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Diagnostika nekterych
dalsich grampozitivnich
bakterii (enterokokd,
listerii, korynebakterii a
bacil()
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I Osnova

* rod Enterococcus
* G+ tycky
diagnostika enterokoku a G+ tycéek

 ukoly
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I Rod Enterococcus

G+ koky, ve dvojicich nebo kratkych retizcich
« fakultativné anaerobni, KAT-, OXI-

* vysoce odolné: az 6,5 % NacCl, 40 % zluci, azid
sodny (ptda Slanetz-Bartley), pH 4,8 az 11,
pulhodinové zahfati na 60 °C, primarni rezistence na
cefalosporiny

* soucasti normalni mikroflory streva

« puvodci mocovych infekci, nozokomialni kmeny jsou
casto rezistentni (bakteriémie, katetrove sepse,
meningitidy, endokarditidy, inf. zluCovych cest, ...)

 E. faecalis (90 %), E. faecium (5-10 %)

 VRE - vankomycin rezistentni enterokoky
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I Rod Enterococcus (2)

.
<7 P
 zlué eskulinovy agar (tmavé hnédé \ ™ .T;..--'""

az Cerné drobné kolonie nebo zbarvuji |

dvorec kultivaéni pady &erné)

« G+ koky, dvojice, retizky ¢ (

- pada Slanetz-Bartley (ruzové az ¢ervené kolonie)

medmicro.info;
prof. MVDr. Boris Skalka, DrSc. 4/32



I Rod Listeria . AN

G+ tycky, kratke, 48 \ -

« fakultativné anaerobni, KAT+

+ cs.wikipedia.org

+ odolné (rust pfi vysSich koncentracich NaCl nebo
Zzlucovych soli, rist pri nizkych teplotach)

« L. monocytogenes (listerioza), L. ivanovi (listerioza
ovCi)

* listeridoza:

- nejcastéji alimentarni infekce (nedostatecne
s s s O, (o) \YA 4
pasterovane mleko, syry, kruti a drubezi maso,
zelenina)

- nejcastéji probiha bezpriznakove, popr.

nevolnost, zvraceni, prujem 5/32



I Rod Listeria (2)

* listerioza:
- nejnebezpecnéjsi u oslabenych jedincti (nemoc,
stari, gravidita)
- infekce ran, meningitida, meningoencephalitida nebo
encefalitidami dospélych

- infekce placenty, plodovych obalu a celkové
generalizované onemocneéni plodu provazeneho
sepsi

- potraty ve druhém a tretim trimestru, narozeni
7 \YAR "4 I 4 O
mrtvych nebo tezce nemocnych novorozencu
(umiraji brzy po porodu)
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I Koryneformni tycky (,, difteroidy")

* termin pouzivany zpravidla pro nesporulujici G+
tycky, kyjovitého tvaru, nekdy rovne Ci zahnuté

* v minulosti vsechny v rodu Corynebacterium

« vytvoreny nove rody (Arcanobacterium, Rhodococcus,
Dermatophilus, Turicella, ...)

* Arcanobacterium haemolyticum - tonsilitidy, infekce
ran; KAT-, reverzni CAMP test

* Rhodococcus equi - infekce imunokompromitovanych
pacientU (transplantace, AIDS)
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| Reverzni CAMP test

Fig.3 Reverse CAMP test

A.haemolyticum Group B streptococcus

S.aureus

bmcinfectdis.biomedcentral.com
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I Rod Corynebacterium

, & .
* G+ nesporulujici tycky P X
kyjovitého tvaru, _.
nekdy pleomorfni L ’ .
C v g s " >
* typicke usporadani .
v palisadach a -
tzv. havranich k¥idlech . W .

 fakultativné anaerobni, pudy s teluricitanem

« odolné k vyschnuti a NaCl, nerostou na agaru bez
pridavku krve

 Corynebacterium diphtheriae

« nediftericka (=nezaskrtova) korynebakteria
(soucast mikrofléry kize)
9/32



I Corynebacterium diphtheriae

 puvodce zaskrtu (diftérie)

 diftericky toxin (nezbytna pritomnost genu tox,
prenaseny B-bakteriofagem, ireverzibilné blokuje
proteosyntézu — zanik infikované bunky)

« pseudomembrana z fibrinu, pod niz jsou bakterie
produkujici toxin - nekroza okolnich bunék

« pseudomembrany vznikajici ve sliznici HCD mohou
vest k jejich mechanické obstrukci, edéemu sliznice a
nasledné k uduseni

« akutni infekce Ié¢ena podanim antitoxint

« prevence ockovanim (hexavakcina)
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I Corynebacterium diphtheriae (2)

- masivni zvetseni krcnich
pseudomembrana uzlin u diftérie 11/32



I Nediftericka korynebakteria

« soucasti bézné mikroflory klize

. infekcoe ran, katéetrove sepse, postihuji vnitrni organy
pri pruniku do organismu

 Corynebacterium jejkeium:
- drive ,korynebakterium skupiny JK"

- nozokomialni infekce (az 40 % hospitalizovanych
pacienty, zfidka na kuzi zdravych jedincu)

- katétroveé sepse, polyrezistence

* Corynebacterium pseudotuberculosis — lymfadenitidy,
pneumonie, zanéty kuze

 Corynebacterium urealyticum - pyelonefritidy, cystitidy
12/32



I Rod Bacillus

G+ tycky, robustni, rovné az konkavni konce, tvori
endospory, Casto pohyblive, obvykle KAT+

. vétdina zastupcu b&zné pritomna v prostiedi (tvorba
endospor)

« v klinickém prostredi casté kontaminace

« podle morfologie spor rozdeleni do tri skupin:

- ovalné spory, nevyklenuji bunku (B. anthracis,
B. cereus, B. subtilis, ...)

- ovalné spory, vyklenuji bunku
(G. stearothermophilus, B. polymyxa, ...)

- sférickeé spory, vyklenuji bunku (B. sphaericus)

13/32



I Rod Bacillus (2)

* rozdéleni dle morfologie endospor:

ex : B. Subtibis
B, Corens
@ B. Thuringiensi
B. Antkracis
@ & * B, Polyxyma (fixc 1o N2)

@ ax : B. Pasteurit (dégrede Urkc)

membres.lycos.fr 14/32



I Bacillus anthracis

- obligatni patogen, pdivodce anthraxu (snét
slezinna, uhlak)

- plicni anthrax: spory pronikaji do plicnich alveold -
makrofagy do mediastinalnich uzlin (zpocatku
pripomina chripkovité onemocnéni) - hemoragicka
nekroza uzlin a bakteriémie — septicky sok a respiracni
selhani; bez vcasneho podani ATB letalita az 100 %

* kozni anthrax: papula v misté vstupu — vred se
silnym edémem a hemoragickou nekrozou v centru -
regionalni lymfadenitida —» sepse u neleceni infekce

» strevni anthrax: nauzea, zvraceni, horecka, bolesti
= V4 O. ] \Y4
bricha, krvave prujmy — sepse; letalita az 50 %

- |lekem volby jsou penicilinova ATB 15/32



I Dalsi druhy rodu Bacillus

* B. cereus - soucasti strevni mikroflory, alimentarni
enterotoxikozy pri premnozeni; devastujici infekce oka

* B. subtilis, Geobacillus (drive Bacillus)
stearothermophilus - spory prezivaji vysokeé teploty,
indikatory ucinnosti sterilizatoru
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I Lécba infekci zplsobenych
enterokoky a G+ tyckami

- enterokoky a listerie rezistentni na cefalosporiny

* E. faecalis ampicilin, E. faecium je k ampicilinu
primarneé rezistentni

* ko-trimoxazol, doxycyklin, jako rezerva vankomycin
 vankomycin rezistentni kmeny (VRE)

- zejména u hematoonkologickych pacientu

- linezolid (oxazolidinony, inhibice proteosyntéezy)

- quinupristin/dalfopristin (streptograminy, inhibice
proteosyntézy)
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I Enterokoky a G+ tycky:
prehled kultivace a mikroskopie

Mikroskopie

Kultivace

G+ koky G+ tycky, G+ tycky
v kratkych mohou tvorit skladajici se

retizcich retizky Ci vedle sebe
palisady (palisady,
y,havrani
kridla"“)
Sedave, podobné velmi drobné
velké asi entero- kolonie
jako S. kokUm, (podobné

agalactiae, hemolyza je mouce)
vetSinou bez Ci neni

hemolyzy,

ale i s virid.

Ci hemol.

G+ robustni
tycky,
sporulujici
(nemusi byt
viditelne)

plstovité
kolonie,
nekdy i
vyrazna
hemolyza
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I Diagnostika enterokoku

- biochemickeé testy: KAT-, stépeni arabinosy (E.
faecalis nestépi, puda je zelend, E. faecium §tépi,
zluta), ENCOCCUStest

- antigenni analyza: zpravidla se nepouziva (dle
Lancefieldové antigenni skupina D

 citlivost |ze testovat na béznéeém MH agaru bez krve

« specialni pudy na skrining VRE
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Diferencialni diagnostika
enterokoku

Gramovo barveni: grampozitivni koky, grampozitivni
tyCinky a ostatni bakterie

stafylokoky: KAT+, rUst na agaru s 10 % NaCl

streptokoky: nepfitomnost rustu na Slanetz-Bartleyho
&i zlu¢-eskulinové pudé, popt. PYR testem (kromé
S. pyogenes negativni)

enterokoky: rist na Slanetz-Bartleyho ¢i zluc-
eskulinové padé, PYR test pozitivni

vzdjemné rozliSeni enterokokl arabinézovym testem
nebo slozitéjsim ENCOCCUS testem
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I Diagnostika G+ tycek

 biochemické testy: KAT+ (Arcanobacterium KAT-),
biochemicky |ze rozlisovat koryneformni tycinky
navzajem (API Coryne, Remel)

 rlst pri nizkych teplotach, vysokych koncentracich
NaCl a hemolyticke interakce se pouzivaji v diagnostice
listerii

« prukaz antigenu - napr. priikaz difterického toxinu
Elekovym testem
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I Diferencialni diagnostika G+ tycek

u G+ tycCinek ale neni jednoznacny algoritmus!

Gramovo barveni: odlisi grampozitivni tyCinky od
ostatnich (bacily robustni tycky, casto tvorba endospor

bacily kultivacné charakteristické (velké plstovité
kolonie)

druhové urceni je mozné biochemickymi testy, testy
citlivosti na antibiotika apod.

pokud tycky nesporuluji a nejsou robustni, mélo
by jit o listerie nebo nekterou z koryneformnich
tycéek (samotnd nepfitomnost endospory neni dukaz!)

dalsi rozliSeni je mozné biochemicky, rtistem pfri
riznych teplotach, testy hemolytickych interakci
(synergismu, antagonismu) apod. 22/32



| Ukol 1: Mikroskopie kmeni

« obarvéte podle Grama osm kmeni
G+ koky, G+ tycky, jeden kmen G- tycka

* Bacillus - robustni tycinky, nekdy s nalezem
centralné az subterminalné ulozenych endospor, jez
mohou, ale nemusi vyklenovat tycCku

» Listeria - mikroskopicky drobné&jsi nez Bacillus,
neusporadaneé v palisadach, ale spise v kratkych
retizcich

« Corynebacterium - kyjovité, usporadane do palisad Ci
,havranich kridel"
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Ukol 2: Morfologie kolonii G+ kokf
a tycinek

« popiste kolonie, odhadneéete rody bakterii

 Bacillus - velké, ploché, suché, plstovité kolonie,
,rozlézajici* se po povrchu agaru, nekdy s vyraznou
hemolyzou, jindy zcela bez ni

* Listeria - bezbarvé az nasedlé kolonie, velmi
podobné enterokokovym, bez hemolyzy nebo s
hemolyzou

 Corynebacterium (a blizké rody) - sedavé nebo
bélave kolonie podobné stafylokokovym, ale nékdy i o
hodné mensi, vétsinou bez hemolyzy
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Ukol 3: Nékteré bézné biochemické
a kultivacni testy

* ukol 3a: katalazovy test (Listeria, Corynebacterium i
Bacillus pozitivni)

* Ukol 3b: rist na Slanetz-Bartleyho pudé (pro
enterokoky, pozitivni jsou ty, které nejen rostou, ale
navic maji typickou ruZovou az &ervenohnédou barvu)

« Ukol 3c: rast na zluc-eskulinové pldé (pro
enterokoky a listerie, pozitivni jsou cerné kolonie)

N,

medmicro.info;

prof. MVDr. Boris
Skalka, DrSc. 25/32




) Ukol 4: Vzajemné rozliseni
enterokok

* ukol 4a: arabinozovy test pro druhoveé rozliseni dvou
nejb&znéjsich druhl enterokoku (E. faecalis nestépi,
puda je zelend, E. faecium $tépi, zIutd)

« ukol 4b: ENCOCCUStest (vyhodnotte podle navodu,
pouze 8 reakci, neurcujte index typicnosti a %
pravdépodobnosti)
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Ukol 5: Dalsi metody k diagnostice
listerii
« Ukol 5a: rust listerii pri 4 °C (listerie je schopna

rust pri nizkych teplotach; nékteré druhy yersinii a
pseudomonad take.)

« kol 5b: demonstrace réstu Listeria monocytogenes
na chromogenni padé (puda ALOA, modré
zbarveni vsech kolonii listerii, pricemz patogenni
druhy navic maji kolem sebe halo (odlisné zbarvene
okoli kolonie).

27/32



I Ukol 5b: Chromogenni piida ALOA

modré zbarveni vsech kolonii listerii, patogenni druhy
maji kolem sebe halo

28/32



| Ukol 6: Vztah enterokokt a G+
tyCinek k antibiotikim

* ukol 6a: odectéte diskovy difuzni test

« ukol 6b: demonstrace testu citlivosti u kmene
Enterococcus faecium (k ampicilinu primarné
rezistentni)

 ukol 6¢: demonstrace kmene VRE
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I Ukol 7: Demonstrace Elekova testu

« precipitace mezi toxinem z toxickeho kmene a
antitoxinem z papirového prouzku napusténého
antisérem

Filtter paper strip with C. diphtheriae antitoxin
Precipitin line

Known toxigenic C. diphtheriae

Unknown (pt's isolate)

Known nontoxigenic C. diphtheriae

microbeonline. com
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I Po tomto cviceni byste meéli umeét:

» popsat zastupce rodu Enterococcus a hlavni klinicky
vyznamné G+ tyc¢ky, v¢. diagnostickych postupu, které
vedou k uspéesné identifikaci

 diskutovat vyznam VRE, jejich diagnosticke a
terapeutické moznosti

« obecné vysvétlit princip a vyznam precipitace v agaru a
popsat ElekUv test
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I Nadpis

e text
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