VLLMO0522¢ — Lékarska mikrobiologie, prakticka cviceni. Protokol k tématu P02

Téma P02: Kultivace — pokracovani. Biochemicka identifikace. Diagnostika
streptokokii

K nastudovani: Streptococcus (z ucebnic, internetu...)
Z jarniho semestru: Mikroskopie, Kultivace, Biochemicka identifikace, Neutralizace

Tabulka pro souhrn vysledkii ukolii 1 aZ 6 (k postupnému vyplnéni):

Kmen K L M N P Q R S

Gramovo barveni —
Ukol 1

Katalaza — ukol 2a

Slanetz-Bartley

ukol 2b

Ukol 3 | Velikost

Kulti-

vace Barva

(krevni

agar) Tvar
Profil
Zmény
agaru
Jiné

DILCI ZAVER

Ukol 4a: Optochin
(jen viridujici str.)

4b: STREPTOtest
16 (jen ustni strep.)

Ukol 5a: PYR test
(jen hemolytické s.)

Ukol 5b: CAMP
(jen hemolytické s.)

Ukol 5¢ (jen nAnB)
Aglutinace

KONECNY
ZAVER

Ukol 1: Mikroskopie podezielych kmeni

Na stole mate kmeny oznacené pismeny. Obarvéte je podle Grama (postup byste méli znat nejpozdéji z minula)
a urcete, ktery z nich neni grampozitivnim kokem. Natéry jednotlivych kmenti oznacte na sklicku pomoci tuzky
na sklo pfislusnym pismenem. Vysledky zapiste do tabulky. U kment, které nejsou G+ koky, proskrtnéte zbylou
cast tabulky.

Ukol 2: Zakladni kultivaéni a biochemické testy — rodové uréeni

a) Katalazovy test k odliSeni stafylokoki

Proved’te katalazovy test se vSemi kmeny z prvniho tkolu s vyjimkou toho, ktery jste v tomto tkolu vytadili.
Stafylokoky jsou katalaza pozitivni, streptokoky a enterokoky negativni. Pfipomenime si, Ze substratem je

v tomto testu peroxid vodiku, pozitivita se projevi bublinkami, negativita jejich absenci. Zapiste do tabulky.

b) Riist na Slanetz-Bartleyové agaru k odliSeni enterokoki

Na misce mate po vysecich naockovany vSechny kmeny. Roste vsak jen jeden. Tento kmen je enterokok, a neni
tedy streptokok. Slanetz-Bartleyho agar obsahuje azid sodny, ktery neumoziuje rust jinych bakterii, nez jsou
enterokoky. Stafylokoky zase rostou na ptidé s 10 % NaCl. Streptokoky nerostou ani na jedné z téchto pud.
Zapiste vysledek do tabulky.
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VLLMO0522¢ — Lékarska mikrobiologie, prakticka cviceni. Protokol k tématu P02

Ukol 3: Kultivace na krevnim agaru

Krevni agar 1ze povazovat za ptidu obohacenou (o krvinky), je vSak zaroven i ptidou diagnostickou: miZzeme na
ném pozorovat nasledujici typy zmén:

uplna hemolyza — bakterie svou ¢innosti zcela rozlozi erytrocyty ve svém okoli, krevni agar nabude barvy séra,
je pruhledny

castecna hemolyza — bakterie svou ¢innosti rozlozi erytrocyty jen ¢astecné, krevni agar kolem kolonii je pouze
poloprisvitny a jeho barva je nazloutla (bez zeleného nadechu)

viridace (lat. viridis = zeleny) — zména Cerveného krevniho barviva na barvivo zelené, agar v okoli kolonie
nabyva zelenavé barvy

Zadna zména — vétina bakterii krevni agar neméni

Na miskach s krevnim agarem mate opét vSechny kmeny. Ty, které jste vylouéili v ukolech 1 a 2, nemusite
popisovat, pro porovnani se vSak na né podivejte. Zapiste vlastnosti kmend do tabulky.

Nyni zapiste do tabulky ,,diléi zavér®. Ke kazdému z kmeni K aZ S zapiste ,, NENI STR* (neni streptokok)
»HEMOL STR* (€astecna ¢i iiplna hemolyza) nebo ,,VIRID STR* (streptokok s viridaci)

Ukol 4: Blizsi uréeni streptokok s viridaci

a) Optochinovy test

Mate za kol vyhodnotit optochinovy test u dvou kmenti, které jste urcili jako streptokoky s viridaci.
Optochinovy test je test, ktery se ni¢im nelisi od bézného diftizniho diskového testu az na to, ze ucinna latka
(optochin) se nyni uz nevyuziva lécebné. Kmen s pfitomnosti zony inhibice rustu kolem disku je S. pneumoniae,
kmen bez zény je ,,ustni streptokok®. Vysledek zakreslete a zapiste do tabulky (tam staci ve formé +/ —)

MEN KMEN

= = jakékoli zona citlivosti (neni nutno méfit) = =neni zo6na

b) Biochemické urceni ,,ustniho* streptokoka

Pro urychleni a standardizaci identifikace bakterii se pouzivaji komeréné vyrabéné identifikacni soupravy.
Bakterie jsou ur¢ovany do druhu na zakladé biochemickych vlastnosti. V soucasné dobé existuje na trhu cela
fada diagnostickych souprav od nejriiznéjsich vyrobct. V nasSich podminkach jsou nejb&éznéjsi testy od firmy
Erba Lachema, konkrétné si v tomto tkolu pfedstavime STREPTOtest 16.

Provedeni testu z casovych diivodi nebudeme provadét, ale méli byste je znat: Pripravime bakteridlni suspenzi
tak, ze rozmichame nékolik kolonii ve zkumavce s fyziologickym roztokem. Naockujeme 0,1 ml suspenze do
vSech jamek. Po inokulaci se k nékterym jamkam kapne parafinovy olej, desticka se vlozi do polyethylenového
sacku a sacek se inkubuje v termostatu, u vétsiny béznych testt pii 37 °C 24 hodin. Po inkubaci se Casto jesté do
nékterych dulka prikapne urcité ¢inidlo.

Vyhodnoceni testu. Zhodnot'te biochemickou aktivitu kmene ,,ustniho* streptokoka a urcete jej na tiroven
druhu. Vysledky jednotlivych reakci zapiste do protokolu. Jako prvni odectéte vysledek ve zkumavce (VPT), pak
reakce prvniho a nakonec i druhého fadku ve dvojstripu. Kromé nazvu mikroba zapiste i procento
pravdépodobnosti pro dany taxon a index typicnosti zkoumaného kmene. U nejednoznacnych vysledkt zapiste
vSechny mozné vysledky, pfipadné se s pomoci asistenta pokuste o zhodnoceni.

U kmene, ktery jste v pfedchozim tkolu ur¢ili jako ,,ustniho* streptokoka, druhoveé vyhodnotte biochemicky
mikrotest (STREPTOtest 16).

Zkum. Prvni fadek s osmi jamkami Druhy tadek s osmi jamkami
VPT IH|IG |IF |1E | 1D | 1C | 1B | 1A |[2H |2G | 2F | 2E | 2D |2C | 2B 2A

I 1214|1214 ]1]2(4]1]2]4]|1]2]4 |1 |2

Kod: Identifikace % pravdépod. | T index
Streptococcus
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Ukol 5: Uréovani streptokokii s ¢aste¢nou ¢ iplnou hemolyzou
Tento ukol provadéjte u tii kment, které jste urcili jako streptokoky s betahemolyzou (Casti a, b); posledni ¢ast
(c) pouze u kmene, ktery urcite jako non-A-non-B streptokoka.

a) PYR test

PYR test je prouzkovy test, podobny oxidazovému. Pii odecitani barevné reakce je vSak nutno asi pét minut
vyckat, pak ptikapnout kapku ¢inidla pro PYR test a poté pockat dalsi pilminutu. Pozitivni je z¢ervenani otisku.
Také tento test je pozitivni u S. pyogenes (a také u enterokokit). Negativni je Streptococcus agalactiae i non-A-
non-B streptokoky.

Poznamka: Néekdejsi bacitracinovy test se drive pouzival misto PYR-testu. Jeho princip je shodny s principem
optochinového testu, jen s jinym antibiotikem. Pro nedostatecnou specifitu byl jiz témer opusten.

Vypliite nasledujici tabulku, véetné zakresleni vysledku PYR testu u vSech tii testovanych kmenti.

Kmen (zapiste pismeno) Kmen (zapiste pismeno) Kmen (zapiste pismeno)

Interpretace: negativni — pozitivni | Interpretace: negativni — pozitivni | Interpretace: negativni — pozitivni
(nehodici se Skrtnéte) (nehodici se Skrtnéete) (nehodici se Skrtnéte)

b) CAMP test

Poznamka: CAMP test nema nic spolecného s cyklickym adenosinmonofosfatem. Nazyva se podle jmen svych
objevitelii. Proto se také pise CAMP test a nikoli cAMP test.

CAMP test je zalozen na hemolytickém synergismu mezi kmenem S. aureus produkujicim beta-hemolyzin a
kmenem S. agalactiae. Pozitivni vysledek ma tvar dvou trojuhelnikovitych zon (,,motylovity tvar*) uplné
hemolyzy v misté prekiizeni obou kment. Mala zéna jiného tvaru se povazuje za negativni vysledek. Negativni
jejak S. pyogenes, tak i non-A-non-B streptokoky. Nakreslete sviij vysledek do obrazku:

kmen

kmen kmen

¢) Demonstrace aglutina¢niho testu k bliZ§imu uréeni zejména non-A-non-B streptokokii
U kmene uréeného jako streptokok non-A-non-B by se mohlo provést urceni séroskupiny aglutinaci. Prohlédnéte
si na obrazku z dataprojekce vysledek takové aglutinace a zakreslete. Poté zaznamenejte do tabulky vysledky
viech ¢asti Ukolu &. 5, a zapiste do tabulky definitivni zavér (uréeni jednotlivych streptokokii).

NORONE!
O G
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Ukol 6: Testy citlivosti na antibiotika u streptokokii

Vyhodnot'te testy citlivosti (difusni diskové testy) na antibiotika u téch kment streptokokd, které povazujete za
patogeny ¢i mozn¢ patogeny; predpokladejme pro jednoduchost, Ze se jednd o kmeny z hornich cest dychacich.
U kmene ur¢eného jako non-A-non-B streptokok pro jeho malou patogenitu citlivost neurcujeme; u kmene
urc¢eného jako S. agalactiae (typicky ptivodce mocovych infekci) pouzijeme sadu antibiotik urcenou pro lécbu
mocovych infekci (obsahuje napt. nitrofurantoin).

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

Kmen -
Antibiotikum Citlivy Intermedi- Rezis- & z6ny Interpre- & z6ény Interpre-
pokud je | arni pokud tentni (mm) tace (mm) tace
Penicilin > 18 mm < 18 mm
P
Erythromycin >21 mm 1820 mm | <18 mm
E
Clindamycin > 17 mm <17 mm
DA
Chloramfenikol > 19 mm <19 mm
C
Tetracyklin* >23 mm 2022 mm | <20 mm
TE
Vankomycin > 13 mm <13 mm
VA
Kmen >
Antibiotikum Citlivy Intermedi- Rezis- & z6ny Interpre-
pokud je arni pokud tentni (mm) tace
Penicilin > 18 mm <18 mm
P*
Tetracyklin* >23 mm 2022 mm | <20 mm
TE
Vankomycin > 13 mm <13 mm
VA
Nitrofurantoin > 15 mm <15 mm
F

*interpretuje se jako ampicilin

Ukol 7: Diagnostika pozdnich nasledki streptokokovych infekcei — vySetieni ASLO

Jde o zvlastni ukol, kdy nepdtrame po bakteriich (i jejich Castech, ale misto toho pdtrame po protildtkdch proti
nim. Zpravidla to inime v piipadé, Ze chceme ovérit probéhlou protilatkovou odpovéd’ a tim zZjistit, Ze se télo

s mikrobem setkalo. V pripadé ASLO jde ale o trochu jiny pFipad — zvySené mnoZstvi protilatek indikuje
autoimunitni reakci (tj. protildtky se ,,zvrhly“ a chybné reaguji se strukturami vlastniho téla.

Princip: Protilatky brani hemolyzinu (streptolyzin O — antigen) hemolyzovat kralici erytrocyty. Hladina ASLO se
zvySuje po nakazach vyvolanych hemolytickymi streptokoky skupiny A (méné Casto i jinych). Riziko pozdnich
nasledki streptokokovych nakaz se projevi zvysenim ASLO nad 200 m. j. (mezinarodnich jednotek).

Na boc¢nim stole naleznete ve vlhké komtirce destiCku. Obsahuje pozitivni kontrolu a nékolik sér pacientd.
Urcete hodnoty ASLO (hodnota ASLO odpovida poslednimu jesté pozitivnimu dilku; pozitivita = zdbrana
hemolyzy, negativita = hemolyza) a interpretujte z hlediska rizika pozdnich nasledku streptokokové infekce.

100 E] 150 EET 2 25E5 337 EEs06 H 759 B IR Interpretace

Kot (0 CIC L 00 CICIC)

5 OOOOOOOOOOOO

Ukol 8: Demonstrace dalSich testt biochemické identifikace
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Prohlédnéte si a zakreslete ptiklady dalSich testi, které se sice nepouzivaji k diagnostice streptokoki, ale zato se
s nimi setkdme v diagnostice jinych dulezitych bakterii. Testy jsou pro ukazku pfipraveny na bo¢nim stole.
Zakreslete si ukdzky moznych vysledku testu.

Ukol 8a: Piiklad testu s diagnostickym prouzkem: oxidazovy test (diikaz produkce
cytochromoxidazy)

Filtra¢ni papirek na diagnostickém prouzku napustény piislusnym reagens ptitisknéte na kolonie testovaného
kmene. Prouzek polozte do vicka Petriho misky otisknutymi koloniemi nahoru. Hodnoceni reakce:

Pozitivni do 30 s intenzivni modré zbarveni
Opozdéné pozitivni do 2 min intenzivni modré zbarveni
Negativni beze zmény nebo modrani az po uplynuti 2 min

Zakreslete vysledky a interpretujte.

I:I Kmen:

Ukol 8b: Diikaz produkce p-galaktosidazy — ONPG-test

Filtra¢ni papirek na diagnostickém prouzku napustény vhodnym reagens (o-nitrofenyl-p-D-galaktopyranosid) se
vlozi do suspenze pfipravené z kultury testovaného kmene. Inkubujeme v termostatu a vysledek reakce
odecitame po 4 hodinach. Reakce je pozitivni, pokud dojde k zeZloutnuti suspenze.

Zapiste, které z testovanych kment produkuji B-galaktosidazu.

Kmen—> <Kmen

Vysledek—> < Vysledek

Ukol 8c: Tvorba sirovodiku, §tépeni sacharidi a produkce plyni v pidé Hajnové

Tvorbu sirovodiku prokazujeme spolu se zkvasovanim cukri a produkci CO, v kombinované ptid¢ podle Hajny.
Substratem pro tvorbu H,S je thiosulfat sodny a indikatorem citrat Zelezitoamonny. Sirovodik vytvoreny redukeci
thiosulfatu reaguje s ionty Zeleza za vzniku sulfidu Zelezitého. Produkce H,S se projevi z¢ernanim spodni ¢asti
pudy. S. Typhi dé€la jen uzoucky Cerny prouzek na rozhrani Sikmé Casti a plného sloupce.

Podle pokynti vyucujiciho zhodnot’te §tépeni sacharidli a produkcei plyni u testovanych kmend. Vysledky
zakreslete a zapiste.

Ukol 8d: Priikaz pohyblivosti, tvorby indolu a §tépeni mocoviny (MIU)

K prikazu téchto vlastnosti se pouziva kombinovana diagnosticka ptida MIU (motility, indol, urea). Zkoumané
kmeny byly do ptidy ockovany vpichem. Pohyblivost bakterie se prozradi rozrstanim z ¢ary vpichu. K prikazu
indolu se ptikapavaji 2 kapky Kovacsova reagens — v pozitivnim piipadé se na rozhrani ptidy a ¢inidla vytvofi
cerveny prstenec. Pokud bakterie $tépi ureu, pida se alkalizuje a barvi se do rizova.

K ukolu 8d:

J K

IMOT | fimot
|IND IND
|URE oY URE

Slovnicek k dneSnimu tématu:

V tomto protokolu (a v n¢kterych ucebnicich) V nékterych jinych ucebnicich
viridace alfa-hemolyza

¢astecnd hemolyza beta-hemolyza

uplna hemolyza

z4dna hemolyza/nepfitomnost hemolyzy gama-hemolyza
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