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Diagnostika stafylokoku

Mikrobiologicky ustav LF MU
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Stafylokoky

Grampozitivni koky, nejcasteji ve shlucich tvaru
hroznu, nepohyblivé

Rozdeleni podle koagulace plazmy na
- koagulaza pozitivni (S. aureus)

- koagulaza negativni Q%;




Patogenni stafylokoky

Staphylococcus aureus
nazev z reckého staphyle = hrozen

Jediny pro Cloveka bézne vyznamny z tzv.
koagulaza pozitivnich stafylokoku

Tento ,zlaty stafylokok® s oblibou zpusobuje
hnisavé infekce kuze

a koznich adnex, otravy

Z potravin




S. aureus produkuje ruzné toxiny:

Hemolyzin (o, f,7,0) — zpusobuji hemolyzu erytrocytu

koagulaza — srazi krevni plazmu; znak patogennich
stafylokoku

fibrinolyzin — rozpousti fibrinoveé srazeniny

leukocidin (PV toxin) — lyza leukocytu

deoxyribonukleaza — znak patogennich stafylokoku

enterotoxiny — jsou produkovany v potravinach; zpusobuiji
zvraceni a prujmy

hyaluronidaza — enzym, ktery produkuji stafylokoky a
usnadnuje invazivitu

Dalsi faktory virulence

adherence (prilnuti), pouzdro (proti fagocytoze), tvorba
biofilmu, PBP2a, enzymy degradujici ATB beta-laktamazy
aj.



Abscesy

Na rozdil od streptokoku, které
vytvareji ve tkanich zpravidla
neopouzdrené flegmony, tvori
stafylokoky spise opouzdrene
abscesy (dutina plna hnisu)



hnisaveé infekce ran

hnisavé infekce mekkych
tkani - abscesy




hnisave infekce tvrdych tkani
- osteomyelitis

iInfekce mocCovych cest
infekce dychacich cest, pneumonie
bakteriemie a sepse

katétrove infekce krevniho recisté infekce a dalsich
implantatu - biofilm



Toxiny

Nekteré kmeny produkuji enterotoxiny
entrotoxikoza (intoxikace bakterialnim toxinem se,
na rozdil od strevni infekce, projevi velice rychle;
obvykle take rychle odezni)

TSST-1 (toxin syndromu toxickeho Soku) &
- zplisobuje toxicky Sok D §

Exfoliativni toxiny (epidermolyziny)
- stafylokokovy syndrom oparené kuze




Stafylokoky s nizkou patogenitou

-nejbéznéjsi z tzv. koagulaza negativnich stafylokoku
(CoNS) je Staphylococcus epidermidis (30 — 90 % izolatu)

-dalsi, klinicky vyznamni CoNS: S. saprophyticus, S. hominis,
S. haemolyticus, S. warneri, S.sciuri,S. capitis, S. lugdunensis

-Koagulaza negativni stafylokoky jsou soucCasti normalni
mikroflory, zejména kuze

-v posledni dobe jsou velice vyznamnymi puvodci infekci u
oslabenych osob, zejména nemochicnich

zpusobuiji: - infekce mocC. cest (S. saprophyticus)
- bakteriemie a sepse

- katétrové infekce krevniho recisté infekce a
dalSich implantatu - biofilm
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Lecba
m U stafylokoku je Iékem volby oxacilin, u mo€ovych
infekci cefalosporiny prvni generace
m Makrolidy jsou na miste jen u alergickych osob.

m Linkosamidy maji vyznam u infekci pohybové
soustavy a opouzdrenych procesu.

m Glykopeptidova antibiotika (vankomycin a
teikoplanin) jsou v rezervé. Pouzivaji se u kmenu
rezistentnich na oxacilin, takzvanych MRSA.

m Meticilin rezistentni stafylokoky (MRSA) jsou
epidemiologicky zavazné kmeny, rezistence k [3-
laktamovym ATB.
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MRSA 2010
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Diferencialni diagnostika

Gramovo barveni odhali vSechny bakterie, kterée
nepatri mezi grampozitivni koky

Pozitivni katalaza odliSi stafylokoky od streptokoku a
enterokoku

Stejnou sluzbu (a ve smési mikrobu jeste lepSi) udéla
kultivace na KA s 10 % NacCl

Orientacné muzeme vyuzit i toho, ze kolonie ostatnich
G+ koku nejsou bilé ¢i nazlaté a ze mikroskopicky
netvori shluky



Rozliseni stafylokoku

Plasmakoagulaza volna je pozitivni u zlatého
stafylokoka, negativni u koagulaza negativnich,
proto se tak take oznacuiji

Clumping factor neboli vazana plazmakoagulaza
se pouziva stejne, ale je méne spolehliva

Hyaluronidaza je nejen spolehliva, ale i levna



Méné spolehlivé testy (nejsou dukazem)

Hemolyza: Koagulaza negativni stafylokoky mohou
produkovat jen delta hemolyzin, zlaté i alfa a beta,
mivaji proto mnohem vyraznejsi hemolyzu

Nazlatlé zbarevni kolonii a jejich vétSi prumér
muze také napovédét

Vetsi shluky v mikroskopii jsou také typickée
pro zlaté stafylokoky



Dourcéeni koagulaza negativnich stafylokoku

V meéene zavaznych klinickych pripadech se
spokojime s tim, ze jde o koagulaza negativniho
stafylokoka a netrvame na druhovém urceni

Pokud je druhoveé urcCeni potreba (napr. u
hemokultur), I1ze je provest biochemicky

V nasich podminkach se pouziva napr. STAPHYtest
16 (Erba-Lachema)



Ukol 1: mikroskopie vzorku

Prohlédnéte si mikroskopicky preparat sputa,
obarveny podle Grama

Patrejte po grampozitivnich kocich ve shlucich a
také po leukocytech (hlavne polymorfonuklearech),
které svedcCi pro bakterialni zanet




Ukol 2: barveni kultur podle Grama

Obarvete podle Grama predlozene kmeny (K, L,
M, N)

(pro zopakovani: natrit, nechat uschnout, fixovat
plamenem, poté barvit: Gram 30 s, Lugol 30 s,
alkohol 15 s, voda, safranin 60 s, voda, osusit,
imerzni obj.) e

p
Imerzni olej + imerzni objektiv!! f' RS
r ;



Ukol 3: popis kolonii na KA

Peclive si prohlednete predlozené kmeny

Popiste vsechny vilastnosti kolonii a zvlast' si
vsSimejte tech vlastnosti, ktere odlisuji
stafylokoky od ostatnich grampozitivnich koku
(vyrazny pigment, konzistence)




V ukolu 4 identifikujeme
stafylokoka tim, ze roste
na KA s 10 % NaCl,
kdezto ostatni nikol

Ukol 5 katalazovy test (kolonie vmichame do

kapky peroxidu vodiku). Pokud sumi, je to
stafylokok

Pozor! Pozitivni katalazu
ma spousta bakterii,
vC. G- tyCek a koku
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Ukol 6a - vazana koagulaza

komercni testy

LI 4

jsou spolehlivejsi nez
volna

plasmakoagulaza




Ukol 6b — voIna koagulaza

L4 a4

Klickou nabrane kolonie vmichame do kraliCi plasmy ve
zkumavce

Pokud plasma zkoaguluje (ma konzistenci zele), je
koagulaza pozitivni

Wavtvincdinicio.intol



Ukol 6¢: Hyaluronidaza (test dekapsulace)

Princip testu: hyaluronidaza, produkovana zlatym
stafylokokem (ne vsak koagulaza negativnimi
stafylokoky) rozpousti pouzdro bakterii tvoreneé k.
hyaluronovou (Streptococcus equii)

Ztrata pouzdra se projevi zmenou vzhledu
streptokoka (ztrata ,hlenovitosti®)



Hyaluronidaza

Zluté "soplovity"” narast,
oranzove suche kolonie.

Bile testovane kmeny
stafylokokdl.

IHudnc-ceni:

Kmeny C, D patfi k druhu
Staphylococcus aureus

Kmeny A, B, E patfi mezi
koagulazanegativni
stafylokoky




Ukol 7: rozliseni stafylokokd

STAPHYtest 16 — jak ho odecist

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 o
Kodovnikem. Kod je sestimistny.
Prvnich pét Cislic je z trojic testu, g’;fgs

Sesta Cislice je z dvojice &
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Vyhodnoceni destiCckovych testu

» Z takového testu dostaneme radu vysledku —
vetsinou ve tvaru ,+" (test pozitivni, substrat
stepen, doslo ke zmene) nebo ,-* (test negativni,
substrat nebyl stépen, zbarveni zustalo puvodni).

> Priklad: + -+ + + - - - - - - - - ++ + +

» Je nékolik zpusobu, jak takovou fadu prevést na
,Citelny vysledek":

m Porovnani s tabulkou je mozné jen u jednoduchych testu a jasnych
vysledkd.

m Prepocet na oktaloveé kédy plus vyhledani vysledku v seznamu
kodu. Nejbéznéji pouzivano

m \ysledek se zada do pocitace, ktery ,vyplivhe® vyhodnoceni. Ne
vzdy praktické
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Oktalové kody

» V praxi se kazdé trojici vysledku pfiradi Cislice od nuly
po sedmiCku — viz nasledujici obrazovka

» Zaznamenaji se pozitivni a negativni vysledky reakci

» Pod kazdou trojici se napise 1 -2 -4

» Sectou se pro kazdou trojici pouze Cislice u ,,+%, nikoli u

., — (ty se preskrtnou)
Test | JAN | LEN | MAG | TOM | PET | KAR | FRA | HAN

Vysl. |+ — + + + — — —

L] 4 [ 1 2 DEPRK

Kad 5 3 0




Druhy kmen
(703 241 = S. epidermidis, 97,95 %, T..=1,00)
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Ukol 8: citlivost k antibiotik(im

m Odectete difusni diskovy test — zmerte
zony a porovnejte s referencnimi zonami

m V/Simete si, ze S. aureus je relativne
citlivejsi nez koagulaza negativni
stafylokoky.

koncentrace uroven MIC

antibiotika




Odecteni testu citlivosti

Antibiotikum Zkratka | ReferencC. zona
Oxacilin (protistaf. penic.) |OX 13 mm
Cefalotin (cefalosp. 1. g.) |KF 18 mm
Vankomycin VA 12 mm
Klindamycin (linkosamid) |DA 21 mm
Rifampicin RF 20 mm
Gentamicin GN 15 mm




