Bi7170c — Lékatska mikrobiologie, prakticka cviceni. Protokol k tématu P02

Téma P02: Diagnostika streptokoku
K nastudovani: Streptococcus (z ucebnic, internetu...)
Z jarniho semestru: Mikroskopie, Kultivace, Biochemicka identifikace, Neutralizace

Tabulka pro souhrn vysledkii ukoli 1 azZ 6 (k postupnému vyplnéni):

Kmen K L M N P Q R S

Gramovo barveni —
Ukol 1

Katalaza — tkol 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 5c¢ (jen nAnB)
Aglutinace

KQN]ZCNY
ZAVER

Ukol 1: Mikroskopie podezielych kmeni

Z casovych duvodu dnes nebudete sami kmeny mikroskopovat, pouze si prohlédnete preparaty a/nebo obrazky
preparati, které studenti vSeobecného 1ékarstvi v dopolednim praktiku zanechali v pocitaci.

Ukol 2: Zakladni kultivaéni a biochemické testy — rodové uréeni

a) Katalazovy test k odliSeni stafylokokii

Proved'te katalazovy test se vS§emi kmeny z prvniho tkolu s vyjimkou toho, ktery jste v tomto tkolu vyradili.
Stafylokoky jsou katalaza pozitivni, streptokoky a enterokoky negativni. Pfipomenme 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 enterokokii

Na misce mate po vysecich naockovany vsechny kmeny. Roste vSak jen jeden. Tento kmen je enterokok, a neni
to tedy streptokok. Slanetz-Bartleyho agar obsahuje azid sodny, ktery neumoziiuje rast jinych bakterii, nez jsou
enterokoky. Stafylokoky zase rostou na ptidé s 10 % NaCl. Streptokoky nerostou ani na jedné z téchto ptid.
Zapiste vysledek do tabulky.
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Ukol 3: Kultivace na krevnim agaru

Krevni agar Ize povazovat za ptidu obohacenou (o krvinky), je vSak zaroven i piidou diagnostickou: miizeme na
ném pozorovat nasledujici typy zmén:

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

¢astecna hemolyza — bakterie svou ¢innosti rozlozi erytrocyty jen castecné, krevni agar kolem kolonii je pouze
poloprusvitny 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 — vétsina bakterii krevni agar nemeéni

Na miskach s krevnim agarem mate opét vSechny kmeny. Ty, které jste vyloucili v tikolech 1 a 2, nemusite
popisovat, pro porovnani se v§ak na né€ podivejte. Zapiste vlastnosti kmend do tabulky.

Nyni zapiste do tabulky ,,diléi zavér“. Ke kazdému z kmenii K aZ S zapiste ,NENI STR* (neni streptokok)
»HEMOL STR* (¢aste¢na ¢i Giplna hemolyza) nebo ,,VIRID STR* (streptokok s viridaci)

Ukol 4: BliZsi uréeni streptokoki s viridaci

a) Optochinovy test

Mate za kol vyhodnotit optochinovy test u dvou kment, které jste uréili jako streptokoky s viridaci.
Optochinovy test je test, ktery se ni¢im neli$i od bézného difiizniho diskového testu az na to, ze Gi¢inna latka
(optochin) se nyni uz nevyuziva lécebné. Kmen s pfitomnosti zony inhibice ristu kolem disku je S. pneumoniae,
kmen bez zony je ,,ustni streptokok®. Vysledekbarevné zakreslete a zapiste do tabulky (zde staci ve formeé +/—)

Vsimnéte si: samotné kolonie jsou velmi malé, takze spise
uvidite agar. Agar se streptokoky je Sedozeleny v disledku
jejich viridace.

Nicméné s ohledem na ur¢ité rozdily ve vzhledu kolonii neni
O O barva tGplIné¢ stejna pro oba kmeny.

Agar bez streptokokll (uvniti zony pozitivniho kmene) ma svoji
ptvodni ¢ervenou barvu.

EN KMEN

B = jakakoli zéna citlivosti (neni nutno mé&kit) M= neni zona

b) Biochemické urceni ,,ustniho* streptokoka

Biochemické urceni ,,ustniho “ streptokoka pripada v ivahu jen vyjimecné — vétsinou tehdy, kdyz je kmen
lokalizovan mimo ustni dutinu, zejména v lokalitach normalné sterilnich (napr. v krevnim recisti nebo v rané).
V ostatnich pripadech zcela vyhovuje oznacenti ,, ustni streptokok *, nebo je nalez dokonce soucdasti obecnéjsiho
pojmu ,,béznd orofarangedlni mikroflora“ (nebo jen ,,beznd flora*“).

Protoze biochemickou identifikaci bakterii budeme probirat az v ptistim praktiku, tento tkol vynechame.
Zajemci ovladajici odecitani téchto testii najdou tento ukol na konci protokolu.

Ukol 5: Uréovani streptokokii s ¢asteénou & iiplnou hemolyzou
Tento kol provadéjte u tii kmeni, 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 biochemicky prouzkovy test (na pfitomnost pyrrolidonylarylamidazy), provedenim je podobny
naptiklad oxidazovému testu. Také zde se reakcni ploskou dotykame testovanych kolonii, a vysledek se projevi
jako barevna zména. Na rozil od oxidazového testu ale pfi odecitani barevné reakce je vSak nutno asi pét minut
vyckat, pak prikapnout kapku ¢inidla pro PYR test a poté pockat dalsi ptlminutu. Pozitivni je zCervenani otisku.
Tento test je pozitivni u S. pyogenes (a také u enterokokit). Negativni je vysledekStreptococcus agalactiae i
v§ech non-A-non-B streptokokt. Vysledek testu pouze zapiste do souhrnné tabulky na zacatku protokolu.

b) CAMP test

Poznamka: CAMP test nema nic spolecného s cyklickym adenosinmonofosfatem. Nazyva se podle jmen svych
objeviteli. 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 trojihelnikovitych zén (,,motylovity tvar®) tiplné
hemolyzy v misté piekiizeni obou kment. Mala zéna jiného tvaru se povazuje za negativni vysledek. Negativni
je jak S. pyogenes, tak i non-A-non-B streptokoky. Nakreslete sviij vysledek do obrazku:
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kmen

kmen kmen

Ukol 6: Testy citlivosti na antibiotika u streptokoku

Z casovych duvodu proved'te pouze u kmene, ktery byl urcen jako Streptococcuspneumoniae. Pov§imnéte si
toho, Ze u streptokoktl nelze pouzit k testovani ¢isty MH agar, protoze na ném nerostou. Je tedy potfeba pouzit
nékterou padu s krvinkami, kde ale vznika problém s interpretaci — okraj ristu kolonii miize byt zaménén za
okraj hemolyzy nebo viridace.

Kmen(zapisSte pismeno kmene)—>
Antibiotikum Citlivy Intermedi- Rezis- & zény Interpre-
pokud je | arni pokud tentni (mm) tace
Penicilin > 18 mm <18 mm
P*
Tetracyklin* >23mm | 20-22mm | <20 mm
TE
Vankomycin > 13 mm <13 mm
VA
Nitrofurantoin > 15 mm <15mm
F

*interpretuje se jako ampicilin

Ukol 7: Uvod do »Sérologie*
V 1ékai'ské mikrobiologii se vice nez v jinych oblastech pouzivaji testy zaloZené na interakci mikrobialniho
antigenu (povrchova soucast mikroba, ktera stimuluje imunitni odpovéd’ hostitele) a protilatky (bilkovinny
produkt imunity hostitele, odezva na antigenni vyzvu. Antigen a protilatka spolu tvoii imunokomplex, ktery
mizeme riznymi zpusoby detekovat (viz dale).
Tyto reakce lze rozdélit
Podle pouziti:

1. Urcujeme mikrobialni antigen a k tomu pouzivame laboratorni protilatku

1.1 Antigen hledame piimo ve vzorku (napfiklad ve vzorku mozkomisniho moku — vice v P06)

1.2 Jiz jsme vykultivovali kmen a ur¢ujeme jeho antigen. Tento postup se nazyva antigenni analyza a
pouziva se zpravidla k detailni diagnostice u mikrobt, které se nelisi (nebo jen nepatrng)
morfologickymi, kultivaénimi, biochemickymi aj. vlastnostmi, ale lisi se prave typem antigenu

2. Provadimepriikaz protilatek(tj. tzv. nepiimy prikaz): viibec v téle pacienta nehledime mikroba, ale
hledame v ném protilatky, které si proti mikrobovi vytvofil. Tento postup pouzivame nejcastéji

v ptipadech, kdy piimy prikaz neni mozny, je obtizny, nebo je potifeba kombinovat pfimou metodu

(napt. PCR) jesté s jednou dalsi metodou.

V dnesnim praktiku si budeme demonstrovat antigenni analyzu a prikaz protilatek, i kdyz ponckud specificky.
Podle typu pouzité reakce
Precipitace — vizualné detekujeme komplex vznikly vazbou molekuly protilatky na molekulu antigenu
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Aglutinace — od predchozi se lisi tim, Ze misto molekuly antigenu mame k dispozici ¢astici (korpuskuli) — bud’to
je to cely mikrob (antigen je na jeho povrchu), nebo je pouzit tzv. nosi¢, tedy cizi korpuskule, na kterou je
antigen navazan. Mize jit napf. o latexovou castici (latexova aglutinace)

Neutralizace—pouZziva se v piipadech, kdy antigen ma zaroven toxické ucinky, které protilatka ptimo
neutralizuje, nebo v pfipade¢, ze jde o virovy antigen a protilatka je schopna neutralizovat aktivitu celého viru
Komplementfixace, reakce se zna¢enymi slozZkami(napt. ELISA), imunochromatografické a jiné testy —
budou probrany pozdéji

V dnesnim praktiku si ukazeme piiklad aglutinace a ptiklad neutralizace.

a) Demonstrace aglutinac¢niho testu k blizSimu urceni zejména non-A-non-B
streptokokii

U kmene urceného jako streptokok non-A-non-B by se mohlo provést uréeni séroskupiny aglutinaci. Prohlédnéte
si na obrazku z dataprojekce vysledek takové aglutinace a zakreslete. Poté zaznamenejte do tabulky vysledky
viech ¢asti Ukolu ¢&. 5, azapiste do tabulky definitivni zavér (ur&eni jednotlivych streptokokii).

OGO G
ONe!

b) Diagnostika pozdnich nasledku streptokokovych infekci — vySetieni ASLO

Jak bylo napsano vyse, pritkaz protildatek zpravidla provadime v piipadé, Ze chceme ovévit probéhlou
protilatkovou odpovéd’ a tim zjistit, Ze se télo s mikrobem setkalo. V piipadé ASLO jde ale o trochu jiny piipad
— nejde o piitomnost protildtek (ta je po prodélané infekci normalni a tu predpokladame), ale o jejich zvySené
mnoZstvi protildtek. To v daném piipadé indikuje autoimunitni reakci (4. protildatky se ,,zvrhly“ a chybné
reaguji se strukturami vlastniho téla).

Princip: Neutralizacni reakce. Protilatky brani hemolyzinu (streptolyzin O — antigen) hemolyzovat kralic¢i
erytrocyty. Hladina ASLO se zvySuje po nakazdch vyvolanych hemolytickymi streptokoky skupiny A (méné casto i
Jjinych). Riziko pozdnich nasledkil streptokokovych nakaz se projevi zvysenim ASLO nad 200 m.j. (mezindrodnich
Jednotek).

Na bocnim stole naleznete ve vlhké komirce desticku. Obsahuje pozitivni kontrolu a nékolik sér pacientd.

Urcete hodnoty ASLO (hodnota ASLO odpovida poslednimu jesté pozitivnimu dilku; pozitivita = zabrana
hemolyzy, negativita = hemolyza) a interpretujte z hlediska rizika pozdnich nasledku streptokokové infekce.

L1120 kbt a0 kbl 27okEr 4055013607 [11911] ASLO v m. j. Interpretace

QOO0
P4 OOC000000000)
1690000009009
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Nepovinny tikol 4b: Biochemické urceni ,,ustniho* streptokoka

Pro urychleni a standardizaci identifikace bakterii se pouzivaji komercné vyrabéné identifikacni soupravy.
Bakterie jsou ur¢ovany do druhu na zakladé biochemickych vlastnosti. V soucasné dobé existuje na trhu cela
fada diagnostickych souprav od nejriznéjsich vyrobci. V nasich podminkach jsou nejbéznéjsi testy od firmy
Erba Lachema, konkrétné si v tomto tkolu pfedstavime STREPTOtest 16.

Provedeni testu z casovych divodli nebudeme provadét: Pripravime bakterialni suspenzi tak, ze rozmichame
n¢kolik kolonii ve zkumavce s fyziologickym roztokem. Naockujeme 0,1 ml suspenze do vSech jamek. Po
inokulaci se k nékterym jamkam kapne parafinovy olej, desti¢ka se vlozi do polyethylenového sacku a sacek se
inkubuje v termostatu, u vétsSiny béznych testl pti 37 °C 24 hodin. Po inkubaci se ¢asto jesté do nékterych dalka
prikapne urcité Cinidlo.

Vyhodnoceni testu. Zhodnot'te biochemickou aktivitu kmene ,,ustniho® streptokoka a urcete jej na Groven
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 typi¢nosti zkoumaného kmene. U nejednoznac¢nych vysledkt zapiste
v§echny mozné vysledky, ptipadné se s pomoci asistenta pokuste o zhodnoceni.

U kmene, ktery jste v pfedchozim ukolu urcili jako ,,astniho* streptokoka, druhové vyhodnotte biochemicky
mikrotest (STREPTOtest 16).

Zkum. Prvni fadek s osmi jamkami Druhy fadek s osmi jamkami
VPT IH|1G|1F |1IE | 1D |IC|1B|1A|2H |2G |2F |2E | 2D | 2C | 2B 2A

I 124 (1|24 |1 |24 |1 (24124 |1 |2

Kaod: Identifikace % pravdépod. T index
Streptococcus
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