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% Bakteriologicka diagnostika veterinarné vyznamnych zastupcu rodu
Staphylococcus
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Stafylokoky jsou grampozitivni koky asi 1 um v prumeéru, které se formuji do shlukl v podobé hroznu. Jsou nepohyblivé, oxidaza negativni, nesporogenni,
fakultativné anaerobni a katalaza pozitivni. Stafylokoky jsou pomeérné stabilni v prostredi se selektivni afinitou pro urcity zivocisny druh. Dosud bylo popsano 55
druhU a 7 z nich tvori koagulazu, ktera vyznamné koreluje s jejich patogenitou. Druhy, které netvori koagulazu maji nizkou virulenci, nicméné nékteré prilezitostné
vyvolavaji infekce zvirat a clovéka. Stafylokoky jsou vesmeés puvodci hnisavych infekci.

Veterinarné vyznamné druhy
Staphylococcus aureus - dermatitidy, mastitidy, artritidy, septikémie

Faktory patogenity

Protein A, kapsularni polysacharidy —interakce s imunitnim systémem
Katalaza — napomaha k preziti ve fagocytech

Koaguldza — chrani bakterii pred fagocytujicimi bunkami

Exoenzymy (kinazy a hyaluronidazy) — podporuji invazi do tkani
Exotoxiny (hemolyziny a leukocidin) — lyzuji sténu hostitelské bunky
Exfoliativni toxiny (proteazy) afinita k desmogleinu v kuzi
Enterotoxiny — alimentarni intoxikace ¢lovéka, 21 typu (klasické A-E)
Superantigeny — napr. toxin syndromu toxického soku (TSST — 1)

Staphylococcus hyicus - osutina selat (exudativni dermatitida)
Staphylococcus intermedius - sporadické infekce koni, holubd
Staphylococcus pseudintermedius - hnisavé infekce (pes, kocka)
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Staphylococcus delphini - hnisavé dermatitidy delfinu, také koné a
holubi

O Staphylococcus schleiferi susp. coagulans - zanét zevniho
zvukovodu psu
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Snimek S. aureus ze skenovaciho elektronového mikroskopu
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Vzorky

e stéry zménénych sliznic a kiize, zménéné tkane,
sekrety z nehojicich se ran, hnis, mléko, stéry z
prostredi staji a ambulanci (MRSA), potraviny ...

Kultivace

o Zakladni kultivace na krevni a MacConkeyUv agar
e Selektivniizolace na:
e Kkrevniagar s kyselinou nalidixovou a
kolistinem (CN agar, inhibice G- bakterii)
* manitolovy slany agar
e Baird-Parkeruv agar
e selektivni agary pro MRSA

Inkubace pri 37°C 24-48 hodin
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Columbia CNA agar Baird-Parkeruv agar  Manitolovy slany agar
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ldentifikace

Rustové vlastnosti stafylokoku - charakteristika kolonii
e Pigmentované ploché a nepruhledné kolonie, do 4 mm v prumeéru
(zavisi na stari kultury) (obr. C. 4)
e kolonie s riuznymi odstiny od porcelanové bilé do krémové zluté,
S. hyicus ma porcelanove bilé kolonie (obr. €. 3) a kolonie bovinnich
a lidskych kmenu S. aureus byvaiji zlatavé zluté (obr. €. 4) Casta i
dvojita hemolyza kolem kolonii (obr. €. 1, 2) (S. aureus, S.
pseudintermedius)
O zavisi na produkci hemolyzinu a a B (spolecné pusobi
dvojitou hemolyzu)
O o hemolyzin zpusobuje Uzkou zénu kompletni hemolyzy
priléhajici ke kolonii
O B hemolyzin zpUsobuje Sirsi zonu castecné nebo
nekompletni hemolyzy
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O oba hemolyziny najednou zpusobuiji dvojitou hemolyzu | Baird-Parkeriv agar (S. aureus)
Rychly skrining kultur Koagulazovy test - hodnoti produkci koagulazy pti smichani suspenze
o RUst na krevnim agaru a absence rustu na McConkeyoveé agaru stafylokoku s kralici plazmou -> v pozitivnim pripadé je koaguldzou fibrinogen
o Charakteristika kolonii (odliseni od mikrokokt a dalSich G+ koku) premeénen na fibrin a dojde ke ztuhnuti

o Hemolyza, casto dvojita
o Produkce katalazy
o Mikroskopie barveného preparatu

o Sklickovy test -pozitivni test se projevi jako shluk bakterii do 1-2 min.

 Zkumavkovy test reakce se hodnoti za 24 hodin pri 37°C (obr. €. 5)

Konecna identifikace je zalozena na zhodnoceni: Antibiogram - zjisténi fenotypu antibiotické rezistence se provadi diskovou [
o Biochemické aktivity nékterym z komercnich kitu (obr. €. 6) difusni metodou nebo kvantitativné stanovenim MIC (E testy, mikrodilucni B =
o Hmotnostni spetrometrie MALDI TOF testy). Prukaz epidemiologicky zavaznych typu rezistence u stafylokokU ___.
e Vysledku PCR (napr. geny pro 16S RNA, aj.) animalniho puvodu, zejména meticilin rezistentni S. aureus (MRSA) vyzaduje TN

specialni chromogenni média pro izolaci MRSA (obr. &. 7). %“AFEI
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Typizace kultur S. aureus pro epidemiologické ucely (molekularni epidemiologie)
@ e Typizace zejména kmenU MRSA, napf. spa typizace (variabilita genu pro protein A),
o Celogenomové sekvenovani — identifikace SNPs (single nucleotide polymorphysms) a
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n U M U ' U U | ' . sekvencnich typu (velmi rozSireny ST398 oznacovany jako LA-MRSA — livestock- associated)
o A e AL tac A tRe man it A wed xvi A sac moc nac A aon e o PCR — prukaz genu rezistence a genu kodujicich tvorbu toxinl (enterotoxinu)
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