HOT ZONE by Ryan Maddox

Remember, Junior,
say no fo drugs.

Mr. and Mrs. MRSA

STAFYLOKOKY
praktikum C. 1

Lékarska mikrobiologie — cviceni
Mikrobiologicky ustav LF MU



Pred timto cviceni byste méli umeét:

» Prace s mikroskopem
» Gramovo barveni

» Zasady prace v mikrobiologicke laboratori

» Vyplnény odpovédnik a vytisteny protokol (pred
kazdym cvicenim)



Stafylokoky

» G+ koky, nesporulujici, nepohyblive, casto ve shlucich
ve tvaru hroznu (lat. staphyle — hrozen).
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» Velmi odolne proti vyschnuti, vyssi koncentraci soli
(diagnosticky znak).



Déleni stafylokoku

» Rozdeleni podle koagulace plazmy na:

koagulaza pozitivni (S. aureus)
koagulaza negativni (CoNS — S. epidermidis)



Staphylococcus aureus
(zlaty stafylokok)

» Jediny pro cloveka bézneé vyznamny z tzv. koagulaza
pozitivnich stafylokoku.

» Plvodce infekei kuze, chlupu, nehtu, otitis externa,
zanétu spojivek, infekci DCD (i HCD).

» Nékdy také puvodce abscesu ve tkanich.

» Néektere kmeny, vybavene urcitymi nikoli béznymi
faktory virulence, zpusobuji zavazné, ale vzacné
choroby.

» Na druhou stranu mikroba nalezneme i na kuzi zcela
zdravych osob.



Faktoru virulence, nalézanych u S. aureus,
je veliké mnozstvi...
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Koagulaza negativni statylokoky

» Koagulaza negativni stafylokoky (Staphylococcus
epidermidis, S. hominis, S. haemolyticus a asi Ctyricet dalsich
druhu a poddruhu) jsou hlavni soucasti bézné bakterialni
mikroflory kuze.

» Mohou byt ale puvodci mocovych infekci (hlavné S.
saprophyticus), pripadné i infekci ran, katetrovych sepsi aj.

» Jejich nalez se tedy hodnoti jinak napr. ve vytéru v nosu
Ci ve stolici, jinak v moci, a zcela jinak v hemokulture.



Staphylococcus epidermidis
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» Staphylococcus epidermidis, nejbeéznejsi z takzvanych
koagulaza negativnich stafylokoku.

» Koagulaza negativni stafylokoky patri do stejneho

rodu jako zlaty stafylokok.

» Jsou mnohem méne patogenni nez S. aureus

» V posledni dobé jsou vsak ve
infekci u oslabenych osob, ze|

» Na katetrech a jinych plastec

ice vyznamnymi puvodci

imeéna nemochicnich.

N casto tvori biofilm.



Klinicky vyznam stafylokoku

Hnisave infekce kuze

Hnisave infekce ran

v VvV Vv

Hnisave infekce mekkych tkani - abscesy

» Hnisave infekce tvrdych tkani

» Sepse

» Infekce mocovych cest — S. saprophyticus

» Intoxikace - stafylokokova enterotoxikoza

- syndrom toxickeho soku (TSST-1)



Abscesy

» Na rozdil od streptokoku, které vytvareji ve tkani
zpravidla neopouzdrené flegmaony, tvori
stafylokoky spise opouzdrené abscesy.Vznik
abscesu (pomoci tzv. clumping faktoru a
plasmakoagulazy — viz dale!) ukazuje nasleduijici
schema, prevzaté z némeckych internetovych stranek.
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Priklady infekci zpusobenych zlatym
stafylokokem: Impetigo...

http://pathmicro.med.sc.edu/fox/staph-impetigo.jpg
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...otitis externa s
furunklem...

www.merck.com/mmpe/print/sec08/ch088/ch088c.html.



...C1 infekce kuze s krustami...




...ale také napr. mozkové abscesy
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Diagnostika

» Prime metody jsou mikroskopie, kultivace, biochemicke
identifikacni metody, prukaz antigenu, prukaz DNA,
pokus na zvireti apod.

» PFimé metody aplikujeme na vzorek (primy prukaz ve
vzorku) nebo na kmen (identifikace izolovaneho
kmene).

» Neprime metody jsou ty, kterymi prokazujeme
protilatky.



Diagnostika

)

Kultivace: na KA kolonie vétsi (2 mm), ploche,
maslovite konzistence, bile, anebo
(hlavne u zlateho stafylokoka) nazlatle

Mikroskopie: grampozitivni kok

Biochemicke testy: katalaza pozitivni, oxidaza negativni,
biochemicky Ize rozlisit jednotlive druhy

Testy na pritomnost koagulazy — S. aureus nebo CoNS
Komercneé dostupné testy — napr. STAPHYtest |6



Autor: Prof. MVDr. Boris Skalka, DrSc.




Diferencialni diagnostika 1

» Gramovo barveni — rozlisi grampozitivni a
gramnegativni koky / tycinky.

» Pozitivni katalaza - odlisi stafylokoky od streptokoku a
enterokoku. Oxidazu bychom pripadné vyuzili k odliseni
mikrokoku (v praxi vyjimecné).

» Stejnou sluzbu (a ve smési mikrobu jesté lepsi) udéla
kultivace na KA's 10 % NaCl (6,5 % NaCl na kultivaci
enterokoku).



Photo:Veronika Hola



Diferencialni diagnostika 2

» Plasmakoagulaza je pozitivni u zlateho stafylokoka,
negativni u koagulaza negativnich. Konvertuje fibrinogen
na fibrin (tvorba abscesu, typické shlukovani bunék
stafylokoku).

Volna — uvolnuje se do prostredi
Vazana (clumping factor)

» Komercni testy na bazi antigenni analyzy jsou naopak
velmi spolehlive.

» Hyaluronidaza — hydrolyzuje kyselinu hyaluronovou, je
nejen spolehliva, ale i levna.



Méné spolehlivé testy

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

» Nazlatlé zbarveni kolonii a jejich vétsi prumér muze
také napovédet.

» Vetsi shluky v mikroskopii
jsou take typicke pro zlate stafylokoky.

Foto: archiv Mikrobiologického Ustavu



Prehled diagnostiky (zjednoduseng€)
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Diagnostika CoNS

» Ve vétsiné pripadu se spokojime s tim, ze jde o
koagulaza negativniho stafylokoka a netrvame na
druhovém urceni.

» Pokud na druhovem urceni trvame (napr.
u hemokultur), Ize je provest biochemicky.



Api Staph — zahrani¢ni obdoba nasSich
STAPHYtestu 16

» V nasich podminkach se nejcastéji pouziva
STAPHYtest |6 (Erba-Lachema). Bez ohledu na
provenienci konkrétniho testu zustava princip stejny —
kombinace vetsiho poctu enzymatickych reakci, ktere
se projevi zménou zbarveni reakcniho dulku.
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Jina varianta testu API-Staph

» Na predchozim obrazku byl API-Staph pro
automaticke odecitani ve fotometru, tato varianta je
pro ,,okometricke odecitani.
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Antimikrobialni terapie - diagnostika

» Diagnostiku uzavira testovani citlivosti na antibiotika,
zpravidla difusnim diskovym testem.

» Konkrétni provedeni muze byt ruzné.

Podle situace
pouzivame bud’

< kvalitativni, nebo

kvantitativni testy =

http://www.microbes-edu.org



Antimikrobialni terapie

» U stafylokoku je Iékem volby oxacilin, u mocovych infekci
cefalosporiny prvni generace.

» Makrolidy jsou na misté jen u alergickych osob,
linkosamidy maji vyznam u infekci pohybove soustavy a
aminoglykosidy rade€ji jen v kombinaci.

» Glykopeptidova antibiotika (vankomycin a teikoplanin)
jsou v rezervé. Pouzivaji se u kmenu rezistentnich na
oxacilin, takzvanych MRSA a MRSKN. Pokud by byl
stafylokok rezistentni i na né, nebo pokud pacient toxicke
glykopeptidy nemuze uzit, Ize také pouzit linezolid a dalsi
nove latky.



MRSA a jejich detekce

» Methicilin rezistentni stafylokoky (MRSA) jsou
epidemiologicky zavazné kmeny, casto zpusobujici
nozokomialni infekce.

» Pricinou je zmeéna tzv. penicillin binding proteins (PBP).

» Na problém upozorni mala zéna u oxacilinu. Ta vsak muze
byt zpusobena i jinymi vlivy.

» Za prukazné se povazuje, je-li mala zéna nejen u oxacilinu,
ale i u cefoxitinu.



Prehled ukolu — diagnostika stafylokoku

» Mikroskopie VZORKU hemokultury — ukol |

» Mikroskopie predlozenych KMENU — tkol 2

Po druhém ukolu pozname grampozitivni koky.

» Popis kolonii na krevnim agaru — ukol 3

» Rust na KA s 10 % NaCl — ukol 4

» Katalazovy test — ukol 5

Po techto ukolech odlisime stafylokoky od ostatnich.

» Odliseni zlatého stafylokoka od koagulaza negativnich druhu
— ukoly 6 a, b, c.

» Druhove urceni stafylokoka — ukol 7
» Testovani citlivosti na atb — ukol 8a, b



Ukol 1: Mikroskopie vzorku

» Prohlednéte si mikroskopicky preparat hemokultury,
obarveny podle Grama. (Nezapomente prikapnout imerzni
olej! Pouzijte objektiv imerzni, 100x%)

» Patrejte po grampozitivnich kocich ve shlucich, a takeé po

erytrocytech. |
shluky G+ koku
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Ukol 2: Barveni kultur podle Grama

» Obarvete podle Grama ctyri podezrelé kmeny (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 olej, imerzni objektiv
zvetsujici 100x%),

» Jednoho podezrelého vyloucite snadno: bude to G-
tycCinka. Dalsi tri podezreli budou G+ koky a spolehlive
je tedy mikroskopii nedokazete rozlisit... Musite
postupovat dal



Ukol 3: Popis kolonii na KA

» Peclive si prohlednete zbyle tri kmeny grampozitivnich
koku. Prohlédnéte si i kmen gramnegativni tycinky,
vsimnéte si, jak moc se od koku jeji kolonie [isi.

» Popiste vsechny vlastnosti kolonii a zvlast’ si vsimejte
tech vlastnosti, ktere odlisuji stafylokoky od ostatnich
grampozitivnich koku (vyrazny pigment, konzistence).



Ukoly 4 a 5: Urceni stafylokoka

» V ukolu 4 odhalime stafylokoka tim, ze roste na KA's |10
% NaCl, kdezto ostatni nikoli.

» V ukolu 5 odhalime stafylokoka katalazovym testem
(kolonie vmichame do kapky peroxidu vodiku). Pokud
sumi, je to stafylokok.



Ukoly 6a, b a c: OdliSeni S. aureus od
CoNS

» Ukol 6 a) — clumping factor neboli vazana
plasmakoagulaza (zustava soucasti téla mikroorganismu).

» Ukol 6 b) — volna (plasma)koagulaza (rika se ji ,,volna®,
protoze je to molekula enzymu, bakterii uvolnovana do
prostredi).

4

» Ukol 6 c) — hyaluronidaza (dekapsulace).



6 a): Clumping factor neboli také vazana
plasmakoagulaza — rychlé

» Kolonie se vmichaji do kapky kralici plasmy na
podloznim sklicku.

» Pozitivita se projevi jako tvorba shluku v kapce
plasmy (viz obrazek na dalsi obrazovce).

» Nejde vlastne o KOAGULACI, ale o AGLUTINACI
plasmy.

» Test neni prilis spolehlivy.



Clumping~Factor positiv e oy
Clumping-Factor negativ



6 b): Volna koagulaza — klasika

o W N oNs /

(koagulaza pozitivniho stafylokoka).

» Klickou nabrané kolonie vmichame do krali¢i plasmy ve
zkumavce.

» Pokud plasma koaguluje (ma konzistenci zele), je kmen
koagulaza pozitivni.

http://microbiology.scu.edu.tw



Dejte pozor, co nakreslite do protokolu!

» Dulezité je zakreslit, Ze negativni vysledek znamena, ze ve
zkumavce zustava vodorovna hladina.

» Pri pozitivhim vysledku se tekutina bud'to cela zméni na
konzistenci zele, nebo popr. je patrno ,,zele" uvnitr
tekutiny, viz obrazky.



Komercni testy, napt. Staphaurex (v
praktiku je neprovadime)

» Provedenim
pripominaji clumping
factor, ale jsou
spolehlivejsi nez volna
plasmakoagulaza.

Dodin A

» Jsou bohuzel pomérné
d rah é . www.microbes-edu.org



Souprava Staphaurex a vysledky

http://www.pathologyinpractice.com www.microbes-edu.org




oc: Hyaluronidaza (test dekapsulace —
,odpouzdreni®)

» Elegantni test, jehoz principem je skutecnost, ze
hyaluronidaza, produkovana zlatym stafylokokem (ne
vsak koagulaza negativnimi stafylokoky) rozpousti
pouzdro (kapsulu) opouzdrenych bakterii. Pouziva se
druh streptokoka Streptococcus equii, pro cloveka
nepatogenni.

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



Foto: O.Z.

Zluté "soplovity" narust,
oranzoveé suche kolonie.

Bile testovane kmeny
stafylokoku.

Hodnoceni:

Kmeny C, D patri k druhu
Staphylococcus aureus

Kmeny A, B, E patfi mezi
koagulazanegativni

stafylokok







Co tedy musime prakticky proveést

» V ukolu 6 a) provedete clumping faktorovy test, kdyz
kolonie vmichate do kapky plasmy.

» V ukolu 6 b) si prohledneme vysledek testu
plasmakoagulazy, ktery byl pripraven vcera. Odecita se
orientacné po 4 h a spolehlive az po 24 h. Pozitivni je
koagulovana tekutina.

» V ukolu 6 c) si prohledneme vcera pripraveny
hyaluronidazovy test. Pozitivni je kmen, ktery ,,rozpousti
slizovitost pasu streptokoka.



Ukol 7: rozliSeni stafylokoku

» V ukolu 7 provedete STAPHYtest |6 podle navodu, cimz
jednak overite identitu zlateho stafylokoka a jednak urcite
toho druheho.

» Za normalnich okolnosti zlate stafylokoky
STHAPHYtestem neurcujeme, staci nam testy z ukolu 6a,
b a ¢, popripade komercni testy.

» Test tedy slouzi k diagnostice koagulaza negativnich
stafylokoku.



STAPHYtest 16 — jak ho odecist

» Pozor — i kdyz se jmenuje STAPHYtest |6, 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 kodovnikem.

» Kod je sestimistny. Prvnich pét Cislic je ze trojic testu,
sesta Cislice je z dvojice.



Vysledek — prvni kmen
(703 651 = S. aureus, 99,8 %, T. =1,00)
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Vysledek — druhy kmen
(703 241 = S. epidermidis, 97,95 %, T,,=1,00)
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Ukol 8a: testy citlivosti

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

» Mate k dispozici sestici antibiotik (FOX = cefoxitin, DA =
klindamycin, E = erythromycin, SXT = ko-trimoxazol, TE =
tetracyklin, C = chloramfenikol; v praxi se pouzivaji dve
sestice, oznacovane S| a S2, my mame test Sl).

» Kazdy set je proveden na kmen STKN (koagulaza
negativniho stafylokoka) a STAU (zlateho stafylokoka).



Test citlivosti u zlatého a
koagulazanegativniho statylokoka

Foto Veronika Hola



Zony citlivosti nékterych béznych
protistafylokokovych antibiotik
Antibiotikum Zkr, [-C Jesliz ), 1" el R je-li <
nez mezi (mm) | nez (mm)
(mm)
Cefoxitin (cefalosporin); |CXT |2 22/25*
interpretace: oxacilin a dalsi 22 [25* *
Erythromycin (macrolid) |E =21 |18-20 |<18
Clindamycin (linkosamid) (DA =222 |19-21 |<19
Ko-trimoxazol (smes) SXT|=217 |15-16 |<15
Tetracyklin (tetracyklin) |TE |222 (19-21 |<19
Chloramphenikol C =18 <18

*CXT:22 mm S. aureus, 25 mm koagulazanegativni stafylokoky




Ukol 8b — vyhodnoceni MRSA

» Mate nékolik kmenu na specialni screeningové pudé pro
MRSA (opakovani z jarniho semestru).

» Modré kolonie jsou kolonie kmenu MRSA.

» Ruzové Ci bilé kolonie jsou methicilin rezistentni kolonie
jinych stafylokoku, nez je S. aureus.

» Zadné kolonie znamenaji, ze jde o methicilin-citlivy
kmen.



Ukol 2a: Nativni preparat

» Zhotovte nativni preparat a pozorujte pod zvetsenim
objektivem 40x (NE IMERZE!!!).

» Pozorujte, netreba nic kreslit ©



Ukol 3a: Mikrobiologické pudy

Nazev Druh Barva Typ Pro
bujon tekute  |nazloutla |pomno- |aeroby
0 o v ’

VL-bujon |Pudy tmavsi  |Zovacl | anaeroby
selenitovy nardzovela |selektivné |salmonely
bujon POMNOZ.
Sabourau- pevnépldy |pilg selektivhi* [hou by
ddv agar ve zkumavce
Léwentein- zelena obohacena | TBRC
Jensen
krevni pEVﬂé Cervens |obohacena |vétsinu
aqar o diagnosticka | bakterii

> pudy
Endova Vv misce selektivhe predevsim
plda diagnostickd | enterobakterie




Ukol 3a: Mikrobiologické pudy

Nazev

Druh

MH

NaCl

VlL-agar

XLD a blizky
MAL

cokoladovy
agar

Levinthallv
agar

Slanetz-
Bartley

pevne
pUdy na
Petriho
miskach

Barva Typ Pro

skoro bila |specialni |atb citlivost

hnéda selektivni |stafylokoky

cervena |jako KA |anaeroby
selektivne salmonely
diagnosticka

hnéda obohacena | hemofily,

neisserie

nazloutla |obohacena | hemofily

selektivne enterokoky

diagnosticka




Po tomto cviceni byste méli znat:

» Diagnostika rodu Staphylococcus (odliseni od
strepktokoku, enterokoku; odliseni S. aureus a CoNS)

» Funkci volné a vazaneé plasmakoagulazy a jeji vyuziti v
diagnostice

» Funkci hyaluronidazy a jeji vyuziti v diagnostice

» Odecitani difuznich diskovych testu a jejich
Interpretace

» Zakladni mikrobiologické pudy a jejich pouziti



