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I Osnova

* rod Staphylococcus
» diferencialni diagnostika rodu Staphylococcus
» praktické ukoly
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I Stafylokoky

G+ koky, ve shlucich

s ® ;\Pape’(e cluster
(lat. staphyle — hrozen) f

® o taphylococcus
s’

« fakultativné anaerobni,
nesporulujici, nepohyblivé

- katalaza poazitivni,
oxidaza negativni
(krome S. sciuri),
pomerne odolné proti
vyschnuti, vyssim
koncentracim soli

(diagnosticky znak)
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J stafylokoky (2)

* rozdeéleni podle schopnosti koagulovat plazmu:
- koagulaza pozitivni (S. aureus, S. intermedius)

- koagulaza negativni (S. epidermidis, S. hominis,
S. haemolyticus, S. saprophyticus)
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I Staphylococcus aureus
(zlaty stafylokok)

 vyznamny koagulaza pozitivni stafylokok

« u tretiny lidi Zije na kuzi si sliznicich a nevyvolava potize
(dokud neni porusena obranyschopnost)

« charakteristickym rysem infekci je tvorba
ohranicenych zanétlivych lozisek (abscest)

- absces = dutina plna hnisu (rozpadajici se
leukocyty, bakterie), ohranicena sténou z fibrinu a
fibroblasty, okolni tkan je zanicena

- vznik pomoci plazmakoagulazy (volné i vazang, tzv.
clumping faktoru)

« Siroka skala faktort virulence (koagulazy, katalaza,
hyaluronidaza, lipazy, nukleazy, ...)
5/46



I Faktory virulence S. aureus

* ne vSechny kmeny S. aureus disponuji vsemi faktory

virulence IgG hound by the
Fo portion
X Microcapsule
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ek . % SE, TSET-1
Binding FPraoteins for i : '
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fibrinogen and Herroly sins:
fibronectin. *cta-hemnh_.rain,
B-hermaly sin
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& Clurmping factor,
W Coangulase,
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Hyaluronidase,
Ll Lipase 6/46
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Vznik abscesu
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I Staphylococcus aureus (2)

e onemochent:

- pyogenni: pyodermie (impetigo, folliculitis,
furunculus atd.), hnisani ran, abscesy vnitrnich
orgdnu, osteomyelitidy, bronchopneumonie,
endokarditidy, sepse, ...

- infekce spojené s plisobenim toxinl: exfoliativni
dermatitis (SSSS), syndrom toxického Soku,
enterokolitida

- intoxikace: stafylokokova enterotoxikoza
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I Staphylococcus aureus - bulozni
impetigo

. velké puchyfe, které rychle praskaji a zistavaji po nich
Cervena mokvajici loziska, nejcastéji na oblicCeji
.adhb.govt.nz 9/46



I Staphylococcus aureus — impetigo

* puchyre ulozené v epidermis naplnéné hnisem,
typicky u déeti

pathmicro.med.sc.edu 1 0/46



I Staphylococcus aureus — otitis
externa s furunklem

merck.com 1 1/46



Staphylococcus aureus - infekce
ktize s krustami

.dermatology.co.uk 1 2/46



I Staphylococcus aureus — mozkovy
absces

medicalimages.wordpress.com
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I Koagulaza negativni stafylokoky

S. epidermidis, S. hominis, S. haemolyticus a asi
Etyficet dalSich druhu a poddruhu

hlavni soucasti bézné bakterialni mikroflory kiize

oportunni patogeny, mozni puvodci mocovych infekci
(hlavné S. saprophyticus), pripadné i infekci ran,
katetrovych sepsi aj.

nalez se hodnoti jinak napr. ve vytéru v nosu Ci ve
stolici, jinak v mocCi a zcela jinak v hemokulture
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I Staphylococcus epidermidis

* nejbézneéjsi koagulaza negativni stafylokok
- oportunni patogen

- nejcastéji neutropenici, imunokompromitovani (tj.
i novorozenci), intravenozni uzivatelé drog (heroin)

- nemochi se zavedenymi ¢i implantovanymi
pomlckami (intravenozni katetry, umélé srdecni
chlopnée, shunty, kardiostimulatory, permanentni
mocove katetry, kloubni protézy, srouby, ...)

- tvorba biofilmovych infekci

« infekce krevniho recisté (bakteriémie), nejcCastéeji v
souvislosti se zavedenymi intravenoznimi katetry

- muze dojit ke katetrové sepsi s priznaky Soku
15/46



I Prehled identifikacnich metod

 primé metody (mikrob, jeho cast, produkty)

mikroskopie (prukaz ve vzorku i identifikace)
kultivace (prukaz + identifikace)
biochemicka identifikace (jen identifikace)
brukaz antigenu (prukaz + identifikace)
brukaz NK (prukaz ve vzorku)

hokus na zvifeti (prukaz ve vzorku)

» nepFimé metody (prukaz protildtek)
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I Diagnostika rodu Staphylococcus

* mikroskopie: G+ kok

« kultivace: na KA kolonie vétsi (1-3 mm), plochg,
maslovité konzistence, pigmentované (nejcasteji
bilé, krémove, zvlaste po delsi kultivaci zluté az
nazlatlé - hlavné u zlatého stafylokoka)

- biochemickeé testy: katalaza pozitivni, oxidaza
negativni, biochemicky lze rozlisit jednotlivé druhy
(napr. STAPHYtest 16)

« antigenni analyza a specialni testy mozné
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I Dg. rodu Staphylococcus (2)

Autor: Prof. MVDr. Boris Skalka, DrSc.
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I Diferencialni diagnostika
stafylokokl

* urceni do rodu Staphylococcus:
- Gramovo barveni: rozliseni G+/G-, kok/tycCka

- kultivace na selektivni pudé (KA s 10 % NacCl, 6,5
% NaCl se vyuZiva pro kultivaci enterokoku)

- katalazovy test pozitivni (prokazani enzymu
katalazy, 3% H,0,), oxidaza negativni

* rozliseni S. aureus od CoNS (koag. neg. stagylokoky)

- S. aureus ma pozitivni koagulazu vazanou (clumping
factor) i volnou a hyaluronidazu

« dalsi rozliseni v ramci rodu pomoci komercnich
testll (napr. STAPHYtest 16 atd.)
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I Diferencialni diagnostika
stafylokokt (2)

* meéneé spolehliva voditka:

- CoNS produkuji je delta hemolyzin, zlaty stafylokok i
alfa a beta hemolyzin -» S. aureus miva vyraznejsi
hemolyzu na KA

- S. aureus miva vétsi prumér kolonii a nazlatlé
zbarveni (hlavné po delsi kultivaci)

- S. aureus tvori vetsi shluky v mikroskopii

20/46



Diferencialni diagnostika
stafylokoki (3)

Catalase
Test

Negative

—eeee Tube Coagulase test
Slide "Coagulase” Test &
- Clumping Factor/fibrinogen -

Negative

Positive

CoNS/CNS = tube Coagulase
Negative

CoPS/CPS = tube Coagulase Postive

dz = double-zone hemolysis

var. = variable (10 - 90%) 2 1 / 4 6

CIfA = Clumping Factor people.upei.ca



I Testovani citlivosti na ATB

» diagnostiku uzavira testovani citlivosti na antibiotika,
zpravidla difusnim diskovym testem

» konkrétni provedeni muze byt ruzné

kvalitativni testy

kvantitativni testy




I ATB terapie

u stafylokokl je Iékem volby oxacilin
u mocovych infekci cefalosporiny prvni generace
makrolidy jen u alergickych osob

linkosamidy maji vyznam u infekci pohybove soustavy
(dobry prunik do kostni dfené)

aminoglykosidy radé&ji jen v kombinaci

glykopeptidova antibiotika (vankomycin a
teikoplanin) jsou rezervni

- u kmenu rezistentnich na oxacilin, takzvanych MRSA
a MRSKN

- v pripade rezistence nebo priliSné toxicity, Ize také
pouzit linezolid a dalsi nove latky 23/46



J Detekce MRSA

* meticilin rezistentni stafylokoky (MRSA) jsou
epidemiologicky zavazné kmeny, ¢asto zpusobujici
nozokomialni infekce

* pricinou je zmeéna tzv. penicillin binding proteins (PBP)
- transpeptidazy ucastnici se vystavby bunécné stény
- kodovany genem mecA (PBP2a)
- beta-laktamy inhibuji jejich Ucinek

* na problém upozorni mala zéna u oxacilinu (muze byt
o - ’ . .
zpusobena i jinymi vlivy)

« za prukazné se povazuje, je-li mala zona nejen u
oxacilinu, ale i u cefoxitinu

« specialni kultivacni pudy 24/46



Ukol 1: Mikroskopie infekéniho
materialu

« prohlédnéte si mikroskopicky preparat hemokultury,
obarveny podle Grama

* nezapomente prikapnout imerzni olej, pouzijte imerzni
objektiv 100x

» patrejte po grampozitivnich kocich ve shlucich a
take po erytrocytech, pripadnée leukocytech

. shluky G+ koku i

¢ S

L4

-

L ? . ‘
| | x ' m ! '
Foto: O. Z. Cervené krink | 25/46




) Ukol 2: Mikroskopie kultur
mikroorganismu
. obarvétoe podle Grama cCisté kultury predlozenych
mikrobu, vysledky pozorovani zakreslete a zapiste
 Gramovo barveni:
- priprava: natrit, nechat uschnout, fixovat plamenem

- barveni: krystalova violet 30 s, (voda), Lugoliv
roztok 30 s, (voda), alkohol 15-20 s (do viditelného
vystupu barviva), voda, safranin 60 s, voda, osusit,
imerzni olej, imerzni objektiv zvétsujici 100x

* tri kmeny budou G+ koky, jeden G- tycka

26/46



I Ukol 3: Rést na krevnim agaru

. vypliite tabulku na prvni strané v adcich ,Ukol &. 3"
« do ,jinych" napiste to zajimaveé, co se nevejde jinam

* snazte si povsimnout rozdilil mezi koloniemi G+
kok(i a G- tycky (zvlasté pak pigmenty,
konzistence, hemolyza apod.)

27/46



Ukol 4: Rist bakterii na krevnim
agaru s 10 % NaCl

« selektivni puida pro stafylokoky

» zhodnotte schopnost rustu predloZzenych kmenu na
krevnim agaru s 10 % NaCl

« zapiste ,,+" pokud kmen roste a ,—" pokud neroste
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J Ukol 5: Katalazovy test

- prokazte pritomnost enzymu katalasy

. setfete kli¢kou kolonie predlozenych kmenu a vneste je
do kapky 3% H,0, na podloznim sklicku

« zaznameneijte reakci u véech kmenu, do tabulky piste
’,+\\ a ’,_\\

* nelze preskocCit predchozi kroky identifikace, pozitivni
kataldzu ma spousta bakterii, relativné prukazna je jen
tehdy, vime-li, ze nas kmen je G+ kok

Staphylococcus Streptococcus
is Catalase is Catalase
positive negative

iy ﬂb

= ‘F-"

medschool.lsuhsc.edu 29/46



Ukol 6: Testy pro diferenciaci
S. aureus

* 6a) Test na clumping faktor (test vazaneé
plasmakoagulazy)

 6b) Plasmakoagulazovy test (test volné
plasmakoagulazy)

* 6¢c) Detekce hyaluronidazy

30/46



) Ukol 6a: Test na clumping faktor
(test vazané plasmakoagulazy)

kolonie se vmichaji do kapky kralici plasmy na
podloznim sklicku

pozitivita se projevi jako tvorba srazenin cCi viocek
v kapce plasmy (viz obrazek na dalsi obrazovce)

nejde vlastneé o koagulaci, ale o aglutinaci plasmy

test neni prilis spolehlivy
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Clumping-Factor positiv

Clumping-Factor negativ




) Ukol 6b: Plasmakoagulazovy test
(test volné plasmakoagulazy)

» klasicky test pro odliseni zlatého stafylokoka (koagulaza
pozitivnhiho stafylokoka)

 klickou nabraneé kolonie vmichame do kralici
plasmy ve zkumavce

« pokud plasma koaguluje (ma konzistenci zelé), je
kmen koagulaza pozitivni

» dejte pozor pri zakreslovani
do protokolu (volna hladina
vs. koagulovana plazma)

microbiology.scu.edu.tw 33/46



J Ukol 6c: Detekce hyaluronidazy

* hyaluronidaza produkovana zlatym stafylokokem
(ne vsak koagulaza negativnimi stafylokoky) rozpousti
pouzdro (kapsulu) opouzdrenych bakterii

* pouziva se druh Streptococcus equii, pro Cloveka
nepatogenni

« ztrata pouzdra se projevi zméeénou vzhledu streptokoka
(ztrata mukozniho vzhledu v blizkosti S. aureus)

« velmi levny a spolehlivy test (na rozdil od clumping
faktoru)

* najdéte pozitivni kmen, ktery ve svém okoli
rozpustil slizovy obal streptokoka
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J Ukol 6c: Detekce hyaluronidazy (2)

Hyaluronidasa

Zluté "soplovity' narust,
oranzove suche kolonie.

Bile testovane kmeny
stafylokoku.

IHndnﬂceni:

Kmeny C, D patfi k druhu
Staphylococcus aureus

Kmeny A, B, E patfi mezi
koagulazanegativni
stafylokoky
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Ukol 6c: Detekce hyaluronidazy (3)




| Ukol 6: Komeréni testy

» v praktiku je neprovadime z duvodu finanéni naro¢nosti
« provedenim pripominaji clumping factor

* jsou spolehlivéjsi nez volna koagulaza

Oodin A

www.microbes-edu.org 37/46



Ukol 6: Komeréni testy (Staphaurex)

http://www.pathologyinpractice.com www.microbes-edu.org 38/46



Ukol 7: Blizsi uréeni stafylokok@
I pomoci biochemického mikrotestu
(STAPHYtest 16)

« za normalnich okolnosti zlaté stafylokoky
STHAPHYtestem neurcujeme, staci ndm testy z Ukolu
6a, b a ¢, popripadé komercni testy

 test tedy slouzi k diagnostice koagulaza negativnich
stafylokokU
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Ukol 7: Blizsi uréeni stafylokok@
I pomoci biochemického mikrotestu
(STAPHYtest 16) (2)

« STAPHYtest 16, zahrnuje ve skutecnosti 17 reakci

- jako prvni se odecita test VPT ve zkumavce,
Cervena tekutina ve zkumavce = pozitivni VPT,
bezbarva tekutina = negativni

* prvni radek STAPHYtestu = 2. — 9. reakce
* druhy radek STAPHYtestu = 10. - 17. reakce
« vypocitejte kod a porovnejte s kodovnikem

» kdd je Sestimistny (prvnich pét &islic je ze trojic testd,
sesta Cislice je z dvojice)
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Ukol 7: Blizs$i uréeni stafylokokf
I pomoci biochemického mikrotestu
(STAPHYtest 16) (3)

e 1. kmen: 703 651 = S. aureus, 99,8 %, Tin=1,00
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Ukol 7: Blizs$i uréeni stafylokokf
I pomoci biochemického mikrotestu
(STAPHYtest 16) (4)

« 2. kmen 703 241 = S. epidermidis, 97,95 %,T,,=1,00

1

3 |4 |5 7 18 |9 14 | 15
G |F |E CBAH EDCBA

c|n
-
.ii Prvni radek panelu Druhy radek panelu
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) Ukol 8a: Citlivost stafylokok@ k
antibiotikiim
« odectéete difusni diskovy test — zmérte zony a

porovnejte s referencnimi zonami

* mate k dispozici sestici antibiotik (FOX = cefoxitin, DA
= klindmycin, E = erythromycin, SXT = ko-trimoxazol,
TE = tetracyklin, C = chloramfenikol; v praxi se

pouzivaji dve sestice, oznacovane S1 a S2, my mame
test S1)

« kazdy set je proveden na kmen STKN (koagulaza
negativniho stafylokoka) a STAU (zlateho stafylokoka).
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) Ukol 8a: Citlivost stafylokok@ k
antibiotikiim - zony citlivosti

Antibiotikum Zkr. »Cje-liz ,I"je-li ,R"je-li <
nez (mm) mezi nez (mm)

(mm)

Cefoxitin (cefalosporin); CXT
interpretace: oxacilin a dalsi

22/25*
2/25%* x

N
=t

18-20 < 18
22 19-21 < 19

Erythromycin (macrolid) E

Clindamycin DA
(linkosamid)

vV IV NIV

Ko-trimoxazol (smes) SXT 217 15-16 < 15
Tetracyklin (tetracyklin) TE = 22 19-21 < 19
Chloramphenikol C > 18 < 18

*CXT: 22 mm S. aureus, 25 mm koagulazanegativni stafylokoky 44/46



Ukol 8b: Demonstrace

screeningové pudy na MRSA

« mate nékolik kmenl na specialni screeningové pudé pro
MRSA (opakovani z jarniho semestru)

- modré kolonie jsou kolonie kmenli MRSA

» jiné (ruzové ¢ bilé kolonie) jsou methicilin rezistentni
kolonie jinych stafylokok, nez je S. aureus

« zadné kolonie znamenaji, ze jde o methicilin-citlivy
kmen
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I Po tomto cviceni byste meéli umeét:

popsat zakladni vlastnosti rodu Staphylococcus

jmenovat nejdulezit&jsi druhy rodu, véetné
nejcastéjsich infekci, které zpUsobuji

popsat diagnosticky proces, ktery vede k uréeni izolatu
az na uroven druhu

popsat vztah virulen¢nich faktoru stafylokoku a nemoci,
popf. prub&hu nemoci (napf. vztah koagulazy a
abscesU atp.) a vyuziti t&chto vlastnosti pfi diagnostice

46/46
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