Nez doopravdy zacheme:

m Zapalte si kahany. Kazdy pulstul si vezme jedno
podlozni sklicko a kapne na nef MALOU kapku
fyziologického roztoku. V ni vyzihanou kliCkou
rozmichejte jeden z kmenu. Pulstul nejdale od
tabule rozmicha K, druha polovina tehoz stolu L,
dale MaN,PaQ,RasS (kmen S bude zpracovavat
pulstul nejblize k tabuli). Poradné to rozmichejte
v kapce a roztahnete do plochy. Kahan zhasnete.
Behem vykladu nam to vyhodné uschne.

m Udelejte POUZE TOTO, nepokraCUJte Y barvenl — to
budeme delat az po vykladu! |




“ Mikrbbiologicky ustav uvadi

NA STOPE PACHATELE

(@ Dil druhy: Pachatelem je

‘ streptokok




Drive nez zacheme, maly testik...

m Ktere jsou klinicky vyznamné G+ koky?
Stafylokoky, streptokoky, enterokoky

m Jak odliSime stafylokoky od jinych G+ koku?
Pozitivni katalazou a rustem na 10 % NaCl

m Které testy spolehlive odlisi S. aureus?
Koagulaza, clumping faktor, hyaluronidaza.

m Co nam muze pomoci orientacne?
Hemolyza, barva kolonii, velikost shluku.
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= Pan HmoZdinka je kutil. Pracoval v dilne, kdyz
se uvolnila tezka fosna se sverakem a spadla
mu na nohu. Vznikla velka trzna rana, navic
znecistena. Pana Hmozdinku odvezli do
nemocnice. Ranu chirurgicky osetrili, ale
objevily se vysoké horeCky a priznaky sepse.
Pfi reoperaci byl zjistén zanét svalovych obalu
(fascii) s nekrozou. Bohuzel, veskera pece
nepomohla: noha nakonec musela byt

amputovana.




These large, dark, boil-like blisters are a diagnostc symptom of necrotizing

fasciitis (also known as flesh-eating disease).
i=aurce. EMBRS, 1898 hibn: fmdchoice. comy




Kdo je vinen?b!%.

2 Vinen je Streptocqccus pyogenes
Strepto = v retizcich, pyo-genes = hniso-tvorny
m Sireptococcus pyogenes je znamy jako puvodce
anginy (akutni tonsilitidy). Zpusobuje ale take
hnisavé zanéty tkani. Na rozdil od abscesu, Casto
pusobenych stafylokoky, jde zde spiSe o flegmony.
m Krome angin ma take na svedomi spaly, spalove
anginy a erysipel — ruzi. Jde o kmeny produkujici
tzv. erythrogenni toxin (erythros = recky cerveny)
m Pokud je bakterie sama napadena urcitym

bakteriofagem, stava se ,masozravym e
streptokokem” — ,meat eating bug” — nas pripad.




Piib&h druhy

-m Mlada pani Erika béhem tehotenstvi prilis
nedbala na tehotenske prohlidky. V porodnici
se objevila az pri samotnem porodu. Porod
probehl bez komplikaci. Brzy se vsak u ditete
objevily priznaky sepse s respiracnim
selhanim. VCasnou lécbou se podarilo dite
zachranit, stale vsak neni jiste, jestli neni
zasazen mozek a dite nebude mit nasledky.

m Pozdeji se ukazalo, ze pani Erika byla
nosickou bakterie, ktera byla pachatelem... -
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Bilateralni granulomy na rtg obrazu..



Kdo za to tentokrat muze?

m Bakterie Streptococcus agalactiae je take
streptokokem. U Cloveka se vsak specializuje spise
na dolni Cast tela (urogenitalni infekce).

Bystri studenti si vSimnou
druhoveho jména a-
galactiae, tedy bez-
mlecny. Tato bakterie
opravdu zpusobuje zanéty sl o
mlecné zlazy s poruchou

Ambiente: Entrada de aire Trapo
4 ~ -Estiercol 1 el racim
tvorby mléka, avsak ‘Estiércol ] en elracito
contaminadas L)

vetsinou je to u krav. ez




Pribeh treti

m Klucika Jindru skrabe v krku a nelepsi se to.
Ze by angina? Jenze angina je zanet
mandli, a jemu mandle ,vyndali®, i ty ,nosni"
(adenektomie) a dokonce i ty krcni
(tonsilektomie).

m Rodice s Jindrou zasli k doktorce, at mu
napise antibiotika. Doktorka ale rozhodla —
nejdriv vyter z krku, a pak se uvidi. Pozvala
si Jindru za tri dny, az uz mel vysledek.
Nasadila Jindrovi penicilin, a ten brzy zabral.






Kdo muze za Jindrovy potize?

m [akzvanym ,non-A-non-B" streptokokum tak
rikame proto, ze nepatri ani do skupiny A (ve
ktere je Streptococcus pyogenes) ani do
skupiny B (kde je S. agalactiae a nektere
zVireci streptokoky).

m Nezpusobuji tak casto anginy, ale spise
faryngitidy — zanéty hltanu. Casto vdak mohou
byt pritomny v krku bez klinickych potizi.

m Stejne jako u angin je u citlivych kmenu lekem
volby penicilin; makrolidy jen u alergiku.




PFbéh &tvrty

m Pani Bozena, duchodkyne nema slezinu —
vynali ji ji pred léty po autonehode.

m Pred nekolika dny zacala byt ,nachlazena’,
nevenovala tomu pozornost, ale ted se jeji
stav zhorsil, takze i dcera dovezla do
nemochice, kde ji hospitalizovali na
infekCnim oddeleni s podezrenim na zanet
mozkovych blan

m Diky vCasnému nasazeni antibiotik se jeji
stav zlepsil a za dva tydny se uzdravila.




Zlocincem je v tomto pripade

m Sireptococcus pneumoniae, Cili ,pneumokok".
Drive se mu rikalo Diplococcus pneumoniae,
netvori totiz retizky, ale jen dvojice. Take neni
idealne kulaty, ma spise lancetovity
(kopicCkovity) tvar.

m V malem mnozstvi se nachazi i ve farynzich
zdravych osob. Jinak je ale puvodcem zanéetu
plic, paranasalnich dutin, stredniho ucha, a
také puvodcem sepsi a menlngltld




cell membrane

cell wall




m Pan Srdinko ma uz dlouho dobu potiZe se
srdcem, ktere si dokonce vyzadali operaci,
pri které mu byla do srdce voperovana
umela srdecni chlopen.

m Pred mesicem mel osklivy zubni kaz, a dost
dlouho trvalo, nez nasel Cas zajit k zubari.

m Nyni se mu zhorsily srdecni potize natolik,
Zze musel byt hospitalizovan. Byla stanovena
diagnoza endocarditis lenta. =~



Kdo je tentokrat pachatelem?

m Ustni streptokoky, viridujici streptokoky, alfa
streptokoky, v laboratori dokonce muzete
zaslechnout slovo ,alfici® — vSechny tyto pojmy
oznacuji skupinu streptokoku, které na krevnim
agaru viriduji; obvykle se ovsem mysli ,ty
ostatni krome pneumokoka”.

m Jsou normalni soucasti mikroflory ustni dutiny a
castecne i faryngu. | za fyziologickych okolnosti
se neustale v malem mnozstvi dostavaji do

krve. Maler je, kdyz se chh tam dostane hodne
najednou a kdyZ narazi na terén, kde se uchyti.




Vegetace na chlopni




Udelejme si v nich poradek

Pribeh |Na KA |Jmeno pachatele
4.  |vir- |Streptococcus pneumoniae

dace _ — v
S (alfa) skupina ,ustnich streptokoku
1. Streptococcus pyogenes
2. f}beta) Streptococcus agalactiae

emo-

3. lyza™ | skupina ,non-A-non-B* streptokokl

*u S. agalactiae jen castecha hemolyza




Jak vypatrat vinika?

m | dnes si zopakujme kriminalisticke metody,
ktere jsme se naucili na jare:

m Prime metody jsou mikroskopie, kultivace,
biochemickeé identifikacni metody, prukaz
antigenu, prukaz DNA, pokus na zvireti apod.

m Prime metody aplikujeme na vzorek (primy
prukaz ve vzorku) nebo na kmen (identifikace
izolovaneho kmene)

m Neprimé metody jsou ty, kteryml
prokazujeme protilatky




Popis pachatelu (diagnostika) — 1

“m Mikroskopie: grampozitivni koky
m Kultivace: na KA kolonie sede az

bezbarvé, vetsinou drobné, vetsi kolonie
ma Streptococcus agalactiae

m Hemolyticke vlastnosti: nektere viriduyji,
nekteré castecne Ci uplne hemolyzuji

m Nerostou na KA s 10 % NaCl, ani na
Slanetz-Bartleyove Ci zluc-eskulinové

pudé. Jsou vsak (spolu s enterokoky)
rezistentni na aminoglykosidy.




Popis pachatelu (diagnostika) — 2

m Biochemickeé testy: katalaza | oxidaza
negativni, biochemicky lze rozlisit
jednotlivé druhy zejména u viridujicich

m Antigenni analyza muze naopak pomoci
spiSe u hemolyzujicich streptokoku.
Pouziva se system dle Lancefieldove —
teoreticky zahrnuje vsechny streptokoky,
ale mnohée viridujici nedisponuji zadnym
antigenem v tomto systemu. Skupiny maji
pismena A, B, C, E, F, G a dalsi.




Fotografie z databaze zlocCincu




Odliseni od ostatnich podezrelych
(dlferenc:lalnl diagnostika 1)

m Gramovo barvenl odhah vsechny bakterie,
které nepatri mezi grampozitivni koky.

m Pozitivni katalaza od streptokoku
odlisi stafylokoky -

= RuUst na SB a ZE pudé odhali enterokoky,
ktere jsou take vsechny pozitivni v takzvanem
PYR-testu, kdezto streptokok je pozitivni jen
jeden, a to zrovna takovy, ktereho si malokdo
s enterokokem splete (0o nem bude rec dale) -




Rozliseni podezrelych streptokoku
(diferencialni diagnostika 2)

s P¥ r-o'zliéové_nl' sfreptdkokﬁ hodnotime nejdrive
hemolyzu —streptokoky clenime na viridujici,
hemolyzujici (Castecne Ci uplne) a ahemolytické

m Pneumokoka od ostatnich viridujicich pozname

pomoci pozitivniho optochinového testu, testu
rozpustnosti ve zluCi a dalsich

m S. pyogenes se od ostatnich hemolytickych
pozna pozitivhim bacitracinovym a PYR testem

m S. agalactiae se zase pozna pozitivnim CAMP
testem — o vSech techto testech vizdale -~ -




Schematicky:

Neznama bakterie

/G+ kok
V
Streptokok Stafylokok Enterokok

Strei’tOKOK S viridaci Streptokok s hemolyzou

Pneumokok S. pyogenes
. agalactiae (SAG)
Streptokok non-A-non-B

Ustni streptokok




Ukol 1: Defilé podezielych
(barveni kultur podle Grama)

m Obarvete podle Grama osm podezrelych
kmenu (pro zopakovani: natrit, nechat
uschnout, fixovat plamenem, pote barvit:
Gram 30 s, Lugol 30 s, alkohol 15 s, voda,
safranin 60 s, voda, osusit, imerzni obj.)

m Jednoho podezreleho vyloucite snadno:
bude to G- tyCinka. Dalsi tfi podezreli
budou G+ koky a spolehlive je tedy
mikroskopii nedokazete rozI|S|t . Musite
postupovat dal | -




Ukoly 2 a) a 2 b): NP

] —

dopadeni streptokoka %

m V ukolu 2a odhalime stafylokoka katalazovym
testem (kolonie vmichame do kapky peroxidu
vodiku). Pokud sumi, je to stafylokok

m \/ ukolu 2b odhalime enterokoka tim, ze roste
na Slanetz-Bartleyho pudé. Pozor, v protokolu
se piSe o pudé Zluc¢ eskulinove, kterou jsme
ke stejnemu ucelu pouzivali v dobe tvorby

protokolu. Obé pudy jsou praktlcky
rovnocenne.




Ukol 3: Shromazdéni otiskt prstti
— popls kolonii streptokoku na KA

'- Pecllve S prohlednete a popiste zbyle kmeny
streptokoku.

m Popiste vsSechny vilastnosti kolonii a zvlast' si
vsimejte tech vlastnosti, ktere odlisuji
stretptokoky od ostatnich grampozitivnich
koku a rozliSuji je navzajem (absence
pigmentu, hemolyticke vlastnosti)




Pneumokok: jak pojmout podezreni,
aneb Nez prejdeme k ukolu 4

m Pneumokoka odlisite
optochinovym testem — viz dalsi obrazovka.
m Podezreni vSak muzete pojmout, kdyz:

= mikroskopicky vidite lancetovite diplokoky

= kultivacne jsou kolonie ploche, penizkovite az
miskovite, nekdy s centralnim vyvysenim

= nekdy naopak jsou kolonie vyrazne, hlenovite
to jsou kmeny s vyraznou tvorbou .
pouzdra (zpravidla velmi virulentni) Fe




Ukol 4a): Optochinovy test

m Klasicky test k odliseni pneumokoka od ustnich

~ streptokoku. Pneumokok je citlivy na
antibiotikum optochin, ustni streptokoky jsou
rezistentni. (Optochin se dnes uz nepouziva
léCebne, zustal tedy jen v diagnostice)

m ObCas se pouziva =70
také test Bt
rozpustnosti ve
ZlucCi. Dnes uz
historicky vyznam
ma test patogenity
pro mys.




Ukol 4b): Druhové uréeni ustniho
streptotkoka

= Jen blazen (nebo badatel, coZ je nékdy totéz)
by druhove urcoval ustniho streptokoka z ustni

dutiny nebo krku. Proc to Cinit, kdyz je v techto
mistech beznou florou?

m Na druhou stranu, mame-li kmen z hemokultury
Ci likvoru, je jeho urceni na miste. U viridujicich
streptokoku nema smysl snazit se o antigenni
analyzu, zato, jak jsme se jiz dozvedeli, velice
dobre Ize pouzit biochemicke urceni.

m V nasich podminkach je to STREPTOtest .16 -




STREPTOtest 16 — jak odecCist

= Prvni reakci je opét VPT
m Druhou az devatou reakci je opet prvni
radek v dvojradku

m Obdobné desatou az sedmnactou reakci
je druhy radek v dvojradku

A pak uz se vchneme na
streptokoky s hemolyzou...




Obzvilast obavany pachatel:
pyogennl streptokok. Jak na nej?

- Bac:ltracmovy test Je stejny Jako
optochinovy, jen se pouzije jine
antibiotikum. Mimochodem, bacitracin se
micha s neomycinem a vznika velmi
oblibene antiseptikum — totiz FRAMYKOIN

m PYR test je provedenim podobny
oxidazovému. Na kolonie se umisti
reakcni ploska prouzku. PocCka se deset
minut a prikapne se Cinidlo. Pozitivni je
cervene zbarveni.




Bacitracinovy test




A prichazi druhy:
Streptococcus agalactiae — 1

m Mnohe bakterie tvori hemolyziny

m Pokud na agar pusobi dva hemolyziny, muze
byt jejich pusobeni synergické nebo
antagonistickeé.

m Prikladem synergismu je CAMP faktor Str.
agalactiae a beta lyzin Staphylococus aureus

m Nelze jej pouzit k diagnostice zlatého
stafylokoka — ne kazdy totiz produkuje beta
lyzin! PouZiva se tedy jen v dg. streptokokl
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Streptococcus agalactlae

m Na agar se naockuje testovany
kmen a kolmo k nemu
laboratorni kmen zlateho
stafylokoka

m \V pripade pozitivity vidime
zesilenou hemolyzu ve tvaru
dvou troujuhelnikt, anebo,
poeticteji, motylich kridel




Hemolyticti pachatelé — shrnuti

Ukol 5: provedte PYR test, odedtéte
‘ostatni dva testy z misek a ucinte zaver

Bacitracinovy | CAMP test |Streptokok

a PYR test

pozitivni negativni S. pyogenes

negativni pozitivni S. agalactiae

negativni negativni non-A-non-B streptokok

pozitivni pozitivni ptakovina, spatny test,
pripadné smés dvou kmenu




Latexova aglutinace — demonstrace
Misto videa si prohlédnete obrazky

B U e i r g 1, 2, 3: Latexova
. S 20lutinace — princip.
ﬂ <SRG /\glutinaci streptokok
ISR o 4l s protilatkou pomahaji
e b D L) latexové Gastice

Praktické provedeni: lahvicky se smesi
protilatek a latexovych castic (4, 5), vysledek
(v prvnim obdélniku pozitivm’ — 6)
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Lecba: spravedlivy trest zlocCincl

m ZloCinné stafylokoky potrestame vhodnym
antibiotikem. U streptokoku je stale Iekem
volby klasicky Fleminguv penicilin, u
zavaznych tkanovych infekci pripadne
v.kombinaci s.aminogylosidy. Makrolidy se
pouzivaji u prokazane alergie na penicilin,
mezi leky dalsi volby patri doxycyklin, ko-
trimoxazol, ampicilin a dalsi. Vankomycin je
rezervni, zatim stoprocentne ucinne atb
(zadna zbéna = chyba, nejde o streptokoka)




Jak odecitat testy citlivosti
(Zarazeno po zkusenostech z minuleho tydne)

1 — zadna zona, Ize bez mereni 3 — zona, kterou je treba zmerit

rovnou zapsat ,R" a porovnot velikost
2 — zona je tak velika, ze splyva 4 — kontaminace uvnitr zony
s ostatnimi zonami; lze bez tvarime se, jakoo by -

mereni konstatovat ,C" neexistovala, pro




Ukol 6: Uginnost uloZzeného trestu

- Odectete dlfusnl dlskovy test — zmerte
zony a porovnejte s referencnimi zonami

m Opet: horsi patogen (pyogenni streptokok)
je citlivejsi nez mirnejsi patogeny

m [aké si vsSimnete, ze testy jsou provedeny
na MH agaru s krvinkami nebo na krevnim

agaru. Na prostem MH agaru totiz vetsSina
streptokoku roste Spatné nebo vubec.

Ovsem v diagnostice se to neda vyuZzit,
protoze nektere streptokoky vyrust mohou!




Test citlivosti na stretpokoky

Antibiotikum

Zkratka |ReferencC. zona®
Penicilin (zakladni penic.) |P 28 mm
Cefalotin (cefalosp. 1. g.) |KF 18 mm
Erytromycin (makrolid) = 23 mm
Chloramfenikol C 21 mm
Doxycyklin (tetracyklin) DO 19 mm
Vankomycin (glykopeptid) |VA 17 mm




Citlivost streptokoku na antibiotika

M Sensitive

I [ Intermediate
r B Resistant

Obrazek
demonstruje studi
u 1615 brancu,

provedenou v roce
2003

= Jak je vidét, Iékem
volby zustava
penicilin

Percent of Isolates
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Streptococcus pyogenes |e jeste

‘horsi, nez jste mozna cekali

m Uz vite, Zze S. pyogenes zpusobuje anginy,
spaly, erysipel, flegmony. To nejhorsi vsak jeste
ceka: | po té, co sam zmizi z organismu, muze
po nem zbyt desivé dedictvi! Protilatky protfi
nemu koluji v krvi... a omylem se misto na
streptokoky vazou na nekteré struktury

organismu. Tim vznika akutni glomerulonefritis
Cl revmaticka horecka.




ASLO: zpusob, jak zjistit, kolik
protilatek vlastne v krvi koluje

m Pomoci testu ASLO zjistite, zda je pritomna
normalni protilatkova odpoved, nebo
premrstena automimunita s rizikem vyvoje
glomerulonefritidy nebo revmaticke horecky

m [est ASLO se provadi zpravidla po prodelane
streptokokoveé infekci. Prukazem protilatky se
nesnazime prokazat infekci (o té vime), ale
zjistit, zda dochazi k vyvoji autoimunity. Nejde
tedy vlastné o neprimy prukaz, prestoze
prokazujeme protilatky.




ASLO: princip
(opakovani)

mProtilatka blokuje hemolyticky
efekt toxinu (streptolyzinu O) na
Krvinku.

mU ASLO neuzivame
geometrickou radu. Hodnoty
redeni jsou na listeCku.

m[itr nad cca 250 znamena
moznost autoimunitni odpovedi
m\/Simnete si, ze v anglictine se
ASLO oznacuje jako ASO Zrada
je, ze zkratka ASLO pritom take
existuje a oznacuje stafylolyzin.

Défédﬂéﬁ c:-F ASO

unhbudles

pm:enl n
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Ukol 7: Odeététe panel ASLO

"w Pozor! Kazdy pabientjen jeden radek, hodnoty
redeni jsou uvedeny na listeccich, ktere mate na
stole a zde:

Hodnoceni vysledku ASLO

LENY Q0 S0 [ IRD (22 ET0 AT (A0S (S8 (&0T (TY9 19])

m Panel se odecita nalezato. ObsahUJe p02|t|vn|
kontrolu a sedm pacientu. |




Nashledanou pri dalsim dilu!

Plysovy
streptokok




