Bi7170c — Lékatska mikrobiologie, prakticka cviceni. Protokol k tématu P03

Téma P03: Dg. nékterych dalSich grampozitivnich baktérii (enterokokii,
listerii, korynebakterii, bacilii). Pfehled pfimého prikazu II

K nastudovani: Enterococcus, Listeria, Bacillus, Corynebacterium (ze skript, ucebnic, internetu). Dale:
Mikroskopie, Kultivace, Biochemicka identifikace

Tabulka pro hlavni vysledky kol ¢islo 1 az 5 (k postupnému vyplnéni):
N

Kmen K L M P Q R S

Gramovo barveni —

Ukol 1

Ukol 2 Velikost

Kulti-

vace Barva

(krevni

agar) Tvar
Profil
Zmény
agaru
Jiné

Katalazovy test

Ukol 3a

Slanetz-Bartley

Ukol 3b

Zlué-qskulinové
puda Ukol 3¢

Arabin6zovy test
Ukol 4a

ENCOCCUStest
Ukol 4b

Rust v ledniéce
Ukol 5a

DEFINITIVNI
ZAVER*

*U G+ tycinek napiste pouze rodové jméno. Druhové urceni by vyzadovalo presnéjsi testy, které nemohou byt
v praktiku provedeny.

Ukol 1: Mikroskopie podezielych kmeni

Na stole mate pismeny popsané kmeny. Obarvéte je podle Grama a vysledky zaneste do tabulky. Nezapomeiite
na dilezité detaily (,,tyCinky v palisadach®, ,robustni, sporulujici ty¢inky* a podobné&). Aby nedoslo k zameéné,
popiste sklicka dermografem. Dalsi ukoly budeme provadét pouze s grampozitivnimi bakteriemi.

Ukol 2: Morfologie kolonii G+ kokii a ty¢inek

Popiste kolonie jako obvykle. V popisu vynechejte gramnegativni bakterie, ale prohlédnéte si je pro srovnani.
U kment, které jste identifikovali jako G+ ty¢inky, se pokuste uhadnout, o jakou bakterii by mohlo jit, podle
nasledujici charakteristiky:

Bacillus — velké, ploché, suché, plstovité kolonie, ,,rozlézajici* se po povrchu agaru, nékdy s vyraznou
hemolyzou, jindy zcela bez ni. Mikroskopicky velmi robustni ty¢inky, nékdy s nalezem centraln¢ az
subterminalné ulozenych endospor, jez mohou, ale nemusi bubtit ty¢inku.

Listeria — bezbarvé az naSedlé kolonie, velmi podobné enterokokovym, bez hemolyzy nebo s hemolyzou,
mikroskopicky drobnéjsi nez Bacillus, neusporadané v palisadach, ale spise v kratkych fetizcich.
Corynebacterium (a blizké rody) — Sedavé nebo bélavé kolonie podobné stafylokokovym, ale nékdy i o hodné
menS$i, vétSinou bez hemolyzy; v mikroskopii spiSe mensi nez predchozi, ale kyjovité a usporadané do palisad.
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Bi7170c — Lékatska mikrobiologie, prakticka cviceni. Protokol k tématu P03

Ukol 3: Nékteré bézné biochemické a kultivaéni testy

a) Katalazovy test

Proved'te katalazovy test pro vSechny kmeny, které jsou G+.
Poznamka: Testovani katalazy u G+ tyCinek se mize zdat zbytecné, protoze Listeria, Corynebacterium i Bacillus jsou v testu pozitivni.
Ovsem nékteré jiné koryneformni ty¢inky (napt. Arcanobacterium) jsou negativni, a proto ma katalaza v diagnostice G+ ty¢inek své misto.

b) Riist na Slanetz-Bartleyho puadé
Na misce mate nao¢kované tytéz kmeny jako v tikolu 1. Pozitivni jsou ty, které nejen rostou, ale navic maji
typickou rizovou az ¢ervenohnédou barvu. Na této pudé rostou pouze enterokoky. Vysledek zapiste do tabulky.

¢) Rist na Zlu¢-eskulinové puadé

Na rozdil od predchozi umoznuje Zlu¢-eskulinova ptida nejen rust rodu Enterococcus (to umoznuje rozlisit jej
mezi G+ koky), ale také Listeria (diagnosticka mezi G+ tyCinkami). V pozitivnim ptipadé vidite ¢erné kolonie.
Zapiste vysledek do tabulky.

Ukol 4: Vzajemné rozliSeni enterokoki

a) Arabinézovy test pro druhové rozliSeni dvou nejbéznéjSich druhi enterokokii
Provéite dva kmeny, které byly urceny jako enterokoky. Prohlédnéte si zkumavky s vysledkem arabinézového
testu. Zluta barva znamena pozitivitu (typicka pro Enterococcus faecium) a zelena negativitu (typicka pro
Enterococcus faecalis).

b) Biochemicky test k druhovému rozliSeni enterokoki ze zivaznych klinickych
materiali (je schopen najit vice nezZ ony dva nejdilezitéjsi druhy)

V zéavaznych pripadech radgji pouzijeme spolehlivéjsi druhové urceni nez je orientacni uréeni arabindzovym
testem ve zkumavce. Pouzijeme biochemicky test v plastové desticce, v nasSich podminkach nejcastéji EN-
COCCUStest. Povsimnéte si, ze 1 v ném je obsazen test Stépeni arabinozy.

Odectéte u obou kment z predchoziho tkolu biochemicky mikrotest podle navodu.

Kmen: H G F E D C B A Kod:

11214 1112 1411 (2 Identifikace:

Kmen: H G F E D C B A Kod:

11214 1112 1411 (2 Identifikace:

Ukol 5: Dalsi metody k diagnostice listerii

a): Rust listerii pri 4 °C

Prohlédnéte si kmen, ktery jste predb&ézné urcili jako listerii, a ktery byl kultivovan pti chladni¢kové teplote.
Zapiste vysledek testu (roste — neroste) do tabulky.

b): Demonstrace ristu Listeria monocytogenes na chromogenni pudé

Prohlédnéte si obrazek nardstu listerii na chromogenni ptidé€. Puda je specificka pouze pro tento druh. V klinické
mikrobiologii se chromogenni pudy pro listerie pfili§ nevyuzivaji, maji vSak velky vyznam v potravinarstvi.

Vysledek: Na pudé s nazvem ma L. monocytogenes kolonie barvy
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Bi7170c — Lékatska mikrobiologie, prakticka cviceni. Protokol k tématu P03

Ukol 6a: Testy citlivosti enterokokii a grampozitivnich ty¢inek na antibiotika

Na stole naleznete difusni diskové testy citlivosti na antibiotika u kmend, které jste urcili jako Enterococcus
faecalis a Listeria sp. Test na Enterococcus faecium chybi, protoZe tato bakterie je ¢asto izolovana ze stolice,
kde testy citlivosti nejsou nutné. Nicmén¢€ nachazime i kmeny z moce — viz kol 6b. Nenaleznete ani test na
Corynebacterium sp., mlcky pfedpokladame, Ze nas kmen je ptivodem z klize a mtiizeme jej tedy povazovat na
soucast normalni mikroflory. Také test na Bacillus sp. byste hledali marné — ve vétsiné pripadi jsou bacily
povazovany za kontaminaci z prostfedi a tudiz nebyvaji testovany. Do tabulky dopiSte nazvy antibiotik dle
prilozené karticky a pro vSechny testované kmeny zméite zony citlivosti. Na karti¢ce mate napsany hranic¢ni
zony — podle nich interpretujte zony vami zjisténé jako citlivé (C), rezistentni (R) a dubidzni (D).

Kmen - Poznamky:
NG 5 Interpr. o Interpr. *vysledek testu plati i pro doxycyklin
z6ny(mm) z6ny(mm) o o :
Ampicilin (AMP) **quinupristin + dalfopristin, kombinace

(ref. zona 10 mm) dvou streptograminovych antibiotik

Nitrofurantoin (F)

(ref. zona 15 mm) ***k [ecbe enterokokovych infekci se hodi

Vankomycin (VA) pouze v kombinaci s betalaktamy

(ref. zéna 12 mm)

Tetracyklin* (TE)
(ref. zéona 19 mm)

Q.+ D.**(QD)

(ref. zéna 22 mm)

Gentamicin (CN)***
(ref. zona 8 mm)

Ukol 6b: Demonstrace testu citlivosti u kmene Enterococcus faecium
Na bo¢nim stole muizete videt test na E. faecium. NapiSte nazev antibiotika, které je 1ékem volby u infekci
zpusobenych E. faecalis, avsak z divodu primarni rezistence jej nelze pouzit u E. faecium:

Ukol 6¢: Demonstrace kmene VRE

Na bocnim stole nebo v prezentaci mate také kmen VRE. S pouzitim své paméti a/nebo asistentky napiste, co
znamena zkratka VRE:

Ukol 7: Demonstrace Elekova testu

Principem Elekova testu je precipitace mezi toxinem z toxického kmene a antitoxinem z papirového prouzku,
napusténého antisérem. Jak toxin, tak i antitoxin difunduji agarem. Prohlédnéte si obrazek vysledku Elekova
testu k prukazu toxicity kmene Corynebacterium diphtheriae vypéstovaného z krku pacienta

s pseudomembranosni (pablanovou) anginou. Zakreslete (véetné popisu).
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Ukol 8: Demonstrace dal§ich testii biochemické identifikace

Prohlédnéte si a zakreslete priklady dalSich testt, které se sice nepouzivaji k diagnostice streptokokd, ale zato se
s nimi setkdme v diagnostice jinych dulezitych bakterii. Testy jsou pro ukazku pfipraveny na bo¢nim stole.
Zakreslete si ukazky moznych vysledka testd.

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

Filtra¢ni papirek na diagnostickém prouzku napustény piislusSnym reagens pritisknéte 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.

Kmen:

Kmen:

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

Filtra¢ni papirek na diagnostickém prouzku napustény vhodnym reagens (o-nitrofenyl-p-D-galaktopyranosid) se
vlozi do suspenze pripravené 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 kmeni produkuji B-galaktosidazu.

Kmen—> <Kmen

Vysledek—> < Vysledek

Ukol 8c: Tvorba sirovodiku, §tépeni sacharidii a produkce plyni v piidé Hajnové

Tvorbu sirovodiku prokazujeme spolu se zkvasovanim cukrt a produkci CO, v kombinované pidé podle Hajny.
Substratem pro tvorbu H,S je thiosulfat sodny a indikatorem citrat zelezitoamonny. Sirovodik vytvoreny redukci
thiosulfatu reaguje s ionty Zeleza za vzniku sulfidu Zelezitého. Produkce H,S se projevi z€ernanim spodni ¢asti
pudy. S. Typhi déla jen uzoucky Cerny prouzek na rozhrani Sikmé ¢asti a pIného sloupce.

Podle pokynii vyucujiciho zhodnot'te $té€peni sacharidli a produkcei plynd u testovanych kmend. Vysledky
zakreslete a zapiste.

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

K pritkazu téchto vlastnosti se pouziva kombinovana diagnosticka ptida MIU (motility, indol, urea). Zkoumané
kmeny byly do pudy ockovany vpichem. Pohyblivost bakterie se prozradi rozristanim z ¢ary vpichu. K prikazu
indolu se prikapavaji 2 kapky Kovacsova reagens — v pozitivnim ptipadé¢ se na rozhrani pidy a ¢inidla vytvori
cerveny prstenec. Pokud bakterie §t€pi ureu, ptida se alkalizuje a barvi se do rizova.

K ukolu 8c: K ukolu 8d:
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