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e G+, katalasanegativni koky

e Tvori dvojice Ci retizky, nepohyblivé

e Kultivacné pomerné narocné bakterie

e Déleni dle hemolyzy (beta- hemolyticke,
viridujici, nehemolytické)

e Dale deleni na antigenni skupiny (A-Z) dle
Lancefieldove



Prehled streptokoku

Zmeny na
KA
viridace Streptococcus pneumoniae
(alfa) skupina ,Ustnich streptokok(
(beta) Streptococcus pyogenes
hemolyza® Streptococcus agalactiae
Skupina ,non-A-non-B“ streptokoku
zadna Streptokoky bez hemolyzy (,gamaci®)

*u S. agalactiae jen caste¢na hemolyza




Streptococcus pyogenes

Strepto = v retizcich, pyo-genes = hniso-tvorny

GAS- group A streptococcus

e UplIna beta-hemolyza, drobné kolonie,
kultivacné narocné

e Puvodce anginy (akutni tonsilitidy)

e Zpusobuje ale také hnisavé zanéty tkani. Na rozdil od
abscesu, Casto zpusobenych stafylokoky, jde zde spiSe o
flegmony.

e Krome angin ma také na svedomi spaly, spaloveé anginy a
erysipel — ruzi. Jde o kmeny produkujici tzv. erythrogenni
toxin (erythros = fecky Cerveny)



Tonsilitis (,,angina®) ooo

A ALV 4

je S. pyogenes
« Jini bakterialni €i virovi puvodci
* HoreCka, zdureni podcelistnich uzlin




Spala

Pokud kmen produkuje exogenni pyrotoxiny-
typicka vyrazka a malinovy jazyk




Ruze (erysipel)

Ostre ohraniCeny zanét
Na bercich, v obliCeji

Kozni hnisavé infekce
Sifici se hnisavé infekce ran
Pneumonie, meningitidy

Sepse



Streptococcus agalactiae

GBS- group B streptococci

.- vetsi kolonie, neuplna beta-hemolyza

» Tato bakterie zpusobuje zanéty mlécné zlazy s
poruchou tvorby miéka, avsak vetsinou je to u
Krav.

* U Cloveka se specializuje spise na dolni Cast tela
(urogenitalni infekce), s moznym postizenim
ditéte pri porodu (novorozenecke meningitidy a
sepse)



,non-A-non-B“ streptokok

e Rikame jim tak proto, Ze nepatfi ani do skupiny A (ve
které je Streptococcus pyogenes) ani do skupiny B
(kde je S. agalactiae a nekteré zvireci streptokoky).

o NezpUsobuji tak casto anginy, ale spise faryngitidy —
zanéty hltanu. Casto vSak mohou byt pfitomny v krku
bez klinickych potizi.

e Stejné jako u angin je u citlivych kmenu Iékem volby
penicilin; makrolidy jen u alergiku.

e S. dysgalactiae, S. equi
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netvori totiz retizky, ale jen dvojice.

e Tvar bunek neni idealne kulaty, ma spise
lancetovity (kopiCkovity) tvar. Opouzdrené
bunky

e Hlenovite bezbarveé kolonie (kapky oleje), nebo
v R- fazi (netvori pouzdro), alfa-hemolyza



Figure 4, Cross-section of Streptococcus pneumoniae
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e V malém mnozstvi se nachazi i ve
farynzich zdravych osob.

¢ Jinak je ale puvodcem zanétu plic,
paranasalnich dutin, stredniho ucha, a take
puvodcem sepsi a meningitid.

e OcCkovani



Viridujici streptokoky

e Neboli ustni streptokoky, alfa streptokoky,—
vSechny tyto pojmy oznacuji skupinu streptokokd,
které na krevnim agaru viriduji; obvykle se mysili ,ty
ostatni krome pneumokoka“.

e 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 jich tam dostane hodne najednou a kdyz
narazi na terén, kde se uchyti (napr. poskozeneée
srdecni chlopne)



Viridujici streptokoky 3
S. salivarits™ _ ““S.“sanguis_’/
\ _ 3 -__I .




Lécba

o U streptokoku je stale Iékem volby klasicky
penicilin.

e Makrolidy se pouzivaji u prokazané alergie na
penicilin.

e Mezi leky dalsi volby patri doxycyklin, ko-
trimoxazol, ampicilin a dalsi.

e Vankomycin je rezervni, zatim stoprocentne
ucinné atb (zadna zona = chyba, nejde o
streptokoka)




Prehled metod

e Primé metody jsou mikroskopie, kultivace,
biochemickeé identifikacni metody, prukaz
antigenu, prukaz DNA, pokus na zvireti apod.

e Primé metody aplikujeme na vzorek (primy
prukaz ve vzorku) nebo na kmen (identifikace
izolovaneého kmene)

e Neprimeé metody jsou ty, kterymi prokazujeme
protilatky



Diagnostika streptokoku

e Mikroskopie: grampozitivni koky
e Kultivace: na KA kolonie sedé az bezbarve,

vetsinou drobne, vetsi kolonie ma
Streptococcus agalactiae

e Hemolyticke vlastnosti: nektere viriduji, nekterée
castecne Ci uplne hemolyzuiji

e Nerostou na KA s 10 % NaCl, ani na Slanetz-
Bartleyové Ci zluc-eskulinové pudé. Jsou vsak
(spolu s enterokoky) rezistentni na
aminoglykosidy.



Diagnostika-2

e Biochemicke testy: katalaza i oxidaza
negativni, biochemicky lze rozlisit jednotlive
druhy zejména u viridujicich.

e Antigenni analyza muze naopak pomoci
spiSe u hemolyzujicich streptokoku. Pouziva
se systém dle Lancefieldoveé — teoreticky
zahrnuje vsechny streptokoky, ale mnohé
viridujici nedisponuji zadnym antigenem v
tomto systemu. Skupiny maji pismena A, B,
C, E, F, Gadalsi.



Diferencialni diagnostika 1

e Gramovo barveni odhali vSechny bakterie,
které nepatri mezi grampozitivni koky.

e Pozitivni katalaza od streptokoku odlisi
stafylokoky

e Rist na SB a ZE pudé odhali enterokoky, které
jsou také vSechny pozitivni v takzvaném PYR-
testu, kdezto streptokok je pozitivni jen jeden
(S. pyogenes)



Diferencialni diagnostika 2

Pri rozliSovani streptokoku hodnotime nejdfive
hemolyzu — streptokoky Clenime na viridujici,
hemolyzujici (Castecné Ci uplne) a ahemolyticke
Pneumokoka od ostatnich viridujicich pozname pomoci
pozitivniho optochinoveho testu, testu rozpustnosti ve
zIlucCi a dalsich

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

S. agalactiae se zase pozna pozitivnim CAMP testem —
0 vSech techto testech viz dale
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Ukol 1: barveni kultur podle | :¢
Grama

e Obarvéte podle Grama osm kmenu (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 Jeden kmen vyloucite snadno: bude to G- tyCinka.
Dalsi tri budou G+ koky a spolehlive je tedy
mikroskopii nedokazete rozlisit... Musite
postupovat dal



Ukol 2

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

e \ ukolu 2b odhalime enterokoka tim, ze roste
na Slanetz-Bartleyho pudé. Dfive se pouzivala
puda zluc eskulinova. Obé pudy jsou prakticky
rovnocenne.



Ukol 3: Popis kolonii HE
streptokoku na KA

e Peclive si prohlednete a popiste zbyle kmeny
streptokoku.

e Popiste vSechny vilastnosti kolonii a zvlast' si vSimejte
tech vilastnosti, které odlisuji streptokoky od ostatnich
grampozitivnich koku a rozliSuji je navzajem (absence
pigmentu, hemolyticke vilastnosti)



Pneumokok =

e Pneumokoka odlisite

optochinovym testem — viz dalsi obrazovka.

e Podezreni vSak muzete pojmout, kdyz:
mikroskopicky vidite lancetovité diplokoky

Kultivacne jsou kolonie ploché, penizkovité az
miskovité, nékdy s centralnim vyvysenim
nekdy naopak jsou kolonie vyrazne, hlenovitée

to jsou kmeny s vyraznou tvorbou pouzdra
(zpravidla velmi virulentni)

http://www.cbc.ca



Ukol 4a: Optochinovy test

Klasicky test k odliseni pneumokoka od ustnich
streptokoku. Pneumokok je citlivy na antibiotikum

optochin, ustni streptokoky jsou rezistentni. (Optochin

se dnes uz nepouziva Iecebne zustal tedy j Jen %

diagnostice)

Obcas se pouziva také
test rozpustnosti ve
ZIugi.

http://www.mc.maricopa.edu




Ukol 4b: Druhové uréeni

ustniho streptokoka 2

e Jen blazen (nebo badatel, coz je nékdy totéz®©) by
druhové urcoval ustniho streptokoka z ustni dutiny nebo

kKrku. Proc to Cinit, kdyz je v techto mistech beznou
florou?

e Na druhou stranu, mame-li kmen z hemokultury Ci likvoru,
je jeho urCeni na misté. U viridujicich streptokoku nema
smysl snazit se o antigenni analyzu, zato, jak jsme se jiz
dozvedéeli, velice dobre Ize pouzit biochemické urceni.

e V nasich podminkach je to STREPTOtest 16



STREPTOtest 16 — jak odecist |:

e Prvni reakci je opet VPT

e Druhou az devatou reakci je opet prvni
radek v dvojradku

e Obdobne desatou az sedmnactou reakci je
druhy radek v dvojradku



Kod 511 420 Streptococcus salivarius

% pravd. 97,19 Index typicnosti 1,00
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Ukol 5a PYR test

e PYR test je provedenim podobny
oxidazovemu. Na kolonie se umisti reakcni
ploska prouzku. PoCka se deset minut a
prikapne se Cinidlo. Pozitivni je Cervene
zbarveni.

e Bacitracinovy test byl stejny jako optochinovy
Jjen se pouzilo jiné antibiotikum. Dnes byl pro
mensSi spolehlivost opustén.




Streptococcus agalactiae- .e
CAMP test

Mnohé bakterie tvori hemolyziny
Pokud na agar pusobi dva hemolyziny, muze byt jejich
pusobeni synergické nebo antagonisticke.

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

Nelze jej pouzit k diagnostice zlateho stafylokoka — ne
kazdy totiz produkuje beta lyzin! Pouziva se tedy jen
v dg. streptokokii




Ukol 5 b: CAMP test

e Na agar se naocCkuje testovany
kmen a kolmo k nému laborator
kmen zlatého stafylokoka

e \ pripade pozitivity vidime
zesilenou hemolyzu ve tvaru dvou
trojuhelniku, anebo, poetictéji,
motylich kridel




Shrnuti

Bacitracinovy a | CAMP test Streptokok

PYR test

pozitivni negativni S. pyogenes

negativni pozitivni S. agalactiae

negativni negativni non-A-non-B streptokok™
pozitivni pozitivni nesmysl, Spatny test, pfipadné

smés dvou kmenu

*v pfipadé potreby se blize identifikuje prikazem antigenu




Ukol 5c-
Latexova
aglutinace

Prakticky test: lahvicky
se smesi antibiotik
a latexovych cCastic

Na obrazku urcete,
s kterym sérem
testovany

kmen aglutinuje
(vypada jinak, nez
ostatni).




Zapamatujte si:

Streptokoky s hemolyzou
(Uplnou nebo
CasteCnou), ale také
streptokoky zcela bez
hemolyzy mohou byt
zpravidla urCovany
latexovou aglutinaci
(je-li to zapotrebi). Jejich
biochemicka aktivita je
zpravidla chaba.

Streptokoky s viridaci
(alfa-streptokoky) Ize
zpravidla dale urCovat
biochemickymi testy
(je-li to zapotrebi). Jejich
antigenni determinanty
jsou zpravidla slabé



Jak odecitat testy citlivosti o

1 — zadna zéna, lze bez méreni 3 — zOna, kterou je treba zmerit

rovnhou zapsat ,R" a porovnat velikost
2 — zona je tak velika, ze splyva 4 — kontaminace uvnitr zony:
s ostatnimi zonami; Ize bez tvarime se, jako by

meéreni konstatovat ,C" neexistovala



Ukol 6: testy citlivosti na ATB

e Odectéte difusni diskovy test — zmérte zony a
porovnejte s referencnimi zoOnami

e Opét: horsi patogen (pyogenni streptokok) je
citlivéjSi nez mirnéjSi patogeny

e Take sivsimnete, ze testy jsou provedeny na MH
agaru s krvinkami nebo na krevnim agaru. Na

prostém MH agaru totiz vétSina streptokoku roste
Spatné nebo vubec.

Ovsem v diagnostice se to neda vyuzit, protoze
nékteré streptokoky vyrust mohou!



Test citlivosti na streptokoky

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

Klindamycin se bézne testuje, vy ho vsak ve sveé sestave nemate!




Pozdni nasledky streptokokovych infekci | ¢

Po kazde streptokokové infekci se objevuji protilatky,
vCetne protilatek proti streptokokovému toxinu-
streptolyzinu O

Nekdy se stane, ze mnozstvi techto protilatek po infekci
neklesa, ale naopak stoupa, omylem se misto na
streptokoky vazou na nektere struktury organismu.

v v s

nez samotny patogen

Indikaci k vySetreni je podezreni na tzv. pozdni
nasledky streptokokovych infekci (akutni
glomerulonefritida a revmaticka horecka)



ASLO: zpusob, jak zjistit, kolik | :
protilatek viastne v krvi koluje

e Pomoci testu ASLO zjistite, zda je pfitomna normalni
protilatkova odpoved, nebo premrstena autoimunita
s rizikem vyvoje glomerulonefritidy nebo revmaticke
horecky

e Test ASLO se provadi zpravidla po prodélané
streptokokové infekci. Prukazem protilatky se
nesnazime prokazat infekci (o té vime), ale zjistit,
zda dochazi k vyvoji autoimunity. Nejde tedy vilastne
0 nepfimy prukaz, pfestoze prokazujeme protilatky.



Princip vysetreni ASLO:
neutralizace hemolyzy

Vsimnete si, ze

v anglictine se ASLO
oznacuje jako ASO.
Zrada je, ze zkratka
ASLO pritom take
existuje a oznacuje
stafylolyzin.

NO HAEMOLYSIS HAEMOLYSIS



ASLO- princip HE

e Protilatka blokuje hemolyticky efekt toxinu (streptolyzin O) na
krvinku. Pozitivni je tedy zabrana hemolyzy se sedimentaci
krvinek (podobné jako u KFR, ale ze zcela jiného duvodu)

e Panel s pozitivni kontrolou a sedmi pacienty, redéeni s
koeficientem pouze 1,2

e Titr nad cca 200 znamena riziko, ze pacient je ohrozen
pozdnim nasledky streptokokové infekce

Hodnoceni vysledka ASLO
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Ukol 7: Odeététe panel ASLO | ::

e Pozor! Kazdy pacient jen jeden radek, hodnoty redeéeni
jsou uvedeny na listeCcich, které mate na stole
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o Panel se odecita nalezato. Obsahuje pozitivni
kontrolu a 7 pacientu.




