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STREPTOKOKY
DALSI G+ BAKTERIE

Lékarska mikrobiologie — cviCeni
Mikrobiologicky ustav LF MU




Z minulych cviceni byste méli znat

» Klinicky vyznam stafylokoku
» Odliseni S.aureus od CoNS

» Vyznam a detekce koagulazy a hyaluronidazy

» MRSA



Prehled G+ bakterii

Cviceni| Tvar Zastupci

PO1 <oky [Stafylokoky (S.aureus, CoNS)

P02 coky [Streptokoky (viridujici, hemolytické)

P03 coky [Enterokoky

tycky [Listerie, Bacily, Korynebakteria

Listerie a korynebakteria nesporuluji, bacily sporuluiji.




Obsah cviceni

» Charakteristika streptokokd

» Streptokokoveé infekce a jejich IéCba

» Diagnostika streptokoku

» Charakteristika enterokoku

» Charakteristika G+ tyCinek

» LécCba infekci zpusobenych enterokoky a G+ tyCinkami
» Diagnostika enterokoku a G+ tyCinek

» Prakticke ukoly



Rod Streptococcus

» G+ koky, Casto tvori dvojice nebo retizky, nepohyblive

» Katalaza negativni (rod Staphylococcus katalaza
pozitivni), oxidaza negativni

» Kultivace na krevnim agaru = hemolyzuji erytrocyty.

» Deleni dle typu hemolyzy: i

a — viridujici
B — hemoliticke

y — hehemolytické

& | ioweb.uwlax.edu

» Déleni dle Lancefieldoveé: antigenni skupiny, nejCasteji A,
B,C,E,F G, H, ... (skup. D — dnes enterokoky, S. bovis)



Prehled streptokoku

Typ hemolyzy Zastupci

Streptococcus pneumoniae

la-hemolyza (viridace
vza ) skupina "ustnich streptokok("

Streptococcus pyogenes (sk. A dle Lancefieldové)
B-hemolyza Streptococcus agalactiae (sk. B dle Lancefieldové)
skupina "non-A-non-B" streptokokd

y-hemolyza (Zadna) streptokoky bez hemolyzy




Streptococcus pyogenes

» Patfi do skupiny A dle Lancefieldove
» Uplna B-hemolyza, roste v drobnyc
koloniich

» Diagnostika: PYR test,
bacitracinovy test

-
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» Onemocneéni: akutni tonsilitida (angina), hnisaveé zanéty
mekkych tkani (nekrotizujici fasciitis), spala, erysipel (tzv.
ruze), flegmony (neohraniCené zanéty), pneuminie,
meningitidy, sepse.

» Pozdni nasledky streptokokovych infekci: revmaticka

horeCka, akutni glomerulonefritida - detekce pomoci
serologické metody ASLO.



Akutni tonsilitida (angina)

» NejCastéjSim bakterialnim puvodcem je S. pyogenes.

» DalSimi moznymi puvodci jsou: S. pneumoniae,
stafylokoky, hemofily, virové: virus chripky, herpes viry,
EBYV, ...




Spala (scarlatina)

» Angina s exantémem a projevy na sliznici (petechie)
» Produkce pyrogenniho (erytrogenniho) toxinu




Erysipel (ruze)

» Ostfe ohraniCeny zanét, nejCastéji v oblasti bérct a v
obliCeji

» Infekce kuze se Sifi do koznich lymfatickych cév, pfi

lymphadamapeaple.cam

_ _madicalrealm. net



Streptococcus agalactiae

» Patri do skupiny B dle Lancefieldove
» Neuplna B-hemolyza, vetsi koloni
» Diagnostika: Pozitivni CAMP test

» Onemocnéni: puvodce mocovych infekci (u zen v
urogenitalnim traktu a GIT), infekce novorozencu
(sepse, pneumonie, meningitidy), infekce gravidnich
zen



,znon-A-non-B“ streptokoky

» B-hemolyza, ale nepatri ani do skupina A (S.
pyogenes) ani do skupiny B (S. agalactiae)

» Onemocneni: faryngitidy (zanéty hiltanu), Casto
pritomny bez klinickych projevu

» Zastupci: S. dysgalactiae, S. equi

» Diagnostika: obyCejné se neurcuiji, v pripade
potfeby se blize identifikuji prukazem antigenu



Streptococcus pneumoniae

» ,pneumokok”, drive Diplococcus pneumoniae
» Netvori retizky, ale pouze dvojice, tvar bunek je

lancetovity
» a-hemolyza, opouzdrené bunky majl hlenowte
kolonie (kapky oleje) T, o Mo e

» V R-fazi netvori pouzdro
» V malem mnozstvi se vyskthJe |
i u zdravych osob A

» Onemocneéni: sinusitidy, pneumonle otltls medla
meningitidy, sepse, endokarditidy

» Nepovinné ockovani (Pneumo23, Prevenar13,
Synflorix)
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Skupina ,,istnich“ streptokoku

» Jinak take alfa streptokoky nebo viridujici streptokoky
(obvykle a-hemolyticke streptokoky, krome pneumokoka)

» Vyskytuji se jako normalni soucasti mikroflory ustni
dutiny a CastecCne i faryngu

» Fyziologicky se neustale dostavaji v malém mnozstvi do
krve (ve velkém mnozstvi zpusobuji subakutni bakterialni
endokarditidy — adheruji na poskozene srdecni chlopné) -

-> vznika utvar na chlopni = ,vegetace” - forma biofilmu
(matrix tvori krevni destiCky a fibrin)

» S. mutans — zubni kaz (nejrychleji tvori org. kyseliny)
» S. salivarius, S. sanguinis, S. mitis



Lécba streptokokovych infekci

v

Lék volby: penicilin

Pri alergiich na PNC — makrolidy

» Dalsi mozna ATB: doxycyklin, kotrimoxazol, ampicilin, aj.
Rezervni ATB: vankomycin

v

v

v

Difuzni diskovy test se provadi na MH agaru s krvinkami,
na bezném MH agaru streptokoky prakticky nerostou



Diagnostika streptokoku (1)

» Mikroskopie: G+ koky

» Kultivace: na KA kolonie sedé az bezbarvé, vétsinou
drobné (vyjma S. Agalactiae, ktery ma vetsi kolonie)

» Hemolyza: a- B- i y-hemolyza

» Odliseni od ostatnich G+:

nerostou na krevnim agaru s 10 % NaCl (odliSeni od
stafylokoku)

nerostou na Slanetz-Bartley Ci Zlu¢-eskulinové pudé (odliseni
od enterokoku)

» Katalaza negativni, oxidaza negativni
» Rezistentni na aminoglykosidy (stejné jako enterokoky)



Diagnostika streptokoku (2)

» Viridujici streptokoky (s a-hemolyzou): dourceni

biochemicky, predevSim u nalezu z likvoru nebo
hemokultur

» Streptokoky s B- a y-hemolyzou — maji slabou
biochemickou aktivitu, Ize je tedy dale dourcCit napr.
latexovou aglutinaci



Diferencialni diagnostika streptokoku (1)

» Provadi se hodnoceni hemolyzy:

» B-hemolyza:
S. pyogenes (pozitivhi PYR test a bacitracinovy test)
S. agalactiae (pozitivni CAMP test)

» a-hemolyza:

S. pneumoniae (pozitivni optochinovy test na rozdil od
ostatnich viridujicich streptokoku



Diferencialni diagnostika streptokoku (2)

G+ kok
stafylokok streptokok enterokok
~ streptokok ~ streptokok streptokok
s viridaci s hemolyzou bez hemolyzy

—— S. pneumoniae S. pyogenes (SAG)
S. agalactiae (SBG)

non-A-non-B streptokok

—— ustni streptokok



Charakteristika enterokoku

» G+ koky v drobnych shlucich Ci kratkych retizcich

» Vysoka odolnost — 6,5 % NaCl (pozor — stafylokoky az 10
% NaCl'), zluc, azid sodny, pH 4,8 - 11 v

Katalaza NEG
Klinicky vyznam:
Soucast normalni mikroflory streva

Jedni z nejbéznéjSich puvodclu mocovych |nfekC|

Nozokomialni infekce (rany, sepse, endokarditidy,
implantaty, atd.)

» Primarni rezistence k cefalosporiniim
» E. faecalis (90%), E. faecium a dalsi
» Nebezpecné VRE - vankomycin rezistentni enterokoky

http://biowiki.hgtc.edu
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Charakteristika G+ tycinek - listerie

» G+ kratké tyCinky

» Vyskyt: v prostredi a potravinach (mléko, syry, zelenina,
maso, puda, listi...),

» Vysoka odolnost - rust pfi nizkych teplotach (4 C —
ledniCka, syrarny) a vysokych koncentracich NaCl Ci zIuCi

» Katalaza POZ

» L. monocytogenes, L. ivanovi, L. innocua a;.
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Charakteristika G+ tycinek - listerie

» Klinicky vyznam:
Listeridza - gastroenteritida, hore€naté onemocneéni,
malokdy infekce u zdravych dospélych

Riziko pro téhotné - hrozi kongenitalni infekce plodu pres
placentu (mozny potrat) nebo (ve tretim trimestru) infekce
plodu, nebo také perinatalni infekce pfi porodu
(kontaminovany posevni sekrete).

Novorozenci - typicka meningitida Ci sepse (malo Caste,
vysoka letalita)

Lidé s oslabenou imununitou — infekce ran, sepse,
meningitidy



Charakteristika G+ tycinek -
korynebakteria

» Korynebakteria jsou grampozitivni tyCinky kyjovitého
tvaru (koryneé = kyj), nektera pleomorfni, mohou byt
gramlabiini.

» Odolné k vyschnuti a koncentraci NaCl, ale nerostou na
MH agaru bez krve. Tvori palisady a tzv. havrani kridla.

» Katalaza POZ
» Corynebacterium diphtheria — zaskrt, diky oCkovani

TN S S

» Nediftericka (= nezaskrtova) o e b
korynebakteria — e or w’\mf? :
soulasti b&zné mikroflory kiize. 2. *s * 4 i '*-i:.
D



Charakteristika G+ tycinek -
korynebakteria

» Klinicky vyznam:
Zaskrt - pseudomembrandzni angina (pablany, otok).
Vznik pouze pokud kmen bakterie produkuje diftericky

toxin (ten do bunky vnasi tzv. 3-fag). Charakteristicky
otekly krk, pfi absgci terapie smrt udusenim.

b

www.wikipedia.org



Charakteristika G+ tycinek - bacily

» G+ mohutné tyCinky s rovnymi konci

» Pohyblivé, sporulujici - jedna endospora (terminaini,
subterminalni Ci centralni)

Katalaza POZ
VétSina zastupcu — neSkodné mikroby vnéjSiho prostredi.
V klinice veétsinou kontaminace.

Nékolik vyznamnych zastupcu — Bacillus anthracis,
Bacillus cereus, Geobacillus (drive Bacillus)
stearothermophillus a Bacillus subtilis

v Vv v v

www.cropsoil.uga.edu




Charakteristika G+ tycinek - bacily

» Klinicky vyznam:
Bacillus anthracis - obligatni patogen, plvodce
veterinarniho onemocnéni — antraxu — potencial

biologickeé zbrané. Jedna z prvnich nakaz, na kterych byla
zkousena vakcinace.

Bacillus cereus — enterotoxikozy, infekce oka.
Imunokompromitované osoby - infekce ran, endokarditidy,
sepse.

Geobacillus stearothemophillus a Bacillus subtilis -
schopnost prezivat pri velmi vysokych teplotach -
pouziti: indikatory uc€innosti sterilizatoru.



Enterokoky a G+ tycinky: lécbha

» Enterokoky a listerie — primarni rezistence na
cefalosporin. Enterokoky také primarne rezistentni na
makrolidy, linkosamidy.

» E.faecalis — citlivy na ampicilin, ale E.faecium — primarné
rezistentni.

» Mozné pouziti ko-trimoxazolu, doxycyklinu, jako rezerva
vankomycin.

» VRE — vankomycin rezistentni kmeny (hlavné u
hematoonkoligkych pacientu) - linezolid (ZYVOXID),
pripadnée dalfopristin/quinupristin (SYNERCID).



Enterokoky a G+ tycinky: diagnostika
— prehled kultivace a mikroskopie

Enterokoky Listerie Korynebakteria Bacily
G+ tyCinky
()] ve , er s ’
= G+ tycink skladajici se G+ robustni
& | Grkokyv | . Y Her o
~ o retézici se vedle sebe jako tyCinky,
3 kratkych . . Y
= L za sebou, palisady mozna
— Fetizcich ., . ,
S palisady nebo "havrani sporulace
kridla"
sedave, Istovité
A vetSinou bez podobné , ) P _
o ) ] velmi drobné kolonie,
© hemolyzy (ale| enterokokim, _ .
= v , kolonie nekdy
= mozna hemolyza ] ) )
=z . . L (podobné mouce)| vyrazna
viridace i mozna ]
] hemolyza
hemolyza)




Diagnostika: enterokoky

» Katalaza NEG
» Rust na zlu¢ — eskulinové pudé, na Slanetz — Bartleyho

agaru.
» Biochemie — stepeni arabinosy (E. faecalis nestépi =
puda je zelena, E. faecium $tépi - puda )

» Antigenni analyza - zpravidla se nepouziva.
» Testy citlivosti — bézny MH agara. Existuji i pudy na
screening VRE.

Foto: archiv ustavu




Diagnostika: G+ tycinky

» Katalaza POZ u vsech tri skupin (ale napf. u rodu
Arcanobacterium blizkeho korynebakteriim je negativni!)

» Biochemickyeé rozliseni koryneformnich tyCinek navzajem
— API Coryne, Remel)

» Diagnostika listerii — rust pfi nizkych teplotach, vysokych
koncentracich NaCl a hemolytickeé interakce.

» Prukaz antigenu — prukaz difterického toxinu Elekovym
testem (viz. dale).



Diferencialni diagnostika: enterokoky

» Gramovo barveni: grampozitivnhi koky x grampozitivni
tyCinky x ostatni bakterie.

» Stafylokoky odlisi pozitivni katalaza a rust na NaCl (10
%!).
» Streptokoky odlisi nepfitomnost ristu na Slanetz —

Bartleyho ¢i zlu¢ — eskulinové pudé, popf. PYR testem
(kromé S. pyogenes negativni).

» Vzajemneé rozliseni je mozne arabinézovym testem nebo
slozitejSim testem — ENCOCCUS test — 8 reakci.



Diferencialni diagnostika: bacily

» Gramovo barveni: grampozitivnhi koky x grampozitivni
tyCinky x ostatni bakterie.

» Bacily se navic projevi uz v Gramove barveni coby velmi
rozmerné (robustni) tyCinky. Casto, ale ne vzdy,
muzeme také pozorovat tvorbu endospor.

» Kultivace — velke, plstovité kolonie.

» Druhoveé urcCeni je mozné biochemickymi testy, testy
citlivosti na antibiotika apod.

» U G+ tycinek ale neni jednoznacny algoritmus!



Diferencialni diagnostika: listerie a
koryneformni tycinky

» Gramovo barveni: grampozitivnhi koky x grampozitivni
tyCinky x ostatni bakterie.

» Nesporuluji, nejsou robustni — vylouceny bacily.

LAV 4

» SpolehlivéjSi dourceni — biochemie, rust pfi rtznych
teplotach (listerie 4 C), testy hemolytickych interakci.

» U G+ tycinek ale neni jednoznacny algoritmus!



Diferencialni diagnostika: listerie

» Chromogenni puda na diagnostiku listerii — ALOA
— modré zbarveni kolonii listerii, patogenni druhy
maji kolem sebe tzv. HALO = odliSné zbarvené
okoli.

www.oxoid.com



Diferencialni diagnostika:
koryneformni tycinky

» Detekce difterického toxinu

za pouziti specialniho papirku

s antitoxinem — polozen na povrch
agaru, kam se posléze ocCkuji
testovane kmeny.

» Pozitivni vysledek =
precipitacni linie. ELER el

Filter paper strip with C. diphtheriae antitoxin
Precipitin line
Known toxigenic C. diphtheriae
Unknown pt's isolate)
Enown nontoxigenic C. diphtherlae

http://www.rahulgladwin.com




Ukol é. 1 - Gramovo barveni

» Obarvéte podle Grama osm podezielych kmenu (pro
zopakovani: natrit - nechat uschnout - fixovat
plamenem - pote barvit: Gram 30 s - Lugol 20-30 s =
oplachnout vodou - alkohol 15-20 s - oplachnout
vodou > safranin 60 - oplachnout vodou - osusit
filtracnim papirem (nedrhnout bunicinou ani nicim
jinym!) - imerzni objektiv - olej)



Ukol &. 2 — Morfologie kolonii

» Popiste vSechny kmeny, které se v ukolu €. 1 barvily
jako grampozitivni. Popiste velikost, barvu, tvar, profil a
hemolytickeé vlastnosti. Podle moznosti popiste i dalsi
(povrch, okraje, konzistence, pruhlednost, zapach).

» Pokuste se odhadnout, ktery z G+ koku by mohl byt
stafylokok (bily, maslovité kolonie)

» Pokuste se odhadnout, ktera z G+ tyCinek je Listeria,
Bacillus a Corynebacterium.



Ukol é. 3 - Katalaza, ZE, Slanetz-
Bartley

» 3a) Katalaza — enterokoky negativni, G+ tyCinky
pozitivni (pozitivni take G+ stafylokok, negativni take
G+ streptokok).

» 3b) Rust na Slanetz-Bartleyho pudé (pfidavek azidu
sodneho) — rostou enterokoky.

» 3¢) Rust na zlué-eskulinovém agaru — zde rostou z G+
koku enterokoky a z G+ tyCinek listerie



Ukol é. 4 — OdliSeni streptokoku s
viridaci

» 4a: Optochinovy test: k odliSeni S. pneumoniae od
ostatnich viridujicich streptokoku:

pneumokok je citlivy k optochinu, nemeérime zonu inhibice

(optochin se dnes jiZ nepouziva lé€ebné, zustal jen v
diagnostice)

» 4b: Biochemickeé urceni ,,ustniho“ streptokoka —
STREPTOtest 16 (17 reakci: 1. je VPT, 2. az 9. jsou v

prvnim radku, 10. az 17. jsou ve druhém radku) - velice
podobné STAPHYTESTu 16 — dnes neprovadime



Ukol é. 5 — OdliSeni streptokoku s
hemolyzou (1)

» 5a: PYR test — biochemicky test s diagnostickym
prouzkem: kolonie se umisti na reakcni ploSku prouzku,
po 5 — 10 minutach se pfrikapne Cinidlo - pozitivni =
cerveneé zbarveni

» Sb: CAMP test — test zalozeny na principu synergickeho
pusobeni dvou hemolyzint (hemolyzu S. agalactiae a B-
hemolyzinu S. aureus) = pozitivni: hemolyza ve tvaru
,motylich kridel*




Ukol é. 5 — OdliSeni streptokoku s
hemolyzou (2)

» 5c: aglutinacni test: lahviCky se
smesi latexovych Castic s
navazanymi protilatkami.
UrCete z obrazku, se kterym
testovanym sérem kmen
aglutinuje.




Ukol &. 6 - Testy citlivosti

» Odectete difuzni diskovy — srovnejte namerene zény se
zOnami referencnimi.



Ukol &. 7 - Dg. pozdnich
streptokokovych infekci — ASLO (1)

» Po kazde streptokokove infekci vznikaji protilatky, vCetné
protilatek proti streptolyzinu O (streptokokovy toxin)

» V pripade, ze mnozstvi téchto protilatek po infekci
stoupa, zkrizene reaguji s nékterymi strukturami
organismu - pozdni nasledky streptokokovych infekci

» = Revmaticka horecCka, akutni glomerulonefritida

» ASLO = zjisteni miry protilatkové odpovedi po prodelané
streptokokové infekci (neprokazujeme tedy infekci — ta
uz probehla — ale zda nedochazi k vyvoji autoimunitni
reakce)



Ukol &. 7 - Dg. pozdnich
streptokokovych infekci — ASLO (2)

» ASLO princip: neutralizace hemolyzy

» Streptolyzin O za béznych okolnosti (nepritomnost
protilatek) hemolyzuje Cervené krvinky = negativni
vysledek = hemolyza

» V pritomnosti protilatky antistreptolyzinu O dochazi k
zabrané hemolyzy a krvinky mohou sedimentovat -
pozitivni vysledek = zabrana hemolyzy

Jamka 1 2 3

4 5 6 7 8 9 10 11 12
:rj"““ta 100 120 150 180 225 .......

Pozdni hra-

. nehrozi v hrozi
nasledky nicni



Ukol &. 7 - Dg. pozdnich
streptokokovych infekci — ASLO (3)

» Odecet destiCky se provadi nalezato

» Prvni radek je pozitivni kontrola, dalsi radky jsou
jednotlivi pacienti

» Hodnoty Fedém’jsou uvedeny v protokolu
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Ukol é. 8 - Vzajemné rozliSeni
enterokoku

» 8a) Arabinozovy test — kolonie se smisily s arabinozou
—> inkubace. E. faecalis neStépi - puda je zelena, E.
faecium Stépi - puda

» 8b) ENCOCCUStest — 8 reakci. NeurcCujte index
typicnosti a % pravdépodobnosti (nemate jak).



Ukol &. 9 - Diagnostika listerii

» 9a) Rust pri 4 C — jedina Listeria dokaze rust pfi
chladniCkovych teplotach (z jinych bakterii napr. Yersinia,
nektere druhy pseudomonad apod.).

» 9b) Rust listerie na chromogenni pudé — ALOA puda
pro Listeria monocytogenes (slide 19).




Elekuv test

ELEK test:

Filter paper strip with C. diphtheriae antitoxin

Precipitin line

Enown toxigenic C. diphtheriae

Unknown (pt's isolate)

Known nontoxigenic C. diphtherlae




Po tomto cviceni byste méli znat:

» Klinicky vyznam streptokoku, jejich diagnostiku, l1é€bu.
» Coje PYR test, CAMP test, ASLO.

» Klinicky vyznam a diagnostiku enterokoku — jak je odliSit
od stafylokoku, streptokoktu. Onemocnéni, lé€ba.
Vyznam zkratky VRE.

» Klinicky vyznam, diagnostiku a IéCbu infekci
zpusobenych G+ tyCinkami.

» Princip a vyznam Elekova testu.



