STAFYLOKOKY,
STREPTOKOKOKY



PRAKTICKA CAST
1. IDENTIFIKACE STAFYLOKOKU



Volna plazmakoagulaza

Princip: enzym plazmakoagulaza srazi
plazmaticky fibrinogen na fibrin

Pomucky: zkumavka s 0,5 ml kralici
plazmy, kultura stafylokoka, klicka

Pracovni postup: do zkumavky s
plazmou inokulujeme kulturu
stafylokoka, inkubujeme 24 h, 37°C

Vyhodnoceni: sledujeme tvorbu
koagula po 1 a 24h



https://www.hardydiagnostics.com/catalog2/hugo/refphoto/z003_coagustaph_saureus_25923_sepidermidis_12228_hugo.jpg

Vazana plazmakoagulaza

Princip: plazmakoagulaza
(Clumping faktor) je vazana na Clumping Factor Test
povrch stafylokoka — ochrana
pred fagocytozou

Pomucky: kultury stafylokoka,
plazma, podlozni sklicko, klicky

Pracovni postup: na podlozni
sklicko kapneme kralici plazmu a
resuspendujeme kolonii
stafylokoka.

Vyhodnoceni: u S. aureus
pozorujeme aglutinaci


http://education.med.nyu.edu/courses/old/microbiology/courseware/infect-disease/45-08-Coagulase.gif

Katalazovy test

Princip: slouzi k odliSeni stafylokokU od streptokoku
Stafylokoky produkuji enzym katalaza (rozklada peroxid vodiku
— tvorba bublinek), typicky pro aerobni Ci fakultativné
anaerobni bakterie.

Pomucky: kultury stafylokoka a streptokoka, peroxid vodiku,
podlozni sklicko, klicky, dezinfekce

Pracovni postup: na podlozni sklicko naneseme kolonii a
kapneme peroxid vodiku, pozorujeme tvorbu bublinek.

Vyhodnoceni: pozitivni u stafylokoku, negativni u
streptokokoku



http://www.mc.maricopa.edu/~johnson/labtools/Dbiochem/cat.jpg

PRAKTICKA CAST
2. IDENTIFIKACE STREPTOKOKU



Optochinovy test

* Princip: Streptococcus pneumoniae je na rozdil
od dalsich viridujicich streptokoku citlivy k
antibiotiku optochin (ethylhydrocuprein
hydrochlorid)




Optochinovy test-prakticke
provedeni

* Pomuicky: kultury pneumokoka a viridujiciho
streptokoka, krevni agar, optochinové disky, klicky,
popisovace, dezinfekce

* Pracovni postup: na polovinu agaru naockujte
nékolik kolonii pneumokoka, na druhou polovinu
agaru obdobnych zpusobem naockujte viridujiciho
streptokoka — pri ockovani se kultury nesmi dotykat!
Na kazdy kmen polozte disk s optochinem a
inkubujte (37°C, 18h, CO,)

* Vyhodnoceni: po inkubaci zmeérte inhibicni zénu



PRAKTICKA CAST

2. IDENTIFIKACE
BETAHEMOLYTICKYCH
STREPTOKOKU — CAMP TEST



CAMP test

* Princip: streptokoky skupiny B (Streptococcus
agalactiae) produkuji extracelularni protein
(CAMP faktor), ktery potencuje betahemolysin
stafylokoku




CAMP test — praktické provedeni

* Pomucky: vysSetrovana kultura, krevni agar,
kmen S. aureus, popisovac, klicky, dezinfekce

* Pracovni postup: na krevni agar naockujte
carou testovaného streptokoka a kolmo na
ockovaci caru naockujte carou kmen
Staphylococcus aureus. Inkubujte 24h, 37°C,
aerobné.



PRAKTICKA CAST

3. ROZLISENI ENTEROKOKU A
STREPTOKOKU



Zlu¢ — eskulinovy test

Princip:

* RozliSeni enterokoku od ostatnich streptokoku
kultivaci ve vysoce selektivné-diagnostickeé
pude.

* Zlu€ potlaéi rlist ostatnich streptokokd.

* Enterokoky hydrolyzuji eskulin a diky zelezitym
solim se kultivacni puda zbarvi do Cerna.



Zlu¢ — eskulinovy test

Postup:

e Klickou provedeme nabér testovaného kmene a
vpichem az na dno zkumavky naocCkujeme

/-E test.
* Inkubujeme 24 hod., 37°C, aerobneé.

Vyhodnoceni:

pozitivni reakce — z€ernani pudy

negativni reakce — puda zUstava v puvodnim zbarveni



PRAKTICKA CAST

6. IDENTIFIKACE STREPTOKOKU
HODNOCENI



CAMP test - hodnoceni

* Hodnoceni: pozitivni test se projevi zesilenim
betahemolyzy vysetfovaného kmene (motyli
kridla) streptokoka skupiny B. Prohlédnéte
agar a vyhodnotte vysledek testu.

N




Optochinovy test

* Hodnoceni: po inkubaci se zméri prumeér inhibic¢ni zény kolem
disku s antibiotikem. Zaznamenejte velikost zony a
interpretujte vysledek identifikace dle citlivosti k optochinu

Zona 2 14 mm
Streptococcus pneumoniae

Zéna < 14 mm
viridujici streptokok




PRAKTICKA CAST

7. IDENTIFIKACE VIRIDUIJICICH
STREPTOKOKU -
ROZPUSTNOST VE ZLUCI



Potvrzeni identifikace — test
rozpustnosti v deoxycholatu

Princip:
e deoxycholat (zluc€) aktivuje autolysin ve sténé
pneumokoku

* v pritomnosti deoxycholatu dojde k rozlozeni kolonii
pneumokoka

* naproti tomu kolonie viridujicich streptokoku se
pusobenim deoxycholatu sodného neméni (nemaji
autolysin)



Deoxycholatovy test — praktické
provedeni

* Pomucky: narostlé kultury pneumokoka a
viridujiciho streptokoka, 10% roztok
deoxycholatu

* Pracovni postup: vysetrovanou kolonii
zakapnéte kapkou deoxycholatu. Po cca 15
minutach sledujte, zda doslo k rozpusténi
kolonie

* Vyhodnoceni: rozlozené kolonie — pneumokok
kolonie se nerozlozily — viridujici streptokok



PRAKTICKA CAST

7. LATEX AGLUTINACE
STREPTOKOKU



Prukaz skupinového antigenu
streptokoku

Princip:

typizace betahemolytickych streptokokul dle pritomnosti
specifickeho typu polysacharidu C (Lancefieldové
antigen). Komercni kity — znamy typ antiséra navazany na
latexovou castici, v pozitivnim pripadée dojde k aglutinaci

Pomucky:

antiséra, extrakt streptokoka,
desticky, pipetky, tyCinky,
dezinfekce




Latexova aglutinace streptokoku

Provedeni: z 5 kolonii testovaného kmene streptokoka
a Cinidel I.-1ll. mate pripraveny extrakt, ktery pipetkou
nakapete po 1 kapce na 5 cernych ploch desticky.

Latexové suspenze anti-A az anti-G protrepete a
kapnete po 1 kapce vedle kapky extraktu, podle
oznaceni na desticce.

Kapky smichate jednotlivymi tyCinkami, kazdé policko
zv1ast.

Destickou jemné kyvate a priblizné do 1 min. odecitate
reakci.



Latexova aglutinace streptokoku

Hodnoceni:
* Za jemneé rotace sledujeme vznik srazeniny.
e K aglutinaci extraktu musi dojit pouze

s jednou z péti latexovych suspenzi.

* Pokud dojde k aglutinaci na vice polickach
zaroven, doslo k nedodrzeni pracovniho postupu
a je nutné test opakovat!

* Odecteme skupinu streptokoka.



