfed kultivaci je nutno vzorky mofiti.

Pro rod Nocardia postacuje bézny krevni agar.
Pro rod Actinomyces je nutny VL-agar a kultivace v anaerostatu ¢i anaerobnim boxu (viz P07), protoze

jsou mikroaerofilni s tim, Ze jejich potieba kysliku je tak nizka, ze jim vyhovuje anaerobni prostiedi.
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VLLMO0522¢ — Lékarska mikrobiologie II, prakticka cvic¢eni. Protokol k dvojtématu PO7+8

a) Popiste pudy pro kultivaci mykobakterii

Néazev pudy tekutd/pevna barva poznamky

b) PopiSte a zakreslete rist kolonii rodi Mycobacterium, Actinomyces a Nocardia na

(v) danych médiich
Baktérie Nazev pudy Pritomnost/neptitomnost rdstu, ptipadné charakterizace rtstu
(charakterizujte riist vlastnimi slovy)
Mycobacterium
Actinomyces krevni agar
anaerobni WCHA agar
Nocardia krevni agar
anaerobni WCHA agar

Ukol 3: Uréeni citlivosti na antimikrobialni latky

K 1écbé mykobakteridlnich infekei se pouzivaji specidlni 1éky zvané antituberkulotika. Lisi se také zptsob
testovani citlivosti: antituberkulotika se pfimo pridavaji do piidy. Zato infekce plisobené rody Actinomyces a
Nocardia se 1é¢1 ,,normalnimi* antibiotiky a citlivost se testuje ,,normalnim* difusnim diskovym testem.

a) Urceni citlivosti mykobakterii na antituberkulotika
Porovnanim s kontrolni zkumavkou odectéte testy citlivosti kmenti mykobakterii na antituberkulotika.

Antituberkulotikum Kontrola ristu

Rust A/N

Interpretace

b) Citlivost na antibiotika u kmena Nocardia a Actinomyces
Byl by pouzit difusni diskovy test jako obvykle. Ve spojeném praktiku se ukol neprovadi.

Ukol 4: PCR v diagnostice TBC

Jelikoz je kultivace mykobakterii obtizna, stava se PCR velmi dtlezitou diagnostickou metodou.
Odectéte vysledek PCR TBC (z prezentace), zapiste a interpretujte vysledky

Pacient ¢. Prouzek vzorku | Interni kontrola | Interpretace

1

2
3
4
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Ukol 5: Diagnostika lepry
Lepra je nemoc, kterd stale postihuje miliony lidi v méné rozvinutych zemich. Jeji diagnostika je obtizna.
Vypliite nasledujici tabulku.

Toto zvife se jmenuje pdSOVCC devﬁ.ipds)',

Pouziva se k vyrobé lepr‘ominu

awtato latka se pouziva Ieprominovém testu

" v diagnostice lepry
By Hans Stieglitz - Own work, CC BY-SA 3.0, https:/ wikimedia.org/w/index.php?curid=11037077. Adapted.

Ukol 6: Nep¥imy pritkaz TBC pomoci testu QUANTIFERON®-TB Gold

Jde o test vySetieni indukovaného uvoliovani interferonu gama k ovéfeni bunééné imunity. Princip testu: Bylo
prokazano, ze pii tuberkuléze, a to i latentni, dochazi k tomu, Ze tuberkuldézni antigeny aktivuji T-lymfocyty a ty
tvori velkda mnozstvi interferonu gama. Podobné 1ze tyto T-lymfocyty aktivovat nespecificky napt. takzvanym
mitogenem, ten se proto pouziva jako pozitivni kontrola (MIT). Jako negativni kontrola je pouzita zkumavka,
ktera nic neobsahuje (NIL). Hodnota ,,TB*“ pfedstavuje mnozstvi uvolnéného interferonu po stimulaci vlastnim
antigenem TBC. Samotny interferon je pfitom detekovan pomoci reakce ELISA.

Interpretujte vysetieni testem Quantiferon-TB Gold u Ctyf pacientl s vyuzitim interpretacni tabulky.

Anna: MIT=48 TB=1,2 NIL=1,1 Vase interpretace:
Berta: MIT=53 TB=4,38 NIL =2,1 Vase interpretace:
Cecil: MIT=0,9 TB=0,9 NIL =0,8 Vase interpretace:
Dimos: MIT=8,4 TB=38,3 NIL =8,2 Vase interpretace:

(vSechny hodnoty jsou uvedeny IU/ml)

Interpretacni tabulka (podle doporucdeni k testu, zjednoduseno!)

NIL | TBminusNIL | MIT minus NIL |, onecnd Pritomnost infekce
interpretace testu | M. tuberculosis

<0,35 >0,5 negativni Nepravdépodobna
<38,0 >0,35 jakakoli hodnota pozitivni Pravdépodobna
<0,35 <0,5

nejista Nelze urcit

> 8,0 jakékoli hodnota | jakéakoli hodnota

Poznamka: Vylepsena verze testu QUANTIFERON zahrnuje Ctyri (a ne tri) zkumavky, jelikoz ,,TB* je
nahrazeno dvéma typy antigenii. Nicméné pro zjednoduseni zde pocitame s klasickou variantou testu.

Jméno VL Redboxtym  Datum4. 11.2019 Strana 3/6




VLLMO0522¢ — Lékarska mikrobiologie II, prakticka cvic¢eni. Protokol k dvojtématu PO7+8

Tabulka pro hlavni vysledky ukoli 11 az 14 (k postupnému vyplnéni):

Kmen K L M N

Gramovo barveni — Ukol 11b
(vCetné piipadnych udajl o tvorbé spor)

Krevni (“KA”) Rist A/N
VL agar (“VLA”) Rust A/N
VL bujon Rust A/N

Popis kolonii na KA/VLA*

Kultivace: ukol 13

KONECNY ZAVER (morfologie + vztah
ke kysliku)

*Pouzijte VLA (VL agar) u mikrobti, které nerostou na krevnim agaru
Ukol 11: Mikroskopie klinického vzorku a mikroskopie kmene
a) Prohlidka klinického vzorku

Prohlédnéte si Gramem barveny preparat.

Pravdépodobné najdete smés ruznych bakterii, jak je to u
anaerobnich infekci typické: za infekci nemulze jeden
patogen, ale smes patogent. Vedle bakterii mtzete vidét
leukocyty  (zejména  polymorfonuklerary), piipadné
epitelie, tkanovou drt’ a tak dale.

Nezapomenite obrazek popsat (pouzijte cary)!

b) Mikroskopie podezielych kmeni

Anaerobni bakterie mohou byt koky i tyCinky, grampozitivni i gramnegativni; v tom se nelisi od jinych bakterii.
Byvaji ale pleomorfnéjsi. U rodu Clostridium je ptitomnost a pozice endospor uzivana jako vyznamny
diagnosticky znak. Pokuste se u jednoho z vasich kment (robustni G+ ty¢inky) endospory najit.

Ukol 12: Anaerostat a anaerobni box

K ziskéani anaerobidzy pouzivame v nasi laboratofi tii zptisoby:

a) pro tekuté ptidy se jako bariéra médium/atmosféra pouziva parafinovy olej (neni dokonal¢)
b) pevné pudy davame do anaerostatu, kde je kyslik chemicky nahrazen smési plyna
¢) pevné pudy Ize také umistit do anaerobniho boxu; anaerobni atmosféra je vhanéna z tlakové lahve (bomby).

Vepiste do obrazkii svij popis (anaerostat uvidite doopravdy a spolu s anaerobnim boxem také na obrazku).
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Ukol 13: Kultivace na agarovych pidach

Popiste kultivacni vysledky danych kmeni na aerobnich i anaerobnich padach.

a) Aerobni kultivace na krevnim agaru (KA)
Napiste, zda bakterie rostou ¢i nikoli, pfipadné téz popiste jejich kolonie.

b) Anaerobni kultivace na VL agaru (VL krevnim agaru)
VL (krevni) agar je podobny krevnimu agaru, ale ma snizeny redoxni potencial a kultivuje se v anaerostatu ¢i
anaerobnim boxu. Napiste, které kmeny zde rostou a ty, které nerostly na KA, popiste.

¢) PomnoZeni anaerobti ve VL bujonu
VL bujon se pouziva pro pomnozeni malo pocetnych anaerobnich bakterii. Zkontrolujte pfitomnost zékalu
(rtistu) ve VL bujonu a porovnejte s vysledky ¢asti b).

Ukol 14: Druhova diagnostika anaerobiu biochemickymi testy
U kmenti urCenych jako anaeroby se pouzije biochemicky mikrotest (ANAEROtest 23 FErba-Lachema)
naoc¢kovany o dva dny drive. Odecet je podobny jako u NEFERMtestu 24. Ve spojeném praktiku se nedéla.

Ukol 15: Citlivost anaerobii na antibiotika

Anaerobni bakterie byvaly testovany difusnim diskovym testem, avsak bylo prokdzano, ze difusni diskovy test
neni pro anaerobni bakterie dostatecné spolehlivy. V soucasnosti se dle instrukci EUCAST se infekce zpiisobené
anaerobnimi bakteriemi bud'to léci bez in vitro testovani, nebo, zvlasté u zavaznych infekci, se k in vitro testovani
pouzivaji E-testy.

Odectéte E-test na anaerobni bakterii. Zakreslete jeden z vysledkil, vyhodnot'te vSechny vysledky.

Nezapomenite, ze i kdyz je principialné podobny jako difusni diskovy test, je E-test kvantitativnim testem.
Hodnoty koncentraci jsou napsany piimo na prouzku. Misto, kde okraj zony kiizi prouzek, nam ukazuje hodnotu
minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC).

Kmen 2> Kmen  urceny jako Kmen  urceny jako

Antibiotikum ¥ | Kritéria Hodnota MIC | Zavér | Kritéria Hodnota MIC | Zavér
Klindamycin | C kdyz MIC <4 CkdyzMIC <4

(DA) R kdyz MIC > 4 R kdyz MIC > 4

Amoxicilin/ C kdyz MIC <4 C kdyz MIC <4

klavulanat I kdyz MIC =8 I kdyz MIC =8

(AMC) R kdyz MIC > 8 R kdyz MIC > 8

Metronidazol | C kdyz MIC <4 C kdyz MIC <4

(MTZ) R kdyz MIC > 4 R kdyz MIC > 4

Vsechny hodnoty jsou v mg/l. C = citlivy, I = intermediarni, R = resistentni

Ukol 16: Detekee toxini klostridii

U klostridii se pouzivaji rizné testy produkce toxinu.

a) Prukaz toxinu (lecitinazy) Clostridium perfringens

Clostridium perfringens tvori specifickou lecitindzu, neutralizovatelnou specifickou protilatkou. Polovina vasi
misky je potfena protilatkou (anti-lecitindzou), druha potfena neni. Toxicky efekt lecitinazy spatiite jako oblast
precipitace kolem kmene na Zloutkovém agaru. Pravy toxin je neutralizovan antitoxinem, jiné lecitinazy

vvvvv
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b) Prukaz toxinu Clostridium tetani
Prohlédnéte si obrazek tetanické mysi. Pov§imnéte si pozice ocasku a koncetin. (Normalné studenti obrazek
prekresluji, ve dvojitém praktiku se to ale neprovadi).

¢) Detekce A a B toxini Clostridium difficile

Pseudomembranézni kolitida zplisobend toxiny Clostridium difficile je velmi nebezpecna, zejména u
hospitalizovanych pacient. Patogena je mozno kultivovat na specidlnich médiich, ale doporucuje se spise
provést test na toxiny a strukturalni antigen.

Testovani se provadi imunochromatografickym testem, ktery je podobny napft. t¢hotenskému testu nebo testim
z jarniho praktika na prikaz pneumokokového a legionelového antigenu, ale je slozitéjsi: zjiStuje se jak
produkce klostridiového antigenu, tak i jeho toxint. Pro praxi je dilezité, Ze na toto vySetfeni je nutno zasilat
vzorek stolice (nesta¢i vytér z kone¢niku). Stolice by méla byt tekutd — pokud je formovana (kusova), neni
ziejmé duvod toto vySetieni provadét.

Test se sklada ze dvou ¢asti, v obou piipadech se pozitivita projevi pfitomnosti pfislusné linie (modré cary):

(1) test pritomnosti klostridiového strukturalniho antigenu a

(2) SPOLECNY test toxinii A a B (pozitivni linie je vysledkem ptitomnosti toxinu A nebo B nebo obou).
Interpretace testu:

Toxin pozitivni, antigen pozitivni | Pokud odpovidaji ptiznaky, infekci Clostridium difficile (CDI) lze
(Situace 1) povazovat za prokdzanou a lécbu za nezbytnou. Po 1é¢bé se neprovadi
kontrolni testovani; klinicky pribéh vypovida o efektu 1écby 1épe.

Toxin negativni, antigen pozitivni | Pfi odpovidajicich pfiznacich je stale nutno CDI povazovat za moznou ¢i

(Situace 2) dokonce pravdépodobnou, protoze vysledek prikazu toxinu nelze
povazovat za zcela spolehlivy. Podle klinického stavu se tedy voli i lécba.*

Toxin i antigen negativni CDI je povazovana za velmi nepravdépodobnou

(Situace 3)

Toxin pozitivni, antigen negativni | Chyba testu

Chybéni tii tecek (kontrola) Chyba testu

*Také se doporucuje pokusit se o kultivaci kmene Clostridium difficile (ze stejného vzorku) a poté zopakovat
tento test s tim, Ze misto vzorku stolice se pouZije tento vypéstovany kmen.

Prohlédnéte vysledek prikazu antigenu Clostridium difficile (CD) a klostridiovych toxini A + B u vzorki
stolice X, Y a Z a zapiSte vysledky:

Pacient Kontroly Toxiny A + B CD Antigen CD Cislo situace (1/2/3)
X OK —neni OK pozitivni — negativni pozitivni — negativni
Y OK — neni OK pozitivni — negativni pozitivni — negativni
V4 OK — neni OK pozitivni — negativni pozitivni — negativni
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