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Kultivaéni ptda pro odliSeni Staphylococcus epidermidis od jinych druhid rodu
Staphylococcus

Oblast techniky

Technické feSeni se tyka kultivacni diagnostické pudy pro odliseni druhu Staphylococcus
epidermidis od jinych druhti rodu Staphylococcus.

Dosavadni stav techniky

V klinickém materialu, ale i ve stérech z nemocni¢niho prostiedi, se vyskytuji ¢asto zastupci rodu
Staphylococcus. Stafylokoky jsou ¢astymi ptvodei nozokomialnich infekei. Pii vyzkumu
nozokomialnich infekci proto vyvstala nutnost odlisit spolehlivé, rychle a levné Staphylococcus
epidermidis od ostatnich zastupcti rodu Staphylococcus.

Staphylococcus epidermidis je Gram-pozitivni bakterie, ktera je soucasti bézné flory Zijici na
lidské kuazi. Staphylococcus epidermidis obvykle neni patogenni, ale u pacientd s oslabenym
imunitnim systémem muize zptsobit infekce. Zejména ohroZeni jsou pacienti s intravendznimi ¢i
moCovymi katétry, stomiemi a dal§imi implantaty a zavedenymi pomickami, nebot
Staphylococcus epidermidis vytvati na povrchu téchto implantatt biofilmy.

Staphylococcus epidermidis je ¢astym kontaminantem vzork odesilanych do diagnostickych
laboratofti praveé kvili své bézné ptitomnosti na lidské kuzi.

Biochemicka identifikace Staphylococcus epidermidis je pro screeningové potieby zbyte¢né
finan¢n¢ naro¢na a identifikace pomoci hmotnostni spektrometriec (MALDI-TOF) zase naro¢na
na zpracovani a pfistrojové vybaveni.

Kultiva¢ni pudy pouzivané v laboratofich lze rozdé€lit do &tyf, resp. péti kategorii — pldy
zakladni, pidy obohacené, ptudy selektivni, piidy diagnostické a piidy selektivné-diagnostické.
Zakladni ptdou, ze které se pripravuje vétSina ostatnich pid, je masopeptonovy bujon. Puda
zakladni poskytuje zakladni ziviny pro rdst vétS$iny mikrobl. Pridavkem suplementu (cukry,
rustové faktory, krev apod.) do zékladni pidy vznikne piida obohacena. Obohacené plida svymi

Vo

rust nemohly (napt. kvili nedostatku zivin).

Pidy selektivni svymi vlastnostmi potlacuji rist nekterych bakterii, pfi¢emz nebrani ristu dalsich
bakterii. Takovymto selektivnim piidavkem do pidy mohou byt naptiklad néktera antibiotika
(amikacin, vankomycin, kolistin apod.) ¢i nékteré dalsi chemikalie (vyssi koncentrace chloridu
sodného, azid sodny, bazicky fuchsin apod.).

Pudy diagnostické vznikaji pfidanim slozek reagujicich na odlisné metabolické procesy.
Vysledkem je odlisny rist jednotlivych rodt ¢i druhd bakterii. Napft. ptidavek cukru mtze odlisit
druh bakterie cukr utilizujici od druhu, ktery dany cukr ve svém metabolizmu nevyuziva — rozdil
se pak detekuje acidobazickym indikatorem jako sniZeni pH, je-li cukr vyuzivan.

Predkladané technické feSeni fesi problém rychlého, snadné¢ho a finanéné nenarocného odliseni
Staphylococcus epidermidis od ostatnich zastupcti rodu Staphylococcus.
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Podstata technického feSeni

Predmétem predlozené¢ho technického feSeni je kultivacni diagnostickd plida pro odliSeni
Staphylococcus epidermidis od ostatnich zastupcti rodu Staphylococcus, pticemz tato kultivaéni
diagnosticka ptida obsahuje trehalézu a pH indikator.

Kultivacni ptida podle ptedlozeného technického feSeni obsahuje slozky zakladni pady, které
jsou obvyklé a odbornikovi v oboru dobfe znamé, napt. zaklad pro pidu na bézi zivného agaru.
Zivny agar obsahuje masovy extrakt, pepton, NaCl a agar. pH kultivaéni piidy pred naotkovanim
by se mélo pohybovat mezi 7,5 a 8,5, nejvyhodnégji 8,0 £ 0,2. Je vyhodné, je-1i kultivaéni ptida
pevna.

Nejvyhodnéjsi kultivaéni padou je zivny agar obsahujici na 1 litr:

Masovy extrakt (susina) 3az15¢g
Pepton pro bakteriologii Jazl5g
NaCl 3az6g
Agar 10az20 g

a dale nize uvedené diagnostické suplementy trehalozu a pH indikétor.

Trehaloza, C12H22011, a-D-glukopyranosyl-(1—1)-a-D-glukopyranosid, je neredukujici cukr ze
skupiny disacharida. Sklada se ze dvou molekul glukdzy, které jsou mezi sebou spojené a, o —
vazbou. K jeho S$té€peni je tieba enzymu trehalazy. Staphylococcus epidermidis, jako jediny
zastupce rodu Staphylococcus, tento enzym nema a neni tedy schopen trehalézu $tépit. Této
vlastnosti 1ze vyuzit pti screeningové identifikaci izolovanych kment.

Vhodné mnozstvi trehal6zy pridavané do pudy je v rozmezi 0,5 az 2 % (W/v).

pH indikator pro pouziti v diagnostické kultivacni ptidé podle technického feseni je acidobazicky
indikator s barevnym piechodem v oblasti hodnot pH v rozmezi 6,0 az 7,5. Takovym indikatorem
muze byt naptiklad lakmus, methylcerven, a zejména bromthymolova modr.

pH indikator se do zivné pidy pfidava v mnozstvi v rozmezi 1.10° az 1.10 % (w/v).

Pii ptipravé diagnostické kultivacni pudy je trehaldza ptidavana do kultivaéniho média spolu
s pH indikatorem.

Pfedmétem predkladaného technického feSeni je sada pro pfipravu kultivaéni pady, ktera
obsahuje masovy extrakt, pepton, NaCl, agar, trehalozu a bromthymolovou modi. Uvedené
slozky jsou pak davkovany dle pozadavki na slozeni konkrétni ptidy pro konkrétni pouziti.

Na takto pfipravenou kultivacni piidu, zejména agar, se ockuje bakteridlni kultura a poté se
kultivuje pfi 37 °C po dobu alespoit 18 hodin. Hodnoti se schopnost kmene rast a Stépit
trehalozu. Stdpenim trehaldzy dochazi ke zméné pH agaru a tim ke zméné barvy indikatoru.
V ptipadé bromthymolové modti se jedna o zménu z pivodni modré az modrozelené barvy na
zlutou az zlutozelenou barvu. Rust kment se tedy na agaru projevi rustem zlutych kolonii
se zlutym az Zlutozelenym okolim trehal6za-pozitivnich druht rodu Staphylococcus a bezbarvych
kolonii s modrym az modrozelenym okolim (nezménénym) trehaldéza-negativniho druhu
Staphylococcus epidermidis.

Piedkladané technické feSeni je dale objasnéno v nasledujicim piikladu, aniZz je jim jakkoliv
omezen jeho rozsah.
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Objasnéni vykresu

Obr. 1 znazorfiyje pozitivni a negativni narist vybranych druha stafylokokti na padé s trehaldzou.

Priklad uskuteénéni technického fe$eni

Receptura agaru (g/1000 ml):

Masovy extrakt (susina) 10,0

Pepton pro bakteriologii 10,0

NaCl 50

Agar 15,0

Trehal6za 10,0

Bromthymolova modr (0,2% (w/w) roztok 1,2 ml
pH 8,0£0,2

Ptiprava agaru:

V nadob¢é se smicha kultivacni puda (vSechny slozky uvedené v receptuie) s 1000 ml
purifikované vody, necha se nabobtnat, poté se rozpusti a sterilizuje v autoklavu 20 minut pfi
121 °C. pH pudy se adjustuje na 8,0. Do Petriho misek se rozpliiuje 20 ml pudy po jejim
ochlazeni na 45 °C. Takto pfipravena kultivacni ptida ma pouzitelnost 1 tyden pti skladovani pii
teploté v rozmezi 4 az 8 °C.

Na takto pripravenou kultivaéni diagnostickou pudu byla z Eerstvé 24hodinové kultury
testovaného kmene sterilni ockovaci klickou pfenesena jedna kolonie a rozockovana. Po
18 hodinach kultivace bylo hodnoceno zbarveni kultury a jejiho okoli.
Piiklad vysledku kultivace je znazornén na obr. 1. Zluté se projevuji trehaléza-pozitivni kmeny
ostatnich druhti stafylokokti, modfe trehaléza negativni kmeny druhu Staphylococcus
epidermidis.
Na obr. 1:
= a, Db, f, h—trehaldza-negativni kmeny Staphylococcus epidermidis rostouci na pudé

Vv bezbarvych koloniich s modrym okolim kolonii;

= a-— sbirkovy kmen Staphylococcus epidermidis CCM 4418,

= b - sbirkovy kmen Staphylococcus epidermidis CCM 7221,

= T, h - Staphylococcus epidermidis — kmeny izolované z klinického materialu;

= ¢, d,e, g-trehaldéza-pozitivni kmeny rostouci na pud¢ ve Zlutych koloniich se zlutym
okolim;

= ¢ - sbirkovy kmen Staphylococcus aureus CCM 6188,

d — Staphylococcus hominis - kmen izolovany z klinického materialu,

e — Staphylococcus haemolyticus - kmen izolovany z klinického materialu,

g — sbirkovy kmen Staphylococcus aureus CCM 3953.
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Prumyslova vyuzitelnost

Diagnosticka ptda s trehaldzou najde uplatnéni vSude tam, kde je potieba odlisit Staphylococcus
epidermidis od dalsich klinicky vyznamnych zastupcu rodu Staphylococcus, tedy napi. v klinické
mikrobiologii ¢i epidemiologii a hygiene.

NAROKY NA OCHRANU
1. Kultivacni diagnosticka ptida pro odliseni Staphylococcus epidermidis od ostatnich zastupci
rodu Staphylococcus, vyznaéena tim, Ze obsahuje
- zékladni ptdu,
- trehal6zu v mnozstvi v rozmezi 0,5 az 2 % (w/v), a
- pH indikator s barevnym pifechodem v oblasti hodnot pH v rozmezi 6,0 az 7,5 v mnozstvi
Vv rozmezi 1.10° az 1.107 % (W/v).

2. Kultivacni ptida podle naroku 1, vyznacena tim, ze zékladni ptidou je zivny agar.

3. Kultivaéni puda podle kteréhokoliv z pfedchazejicich narokt, vyznacena tim, ze pH
kultivaéni pady je mezi 7,5 a 8,5, s vyhodou 8,0 + 0,2.

4. Kultivacni ptida podle kteréhokoliv z ptedchazejicich narok, vyznacena tim, ze zakladni
puda obsahuje nasledujici slozky v mnozstvi na 1 litr:

masovy extrakt - susina Jazl5g
pepton pro bakteriologii 3azl5g
NaCl 3Jaz6g
Agar 10az20 g.

5. Kultivaéni puda podle kteréhokoliv z pfedchazejicich narokt, vyznacena tim, ze pH
indikator je vybran za skupiny zahrnujici lakmus, methyl¢erven, bromthymolova modf,
s vyhodou je pH indikatorem bromthymolova modf.

6. Sada pro pripravu kultivaéni ptidy podle kteréhokoliv z predchazejicich naroki, vyznacena
tim, Ze obsahuje masovy extrakt, pepton, NaCl, agar, trehalozu a bromthymolovou modt.

1 vykres



Cz 33338 U1

Obr. 1
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