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I Osnova

biochemickeé identifikacni metody substratové
- metody rychlé, metody s kultivaci

* nesubstratoveé identifikacni metody
* rod Streptococcus

* dg. rodu Streptococcus

* ukoly
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I Prehled identifikacnich metod

 primé metody (mikrob, jeho cast, produkty)
- mikroskopie (prukaz ve vzorku i identifikace)
- kultivace (prukaz + identifikace)
- biochemicka identifikace (jen identifikace)
- prukaz antigenu (prukaz + identifikace)
- prukaz NK (prukaz ve vzorku)

- pokus na zvifeti (prukaz ve vzorku)

» nepFimé metody (prukaz protildtek)
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I Biochemicka identifikace

rozdily v metabolismu mezi bakteriemi
bakterie méni substrat (cukry, AMK, apod.) v produkt(y)

idealné se produkt a substrat lisi skupenstvim nebo
barvou

pokud se nelisi, uzijeme vhodny indikator

sledujeme vice nez jeden znak (atypické kmeny,
moznost rozlidit vice rodU a druhl)

% pravdépodobnosti

index typicnosti (shoda s ,idealnim™ kmenem:
T..=1,00)
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| % pravdépodobnosti, T,

¢« 9904, T, = 0,95

(idealni stav)
¢« 9904, T.. = 0,63

atypicky kmen nebo chyba diagnostiky
« 49,5%, T,, = 1,00

test je typicky pro dva taxony, musime dale rozlisit
pomoci jiného testu
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I Rychlé biochemickeé testy

- katalazovy test

- katalaza - antioxidacni enzym, chrani pred
oxidacnim stresem

- do substratu (H,0,) rozmichame bakterie
- POZ = viditelné bublinky

Staphylococcus Streptococcus
is Catalase is Catalase
positive negative

B #

# "H”

<
W
2
Q.
W
Q
7

medschool.lsuhsc.edu
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I Testy s diagnostickymi prouzky

« Oxidaza - cytochromoxidazovy test
- vyuzivani cytochrom c oxidazy pro produkci energie

- OXI+ (bakterie vyuziva cytochrom c oxidazu, a tedy
O, jako terminaini akceptor elektronu pro produkci
energie); P. aeruginosa, -
V. cholerae

- OXI- (bakterie vyuziva
pro produkci energie jiné
cytochromy, nebo O, pro
produkci energie
nevyuziva vubec);
vétdina rodu Celedi
Enterobacteriaceae




I Testy s diagnostickymi prouzky (2)

* PYR test
- enzym PYRaza (pyrrolidonyl arylamidaza)

- odliseni S. pyogenes od ostatnich B-hemolytickych
streptokokd

« INAC test (Indoxyl-acetatovy test)

- odliseni M. catarrhalis od N. meningitidis a
N. gonorrhoeae

 stripy pro detekci béznych B-laktamaz
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I Jednoduché zkumavkové testy

- substrat je rozpustén v tekutiné, primichame

testovany kmen —» zmena zbarveni v celém objemu, nebo
jako prstenec u hladiny

- arabinozovy test pro rozliseni E. faecalis a E. faecium
POZ = zluta (E. faecium)

NEG = zelena (E. faecalis)

 kmen je rozmichan v tekutiné, pridame prouzek
napustéeny substratem

- VPT test pro detekci tvorby acetoinu (POZ = Cervena)

- ONPG test pro detekci B-galaktosidazy;

rozlieni rodu Citrobacter (POZ = zlutd) a Salmonella
(NEG = bezbarva)
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I Jednoduché zkumavkove testy (2)

« agar obsahujici substrat

- Citrat dle Simmonse pro detekci rustu bakterii na
citratu jako jediném zdroji uhliku; |
rozliSeni Enterobacter aerogenes
(POZ = modra) a
E. coli (NEG = tmave zelena)

Negative Positive



I Slozité zkumavkove testy

« test (ptida) MIU (Motility, Indol, Urea)

- pohyb - pohyblivé bakterie rostou do okoli vpichu,
nepohyblivé podél vpichu (shigelly)

- tvorba indolu - po pridani Kovacsova cinidla se
vytvori cerveny prstenec

- Stépeni urey - puda se zbarvi fialové

- MOTILITY MEDIUM
s 1 o

quizlet.com



I Slozité zkumavkoveé testy (2)

 Hajnova puda (Kligler's Iron Agar, KIA) RININR

steépeni laktozy (A = NEG, B = POZ)
stepeni glukozy (C = NEG, D = POZ2)
produkce H,S (POZ = z&ernani pudy)

tvorba plynu (POZ = potrhand puda,
bublinky, puda vysunutd nahoru)

T ; fr.wikipedia.org

le—=

ockovani vpichem
a tzv. hadkem

12/52



I Priklad vyhodnoceni Hajna+MIU

Test

Reakce

P. aeruginosa

E. coli

P. mirabilis

S. Enterica

C. freundi
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I Testy v plastovych panelech

+ miniaturizace sady jednoduchych zkumavkovych testd
« polty testu v saddch se lisi
» desticky s lyofilizovanymi substraty

« pridani suspenze bakterii ve fyz. roztoku nebo
v dodaném suspenznim mediu

« zbytek bakterialni suspenze se vyuzije jako
zkumavkovy test (VPT, ONPG)

* u nas nejbéznéjsi testy od firmy Erba Lachema
(napr. STAPHYtest 16, STREPTOtest 16, ENTEROtest
16, NEFERMtest 24, apod.)
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I Testy v plastovych panelech (2)

 NEFERMtest 24 (Erba Lachema)
- jeden test tvori tfi radky
po osmi jamkach

* API 20 E (bioMérieux)

- princip stejny, provedeni se
mirne lisi
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I Vyhodnoceni destickovych testi

. oktalové kody podle poz. a neg. vysledkd

« trojici vysledku se pfifadi &islice od nuly po sedmicku
(dvojice vysledkU pak ¢islice nula az tfi)

« kod vyhledame v kodoveé knize nebo v prislusneém
softwaru

MICROBACT™ GNB 12A/B/E, 24E

GNB 24E
GNB 12A/12E GNB 128
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I Dalsi identifikacni testy

 zkoumani daldi enzymové vybavy ¢&i faktoru virulence
- schopnost koagulovat kralici plazmu
- hyaluronidazovy test
- testovani pohyblivosti
- diagnostické pouziti ATB (optochin, bacitracin)
* nove identifikacni metody

- MALDI-TOF (ionizace laserem za pritomnosti matrice,
spojeni s detektorem doby letu)
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| MALDI-TOF

* rozdeéleni nabitych castic podle jejich molekulovych
hmotnosti v elektrickém/magnetickém poli

« diky matrici l1ze analyzovat i velké biomolekuly (pri
prime ionizaci vzorku laserem dochazi ke stépeni molekul
v 7 7 (o)
nezadoucim zpusobem)

* smes vzorku a matrice je ionizovana laserem — ionty
analyzované latky jsou urychleny silnym elektrickym
polem - vstupuji do trubice detektoru - méreni doby
letu Castice -» vypocet pomeéru molekulové hmotnosti a
naboje Castice

 hmotnostni spektrum se poté porovnava se
znamymi profily ulozenymi v knihovnée
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I Rod Streptococcus

+ G+ koky, KAT-, OXI-
* dvojice, retizky

* nepohyblive

 kultivace na KA

* rozdeleni dle hemolyzy (a - viridujici, B — hemoliticke,
v — nehemolytické)

« déleni dle Lancefieldové: antigenni skupiny, nejcasteji
A B C E FG,H,..
(skup. D - dnes enterokoky, S. bovis)
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I Prehled streptokok

Zmeny na KA _

a-hemolyza
(viridace)

B-hemolyza

v-hemolyza
(zadna)

Streptococcus pneumoniae
skupina ,Ustnich streptokokid"

Streptococcus pyogenes (sk. A dle
Lancefieldové)

Streptococcus agalactiae (sk. B dle
Lancefieldové)

skupina ,,non-A-non-B" streptokokd
streptokoky bez hemolyzy
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I Streptococcus pyogenes

« streptos = ohebny, zkrouceny jako retéz; puon = hnis;
gennao = tvorit

* group A streptococcus (GAS)

* Uplna B-hemolyza,
drobné kolonie

* PYR test, bacitracinovy test

 puvodce akutni tonsilitidy (anginy), hnisavych
zanétl mékkych tkani (nekrotizujici fasciitis),
spaly, erysipelu (tzv. rize) a flegmén (neohrani¢enych
bakteridlnich zanétd), pneumonii, meningitid, sepsi;

« pozdni nasledky (revmaticka horecka, akutni
glomerulonefritida) - ASLO
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I Akutni tonsilitida (angina)

L &4

* nejcastéjsi bakterialni plivodce S. pyogenes

- daldi pavodci: S. pneumoniae, staphylokoky, hemofily,
influenza virus, herpes viry, coxsackie viry, EBV, ...

* horecka, oboustranna bolest v krku, zdurené uzliny
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I Spala (scarlatina)

* angina s exantémem a projevy na sliznici (petechie)

 streptokok produkuje pyrogenni (erytrogenni) toxin
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I Erysipel (rtze)

« ostie ohrani¢eny zanét, nejcastéji v oblasti bércu a
obliceji

» infekce kuze se $ifi do koZnich lymfatickych cév, pfi
opakovaném poskozeni chronicke lymfatickeé otoky

lymphedemapeople.com
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I Streptococcus agalactiae

* aglactia = porucha tvorby mléka (zanéty mlécné zlazy
predevsim u krav)

 group B streptococcus (GBS)
* neuplna B-hemolyza, vétsi kolonie
« pozitivni CAMP test

« puvodce mocovych infekci (u zZzen
v urogenitalnim traktu a GIT)

« infekce novorozencu (sepse, pneumonie,
meningitidy)

 infekce gravidnich zen
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I ~Non-A-non-B" streptokoky

* B-hemolyza, ale nepatri ani do GAS (S. pyogenes) ani
do GBS (S. agalactiae)

« faryngitidy (zanéty hltanu), ¢asto pritomny bez
klinickych projevu

* S. dysgalactiae, S. equi

 obycejné se neurcuji, v pripade potreby se blize
identifikuji prikazem antigenu
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I Streptococcus pneumoniae

« ,pneumokok", drive Diplococcus pneumoniae

« dvori dvojice (nikoli retizky), lancetovity
(kopickovity) tvar bunek

 a-hemolyza

« opouzdrene bunky maji hlenovité kolonie (kapky oleje)
» v R-fazi netvori pouzdro

* v malém mnozstvi i u zdravych osob

* sinusitidy, pneumonie, otitis media, meningitidy,
sepse, endokarditidy

* nepovinné ockovani (Pneumo23, Prevenarl3, Synflorix)
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Streptococcus pneumoniae (2)

www.bacteriainphotos.com

Streptococcus pneumoniae

newhealthadvisor.com
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I ,Ustni streptokoky"

tez alfa streptokoky nebo viridujici streptokoky (obvykle
a-hemolyticke streptokoky, kromé pneumokoka)

normalni soucasti mikroflory ustni dutiny a castecne i
faryngu

fyziologicky se neustale dostavaji v malém mnozstvi do
krve (ve velkém mnozstvi zpUsobuji subakutni
bakterialni endokarditidy - adheruji na poskozené
srdecni chlopné)

utvar na chlopni = , vegetace"™ - forma biofilmu (matrix
tvori krevni desticky a fibrin)

S. mutans - zubni kaz (nejrychleji tvori org. kyseliny)

S. salivarius, S. sanguinis, S. mitis
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,Ustni streptokoky" (2)

: 3y -
Streptococcus mutans
wource: microbologyfalll 010 wunkispaces.com

Source: Future Micro 2013 Future Medicine Ltd

Streptococcus salivarius K12
adherovany k HEp-2 bunkam
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] Lécba

 |ek volby penicilin
* pri prokazanych alergiich makrolidy
 |leky dalsi volby doxycyklin, kotrimoxazol, ampicilin, aj.

* rezervni ATB vankomycin (zatim zadné rezistence)

 testovani in vitro citlivosti - difuzni diskovy test na MH
agaru s krvinkami (na obycejném MH agaru prakticky
nerostou)
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I Diagnostika streptokoku

 mikroskopie: G+ koky

* kultivace: na KA kolonie sedé az bezbarve, vétsinou
drobné, S. agalactiae ma veéetsi kolonie

 hemolyza: a- B-i y-hemolyza

« nerostou na KA s 10 % NaCl (puda pro stafylokoky),
ani na Slanetz-Bartley & Zlu¢-eskulinové pudé (pro
enterokoky)

. KAT-, OXI-

* rezistentni na aminoglykosidy (spolecné s
enterokoky)
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I Diagnostika streptokokt (2)

+ streptokoky s a-  streptokoky s B- a y-
hemolyzou (viridaci) hemolyzou |ze dale
|ze dale urcovat urcovat latexovou
biochemickymi testy aglutinaci (protoze maji

v v s slabou biochem. aktivitu)
* napr. pri nalezu v

hemokulture nebo likvoru < urceni non-A-non-B
v . (o) (o)
dourcujeme puvodce streptokoku dle

s Lancefieldové
* vzorek z dutiny ustni Ci

krku nikoliv, jsou tam
béznou florou
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I Diferencialni dg. streptokokti

 hodnotime hemolyzu (viridace, hemolyza castecna Ci
uplna, bez hemolyzy)

* B-hemolyza:
- S. pyogenes (poz. PYR test a bacitracinovy test)
- S. agalactiae (poz. CAMP test)

« a-hemolyza:

- S. pneumoniae poz. optochinovy test na rozdil od
ostatnich viridujicich streptokoku
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I Diferencialni dg. streptokokt (2)

G+ kok
stafylokok -~ streptokok enterokok
- streptokok - streptokok streptokok
s viridaci s hemolyzou bez hemolyzy
5. pheumoniae S. pyogenes (SAG)
S. agalactiae (SBGQG)
~ ustni streptokok non-A-non-B streptokok

35/52



| Ukol 1: Mikroskopie kmeni

- obarvéte podle Grama vsech osm kmenil

» jeden z kmenu bude G- ty&inka (vysledek si
poznamenejte a dale s nim nebudeme pracovat)
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I Ukol 2: Kultivaéni a biochem. testy

. Ukol 2a: Katalazovy test k odliseni stafylokokdi
- kolonie vmichame do kapky H,O,

- POZ = bublinky (stafylokok — dale s kmmenem
nepracujeme)

- NEG (streptokok nebo enterokok)

 Ukol 2b: Rist na Slanetz-Bartleyové agaru

- POZ = rust kmenu (enterokok — dale s kmmenem
nepracujeme)

. Vé VARV V. . Vv v . 7 (o)
- stejnému ucelu slouzila i zluc-eskulinova puda
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I Ukol 3: Kultivace na KA

« pozorujte a zapiste typ hemolyzy (viridace,
castecna hemolyza, uplna hemolyza, beze zmény)

« popiste dalsi vlastnosti kolonii (snazte si
povSimnout rozdili mezi jednotlivymi kmeny, tj.
ruznych velikosti, pigmentace, typu hemolyzy apod.)

38/52



I Ukol 4: Streptokoky s viridaci

+ Ukol 4a: Optochinovy test

- odliseni S. pneumoniae od ostatnich viridujicich
streptokokd

- pneumokok je citlivy k optochinu, nemérime zonu
inhibice (optochin se dnes jiz nepouziva |écebng,
zUstal jen v diagnostice)

« Ukol 4b: Biochemické uréeni ,,Gstniho" streptokoka
- streptokoky z likvoru a hemokultur

- STREPTOtest 16 (17 reakci: 1. je VPT, 2. az 9. jsou
v prvnim radku, 10. az 17. jsou ve druhém radku)
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I Ukol 5: Streptokoky s hemolyzou

» Ukol 5a: PYR test
- diagnosticky prouzek
- kolonie se umisti na reakcni plosku prouzku, po 10
minutach se prikapne cinidlo
- POZ = cervené zbarveni
» Ukol 5b: CAMP test

- ptiklad synergického pusobeni dvou hemolyzind,
a to hemolyzinu S. agalactiae a B-hemolyzinu
S. aureus

- nelze pouzit k dg. S. aureus (ne vsechny zlaté
stafylokoky produkuji B-hemolyzin)
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I Ukol 5b: CAMP test

* na agar se naockuje laboratorni kmen zlatého
stafylokoka tvorici B-hemolyzin, kolmo k nému se
ockuji testované kmeny

S. aureus

en.wikidoc.org



| Ukol 5c: aglutinaéni test

* lahvicky se smeési latex.
castic s navazanymi
protilatkami

* 7z obrazku urcete, se

kterym testovanym
serem kmen aglutinuje
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I Ukol 6: test citlivosti na ATB

« odectete difusni diskovy test — zmeérte zony a
porovnejte s referencnimi hodnotami

* horsi patogeny vétsinou citlivejsi nez mirnéjsi
patogeny

* vyuzivame MH agar s krvinkami (na bézném MH by
vétdina streptokokl nevyrostla)
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) Ukol 7: Dg. pozdnich nasledkd
streptokokovych infekci - ASLO

* po kazde streptokokoveé infekci protilatky, vc. protilatek
proti streptolyzinu O (streptokokovy toxin)

* v pripade, ze mnozstvi téchto protilatek po infekci
stoupa, zkrizene reaguji s nékterymi strukturami
organismu — pozdni nasledky streptokokovych
infekci

 revmaticka horecka, akutni glomerulonefritida

« ASLO: zjisteni miry protilatkové odpoveédi po
prodelane streptokokoveé infekci (neprokazujeme tedy
infekci - ta uz probéhla - ale zda nedochazi k vyvoji
autoimunitni reakce)
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J Ukol 7: ASLO

* neutralizace hemolyzy

« streptolyzin O za béznych okolnosti (nepritomnost
protilatek) hemolyzuje Cervené krvinky
NEG = hemolyza

« v pritomnosti protilatky antistreptolyzinu O dochazi
k zabraneé hemolyzy a krvinky mohou sedimentovat
POZ = zabrana hemolyzy

« titr nad cca 200 m.j. riziko pozdnich nasledku

Jamka 1 2 3

4 5 6 7 8 9 10 11 12

Pozdni , hra-
. nehrozi v
nasledky nicni

hrozi
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J Ukol 7: ASLO (2)

« desticka se odecita nalezato, prvni radek je
pozitivni kontrola

 dalsi radky jsou jednotlivi pacienti

* hodnoty redéni jsou uvedeny v protokolu

b IO WEMRENY % v 94
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I Ukol 8: Demonstrace dalsich testt

- U
- U
. U

KO

KO

KO

8a: Oxidazovy test (POZ = modra do 2 min)
8b: ONPG test (POZ = zluta po 4 hod)

8c: Tvorba H,S, stépeni sacharidl a produkce

plyn& v Hajnové pudé.

» Ukol 8d: Prikaz pohyblivosti, tvorby indolu a $tépeni
urey (MIU)
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I Ukol 8a: Oxidazovy test

« Oxidaza - cytochromoxidazovy test
- Vyuzivani cytochrom c oxidazy pro produkci energie

- OXI+ (bakterie vyuziva cytochrom c oxidazu, a tedy
O, jako terminaini akceptor elektronu pro produkci
energie); P. aeruginosa, -
V. cholerae

- OXI- (bakterie vyuziva
pro produkci energie jiné
cytochromy, nebo O, pro
produkci energie
nevyuziva vubec);
vétdina rodu Celedi
Enterobacteriaceae




I Ukol 8b: ONPG test

 ONPG test pro detekci B-galaktosidazy

 filtracni papirek na diagnostickém prouzku je napustén
vhodnym reagens (o-nitrofenyl-B-D-galaktopyranosid -
analog laktozy), vklada se do bakterialni suspenze

« POZ = zluta
* NEG = bezbarva

Proteus vulgaris (Left): ONPG Negative
Escherichia coli (Right): ONPG Positive

microbeanline. com
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J Ukol 8c: Hajnova piida

 Hajnova puda (Kligler's Iron Agar, KIA) NINIRIR
- stépeni laktdozy (A = NEG, B = POZ)
- stépeni glukozy (C = NEG, D = POZ2)
- produkce H,S (POZ = z&ernani pudy)

- tvorba plynu (POZ = potrhana puda,

bublinky, puda vysunuta nah \_/ \_/

fr.wikipedia.org

- ockovani vpichem
a tzv. hadkem
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] Ukol 8d: MIU

« test (ptida) MIU (Motility, Indol, Urea)

- pohyb - pohyblivé bakterie rostou do okoli vpichu,
nepohyblivé podél vpichu (shigelly)

- tvorba indolu - po pridani Kovacsova cinidla se
vytvori cerveny prstenec

- Stépeni urey - puda se zbarvi fialové

- MOTILITY MEDIUM

quizlet.::nm =sharingwebsite.org



I Po tomto cviceni byste meéli umeét:

« vysvétlit vyznam biochemickych identifikacnich metod
v mikrobiologii, popsat konkretni priklady vyuziti
v diagnostice

* popsat zastupce rodu Streptococcus, vC. diagnostickych
postupu, které vedou k Uspé&sné identifikaci

« zhodnotit moznost tvorby biofilmu na srdecnich
chlopnich a pfipadnych nasledkud tohoto stavu

« vysveétlit vyznam testu ASLO a vysvetlit vztah
k pozdnim ndsledkUm streptokokovych infekci
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