My name is
Coli.... E.Coli..!

Don’t worry, we are lab E coli
He is too influenced by
EHEC 0104:H4, cucumber E coli

[be)

G- enterobakterie, bakterialni
puvodci GIT infekci

Lékarska mikrobiologie — cviCeni
Mikrobiologicky ustav LF MU

http://ishbytes.blogspot.co.uk



Obsah cviceni

» Celed Enterobacteriaceae
» Rody Campylobacter a Helicobacter
» Celed Vibrionaceae



Celed Enterobacteriaceae

» G- tyCinky, vétSinou pohyblivé (nepohyblivé jsou pouze
shigelly, klebsiely a Yersinia pestis)

» Katalaza pozitivni, oxidaza negativni

» Vykazuji znacnou biochemickou aktivitu

» Bezni komenzalove, ale také patogeny obligatni |
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Patogeny celedi Enterobacteriaceae

» Pavodci systémovych infekci:
Yersinia pestis — puvodce moru
Antropopatogenni sérovary salmonel — Typhi, Paratyphi A, B
a C — puvodci bfisniho tyfu

» Puavodci strevnich infekci (obligatni patogeny):
Zoopatogenni serovary salmonel — Enteritidis, Typhimurium
— puvodci salmoneléz
Shigelly, Y. enterocalitica, Y. pseudotuberculosis

» Podminéné patogenni enterobakterie:

Rody Escherichia, Klebsiella, Proteus, Serratia,
Enterobacter



Yersinia pestis

» Onemocnéni: mor — formy moru:
Dyméjovy (bubonicky) mor
Plicni forma moru
Septicka forma moru
» Prenasec: blecha morova (Xenopsylla che:

» Zdroj: krysy, potkani a dalsi hlodavci

arrakis.es



Dymeéjovy (bubonicky) mor

emedicine.com

dermatology.about.com

TR . o hemoragie a srazeni krve -
bubon (zvetsena uzlina) v podpazi odtud oznadeni &erna smrt



Antropopatogenni salmonely

» Salmonella enterica spp. enterica serovary Typhi a
Paratyphi
» Onemocneéni: septicka onemocnéni brisni
tyfus/paratyfus
» Prenos: vstupni brana infekce = travici trakt (vétsinou
kontaminovana voda) - 10 az 14 dni inkubacni doba -
primarni bakteriemie s vysokymi teplotami a bolestmi
hlavy.
» Salmonella Typhi:
antigeny O (télove): 9, 12
antigeny H (biCikove): d
antigeny pozdra: Vi
» Widalova reakce (aglutinace)



Zoopatogenni salmonely

» Salmonella enterica spp. enterica serovary Enteritidi,
Typhimurium a dalsi.

» Prenos: fekalne-oralni (kontaminované potraviny,
predevsim syroveé Ci nedostatecne tepelne upraveneé
Kureci a veprové maso, vejce)

» Onemocnéni: salmonel6zy = prujmy bez krve, horecky,
zvraceni, u imunokompromitovanych az septicke stavy.

» Pro vyvolani onemocneéni je nezbytna vysoka infekcni
davka (cca 10° az 108 bakterii > nezbytné je tedy
pomnozeni v potravineg, nestaci se ,dotknout Spinavyma
rukama”)

» Salmonella Enteritidis:
antigeny O: 1, 9, 12
antigeny H: g, m



Rod Shigella

» Shigella dysenteriae, S. flexneri, ...

» Prenos: fekalne-oralni (nemoc ,Spinavych rukou®),
alimentarni prenos (vzacnéjsi, voda, miéko, ...)

» Onemocneéni: shigeldza = bacilarni uplavice/dysenterie
(prujmy s krvi a hlenem, horeCka, kieCe v bfiSe, zvraceni)

» Nutna nizka infek€éni davka (cca 102 bakterii),



Escherichia coli (1)

» Dulezita soucast stfevni mikroflory (produkce kolicint a
mikrocinu), omezuje kolonizaci stfeva jinymi bakteriemi.
E. coli zasobuje dokonce telo vitaminy (hlavneé E a K).

» Patogeny ve streve:

EPEC (enteropatogenni EC) — novorozenecké prujmy
ETEC (enterotoxigenni EC) — prijmy (cestovatelské)
EIEC (enteroinvazivni EC) — krvaveé prujmy

EHEC = STEC (enterohemoragicke, shiga-like toxigenni
EC) --> Onemocnéni: hemolyticko-uremicky syndrom
(prajem, zvraceni, horeCka, nasleduje anémie, petechie, ...
az selhani ledvin a neurologické priznaky).

» Zejmeéna serotyp O157:H7 (dale 026, O55, O111)
» Nutna nizka infek€ni davka (< 50 bakterii).



Escherichia coli (2)

» Patogeny ve streve:
EAEC (EAgQQEC, enteroagregativni EC) — cestovatelské
prajmy
DAEC (difuzne-adherentni EC) — cestovatelské vodnaté
prujmy se zvracenim

» Patogeny mimo strevo:
UPEC (uropatogenni EC)
kmeny zpusobuijici respiracni infekce, sepse, infekce ran,
novorozenecke meningitidy...

» Epidemie v Némecku 2011 (EAEC O104:H4, ktera
ziskala geny pro shiga toxin od STEC horizontalnim
pfenosem).



Escherichia coli (3)
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Rod Klebsiella

» Bakterie s pouzdrem.
» Klebsiella pneumoniae, K. oxytoca, K. ozaenae

» Casté nozokomidlni patogeny, zpusobuiji infekce
mOéOV)'/Ch CeSt, pneumor“e, A7 cancao

sys.chgb.org.cn



Rod Proteus

» Proteus mirabilis, Proteus vulgaris
» Puvodci mocCovych infekci

» Charakteristicky je plazivy rast (neroste jen v misté
iInokulace, ale Sifi se po povrchu agaru do stran), tzv.
Raussuv fenomén ¢i fenomén pribojové viny.




Multirezistentni enterobakterie (1)

» Rezistence na vetsi mnozstvi antibiotik.
» Casti producenti Sirokospektrych betalaktamaz typu

ESBL popr. ampC.
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Multirezistentni enterobakterie (1)
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Campylobacter jejuni

» Nepatfi mezi enterobakterie.
» G- zahnuta tyC€inka, oxidaza pozitivni

» Onemocneéni: kampylobakteriéza — prubéh a zavaznost
onemocneni srovnatelna se salmonelozou (vetSinou bez
zvraceni)

» Prenos: fekalné-oralni (kontaminované potraviny —
predevsSim drubezi maso)
» Specialni typ kultivace (ukol C.7):
cerna ,puda pro kampylobaktery“ (CCDA - charcoal-
cefoperazone-deoxycholate agar)
neroste na KA a ENDO
teplota 42 °C
zvysena tenze CO,
prodlouzena kultivace po dobu 48 hodin



Odbér stolice v mikrobiologii

» Parazitologie a virologie: kusova stolice

» Bakteriologie: muze byt i kusova stolice, ale lepSi je
tampon zanoreny do transportniho media (nejlépe
Amiesova puda)

» Pozn. odbérova nadobka na odbeér stolice jako jedina
nemusi byt sterilni



Helicobacter pylori

» Nepatfi mezi enterobakterie.

» G- zahnuta (spiralovita) tyCinka.

» V zaludku si mohutnou ureazovou aktivitou upravuje
mikroprostredi (vyuziti pro diagnostiku). MoCovina je
stepena na oxid uhliCity, ktery vyprcha, a zasadity
Cpavek > ten alkalizuje prostredi

» Podili se na gastroduodenalnich viedu.

» Kultivuje se na specialni pudé po dobu 5 dni.

H,N  NH,
A4 urease
C +H20—_""__+2NH3+C02
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Celed Vibrionaceae

» G- kratké zakrivené tyCinky, pohyblivé.
» Oxidaza pozitivni.
» Vyskyt: ve vode v teplych oblastech.

» Vibrio cholerae — cholera (=tézké prujmové
onemocneni, zvraceni).

» Serotypy: O1, 0139.
» Halofilni vibria:

Vibrio parahaemolyticus (gastroenteritis, krvavé prujmy)
Vibrio vulnificus (infekce ran, sepse)

» Rod Aeromonas: infekce ran (typicky pri manipulaci
s rybami a plody more)



Diferencialni diagnostika

» Gramovo barveni: G- tyCinky

» Endova puda: z klinicky vyznamnych rostou
enterobakterie, Vibrionaceae a G- nefermentujici tyCky
(=nefermentuji glukozu, viz. praktikum P06)

» Hajnova puda: pro odliseni GNFB (vSe negativni)

» Oxidaza pro odliseni vibrii (pozor, nekteré GNFB mohou
mit take pozitivni oxidazu; rod Plesiomonas ma take
pozitivni oxidazu, ackoliv patri do Celedi
Enterobacteriaceae)



Rozliseni enterobakterii

» Endova puda: mozné orientacni rozliSeni obligatnich
patogenu (vetSinou laktéza negativni) a potencialnich
patogenu (vétSinou laktoza pozitivni)

» Dalsi pudy:

XLD (salmonely ¢erné stredy kolonii, shigely ruzové, ostatni
enterobakterie zluté, G+ bakterie jsou inhibovany)

MAL, Deoxycholat-citratovy (DC) agar (obé pudy podobné
XLD, urCené pro enterobakterie)

CIN pro yersinie (tmavé ruzove drobné kolonie)
» Biochemickeé testy (Hajna, MIU, ENTEROtesty aj.)
» Antigenni analyza (zpravidla skliCkova aglutinace)



Stépeni laktézy na Endové pudé




Ukol é. 1 - Gramovo barveni

» Obarvéte podle Grama osm podezielych kmenu (pro
zopakovani: natrit - nechat uschnout - fixovat
plamenem - pote barvit: Gram 30 s - Lugol 20-30 s =
oplachnout vodou - alkohol 15-20 s - oplachnout
vodou > safranin 60 - oplachnout vodou - osusit
filtracnim papirem (nedrhnout bunicinou ani nicim
jinym!) - imerzni objektiv - olej)

» Nebarvéte kmen N — jiz je pro Vas obarven.

» Jeden z kmenu bude G+, vysledek si poznamenejte, dale
uz s nim ale nebudeme pracovat.



Ukol é. 2 - Kultivace na KA a ENDO

» Popiste kolonie na KA a ENDO.

» Na KA muzete vidét hemolyzu, neni ale dulezita pro
diagnostiku.

» Nezapomente ze L+ kmeny maji nejen Cervene (téz
ruzovocCervené nebo kovovy lesk) kolonie, ale i okolni
pudu (jinak je to jen pigment).

» Kmeny, které nerostou ani na jedné z pud a morfologicky
se jevi jJako zahnute, mohou byt kampylobakter — tycky,
které nejsou zahnuté budou probirany az v pristim
cviceni.



Ukol &. 3 - Diagnostika tyéinek
rostoucich na ENDO

» 3a: Hajnova puda: patrame po GNFB, biochemicky
neaktivnim kmenu (ij. cela puda je Cervena), pokud je
puda Zluta, tvofi kmen fermentuje Glc nebo Lac, pokud je
cerna, pak kmen tvori sirovodik

» 3b: Oxidaza: k odliSeni vibrii (oxidaza pozitivni) a
enterobakterii (oxidaza negativni). GNFB mohou byt
oxidaza pozitivni i negativni. Demonstracne na bocnim
stole!



Ukol &. 3 - Diagnostika tyéinek
rostoucich na ENDO - Hajnova puda

» Hajnova puda (Kligler's Iron Agar, KIA) — oCkovani
vpichem a nasledne hadkem
stépeni laktozy (A = negativni, B = pozitiv| A | o ] cllp ‘
stépeni glukézy (C = negativni, D = poziti
produkce H,S (pozitivni = zCernani pudy)
tvorba plynu (pozitivni = potrhana puda,
bublinky, plida vysunuta nahoru)

= == &




Ukol &. 4 - Dalsi kultivaéni a
biochemické testy

» 4a: popiSte kmeny na XLD(salmonely maji bledé kolonie
s cernym stfedem) a dalSich selektivnich pudach)

» 4b: ENTEROtest 16 (17 reakci: 1. je ONPG, 2. az 9. jsou
v prvnim fadku, 10. az 17. ve druhém radku)

rgfeindia.com



Ukol &. 5 - Antigenni analyza

» 5a: vylou€eni EPEC (sklickova aglutinace se dvéma
polyvalentnimi séry)

pro detekci 12 serovaru EPEC nonavalentni sérum (|, Il,
lll) a trivalentni sérum (1V)
pokud je jedno z nich pozitivni, pokracujeme s prislusnymi
trivalentnimi resp. monovalentnimi séry
neuziva se vzdy, obyCejné vSak u obligatnich patogenu
(salmonely, shigely, yersinie) a u stfevnich izolatu E. Coli pfi
podezieni na EPEC (déti do 3 let) nebo STEC

» Sb: urceni sérovaru salmonely (skliCkova aglutinace se
dvéma sery, obe musi byt pozitivni; Salmonella
Enteritidis pozitivni t€lovy antigen 9, biCikovy g, m)



Ukol &. 6 - Testy citlivosti na ATB

» Antibioticka citlivost se neurCuje u kmenu ze stolice (u
bakterialnich prujmu podani ATB prodluzuje dobu
vyluCovani patogenu ze stfeva, doporucuji se probiotika).

» ATB citlivost se urCuje u kmenu z moc€e — spektrum
testovanych ATB zahrnuje i Iéky pouzivané pri lécbe
mocovych infekci (napf. nitrofurantoin).



Ukol &. 7 - Dg. kampylobakteri

» Specialni typ kultivace:

¢erna ,plda pro kampylobaktery“ (CCDA — charcoal-
cefoperazone-deoxycholate agar)

neroste na KAa ENDO

teplota 42 °C

zvysena tenze CO,

prodlouzena kultivace po dobu
48 hodin

» Oxidaza pozitivni (typicky opozdena pozitivita)



Ukol &. 8 - Ureazovy test v dg.
helikobakteru

» Helikobaktery nerostou na béznych pudach (maji
specialni pudu, kultivace 5 dni)

» Vyuziva se stepeni urey (ureazova aktivita je tak silna, ze
muzeme pracovat pfimo s odebranym vzorkem

(zaludecCni tkan) S
» Pozitivni = Cervena o
Vni = Jluta ‘R© &%
» Negativni = Zluta 99
L
-

clsdiagnostics.com

» Provedeni: pacientovi se poda tézkym izotopem uhliku nebo radioaktivnim izotopem
uhliku zna¢eni moc€ovina = u zdravého jedince je vylou¢ena mocovina stolici, u
pacienta s pfitomnosti helikobaktera se stépi moc€ovina uz v zaludku a znaceny CO,
se projevi ve vydechovaném vzduchu).



Ukol &. 9 - Dg. Celedi Vibrionaceae

» Mikroskopicky zahnuta tyCka
» Kultivace:
pomnozi se v alkalické peptonove vode
pevna plida: TCZS (thiosiran-citrat-Zlu¢-sacharéza)
» Biochemicka identifikace: sada ENTEROtest 16, ale s
jinou matici-
» Antigenni analyza: sérovary O1 a 0139

» DalSi biochemické testovani sérovaru O1 (biovary
Classic a El Tor)



Ukol &. 9 - Dg. Celedi Vibrionaceae




Po tomto cviceni byste méli znat:

v u v v

a Vibrionaceae a rodu Campylobacter a Helicobacter
vCetné diagnostickych postupu, které vedou k uspésné
identifikaci.
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escherichii a vibrii.



