Bi7170c — Lékatska mikrobiologie, prakticka cviceni. Protokol k tématu PO7b

Téma P07b: Diagnostika anaerobnich bakterii
Ke studiu: Clostridium,; nesporulujici anaeroby (uc¢ebnice, WWW atd.)
Z jarniho semestru: Mikroskopie, kultivace, biochemicka identifikace, pokus na zvireti, neutralizace

Tabulka pro hlavni vysledky ukola 1 aZ 4 (k postupnému vyplnéni):
Kmen K L M N
Gramovo barveni — Ukol 1b

(vCetné piipadnych udajl o tvorbé spor)
Krevni (“KA”) Riist A/N

VL agar (“VLA”) Rust A/N

VL bujoén Rist A/N

Popis kolonii na KA/VLA*

(jen jednoduse v nékolika bodech)

Kultivace: tkol 3

KONECNY ZAVER (vysledek Ukolu 4 —
ANAEROtest, nebo, u ,,ne-anaerobi“,
vysledky predchozich testi)

*Pouzijte VLA (VL agar) u mikrobti, které nerostou na krevnim agaru

Ukol 1: Mikroskopie klinického vzorku a mikroskopie kmene

a) Prohlidka klinického vzorku
Studenti Bi7170c tuto ¢ast neprovadéji

b) Mikroskopie podezielych kmenii

Anaerobni bakterie mohou byt koky i tyCinky, grampozitivni i gramnegativni; v tom se nelisi od jinych bakterii.
Byvaji ale pleomorfngjsi. U rodu Clostridium je ptitomnost a pozice endospor uzivana jako vyznamny
diagnosticky znak. Pokuste se u jednoho z vasich kment (robustni G+ tyCinky) endospory najit. Vyuzijte
preparaty nebo jejich obrazy porizené studenty VL.

Ukol 2: Anaerostat a anaerobni box
K ziskani anaerobidzy pouzivame v nasi laboratofi tii zpasoby:

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 plynt
¢) pevné pudy lze také umistit do anaerobniho boxu; anaerobni atmosféra je vhanéna z tlakové lahve (bomby).

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

Jméno Bi7170c¢ Datum 30. 10. 2018  Strana 1/3




Bi7170c — Lékatska mikrobiologie, prakticka cviceni. Protokol k tématu PO7b

Ukol 3: Kultivace na agarovych pidach

Popiste kultivacni vysledky danych kmeni na aerobnich i anaerobnich ptidach.

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 ptfitomnost zakalu
(rdstu) ve VL bujonu a porovnejte s vysledky casti b).

Ukol 4: Druhova diagnostika anaerobii biochemickymi testy

U kmenu uréenych jako anaeroby pouZijeme biochemicky mikrotest (ANAEROtest 23 Erba-Lachema)
naockovany o dva dny diive. Provedeni je podobné jako u jinych biochemickych testi (STREPTOtest,
ENTEROtest aj.), s tim rozdilem, Ze test ma tii fadky a nikoli jen dva. Studenti Bi7170c z ¢asovych
divodi neprovadéji.

Ukol 5: 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 zpuisobené
anaerobnimi bakteriemi bud'to lé¢i 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 vysledkt, vyhodnot'te vSechny vysledky.

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

Testovany kmen

Testované antibiotikum

Hodnota MIC

Breakpoint:

Zaver (kmen je citlivy C/intermediarné citlivy I/rezistentni R)
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Ukol 6: Detekce toxini klostridii
U klostridii se pouzivaji rizné testy produkce toxinu.

a) Prikaz toxinu (lecitinazy) Clostridium perfringens b) Priikaz toxinu Clostridium
Clostridium perfringens tvori specifickou lecitinazu, neutralizovatelnou |tetani

specifickou protilatkou. Polovina vasi misky je potfena protilitkou | Clostridium tetani se prikaz
(anti-lecitinazou), druha potfena neni. Toxicky efekt lecitinazy spatfite  |toxinu provani ockovanim tetanické
Jako oblast precipitace kolem kmene na Zloutkovém agaru. Pravy toxin  [mysi. Typicka je pozice ocasku a
je neutralizovan antitoxinem, jiné lecitindzy neutralizovany nejsou. |koncéetin.  Studenti  P¥F kol

vvvvv

Zakreslete vysledek do obrazku a pficiiite popis. neprovadgji.

) \

/
7

¢) Detekce A a B toxini Clostridium difficile

Pseudomembrandzni kolitida zplsobena toxiny Clostridium difficile je velmi nebezpecnd, zejména u
hospitalizovanych pacientl. 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 napi. téhotenskému testu, ale je
slozit&jsi: zjistuje se jak produkce klostridiového antigenu, tak i jeho toxintl.. Pro praxi je dilezité, Ze na toto
vySetfeni je nutno zasilat vzorek stolice (nestaci vytér z konecniku). Stolice by méla byt tekutd — pokud je
formovana (kusova), neni zfejmé duvod toto vysetieni provadét.

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

(1) test pritomnosti klostridiového antigenu a

(2) SPOLECNY test toxintl A a B (pozitivni linie je vysledkem piitomnosti toxinu A nebo B nebo obou).

Interpretace testu:

Toxin pozitivni, antigen pozitivni
(Situace 1)

Pokud odpovidaji ptiznaky, infekci Clostridium difficile (CDI) lze
povazovat za prokdzanou a léébu za nezbytnou. Po 1écbé se neprovadi
kontrolni testovani; klinicky pribéh vypovida o efektu 1écby 1épe.

Toxin negativni, antigen pozitivni
(Situace 2)

Pti odpovidajicich ptiznacich je stale nutno CDI povazovat za moznou ¢i
dokonce pravdépodobnou, protoze vysledek prikazu toxinu nelze
povazovat za zcela spolehlivy. Podle klinického stavu se tedy voli i 1é¢ba.*

Toxin i antigen negativni
(Situace 3)

CDI je povaZovana za velmi nepravdépodobnou

Toxin pozitivni, antigen negativni

Chyba testu

Chybeéni tii tecek (kontrola)

Chyba testu

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

Prohlédnéte vysledek priikazu antigenu Clostridium difficile (CD) a klostridiovych toxini A + B u vzorku
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
Z OK —neni OK pozitivni — negativni pozitivni — negativni
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