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I Osnova

 Celed Enterobacteriaceae

 rod Campylobacter, rod Helicobacter
 Celed Vibrionaceae

* Ukoly
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I Celed’ Enterobacteriaceae

* G- tycky, vétsinou pohybliveé (kromé shigel, klebsiel a
Y. pestis),

* OXI- (KAT+), biochemicky znacne aktivni

« komenzalove, saprofyté, patogeny strevni i
mimostrevni (obligatni i oportunni patogeny)

« klinicky nejdulezitéjsi celed G- tyéek

3/33



Celed’ Enterobacteriaceae:
patogeny

« zpusobujici celkové (systémové) infekce:
- Yersinia pestis (mor)

- antropopatogenni serovary salmonel (sérovary
Typhi, Paratyphi A, B a C - brisni tyfus)

» obligatni patogeny zpusobujici zpravidla stfevni infekce:

- zoopatogenni serovary salmonel (sérovary
Enteritidis, Typhimurium - salmonelozy)

- shigely, Y. enterocolitica, Y. pseudotuberculosis

 podminéene patogenni enterobakterie:

- rody Escherichia, Klebsiella, Proteus, Serratia,
Enterobacter, ...

4/33



Yersinia pestis

plivodce moru

« prenasec: blecha morova (Xenopsylla cheopsis)

zdroj: krysy, potkani a jini hlodavci
« formy onemocnéni:

- dymejovy (bubonicky) mor

- plicni forma

- septicka forma

arrakis.es
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I Dymejovy (bubonicky) mor

emedicine. com

dermatnlngy.ahnut.::nm

hemoragie a srazeni krve -

bubon (zvetsena uzlina) v podpazi odtud oznadeni &erna smrt
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I Antropopatogenni salmonely

S. enterica spp. enterica sérovary Typhi a Paratyphi
« septicka onemocnéni brisni tyfus/paratyfus

« vstupni branou je travici trakt (kontaminovana voda) -
inkubacni doba 10-14 dni —»
primarni bakterieémie,

vysoke teploty, s
silné bolesti hlavy ﬁ? f%\ ,\
+ S. Typhi ‘ ;
- antigeny O0: 9, 12
- antigeny H: d e MR
- antigeny pouzdra: Vi I = s

mm 1.000

http:ﬂcentrumcatovnimediciﬁy.cz

 Widalova reakce (aglutinace) 7/33



I Zoopatogenni salmonely

S. enterica spp. enterica sérovary Enteritidis,
Typhimurium, aj.

« fekalné-oralni prenos — kontaminované potraviny
u V4 - V4 O A\ AV 4 \Y4 V4
(zejmena vejce, syrove drubezl a veprove maso)

- salmoneldzy (prujmy bez krve, hore¢ka, zvraceni, u
V 4 u - o A4 7
oslabenych jedincu mozna sepse)

- vysoka infek¢ni davka (cca 105-108 bakterii) =
nutnost pomnozit se v nejake potravine

S. Enteritidis
- antigeny O0: 1,9, 12

- antigeny H: g, m
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l Rod Shigella

 Shigella dysenteriae, S. flexneri, ...

« fekalneé-oralni prenos, typicka nemoc ,Spinavych
rukou™, mozny i alimentarni prenos (voda, mléko, ...)

- V4 mg 7 Y 4 - - O.
* shigeloza = bacilarni uplavice/dysenterie (prujmy
s krvi a hlenem, horecCka, krecCe v brise, zvraceni)

* nizka infekcni davka (cca 102 bakterii)
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d Escherichia coli

. duleZitd soudast stfevni mikroflory (produkce kolicint a
. . (o) . . . v . s . . .
mikrocinu), omezuje kolonizaci streva jinymi bakteriemi

* patogeny ve streve:

EPEC (enteropatogenni EC) - novorozenecké prﬁjmy
ETEC (enterotoxigenni EC) - prujmy (cestovatelské)
EIEC (enteroinvazivni EC) - krvavé prujmy

EHEC = STEC (enterohemoragicke, shiga-like
toxigenni EC) - hemolyticko-uremicky syndrom
(prujem, zvraceni, hore¢ka, nasleduje anémie,
petechie, ... az selhani ledvin a neurologicke priznaky)
* zejména sérotyp 0157:H7 (dale 026, O55, 0111)

* nizka infekcéni davka (< 50 bakterii)
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I Escherichia coli (2)

* patogeny ve streve:
- EAEC (enteroagregativni EC) - cestovatelské prujmy

- DAEC (difuzné-adherentni EC) - cestovatelske
vodnaté prujmy se zvracenim

* patogeny mimo strevo:
- UPEC (uropatogenni EC)

- kmeny zpusobujici respirani infekce, sepse, infekce
ran, novorozenecké meningitidy...

« epidemie v Nemecku 2011 (EAEC 0104:H4, ktera
ziskala geny pro shiga toxin od STEC horizontalnim
prenosem)

11/33



microbewiki.kenyon.edu
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I Rod Klebsiella

« opouzdrene bakterie
 Klebsiella pneumoniae, K. oxytoca, K. ozaenae
 nozokomialni patogeny

- infekce mocCovych cest

- pneumonie, sepse )

bact. wisc.edu

= rl.-
. o
H"“---_..H.. sys.chgb.org.cn
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I Rod Proteus

* Proteus mirabilis, Proteus vulgaris
« plivodci mocovych infekci

* typicky je plazivy rast (tj. neroste jen v misté
inokulace, ale sSiri se po povrchu agaru do stran), tzv.
RaussuUv fenomén ¢& fenomén ptibojové viny

Proteus mirabilis
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I Multirezistentni enterobakterie

 rezistence na vétsi mnozstvi antibiotik

 Casti producenti Sirokospektrych betalaktamaz typu
ESBL popr. ampC

Percentage resistance i - ,-"'r ﬁ\.
s 1 UL,
e Y 7 N
1to < 5% N By
5to < 10% t . aﬁh 1,\.,.
10 to < 25% p T
I | , E /. H Z5to < 50% ""v":gp
t - = 50% it
ZO a y ' CO I Mo data reported orless than 10 isolates A
rezistentnI’ 1 Motincluded f

k aminopenicilindm, 3
rok 2013

B Liechtenstein %
mm Luxembourg 5 g

mm MMalta () ECDC s, TESSy 1 5 / 3 3



I Multirezistentni enterobakterie (2)
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I Campylobacter jejuni

* G- zahnuta tycka (nepatri mezi enterobakterie), OXI+

- kampylobakteridza - prubé&h a zadvaznost onemocnéni
srovnatelna se salmonelozou (nebyva zvraceni)

« fekalné-oralni prenos — kontaminované potraviny
(zejména driibezi maso)

« specialni kultivace (viz ukol €. 7):

- &erna ,puda pro kampylobaktery" (CCDA - charcoal-
cefoperazone-deoxycholate agar);
neroste na KA a ENDO

- teplota 42 °C
- zvysena tenze CO,

- prodlouzena kultivace na 48 hodin



I Helicobacter pylori

* G- zahnuta (spiralovita) tycka (nepatri mezi
enterobakterie)

* v zaludku » mohutnou ureazovou aktivitou si
upravuje mikroprostredi (vyuziti pro dg.)

« podil na vzniku gastroduodenalnich viedl

- specialni puda ROy i\ LY
(kultivace 5 dni) SN W o

LR N, A3 1}( ";’ ?\:': f’iﬁ o/.) B
N S urease ANV -85 f-- \f/f TR

C +H,0 ~—2NH+C0; By RA o Y AR

3

|| -\\até‘ o ) \ - .uid ¢
\ :T ¢ F*"':‘%:z;,” '\--. ;



I Celed’: Vibrionaceae

« G- kratke zakrivene tycky, pohyblive, OXI+
* ve vode v teplych oblastech

* Vibrio cholerae — cholera (t&82ké prujmové
onemocneni, zvraceni), sérotypy O1 a 0139

* halofilni vibria: T

- V. parahaemolyticus
(gastroenteritis,
krvavé prujmy)

- V. vulnificus
(infekce ran, sepse)
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I Diferencialni diagnostika

 Gramovo barveni pro odliseni G- tycek

« ENDO: z klinicky vyznamnych rostou enterobakterie,
Vibrionaceae a G- nefermentujici tycky (GNFB;
praktikum P06)

« Hajnova puda pro odliSeni GNFB (vSe negativni)

« Oxidaza pro odliseni vibrii (pozor, nekteré GNFB
mohou mit takeé pozitivni oxidazu; rod Plesiomonas ma
take pozitivni oxidazu, ackoliv patri do celedi
Enterobacteriaceae)
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I Rozliseni enterobakterii

« ENDO: mozné orientacni rozliseni obligatnich
patogenu (vet$inou L-) a potencialnich patogenu
(veétsinou L+)

« daldi pudy:

- XLD (salmonely éerné, shigely ruzové, ostatni
enterobakterie zluté, G+ bakterie jsou inhibovany)

- MAL, Deoxycholdt-citrdtovy (DC) agar (obé& pudy
podobné XLD, urcené pro enterobakterie)

- CIN pro yersinie
* biochemickeé testy (Hajna, MIU, ENTEROtesty aj.)

- antigenni analyza (zpravidla sklickova aglutinace)
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| Ukol 1: Mikroskopie kmeni

- obarvéte podle Grama sedm kmeni (kromé
kmenu N, ten je pro Vas jiz obarven)

» jeden z kmenu bude G+, vysledek si poznameneite,
dale uz s nim ale nebudeme pracovat
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J Ukol 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 cervené (téz
ruzovocervené 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 jako zahnuté mohou byt
kampylobakter

- tycky, které nejsou zahnuté budou probirany az
v dalsim z praktik
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I Ukol 3: Skupinova dg. G- tycek
rostoucich na ENDO
* ukol 3a: Hajna - patrame po GNFB, biochemicky
neaktivhim kmenu (tj. cela plida je cervena),

pokud je puda zlutd, tvori kmen fermentuje Glc nebo
Lac, pokud je cerna, pak kmen tvori sirovodik

« ukol 3b: Oxidaza - pro odliSeni vibrii (OXI+) a
enterobakterii (OXI-), GNFB mohou byt OXI+ i OXI-
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) Ukol 3: Skupinova dg. G- tyéek
rostoucich na ENDO - HAJNA

 Hajnova puada (Kligler's Iron Agar, KIA) ‘ A | 3 | c ] . ‘
steépeni laktozy (A = NEG, B = POZ)
stepeni glukozy (C = NEG, D = POZ2)
produkce H,S (POZ = z&ernani pudy)
tvorba plynu (POZ = potrhand puda,

bublinky, puda vysunutd nahoru)

ockovani vpichem
a tzv. hadkem
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) Ukol 4: Dalsi kultivaéni a
biochemicke testy

* ukol 4a: popiste kmeny na XLD (salmonely maji
bledé kolonie s cernym stredem) a dalSich selektivnich

pudach ' \

* Ukol 4b: ENTEROtest 16 (17 reakci: 1. je ONPG,
2. az 9. jsou v prvnim radku, 10. az 17. ve druhém
radku)
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] Ukol 5: Antigenni analyza

* ukol 5a: vylouceni EPEC (sklickova aglutinace se
dvéma polyvalentnimi séry)

- pro detekci 12 serovaru EPEC nonavalentni sérum
(I, II, III) a trivalentni sérum (IV)

- pokud je jedno z nich pozitivni, pokracujeme s
prislusnymi trivalentnimi resp. monovalentnimi séry

- neuziva se vzdy, obycejné vsak u obligatnich
patogenl (salmonely, shigely, yersinie) a u stfevnich
izoladtu E. coli pti podezieni na EPEC (déti do 3 let)
nebo STEC

* Ukol 5b: urceni sérovaru salmonely (sklickova
aglutinace se dvéma séry, obé musi byt pozitivni;
S. Enteritidis pozitivni télovy antigen 9, bicikovy g, mz)7/33



I Ukol 6: test citlivosti na ATB

- antibioticka citlivost se neurcuje u kmen ze stolice
(u bakteridlnich prujmu podani ATB prodluzuje dobu
vyluéovani patogenu ze stfeva, doporuduji se probiotika)

- antibioticka citlivost se urcuje u kmenidl z moce

- spektrum testovanych ATB zahrnuje i leky pouzivané
pri lécbé mocovych infekci (napr. nitrofurantoin)
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J Ukol 7: Dg. kampylobakteri

- specialni kultivace:

- c¢erna ,,puda pro kampylobaktery" (CCDA -
charcoal-cefoperazone-deoxycholate agar);
neroste na KA a ENDO

- teplota 42 °C
- zvysena tenze CO2
- prodlouzena kultivace na 48 hodin

 OXI+ (typicky opozdéna pozitivita)
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Ukol 8: Ureazovy test
v diagnostice helikobakteri

helikobaktery nerostou na béZnych pUdach (maji
specialni pudu, kultivace 5 dni)

vyuziva se stépeni urey (ureazova aktivita je tak silng,
\Y4 OV \ 4 4 V4

Ze muzeme pracovat primo s odebranym vzorkem
(zaludecni tkan)

POZ = Cervena Endog.. ;;_‘
NEG = Zluta s SN
9
&
-

clsdiagnostics.com
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j Ukol 9: Dg. Eeledi Vibrionaceae

« mikroskopicky zahnuta tycka

* kultivace:
- pomnozeni v alkalické peptonové vodé
- pevné puda TCZS (thiosiran-citrat-zlué-sacharéza)

« pro biochemickou identifikaci miZeme pouzit sadu
ENTEROtest 16, ale s jinou matici

« antigenni analyza: sérovary O1 a 0139

 dalsi biochemické testovani sérovaru O1 (biovary
Classic a El Tor)
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I Po tomto cviceni byste meéli umeét:

* spravne pouzit dekontaminacni metody (dezinfekce,
vVvrs v . I (o) ’
vyssi stupen dezinfekce, sterilizace) pro ruzné druhy
.73 0 . s
materialu a situaci

* spravne si myt a dezinfikovat ruce

 popsat nejdulezitéjsi zastupce Celedi Enterobacteriaceae
a Vibrionaceae a rodd Campylobacter a Helicobacter vc.
diagnostickych postupu, které vedou k Uspésné
identifikaci

« posoudit, kdy je vhodné vyuzit antigenni analyzu

n n [ n O N = NV =« V7 V4
* jmenovat klinicky nejdulezitejsi serovary salmonel,
escherichii a vibrii
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