Bi7170c — Lékatska mikrobiologie - cviceni. Protokol ke spojenym tématiim XP07-8

Téma XP07-8: Diagnostika tuberkulozy, aktinomycet, nokardii

a anaerobnich bakterii
Ke studiu: Clostridium; nesporulujici anaeroby (uc¢ebnice, WWW atd.), Mycobacterium, Actinomyces, Nocardia
(ucebnice, WWW atd.)

I. ¢ast Mykobakterie, aktinomycety a nokardie

Ukol 1: Mikroskopie acidorezistentnich a ¢aste¢né acidorezistentnich mikroorganismi
Zatimco acidorezistentni mikroorganismy (Mycobacterium) nelze barvit dle Grama, mikroby acidorezistentni
pouze castecné (Actinomyces, Nocardia) mohou byt Gramem obarveny, ale barvi se nekonstantné, a také
nabyvaji vétvenych filament6znich forem.

a) Barveni (negativniho) klinického materialu barvici metodou dle Ziehl-Neelsena
Ziehl-Neelsenovo barveni se pouziva u mykobakterii (M. tuberculosis, M. leprae), ale také u nékterych paraziti
(Cryptosporidium parvum, Cyclospora cayetanensis). Acidorezistentni organismy se barvi pouze pfi zahfati*,
avSak zato je pak neodbarvi ani tzv. ,kysely alkohol* (roztok alkoholu s HCI nebo H,SO,). Poté je odbarvené
pozadi obarveno kontrastni barvou.

Popiste také barvici proceduru — do nasledujici tabulky zapiste nazvy ¢inidel pouzivanych pii barveni

L. 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
tyCinek. Zakreslete pozorované.

Nezapomeinite obrazek popsat (za pouziti fadkd vedle
obrazku).

Ukol 2: Kultivace mykobakterii, aktinomycet a nokardii
Kultivacni naroky acidorezistentnich a ¢astecné acidorezistentnich bakterii jsou velmi rtiznorodé.

% Pro Mycobacterium tuberculosis pouzivame tekuté (Sula, Bani¢) a pevné pudy (Ogawa, Lowenstein-
Jenssen). Pevné pady se 1isi od vétSiny pud pouzivanych v bakteriologii, protoZe neobsahuji agar; jejich
»pevnost je dana 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 anaerobni, pfipadné mikroaerofilni, ale s tak malou potfebou kysliku, ze jim toto vyhovuje.
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8

a) Popiste pudy pro kultivaci mykobakterii

Nazev pady tekuta/pevna Barva poznamky
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b) PopisSte a zakreslete rust kolonii rodi Mycobacterium, Actinomyces a Nocardia na

(v) danych médiich
Baktérie Nazev pudy Pritomnost/neptitomnost rdstu, pripadné charakterizace rustu
(charakterizujte rist vlastnimi slovy)
Mycobacterium
Actinomyces krevni agar
VL agar
Nocardia krevni agar
VL agar

Ukol 3: Uréeni citlivosti na antimikrobialni latky

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

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

Antituberkulotikum Kontrola rastu

Riist A/N

Interpretace

Zdroj obrazku: http://www.1-costaricalink.com/costa_rica_fauna/nine_banded_armadillo.htm

Ukol 6: Nepiimy pritkaz TBC pomoci testu QUANTIFERON®-TB Gold

Jde o test vySetieni indukovaného uvoliovani interferonu gama k ovéfeni bunééné imunity. Princip testu: Bylo
prokazano, ze pti tuberkulodze, a to i latentni, dochazi k tomu, ze tuberkul6zni antigeny aktivuji T-lymfocyty a ty
tvoii velkd mnozstvi interferonu gama. Podobn¢ Ize tyto T-lymfocyty aktivovat nespecificky napf. 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 ptitom detekovan pomoci reakce ELISA.

Interpretujte vySetfeni testem Quantiferon-TB Gold u ¢tyf pacientd s vyuzitim interpretacni tabulky.

Anna: MIT=48 TB=1,2 NIL =1,1 Vase interpretace:
Berta: MIT=53 TB=48 NIL =2,1 Vase interpretace:
Cecil: MIT=09 TB=0,9 NIL = 0,8 Vase interpretace:
Dimos: MIT=84 TB=38,3 NIL = 8,2 Vase interpretace:

(v8echny hodnoty jsou uvedeny IU/ml)

Interpretacni tabulka (podle doporuceni k testu, zjednoduseno!)
Koneéna Pritomnost infekce
interpretace testu M. tuberculosis

NIL TB minus NIL MIT minus NIL

<0,35 >0,5 negativni Nepravdépodobna
<38,0 >0,35 jakékoli hodnota pozitivni Pravdépodobna
<0,35 <0,5 ., ..
nejista Nelze urcit

> 8,0 jakakoli hodnota | jakakoli hodnota
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I. ¢ast Anaerobni bakterie
Tabulka pro hlavni vysledky ukoli 11 az 14 (k postupnému vyplnéni):

Kmen K L M N

Gramovo barveni — Ukol 11b
(v€etné piipadnych udajli o tvorbé spor)

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

Popis kolonii na KA/VLA*

Kultivace: ukol 13

KONECNY ZAVER (vysledek Ukolu 14
— ANAEROtest, nebo, u ,,ne-anaerobu*,
vysledky piedchozich testu)**

*Pouzijte VLA (VL agar) u bakterii, které nerostou na krevnim agaru
** Tentokrat nebudeme kmeny dourcovat do rodu ani do druhu. Do vysledku tabulky tedy zapiSeme
pouze ,,G— anaerobni ty¢inky* ¢i ,,G+ sporulujici ty¢inky* atd.

Ukol 11: Mikroskopie podezielych kmenii

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 kmenti (robustni G+ tyéinky) endospory najit.

Ukol 12: Anaerostat a anaerobni box

K ziskani anaerobidzy pouzivame v nasi laboratofi tii zptisoby:

a) pro tekuté pudy se jako bariéra médium/atmosféra pouziva parafinovy olej (neni dokonalé)
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 bomby.

Vepiste do obrazki svij popis (anaerostat uvidite doopravdy a spolu s anaerobnim boxem také na obrazku).

Ukol 13: Kultivace na agarovych pidach

Popiste kultivaéni vysledky danych kmeni na aerobnich i anaerobnich ptdach.

a) Aerobni kultivace na krevnim agaru (KA)
Napiste, zda bakterie rostou ¢i nikoli, ptipadné 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 anaerobii ve VL bujonu
VL bujon se pouziva pro pomnozeni malo pocetnych anaerobnich bakterii. Zkontrolujte pritomnost zakalu
(rtstu) ve VL bujonu a porovnejte s vysledky ¢asti b).
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Ukol 15: Citlivost anaerobi na antibiotika

Odectéte E-test na anaerobni bakterii. Zakreslete a vyhodnot'te vysledek.

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

Testovany kmen

Testované antibiotikum / antimykotikum

Hodnota MIC

Breakpoint:

Zaver (kmen je citlivy/rezistentni k danému antibiotiku)

Poznamka k Ukolu 15: Anaerobni bakterie byvaly testovdny difusnim diskovym testem, aviak bylo prokdzdno, Ze
difusni diskovy test neni pro anaerobni bakterie dostatecne spolehlivy. V soucasnosti se dle instrukci EUCAST se
infekce zpiisobené anaerobnimi bakteriemi budto léci bez in vitro testovani, nebo, zvlasté u zavaznych infekci, se
k in vitro testovani pouzivaji E-testy.

Ukol 16: Detekce toxini klostridii

U klostridii se pouzivaji rizné testy produkce toxinu.

¢) Detekce A a B toxini Clostridium difficile

Pseudomembranézni kolitida zplisobend toxiny Clostridium difficile je velmi nebezpecna, zejména u
hospitalizovanych pacientll. Testovani se provadi imunochromatografickym testem, ktery jiz byl provadén v
praktiku J09. Pro praxi je dileZité, e na toto vySetieni je nutno zasilat kusovou stolici (NESTACT vytér z fiti).
Prohlédnéte vysledek prikazu toxintt A + B Clostridium difficile ve vzorcich stolice X a Y a zapiste vysledky:

Vzorek X je pozitivni — negativni Vzorek Y je pozitivni — negativni
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