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Vitejte po
prazdninach

opéet na mikrobiologickém ustavu!




“ Mikrbbiologicky ustav uvadi

NA STOPE PACHATELE

(@ Dil prvni: Pachatelem je

‘ stafylokok




Pribeh prvni

m Pani J. K., kucharka ve studentske menze. Ma
na ruce puchyr, naplneny zlutobilym hnisem.
Nevenuje mu vsak pozornost. Bere do ruky
knedliky, které se uz nevari, ale jen prohrivaji

m Student Milos s pritelkyni si pochutnaji na
knedlikach. Odpoledne maji schuzku ... ale co
to? Pul hodinu pred schuzkou MiloSe najednou
znicehoz nic rozbolelo bricho. Na WC nevi, ktery
konec travici trubice nastavit vstric mise driv...
Vola pritelkyni — ta ma ale pochopeni, je na.tom
stejne... Romantické odpoledne se nekona...
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Kdo je vinen? A D
: O

"= Vinen j_'e StéphylbcocCus aureus ﬁrﬁ 5-C0 ©On
nézev z feckého staphylé = hrozen =~ =

m Tento ,zlaty stafylokok® s oblibou zpusobuje
hnisaveé infekce kuze a koznich adnex

m Nektere kmeny produkuji enterotoxiny, ktere
funguji jako tzv. superantigeny

m |Intoxikace bakterialnim toxinem se, na rozdil od
strevni infekce, projevi velice rychle; obvykle take
rychle odezni

Vinna je ovsem také kucharka, ktera nedodrzela
pravidla hygieny a nevsimala si puchyre!




m Desettisickrat
zvetseny zlaty
stafylokok
v elektronovéem
mikroskopu

emu.arsusda.gov/typesof/pages/stab_f}‘mF ‘?‘W '
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m Studentka P. Z. je nervozni: opéet na ni
prisly ,jeji dny”. Nastesti ma ty zlevnene
tampony, ktere nedavno vyhodnée koupilla.

m Najednou ji chytila tresavka, mdloby,
horecka. Spolubydlicka ji nasla lezici na
koberci a vola 155. Objevila se vyrazka,
lezi na JIP infekcCni Kkliniky...



Kdo je vinen tentokrat?

m Opét je vinikem Staphylococcus aureus, tentokrat
kmen produkujici toxin zvany TSST-1 (toxin
syndromu toxického soku)

m [ake tento toxin je
superantigenem

m Zpusobuje toxicky Sok,
typicky se vyskytuje u
uzivatelek

menstruacnich tamponu * http:/Awww.cbs.umn.edu/bm
(__... bb/ohlen_lab/new/web/rese

arch_interests/superantigen




www.zuova.cz/informace/nrlpab16.pl
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Stapyhlococcus aureus
(zlaty stafylokok)

‘' Jediny pro ¢lovéka béZzné vyznamny z tzv.
koagulaza pozitivnich stafylokoku

m Puvodce infekci kuze, chlupu, nehtu, otitis
externa, zanetu spojivek, infekci HCD

s Nékdy také puvodce abscesu ve tkanich

m Nekterée kmeny, vybavene urcitymi
faktory virulence, zpusobuji zavazné,
ale vzacné choroby
= Na druhou stranu mikroba nalezneme | na
kuzi zcela zdravych osob




Faktoru virulence, nalézanych u
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Abscesy

m Na rozdil od streptokoku, ktere vytvareji
ve tkani zpravidla neopouzdrené
flegmony, tvori stafylokoky spise
opouzdrene abscesy. Vznik abscesu
(pomoci tzv. clumping faktoru a
plasmakoagulazy — viz dale!) ukazuje
nasledujici schéma, prevzaté
Z nemeckych internetovych stranek.




Plasma- ... menschliches

koagulase.,.. und ; I
wird von 5. aureus s methmmhm"' Dr. Oliver Nolte (2004)
produziert) L Ry
i . verbinden sich zum
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. = 5. aureus ;Il : :-' : 2 B 4

2 = Fibrinogenrezeptor (Clumping | ta & TE 1 :

e = Fibrinogen factor) E'l Abszess-Bildung:

e = Fibrin [E==—Y Die Fibrin-Molekiile lagern sich um
WE = (Plasma-) Koagulase die Staphylokokken und maskieren diesen. Es
wefiee = Prothrembin bildet sich ein eingekapselter Prozess, der von

«Eiterzellen™ {Granulozyten) umgeben wird.

http://www.autovaccine.de/abscess_formation/Abszess_b.jpg




Priklady infekci zpusobenych
zlatym stafylokokem: Impetigo...
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http://pathmicro.med.sc.edu/fox/staph-impetigo.jpg
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...otitis externa
s furunklem...

www.merck.com/mmpe/print/s
ec08/ch088/ch088c.html.




...Cl infekce kuze s krustami...

http://www.dermatology.co.uk/media/images/Infect
ion_staphylococcus_crusting _chin_closeup.jpg




...ale take napr. mozkove abscesy

http://www.mja.com.au/public/issues
[176_12_170602/got10354 fm.html
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m Mladik F. B. se zotavuje po tezké havarii. Do

krevniho reciste ma zavedeny dva zilni
katetry pro infusni vyzivu a odbery krve

m Nahle se stav prudce zhorsil, objevily se
vysokeé horecky, ktere kolisaji — oSetrujici
lekar vyslovil podezreni na septicky stav,
odebira krev na kultivaci (hemokulturu)

m Po vymeéneni katetru a antlblotlcke Iecbe se
stav opet zlepsil




A kdo je vinen nyni?

m Vlnen e Staphylococcus epidermidis, nejbeznegjsi
z.takzvanych koagulaza negativnich stafylokoku

m Koagulaza negativni stafylokoky patri do stejneho
rodu jako zlaty stafylokok

m Jsou mnohem mene patogenni nez on

m V posledni dobe jsou vsak velice vyznamnymi
puvodci infekci u oslabenych osob, zejména
nemochicnich

Proc rikame koagulaza negativnim stafylokokim koagulaza
negativni? Dozvite se za chvili...




Staphylococcus epidermidis

) http://www.microbelibrary.org
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Koagulaza negativni stafylokoky

m Koagulaza negativni stafylokoky
(Staphylococcus epidermidis, S. hominis, S.
haemolyticus a asi Gtyricet dalSich druhu a
poddruhu) jsou hlavni soucasti bézné
bakterialni mikroflory kuze.

s Mohou byt ale puvodci mocovych infekci,
pripadne I infekci ran, katetrovych sepsi aj.

m Jejich nalez se tedy hodnoti jinak napr. ve
vyteru v nosu Ci ve stolici, jinak v mocli, a zcela
jinak v hemokulture.




Jak vypatrat vinika?

m Nejdrive 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 pachatele (diagnostika)
m I\/I'i-kroékopmie:g"rampozitivnl’ kok
m Kultivace: na KA kolonie vetsi (2 mm),

ploché, maslovité konzistence, bile, anebo
(hlavne u zlatého stafylokoka) nazlatlée

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

m Antigenni analyza a specialni testy mohou
pri patrani velice pomoci




Fotografie z databaze zlocCincu




Odliseni od ostatnich podezrelych
(dlferenc:lalnl diagnostika 1)

m Gramovo barvem odhah vsechny bakterie,
které nepatri mezi grampozitivni koky

m Pozitivni katalaza odlisi stafylokoky od
streptokoku a enterokoku

m Stejnou sluzbu (a ve smeési mikrobu jesté
lepsi) udela kultivace na KA s 10 % NaCl

m Orientacné muzeme vyuzit i toho, ze kolonie
ostatnich G+ koku nejsou bilé Ci nazlate a ze
mikroskopicky netvori shluky S




Katalazovy test (pro pripomenuti)

http://memiserf.meamikro.ruhr-uni-bochum.de




Rozliseni podezrelych stafylokoku
(dlferenC|aIn| diagnostika 2)

= Volna plasmakoagulaza je pozitivni u zlateho
stafylokoka, negativni u koagulaza
negativnich, proto se tak take jmenuji

m Clumping factor neboli vazana
plasmakoagulaza se pouziva stejne, ale je
mene spolehliva

m Komercni testy na bazi antigenni analyzy jsou
naopak velmi spolehlive

= Hyaluronidaza je nejen spolehliva, ale i levna-




Mene spolehlive testy: hodi se pii
patrani, ale nejsou dukazem pro soud!

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

m Nazlatlé zbarveni kolonii a jejich vétSi prumér
muze také napovédét

m Vetsi shluky v mikroskopil
jsou take typicke ' ' ‘ '
i

pro zlaté stafylokoky

www.medmicro.info L




Obavany ,Zlaty" to neni: a co ted?

. Ve vetsme prlpadu se spokonme s tim, ze
jde o koagulaza negativniho stafylokoka a
netrvame na druhovem urceni

m Pokud na druhovem urceni trvame (napr.
u hemokultur), Ize je provést biochemicky
m V nasich podminkach se nejCasteji pouziva
STAPHYtest 16 (Pliva-Lachema)




Na zaver — cim pachatele potrestat

m Diagnostiku uzavira testovani citlivosti na
antibiotika, zpravidla difusnim diskovym testem
= Samozrejme se tyka jen ,,pachatelu (patogenu)

i ox K s»  Podle situace
pouzivame bud

&kvalitativni, nebo

® e ¢ @ kvantitativnitesty > §




http://www.szu.cz/cem/zpravy/zpr0
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m Napr. S. simiae byl objeven moravskymi vedci
z fitnich vytéru kotulu veverovitych v ZOO na
Svatem Kopecku u Olomouce




Prehled diagnostiky (zjednodusene)

Grﬁm Positive Cocci Flow Chart . %

Positive — ok IO00CCUS

f LG
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COCci Test Species
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http://www.ratsteachmicro.com/Staphylococci Notes/HCOE CAI_Review Notes Staphylococci.htm




A nyni se pustme do patrani!
Prehled ukolu, které nas cekaiji:

m Mikroskopie VZORKU sputa — tkol 1

= Mikroskopie pfedloZzenych KMENU — Ukol 2

Po druhem ukolu pozname grampozitivni koky

m Popis kolonii na krevnim agaru — ukol 3

m Katalazovy test — ukol 4

m Rust na KA s 10 % NaCl — ukol 5

Po techto ukolech odlisime stafylokoky od ostatnich

m Odliseni zlateho stafylokoka od koagulaza
negativnich druhu — ukoly 6a, 6b a 8

m Druhové urcCeni stafylokoka — ukol 7
m [estovani citlivosti na atb — ukol 9




Ukol 1: Patrame po pachateli
mikroskopicky ve vzorku

m Prohlédnéte si mikroskopicky preparat sputa,
obarveny podle Grama

m Patrejte po grampozitivhich kocich ve shlucich
a také po leukocytech (hlavne
polymorfonuklearech), které svedci pro
bakterialni zanet




Ukol 2: Defilé podezielych
(barveni kultur podle Grama)

m Obarvéte podle Grama ctyri podezrele
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 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 | -




Ukol 3: Shromazdéni otiskt prstti
— popis kolonii na KA

m Peclive si prohléednéete zbyle tri kmeny
grampozitivhich koku. Prohlédnete si |
kmen gramnegativni tyCinky, vSimnete si,
jak moc se od koku jeji kolonie liSi

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




Ukoly 4 a 5: dopadeni N

— . —

stafylokoka %

m \V Ukolu 4 odhalime stafylokoka tim, ze roste
na KA s 10 % NaCl, kdezto ostatni nikoli

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

Pozor! Kdybychom preskocili predchozi kroky,
udelali bychom spatne. Pozitivhi katalazu ma

spousta bakterii. Relativnhe prukazna je jen
tehdy, vime-li, ze nas kmen je G+ kok




Katalazovy test
CATALASE TEST

http://www.telmeds.org

Negative

= Positive




Je to statylokok. Ale kiery?
Ukoly 6a, 6b a 8: odliseni ,zlateho"

= Ukol 6 a) — clumping factor neboli vazana
plasmakoagulaza (zustava soucasti tela
mikroorganismu)

= Ukol 6 b) — volna (plasma)koagulaza (fika se

ji ,volna“, protoze je to molekula enzymu,
bakterii uvolnovana do prostredi)

Komercni testy provadet nebudeme
= Ukol 8 — hyaluronidaza (dekapsulace)




6 a). Clumping factor neboli take
vazana plasmakoagulaza — rychle

» Kolome se VmIChajI do kapky kraliCi
plasmy na podloznim sklicku

m Pozitivita se projevi jako tvorba
,chuchvalcu® v kapce plasmy (viz obrazek
na dalsi obrazovce)

m Nejde vlastne o KOAGULACI, ale o
AGLUTINACI plasmy

m Test neni prilis spolehlivy




Clumping~Factor positiv SR e an P

e e

~ http://memiserf.medmikro.ruhr-uni-bochum.de -

Clumping-Factor negativ




6 b): Volna koagulaza — klasika

LI " 4 AL AW 4

~ stafylokoka (koagulaza pozitivniho stafylokoka)

m Klickou nabrané kolonie vmichame do kralici
plasmy ve zkumavce

m Pokud plasma koaguluje (ma konzistenci zele),
je kmen | T
koagulaza =t
pozitivni A |

- i — i

ﬁ& .

www.hardydiagnostics.com —



Dejte pozor, co nakreslite do
protokolu!

m Dulezité je zakreslit, ze negativni vysledek
znamena, ze ve zkumavce zustava
vodorovna hladina

m Pri pozitivnim vysledku se tekutina budto
cela zmeni na konzistenci zelé, nebo popr. je
patrno ,zelé" uvnitr tekutiny, viz obrazky

m Tento ukol je Castym predmetem zajmu pana
profesora Votavy pri prohlizeni protokolu u
zkousky z mikrobiologie!




COAGULASE

ST Dalsi obrazky

{ | )
| l plasmakoagulazy
1)

http://microbiology.scu.edu.tw




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

m Provedenim
pripominaji
clumping factor,
ale jsou
spolehlivejsi nez
volna www.microbes-edu.org
plasmakoagulaza

m Jsou bohuzel
pomerne drahe

Oodin A




Souprava Staphaurex a vysledky

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




3. Hyaluronidaza (test dekapsulace)

(Ukol 7 zatim preskocCime)

u 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

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




Foto: O. Z.

Hyaluronidasa ————.._

Zluté "soplovity" narust,

oranzove suche kolonie.

 |Bile testovane kmeny
| stafylokoku.

Hodnoceni:

f Kmeny C, D patri k druhu
\Staphylococcus aureus

Kmeny A, B, E patfi mezi
koagulazanegativni




Foto: O. Z.




Co tedy musime prakticky provest

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

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

m \/ ukolu 8 si prohlédneme vcCera pripraveny
hyaluronidazovy test. Pozitivni je kmen, ktery
,yozpousti slizovitost” pasu streptokoka - -




Ukol 7: rozliSeni stafylokokt

m V ukolu 7 provedete STAPHYtest 16 podle
navodu, Cimz jednak overite identitu zlateho
stafylokoka a jednak urcite toho druheho

m Za normalnich okolnosti zlate stafylokoky
STHAPHYtestem neurCujeme, staci nam testy
Z Ukolu 6a, 6b a 8, popfripadé komercni testy

m [est tedy slouzi k diagnostice koagulaza
negativnich stafylokoku




STAPHYtest 16 — jak ho odecCist

m Pozor — i kdyz se jmenuje STAPHYtest 16,
~ zahrnuje ve skute&nosti 17 reakci. Jako
prvni se odecita test VPT ve zkumavce.
Cervena tekutina ve zkumavce = pozitivni
VPT, bezbarva tekutina = negativni

m Prvni radek STAPHYtestu = 2. — 9. reakce

m Druhy radek STAPHYtestu = 10. — 17. rce

m Vypocitejte kdd a porovnejte s kddovnikem

m 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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Api Staph — zahranicni obdoba
nasich STAPHYtestu 16

m Bez ohledu na provenienci konkretnino testu
zustava princip stejny — kombinace vetsiho
pocCtu enzymatickych reakci, ktere se projevi
zménou zbarveni reakéniho dulku

http://www.microbes-edu.org
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Jina varianta testu API-Staph

m Na predchozim obrazku byl API-Staph pro
automaticke odecitani ve fotometru, tato
varianta je pro ,okometrické" odecitani

http://www.microbes-edu.org




Lecba: spravedlivy trest zlocCincl

m ZloCinné stafylokoky potrestame vhodnym
antibiotikem. U stafylokoku je Iékem volby
oxacilin, u mocovych infekci cefalosporiny
prvni generace. Oblibené makrolidy jsou na
miste jen u alergickych osob, linkosamidy maji
vyznam u infekci pohybové soustavy a
aminoglykosidy radeji jen v kombinaci.
Glykopeptidova antibiotika (vankomycin a
teikoplanin) jsou v rezerve. Pouzivaji se u

kmenu rezistentnich na oxaC|I|n takzvanych
MRSA a MRSKN




Obvyklé pravidlo:
horsi patogen — lepsi citlivost

~m Pri plnéni devatého ukolu si mozna vsimnete,
ze horsi patogen (zlaty stafylokok) je
zpravidla citlivejsi nez mirnejsSi patogen
(koagulaza negativni stafylokok). Toto
pravidlo je logické: mensi patogenita je
znakem adaptace, schopnosti mikroba
koexistovat s nami a nevyvolavat u Cloveka
chorobny stav. = privyknuti mimo jine i
antibiotikum, ktera pouzivame.

m Neplati ovsem vzdycky! Jsou vyborne citlive
kmeny S. epidermidis, a jsou kmeny MRSA.




MRSA a jejICh detekce

m I\/Iet|C|I|n re2|stentn| stafylokoky (MRSA) jsou
epidemiologicky zavazneé kmeny, casto
zpusobujici nozokomialni infekce

m PriCinou je zmena tzv. penicinin binding
proteins (PBP)

m Na problem upozorni mala zona u oxacilinu. Ta
vSak muze byt zpusobena i jinymi vlivy

m Za prukazné se povazuje, je-li mala zona nejen
u oxacilinu, ale I u cefoxitinu




Ukol 9: uginnost ulozeného trestu
(V protokolu chyba tisku — ,ukol 8

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

m Mate k dispozici sestici antibiotik (OX = oxacilin,
VA = vankomycin, RD = rifampicin, KF =
cefalotin, MY — linkomycin CN = gentamicin).
(V praxi se pouzivaji dve sestice, oznacovaneé
S1 a S2, tato nase je kombinaci obou z nich)

m Kazdy set je proveden na kmen STKN
(koagulaza negativniho stafylokoka) a STAU

(zlatého stafylokoka.




Odecteni testu citlivosti

Antibiotikum Zkratka | Referenc. zona
Oxacilin (protistaf. penic.) |OX 13/18 mm
Vankomycin (glykopeptid) | VA 12 mm
Rifampicin (rifamycin) RD 20 mm
Cefalotin (cefalosp. 1. g.) |KF 18 mm
Linkomycin (linkosamid) |MY 21 mm
Gentamicin (aminoglyk.) |[CN 15 mm

OX: 13 mm S. aureus, 18 mm koagulaza negativni stafylokok
FOX: 20 mm S. aureus, 25 mm koagulaza negativni stafylokok




(stranky ustavu)
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Pro zvidavé: neco o mikrokocich

= Mikrokoky se dlouho povaZovaly za blizké
pribuzné stafylokoku. Nyni se vSak soudi, ze
pribuzne nejsou.

m Jsou to rovnez grampozitivni koky v malych
shlucich, jsou vsak oxidaza pozitivni

\'@ 4 AL AW 4

Micrococcus, Kytococcus, Kocuria,
Nesterenkonia a dalsich. Kocuria se jmenuje
pro prof. Kocurovi, brnenskem mikrobiologovi




Mikrokoky maji krasne pigmenty

m Micrococcus luteus je
sirove zluty (ne zlaty jako
Staphylococcus aureus),
Kocuria rosea je ruzova

m V klinickomikrobiologickée
laboratori je nachazime
jako kontaminaci.

www.medmicro.info




Nashledanou pri dalsim dilu!
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