Nez doopravdy zacheme:

m Zapalte si kahany. Kazdy pulstul si vezme jedno
podlozni sklicko a kapne na nej MALOU kapku
fyziologického roztoku. V ni vyzihanou klickou
rozmichejte jeden z kmenu. Pulstul nejdale od
tabule rozmicha K, druha polovina téhoz stolu L,
dale MaN,PaQ,RasS (kmen S bude zpracovavat
pulstul nejblize k tabuli). Pofadné to rozmichejte
v kapce a roztahnete do plochy. Kahan zhasnete.
Behem vykladu nam to vyhodné uschne.

m Udelejte POUZE TOTO, nepokraCUJte Y barvenl — to

budeme delat az po vykladu!



Jeste technicke upozorneni —
desinfekce rukou

m Jak jste si vSimli, namisto lavoru s
chloraminem se v zadni casti praktikarny
objevila desinfekce SPITACID a vedle
mydla | mydlo tekute. Spitacid se pouziva
tak, Ze se nanese na suchéeé ruce, dukladné
se promnutim dopravi na vsechna mista
hibetu ruky a dlané a necha se pusobit do
zaschnuti. Teprve pak Ize ruce umyvat
mydlem cCi tekutym mydlem!-
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Mikrobiologicky ustav uvadi

NA STOPE PACHATELE

Dil Gtvrty:

O

‘ Enterobakterie (a spol.)




Opéet zacheme testikem...

— m Které jsou klinicky vyznamné G+ koky?
Stafylokoky, streptokoky, enterokoky

m A které klinicky vyznamnée G+ tyCinky?
Napr. listerie, koryneformni tyCinky, bacily

m Jak odlisime od ostatnich koku stafylokoky?
Pozitivni katalazou a rustem na 10 % NaCl

m Jak rozliSime streptokoky od enterokoku?
Streptokoky nerostou na SB ani na ZE pidé.

Pomoci nam muze i PYR test



Testik pokracCuje...

— m Jak mUzZeme navzajem rozliSit enterokoky?
Arabinosovym testem, pripadne EnCOCCUS
m Na ktera atb jsou rezistentni enterokoky?

Cefalosporiny, ale i makrolidy, linkosamidy,
E..faecium navic i na ampicilin

m Co jsou to MRSA a VRE a proC nas zajimaji?
Jsou to multirezistetni epid. zavazné kmeny

m Jak pozname listerie?

Rostou i pri nizkych teplotach, vysokych

koncentracich NaCl, Ize vyuzit chromog. pudy



A testik jeste pokracCuje...

~ m Co Je palisada a jak souvisi s korynebakterii?

Rané stredovéké opevnéni z kulu. Palisadu
pripomina usporadani koryneformnich tycek.

m Mohou byt korynebakteria beznou florou?

Ano! Jsou jednou z nejbeznejsich soucasti
bézné mikroflory kuze (vedle stafylokoku)

m Z kterych pfislusniku rodu Bacillus jde strach?

B. anthracis (Ladinek), B. cereus (Spagety)

= VV Cem nam naopak bacily pomahaji?

Vyuzivame je pfi kontrole sterilizatoru



Na zacatek basen...

CHAMPION INCUBATORS

Nemuzem vzdy slepici
kontrolovat stolici.
Jednou projdem drubezarnou
a stolici najdem zdarnou.
Prileti vSak holub bely
zanese tam salmonely.
=== Odnesou pak vejce

\.  pro cukrare — strejce
Cukrar — stryCek nevinny
nadela z ni zmrzliny
Mladez sni ji s duvérou

a vSichni se....




Prlbeh prvnl

m Slecna Tereza je mlsna Dnes si po obede
dala kremovy zakusek. Odpoledne ji zacalo
bolet bricho, a pochopila, ze vzdalit se na
delsi dobu z domu nelze. Navstivila leékare,
ten ji odebral vyter z ritniho kanalu. Za
nekolik dni volali Tereze z uzemniho
pracoviste krajske hygienicke stanice.
Tereza si byla jista, ze za vSechno muze
kremovy zakusek. Ukazalo se vsak, ze jeji

podezreni bylo falesne...



Kdo je tedy skutecny vinik?

= Bakterialnim vinikem je Salmonella enterica serovar
Enteritidis, zkracené Salmonella Enteritidis -
m Vinik — jidlo nemuze byt krémovy zakusek!
Neodpovida totiz inkubacni doba, ktere je u
salmoneldz zpravidla dva dny, nekdy ale | tydems=

m Vinikem — jidlem se nakonec ukazal byt zloutkovy
venecek, ktery Tereza zbastila o dva dny driv

m Lidskym vinikem bude pravdepodobne nekdo
v.cukrarne ,U hysterickeé cukrarky”, kde nekdo neco
nejspis zanedbal. Prave ted po tom patra oddeleni
hygieny vyzivy KHS. Muze jit o primarni Ci
sekundarni kontaminaci jidla.




Salmonela




Sulmonellu Salmonella

Food Poisoning

- BB R

Food and Environmental
Hyghene Department




Skutecna vzpominka
as. Zahradnicka

o Kdyz Jeste byI aS|stent Zahradnicek mlady, pracoval
rok a tri Ctvrte na (tehdy) mestske hygienicke stanici.
K jeho praci patrila tzv. depistazni Cinnost pri
salmonelovych infekcich; vetsinou telefonicky,
nekdy | osobne

m Jednou prijeli k domu rodicu, jejichz dité (asi rocni)
zemrelo na infekcni klinice na salmonelovou sepsi.
Bohuzel se ukazalo, ze rodiCum jesté nemocnice
nestacila podat informaci o umrti ditete — my jsme
naopak mysleli, ze to urcCite vedi. As Zahradnicek

asi v Zivoté nezazil méné pfijemnou situaci..
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Salmonelova
endokarditis




Primarni patogeny z rad
enterobakterii

m Enterobacteriaceae je klinicky nejdulezitéjsi Celed
gramnegativnich tyCinek (ale dulezita je i pro ne-
Klinicka odveti mikrobiologie)

m Nejhorsi patogeny zpusobuiji celkové infekce: je to
Yersinia pestis a tzv. antropopatogenni serovary
salmonel (serovary Typhi, Paratyphi A, Paratyphi B
a Paratyphi C)

m Zavazné jsou ale i obligatni patogeny pusobici
zpravidla ,jen” strevni infekce. | u nich je vsak riziko
sepse, hlavne u oslabenych osob

m Tyka se to rodu Salmonella, Shigella a Yersinia
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PFib&h druhy

pretrvavajici potize pri moceni

m Pani Mokra ma podobné potize opakovane.
Po trech porodech ma narusenou svalovinu
panevniho dna, lecCila se I pro inkontinenci
moce. Lekari ji upozornili, ze riziko mocove
infekce je u ni zvysene, protoze ma
narusené mechanismy normalni obrany proti
infekci. Je to trochu bludny kruh, protoze
opakované infekce stav SllanCjaJB_ZhQ[SUJ'i




Kdo za to tentokrat muze?

__m Vinikem je Escherichia coli, respektive jeji

uropatogenni kmen (uropatogenni E. coli — UPEC)
m Vinikem by mohla byt | kterakoli jina z podminene

patogennich enterobakterii (ale i obligatne

patogenni kmeny, napr. salmonely, se uplatnuiji)

v u LD a4

soucasti strevni mikroflory, kde je zdravi

prospésna. Muze vsak i Skodit, a tyka se to hlavné
specifickych kmenu: ve stfrevé EPEC
(enteropatogenni EC), ETEC (enterotoxicke EC),
EIEC (enteroinvazivni EC), STEC (shiga-like
toxigenni EC), mimo stfevo hlavné zminéné UPEC.




Stena mocoveho mechyre
s adherovanymi escherichiemi
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| kornealni vied muze
zpusobit Escherichia coli
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8 Cervené Ny
Prehled pigmentovanyly o i
enterobakterii Kmen Seracicgt <Y

Pribeh | Patogenita |Priklady
_ Systémova | Y. pestis, AP** salmonely

1. Strevni ZP* salmonely, shigely, yersinie

2. Potencialni | Klebsiely, enterobaktery, protey,
providencie, morganely,
citrobaktery, serracie a jiné

— Témer Mnoho druhu, napriklad Pragia
nulova fontium a Budvicia aquatica

*zoopatogeneni **antropopatogenni



Co tropi
klebsielly. ..




Pribeh treti

w Student Frantisek je ¢astym navétévnikem
fast-foodu. Hlavné si rad a ¢asto pochutnava
na jidlech z kureciho masa.

m Proto ani hygienici neprisli na to, které
konkrétni jidlo mohlo za jeho prujmove potize.
Frantisek si myslel, ze ma nejspis
salmonelozu. Hygienici mu vsak vysvetlili, ze
salmoneloza se prenasi hlavne z vajicek,
kdezto nas vinik spise z kureciho masa.
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Vinikem je tot \ ;
m Campylobacter jejuni, gmmnegati\m

tyCinka. Nepatri mezi enterobakterie, ale
kampylobakterioza je svym prubehem a
zavaznosti srovnatelna se salmonel6zou

m Pocet pripadu u nas je v poslednich letech
priblizne stejny jako v pripade salmonelozy.
Tezko rici, do jakée miry kampylobakteriozy
skutecne pribylo a do jaké je jen lepe
diagnostikovana nez drive
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Odbocka, ale pro praxi dulezita:
Neco malo o odberu stolice

'm Zatimco na parazitologii a virologii je nezbytna
kusova stolice, na bakteriologii sice neni chybou |
poslat, ale neni nutna

m Dnes je metodou volby tampon zanoreny do
transportnino media (nejlepe Amiesova). Je to prave

predevsim kvuli kampylobakterum



m Pomalu uz nevi, jestli je vic doma doma, nebo

na gastroenterologii, a fibroskopy polyka casteji
nez sve drive oblibene utopence.

m Pri posledni gastrofibroskopii mu endoskopicky
odebrali dva vzorky — jeden poslali na
histologicke, druhy na mikrobiologicke vysetreni

m Obe vysetreni potvrdila totez: z/ocinec je tam.




Tentokrat jen
spolupachatel

- Pepticke (tedy gastrlcke ¢i duodé
Jjsou onemocnenim, které vznika souhrou

T F v

vice

pricin. Takovym onemocnenim rikame obvykle

multifaktorialni.
m Dodnes se nejen mezi praktickymi lékari,

ale |

mezi odborniky liSi nazory na podil bakterie
Helicobacter pylori na viedové onemocneni.
Jisto je, ze jsou | zdravi lidé s hellkobakterem

stejne tak je ale jisto, ze helikobakter svuij

nevyznamny, podil na onemocnéeni ma.



Jak zloCinec preziva v extremne

__nepfiznivém prostedi Zaludku?

m Upravuje si své mikroprostredi — alkalizuje si
ho, stepe mocovinu

m MocCovina se rozstepi na kysely oxid uhliCity,
Ktery vyprcha, a zasadity cpavek, ktery
zustane a alkalizuje prostredi

= St&peni mocoviny probiha podle reakce:

=



Jeste jednou stepeni mocoviny

e plep
Go b

e b

I L = ‘. "

(zde misto cpavku NH,OH figuruje

amoniak NH;, proto take do reakce

vstupuje jen jedna molekula vody — NH; —

se ovSem jako plyn okamzite slucuje s \
dalsi molekulou vody na NH,OH







Komplikace
helikobakterového

onemocheéeni
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Enterobakterie - metody

m Primé metody
= Mikroskopie — v praxi ma maly vyznam, protoze
je jich mnoho a v mikroskopu jsou vsechny
stejne. Nicméne v praktiku ji pouzijeme
= Kultivace — pouziva se mnoho ruznych pud
= Biochemicka identifikace — velmi dulezita
= Antigenni analyza — salmonely, shigely, EPEC

m Neprime metody (protilatky)
= Widalova reakce u tyfu, protilatky-protiyersiniim—

Jv




Fotografie z databaze
zlodincu 1: Salmonela

——




Fotografie z databaze zloCincu 2
Proteus mirabilis, P. vulgaris (dole)

e

Pro protey je typicke, ze nerostou
jen v.miste inokulace, ale Siri se
po povrchu agaru do stran
(plazivy rust, Raussuv fenomeén,
také fenomén pribojove viny



Proteus dle as. Petra Ondrovcika

,Je sice pekne, kolego, ze dovedete dekarboxylovat ornitin;

mnohem smutnéjSi ovSem je, Ze se ve vétSinépiipadt——

neumite poradne plazit!”







Fotografie z databaze zlocCincu 3
Klebsiely a escherichie |

- .7'—_\

Kolonie klebsiel na KA ... 1 kdyz zrovna tohle E.

jsou hlenovitéjsi a bélejsi coli je taky pomeérne bile
nez kolonie E. cali... a hlenovité ©




Fotografie z databaze zloCincu 4
Escherichie Il

Pokud escherichie
na KA hemolyzuji
(a to je dost
casto), uvede se
to pripadne do
vysledku, ale
nehodnoti se to
jako zvilastni

diagnosticky znak




Odliseni od ostatnich podezrelych
(diferencialni diagnostika)

m Gramovo barveni odlisi gramnegativni tyCinky
od ostatnich bakterii

m Endova puda poprvé: rostou na ni z klinicky
vyznamnych jen enterobakterie, prislusnici
celedi Vibrionaceae a gramnegativni
nefermentujici tyCinky

m Vibrionaceae odlisi pozitivhi oxidaza

m Nefermentujici odlisi to, ze nefermentuji
glukozu (napr Hajnova puda zustava po

- lIaVaVallll avVeal.’

kultivaci cela Cervena, nezmeniw




Rozliseni enterobakterii navzajem

m Endova puda podruhé: orientacni rozliSeni
obligatnich patogenu (vétSinou L-) a
potencialnich patogenu (zpravidla L+)

m Spousta dalSich pud: XLD, MAL, DC, WB
a dalsi na salmonely, CIN na yersinie aj.

m Biochemickeé testy: Hajnova puda, test

MIU, Svejcarova plotna, EN

EROtesty aj.

m Antigenni analyza zpravidla sklickovou

aglutinaci




Ukol 1: Defilé podezielych

(barveni kultur podle Grama)

m Obarvete podle Grama ctyri podezrele
kmeny (pro zopakovani: natrit, nechat
uschnout, fixovat plamenem, pote barvit:
Gram 30 s, Lugol 30 s, alkohol 15 s, voda,
safranin 60 s, voda, osusit, imerzni obj.)

m Rozlisite bakterie podle tvaru a typu
bunécneé steny. Pro vzajemné G- tyCinek
musite pokracovat dal.




Ukol 2 Otisky S
- prstu (kultivace)

m Popiste kolonie
gramnegativnich
tyCinek na KA a
Endové pudeé.
Zvlasté si vSimnetef |
toho, Ze nékteré |
Z.nich jsou laktoza
negativni a jineé
laktoza pozitivni




Ukoly 3 (a, b, ¢);: Gramnegativni
tycmky - rozliseni

m Ukoly provedte dle protokolu Pamatujte:

m Enterobakterie jsou oxidaza negativni
(s.vyjimkou rodu Plesiomonas, ktery k nim byl
nedavno prirazen) a vzdy stepi glukozu

m Vibria a aeromonady take stepi glukozu, ale
jsou vzdy oxidaza pozitivni

m Gramnegativni nefermentujici bakterie (mohou
to byt tyCinky, ale i kokotyCinky Ci koky) nikdy
nestepi glukozu. Oxidazu mohou mit pozmvnl

| negativni



Ukol 4 — kultivaéni a biochemicka
diagnostika enterobakterii

. Krevhi’ agar amEn'd-ovu pﬁdu uz jste vyzkouseli.
PrepiSte vysledky kultivace na techto pudach z ukolu 2
do ukolu 4

m Ostatni pudy si prohlédnéte. VSimnéte si typického
vzhledu salmonel na XLD a MAL pudach: kolonie
bledé barvy az skoro pruhledna, s Cernym stfedem
(neco jako bilek a zloutek

m Odectete enterotest. Nezapomente, ze prvni reakci je
ONPG, az pak se odecitaji reakce v jednotlivych
radcich panelu. Celkove tedy budete pracovat se 17

reakcemi, kdd se podita z péti trojic a jedné dvojice



Salmonela na
MAL agaru
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Ukol 5 — antigenni analyza

m Uvedomte si, ze antigenni analyza se
nepouziva zdaleka vzdycky
m Pouziti je v zasade dvoji:
= U obligatnich patogenu (salmonely, shigely,
yersinie) pro potvrzeni diagnozy a pro
epidemiologicke ucely
= U stfevnich izolatu E. coli v pfipadé, ze je
podezreni na EPEC nebo STEC (ostatni

skupiny se zpravidla takto neurCuii)




Ukol 6 — testy antibiotické citlivosti

~ m Antibioticka citlivost se zasadné neuréuje u
kmenu ze stolice. Az na vyjimky je tu totiz
podani antibiotik kontraindikovano, nebot
prodluzuje dobu, po kterou trva dysmikrobie
a paradoxne prodluzuje dobu vylucovani
patogena ze streva

m UrcCuje se tedy zpravidla u kmenu z moce,
proto i antibiotika zahrnuji leky pouzivane
k-lecbe mocovych infekci (napr. furantoin)




Jeste k testum citlivosti

~ = V nasem pripadé testujme tfi kmeny, které
jsme urcili jako Escherichia coli, Klebsiella
sp. a Proteus mirabilis. Kmen salmonely
netestujeme, prestoze je patogenem.

m Pouzijeme sady GNTM (zakladni pro moce)
a G2 (rozsirena sada)

m Vysledky testu citlivosti se liSi u jednotlivych
pulstolu, neopisujte! Asistent ma k dispozici
kontrolni rezistence.

= Do protokolu zapiste rimskeu-cislici{laz

VIIl), oznacujici vas pulstul



Tabulka zon Cltllvostl —test GNTM

Antlblotlkum Zkratka |Referencni
zona
Ampicilin (rozsir. penic.) AMP 17 mm
Cefalotin (CS 1 gen) KF 18 mm
Ko-trimoxazol (smes) SXT 16 mm
Nitrofurantoin (nirofuran) |F 17 mm
Ciprofloxacin (chinol 3G) |CIP 21 mm
Kyselina oxolinova*(ch1G) |OA 19 mm
Doxycyklin (tetracyklin) DO 16 mm

*alternativné norfloxacin (NOR)




Tabulka zon C|tI|vost| — test G2

Antlblotlkum

Zkratka |Referenc.
zoéna*

Cefuroxim (CS 2 gen) 094" 23 mm
Cefotaxim (CS 3 gen) CTX 23 mm
Ceftazidim (CS 3 gen) CAZ 18 mm
Ko-amoxicilin (aminopnc*) [AMC 18 mm
Aztreonam (monobaktam) [ATM 22 mm
Chloramfenikol C 18 mm
Kolistin CT 10-mm-_ -

amoxicilin + kyselina klavulanova coby inhibitor betalaktamazy



Diagnostika Celedi Vibrionaceae

= Provadi se podobne jako u enterobakterii, ale

jsou oxidaza pozitivni.

m Mikroskopicky jsou vibria pohyblive, zahnute
tyCinky

m Pouziva se také specialnich pud, napriklad
alkalicka peptonova voda a TCZS (Thioglykolat,
cystein, zlucove soli)

m Pouziva se obdobnych biochemickych testu,
jako u enterobakterii

m Musi se ovsem vybrat spravnasaatice————




Ukol 7: Diagno _' f"‘" ﬁ
celedi _ }f\ - H'::

~
Vibrionaceae =1 ;

‘-L

= Ukol provedeme pouze teoreticky

m Zadate-li kod, ktery vam u enterobakterii vydal
vysledek E. coli, vyjde vam v tomto pripade
vysledek jiny

m Opiste si do protokolu vysledek z nasledujici
stranky. Vsimnete si, ze uplne stejny enterotest

dava zcela jiné vysledky, je-li kmen OXT +.



Kod 530 063 — u enterobakterii E. coli

Poradi |Nazev % pravd. | T index
1. Vibrio alginolyticus 45,40 0,526
2. Vibrio cholerae 32,33 0,452
3. Aeromonas sobria 9,230 0,372

Pouzito pocitacoveho programu TNW Lite, matice
,Glukozu fermentujici — OXI + (Vibrionaceae)”
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Ukol 8: Diagnostika

_kampylobakteru a helikobakteru

m Kampylobaktery a helikobaktery si
s.predchozimi bakteriemi nespletete,
protoze nerostou na béznych pudach

m Prohlédnéte si kultivacni vysledky
kultivace kampylobaktera a helikobaktera
na jejich specialnich pudach

m Prohlednéte si take specifické testy
K.jejich urceni







Nekolik poznamek k diagnostice

kampylobakteru

m Kampylobaktery vyzaduji v zasade Ctyri veci:
= Svoji Cernou pudu — nema specificky nazeyv,
fikame ji ,puda pro kampylobaktery”
= Zvysenou teplotu na cca 42 °C. Jsou to totiz
primarne ptaci patogeny a ptaci maji vyssi
telesnou teplotu
= Zvysenou tenzi CO,

= Prodlouzenou dobu kultivace — nikoli 24, ale 48
hodin




Nekolik poznamek k diagnostice
helikobakteru

m V jejich diagnostice se pouzivaji speciality:
= Mikroskopicky a kultivacni prukaz

= Prukaz ureazové aktivity primo ve vzorku tkaneé.
Je to jedina vyjimka z pravidla, ze biochemicke
urceni se vzdy tyka kmene a nikdy vzorku. Je to
proto, ze za ureazovou aktivitu ve vzorku zde nic
jiného nez helikobakter nemuze byt zodpovédno.

LI 4

= Jeste obskurnegjsi je tzv. urea breath test — jedine

mikrobiologicke vysetreni, na ktere potrebujete

celeho pacienta
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Urea breath test

m Pacientovi se poda radioaktivhe znacena
mocovina

m U zdraveho mocovina projde do dolini casti
traviciho traktu a vylouci se stolici

m Je-li pritomen helikobakter, rozstepi se uz
v.zaludku a znaceny CO, se objevi ve
vydechovaném vzduchu. Cim vice
znaceneho CO,, tim vice helikobaktera
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