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Rod Streptococcus <7 %

o G+, katalasanegativni koky
e Tvori dvojice Ci retizky, nepohyblive
e Kultivacné pomeérne narocné bakterie

e Deéleni 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®)




Streptococcus pyogenes

Strepto = v retizcich, pyo-genes = hniso-tvorny
GAS- group A streptococcus

e Uplna beta-hemolyza, drobné kolonie @
kultivacne narocné

e Puvodce anginy (akutni tonsilitidy)

e Zpusobuje ale také hnisavé zaneéty tkani. Na rozdil od
abscesu, €asto zpusobenych stafylokoky, jde zde
spise o flegmony.

e Kromeé angin ma take na svedomi spaly a erysipel —
ruzi. Jde o kmeny produkujici tzv. erythrogenni toxin
(erythros = recky Cerveny)



Tonsilitis (,,angina®) ooo

A ALV 4

je S. pyogenes
« Jini bakterialni &i virovi puvodci
» HorecCka, zdureni podcelistnich uzlin




Spala

Pokud kmen produkuje exogenni pyrotoxiny-
typicka vyrazka a malinovy jazyk
Faryngitida nebo pouze kozni projevy




Ruze (erysipel)

Ostre ohraniCeny zanet
Na bercich, v obliCeji
Casto recidivy

Kozni hnisavé infekce
Sifici se hnisavé infekce ran
Pneumonie, meningitidy

Sepse



Streptococcus agalactiae

GBS- group B streptococci

e vetsi kolonie, neuplna beta-hemolyza

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

* U zen v urogenitalnim tr. a GIT

* |nfekce novorozencu (Casné a pozdni)- sepse,
oneumonie, meningitidy

 |nf. gravidnich zen




,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 nékteré zvireci streptokoky).

e Nezpusobuji tak Casto anginy, ale spiSe faryngitidy —
zanety hltanu. Casto vsak mohou byt pritomny v krku
bez klinickych potizi.

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. Opouzdrene
bunky

e Hlenovité bezbarvé kolonie (kapky oleje), nebo
v R- fazi (netvori pouzdro), alfa-hemolyza
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¢ VV malém mnozstvi se nachazii ve
farynzich zdravych osob.

e Sinusitidy

e Pneumonie

e Zanety stredousi

e Meningitidy

e Sepse

e Endokarditidy

e Ockovani




Viridujici streptokoky

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

e Jsou normalni soucasti mikroflory ustni dutiny a
castecne i faryngu. | za fyziologickych okolnosti se
neustale v malém mnozstvi dostavaji do krve. Maler
je, kdyz se jich tam dostane hodne najednou a kdyz
narazi na terén, kde se uchyti (napr. poskozené
srdecCni chlopne)



Viridujici streptokoky
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Lécba

o U streptokoku je stale Iékem volby klasicky
penicilin.

e Makrolidy se pouzivaji u prokazanée alergie na
penicilin.

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

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




Diagnostika streptokoku

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

vétsinou drobne, vetsi kolonie ma
Streptococcus agalactiae

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

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



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

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



Diferencialni diagnostika

Pri rozliSovani streptokoku hodnotime nejdfive
hemolyzu — streptokoky Clenime na viridujici,
hemolyzujici (Castecne Ci uplne) a ahemolyticke
Pneumokoka od ostatnich viridujicich pozname pomoci
pozitivnhiho optochinoveho testu

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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Ustni streptokok  gireptokok non-A-non-B



Ukol 1: barveni kultur podle | ::
Grama

e Obarvéte podle Grama osm kmenu (pro
zopakovani: natrit, nechat uschnout, fixovat
plamenem, poteé 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 V 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 3

streptokoku na KA 2

e Peclivé si prohlédnéte a popiste zbylé kmeny
streptokoku.

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



Pneumokok =

e Pneumokoka odlisite

optochinovym testem — viz dalsi obrazovka.

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

Kultivacne jsou kolonie ploché, penizkovité az
miskovite, nekdy s centralnim vyvysenim
nekdy naopak jsou kolonie vyrazne, hlenovité

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

http://www.cbc.ca



Ukol 4a: Optochinovy test 3T

e Klasicky test k odliseni pneumokoka od ustnich
streptokoku. Pneumokok je citlivy na antibiotikum
optochin, ustni streptokoky jsou rezistentni.

e Optochin se dnes

uz nepouziva lecebne,
zustal tedy jen

v diagnostice

http://www.mc.maricopa.edu



Ukol 4b: Druhové uréeni

ustniho streptokoka :

e Jen blazen (nebo badatel, coz je nékdy totez©) by
druhove urcoval ustniho streptokoka z ustni dutiny nebo

krku. Proc to Cinit, kdyz je v téchto mistech beznou
florou?

e Na druhou stranu, mame-li kmen z hemokultury ¢i likvoru,
je jeho uréeni na misté. U viridujicich streptokoku nema
smysl snazit se o antigenni analyzu, zato, jak jsme se jiz
dozvedeli, velice dobre |ze 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 opéet prvni
radek v dvojradku

e Obdobne desatou az sedmnactou reakci je
druhy radek v dvojradku



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 Cervené
zbarveni.




Streptococcus agalactiae- sees

CAMP test :

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

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. streptokok




Ukol 5 b: CAMP test

e Na agar se naocCkuje testovany
kmen a kolmo k nému laborator
kmen zlateho 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, pripadne

smeés dvou kmenu

*v pfipadé potreby se blize identifikuje prukazem antigenu




Ukol 5c-
Latexova
aglutinace

Prakticky test: lahviCky
se smesi antibiotik
a latexovych castic

Na obrazku urcete,
s kterym sérem
testovany

kmen aglutinuje
(vypada jinak, nez
ostatni).




Zapamatujte si:

Streptokoky s
hemolyzou (Uplnou
nebo casteCnou), ale
takeé 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) lze
zpravidla dale urCovat
biochemickymi testy
(je-li to zapotrebi). Jejich
antigenni determinanty
jsou zpravidla slabé



Ukol 6: testy citlivosti na ATB | :

e Odectete difusni diskovy test — zmérte zony a
porovnejte s referencnimi zonami

e Opet: horsi patogen (pyogenni streptokok) je
citlivéjSi nez mirngjSi patogeny

e Také si vSimnete, ze testy jsou provedeny na MH
agaru s krvinkami nebo na krevnim agaru. Na

prostém MH agaru totiz vétSina streptokoku roste
Spatné nebo vubec.



Test citlivosti na streptokoky

Antibiotikum Zkratka |Referenc. 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 bezne testuje, vy ho vsak ve sve sestave nemate!




Pozdni nasledky streptokokovych infekci | ¢

Po kazdé streptokokoveé infekci se objevuiji 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 nekteré struktury organismu.

L aLE a4

nez samotny patogen

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



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

e Pomoci testu ASLO zjistite, zda je pritomna normalni
protilatkova odpoved, nebo premrstena autoimunita
s rizikem vyvoje glomerulonefritidy nebo revmatické
horeCky

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



Princip vysetreni ASLO:
neutralizace hemolyzy

NO
antibod ies
present in

serum

RBC .

NO HAEMOLYSIS HAEMOLYSIS



ASLO- princip HE

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

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

Hodnoceni vysledku ASLO

-6 / ! 9 10 Ill 12
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Ukol 7: Odedtéte panel ASLO | ::

e Pozor! Kazdy pacient jen jeden radek, hodnoty redeni
jsou uvedeny na listeccich, které mate na stole
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» G+ koky v drobnych shlucich ¢i kratkych i O
retizcich Wi, LTI e

» Vysoka odolnost — 6,5 % NaCl, zlucC, azid sodny, pH 4,8 -
11

» Jak napovida rodove jméno — soucasti normalni mikroflory
streva.

> Jsou jednim z nejbéznéjSich puvodcu mocovych infekci

» Nozokomialni infekce (rany, sepse, endokarditidy,
implantaty aj.)

> Primarni rezistence k cefalosporinum
> NejCasteji E. faecalis (90%),
E. faecium a dalSi




Enterokoky — vzhled kolonii




Rod Listeria

» G+ kratke tyCinky vyskytujici se

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

» VyznacCuji schopnosti rust pfi nizkych teplotach
(4 °C) (pohyb) a vysokych koncentracich NaCl Ci
ZIuci =

> Katalaza +
» L. monocytogenes, L. Ivanovi,
L. Innocua aj.
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Listerioza (L. monocytogenes)

N VR o “u

- zfidka vyvolava viditelné infekce
dospelych (gastroenteritida, horeCnatée
onemocneni)

- Je vSak nebezpecna pro tehotne a
novorozence (bakteriémie, meningitida,
pneumonie), [ s
a pro oslabene osoby
(infekce ran, sepse,
meningitidy)




» Korynebakteria jsou G+ tyCinky kyjoviteého tvaru

(koryné = kyj), néktera jsou pleomorfni (ruznotvara),
popripade i nekonstantné probarvena (gramlabilni)

» Odolné k vyschnuti a koncentraci NaCl, nerostou vsak
na MH bez krve

> Katalaza +

> Patfi sem C. diphtheriae -puvodce zaskrtu, dnes diky
oCkovani u nas vzacny

» Skupina tzv. nedifterickych (= nezaskrtovych) — jsou
normalni soucasti bézné fléry na kuzi, spolu se
stafylokoky a kvasinkami



Korynebakteria— tvary
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Zaskrt $+

Pseudomembrandzni angina (pablany, otok)
Zaskrt vznika pouze pokud kmen produkuje
diftericky toxin (ten do bunky vnasi tzv. p-fag)




> G+ mohutné tyCinky s rovnymi
konci

» Tvori jednu endosporu, pohyblive

> Katalaza +

> VétSina prislusniku rodu Bacillus jsou neskodné mikroby,
jejich spory se vyskytuji ve vnejsim prostredi. Pokud se
vyskytnou Vv kultivaci klinického vzorku, jde
pravdepodobné o kontaminaci



Jsou vsak i bacily stojici za zminku

> se stal popularnim pri teroristickych
hrozbach. Obligatni patogen, puvodce veterinarniho
onemocneni — antraxu — byl jednou z prvnich nakaz,
proti nimz byla zkousena (Pasteurem) vakcinace.

> je puvodcem enterotoxikéz a infekci
oka. U imunokompromitovanych osob- infekce ran,
endokarditidy, sepse.

> a se
vzhledem ke své schopnosti prezivat pri velmi vysokych
teplotach pouzivaji jako indikatory ucinnosti
sterilizatoru.



ex ) B Subtilis
B. Cerens
B, Thuringiensis
B. Anthracis

@ ex - B Polyevma (five le M2)

@ ex * B. Pasteuril (dégrade 1Urée)




Lécba infekci zpusobenych
enterokoky a G+ tycinkami

> Na ani na neplati cefalosporiny. U E.
faecalis je vyhodny ampicilin, u E. faecium je primarni
rezistence.

» Dale se pouziva ko-trimoxazol, doxycyklin, jako rezerva
vankomycin.

» V posledni dobé se zejména
u hematoonkologickych pacientu objevuji

epidemiologicky zavazne vankomycin rezistentni kmeny
— VRE. Zde zabira pouze nové antibiotikum — linezolid.



VRE

B 1%

3 1% to £ 5%
[ 5% to < 10%
= 10% to € 25%

I 25% to < 50%

I = 50%
3 No data reported or less than 10 isolates
I Notincluded

Mon-visible countries
[ Liechtenstein
3 Luxembourg
Bl Malta

Table 5.54: Number of invasive E. faecalis and E. faecium isolates and proportion of high-level aminoglycoside-r



| | 132
Diagnostika 3
[ )
Enterokok |Listerie Koryneform. |Bacillus
© G+ koky G+ tyCinky | G+ tyCinky G+ robustni
S v kratkych retezici se |skladajici se |tycCinky,
= retizcich____|Jako vedle sebe sporulujici
o | 4 o+ |Spekacky | (palisady) (nemusi byt
= | oot g viditelné
= | . __ )
sedave, velke | podobne velmi drobné | plstovité
Q |asi Jlako_ St | entero- kolonie kolonie,
© | agalactiae, koktim, podobné nékdy i
.5 | vetsinou bez D, , ,
S | hemolyzy, ale | bgmolyza je |mouce vyrazna
X |5 virid. & h. Cl neni hemolyza




Diagnostika- enterokoky

» Biochemicke testy: katalaza negativni, mozné je
biochemické rozliSeni, dulezité Stépeni arabinosy
(E. faecalis nestépi, puda je zelena, E. faecium
stepi, zloutne)

» Antigenni analyza se zpravidla nepouziva. V

» Citlivost |ze testovat na béznem MH agaru. Existuji
| pudy na screening VRE



Diagnostika-G+ tyCinky

» Blochemicke testy: katalaza u vsech tri pozitivni.
Biochemicky lze rozliSovat koryneformni tyCinky
navzajem (API Coryne, Remel)

» Rust pfi nizkych teplotach a vysokych
koncentracich NaCl se pouzivaji v diagnostice

» Prukaz antigenu — napfiklad prukaz difterického
toxinu Elekovym testem



> Obarvéte podle Grama osm podezrelych 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.)

» Rozlisite bakterie podle tvaru a typu bunecné
stény. Pro vzajemné rozliSeni G+ koku a
vzajemné rozliseni G+ tyCinek musite
pokracCovat dal.



> Popiste vSechny kmeny, které se v ukolu €. 1 barvily
jako grampozitivni. Popiste velikost, barvu, tvar, profil a
hemolytické 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



» 3a: Provedte u vSech grampozitivnich kmenu katalazovy
test

» 3b: Zjistete, které kmeny rostou na Slanetz-Bartelyho
pudé s azidem sodnym. To by mély byt enterokoky.

» 3C: Na zluc-eskulinovem agaru roste jeste jeden kmen
navic. Ten, ktery zde roste, a pritom neroste na pudé s
azidem sodnym, by mél byt Listeria



Zlué-eskulinovy agar

Slanetz-Bartley

RASO
BIOTECH




» V ukolu 4a sledujte vysledek arabindzoveho testu

(kolonie se smisily s arabin6zou a indikatorem, a
nechaly inkubovat)

> V ukolu 4b odectete vysledek EnCoccus testu. Ma jen
osm reakci. UrCete vysledek pomoci navodu na svych
stolech. % pravdéepodobnosti a index typicnosti
nevyplnujte, protoze nemate jak je zjistit.



> 5a — Rust pri 4 °C — Ze vSech nami studovanych
G+ tyCinek jen Listeria je schopna rust pfi nizkych
teplotach. To ji umoznuje sireni v syrarnach.



5b Chromogenni puda na listerie .

www.oxoid.com

Existuji rtzné chromogenni pudy k diagnostice listerii. Ta,
ktera je na obrazku, se vyznacuje modrym zbarvenim
vsech listerii; patogenni druhy navic maji kolem sebe halo
(odlisné zbarvené okoli kolonie).



» VSimnéte si, ktere bakterie testujeme na MH
a které na MH s krvinkami.

Antibiotikum Zkratka |Referenc.
zona
Ampicilin (aminopenicilin) AMP 17 mm
Ko-amoxicilin (aminopnc*) AMC 18 mm
Co-trimoxazol (smés 2) SXT 16 mm
Doxycyklin (tetracyklin) DO 19 mm
Chloramfenikol C 18 mm
Vankomycin (glykopeptid) VA 17 mm

*Aminopenicilin potencovany inhibitorem betalaktamazy



