Nez doopravdy zacheme:

m Zapalte si kahany. Kazdy pulstul si vezme jedno
podlozni sklicko a kapne na nef MALOU kapku
fyziologického roztoku. V ni vyzihanou kliCkou
rozmichejte jeden z kmenu. Pulstul nejdale od
tabule rozmicha K, druha polovina tehoz stolu L,
dale MaN,PaQ,RasS (kmen S bude zpracovavat
pulstul nejblize k tabuli). Poradné 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! |




“ G?k;gbiologicky ustav uvadi
NA STOPE PACHATELE

‘@ Dil treti:

Dalsi grampozitivni
pachatele




Drive nez zacheme, maly testik...

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

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

m Jak rozliSime streptokoky od enterokoku?
Streptokoky nerostou na SB ani na ZE pldé.
m ProC nam muze pomoci i PYR test?

Jediny streptokok, ktery je pozitivni,
Streptococus pyogenes, ma mensi kolonie
nez enterokoky, a vyraznou hemolyzu




Pozor, testik pokracuje...

“m Vime, Ze urdity kmen je streptokok. Co dal?
Dalsim krokem je hodnoceni hemolyzy na KA

m Je mezi streptokoky s viridaci jasny patogen?
Ano, pneumokok — Streptococcus pneumoniae
m Jak ho pozname od ustnich streptokoku?
Mikroskopicky, kultivacne, a hlavne OPT testem
m Kdy a jak rozliSujeme ustni streptokoky?

Tam, kde je povazujeme za patogeny, napr. u
hemokultury. Provadime to biochemicky




A testik jeste pokracuje...

“m Které streptokoky s hemolyzou jsou vyrazné?
Vynika mezi nimi S. pyogenes a S. agalactiae

m Jak pozname prvniho z nich?

Pozitivnim PYR testem a bacitracin. testem

m A jak odlisime toho druhého?

CAMP testem — testem hemolyt. synergismu

m Da se timto testem hledat i zlaty stafylokok?
Neda — ne kazdy produkuje prislusny hemolyzin
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Pribeh prvni o

m Lucinka chodi do Skolky. Pfed dvéma [T%
tydny si maminka v&imla, Ze chodi néjak g™~
casto na zachod, a take se |ji sverila, ze
kdyz se chce vycurat, tak ji to boli. Pan
doktor na stredisku ji predepsal Zinnat, ale
potize se nezlepsily. Pri dalsi navsteve
tedy nechal Lucinku vycurat do
,Sampusky” a moc poslal na mikrobiologii.
Prislo mu ale, ze vysledek nelze hodnotit,
nebot mocC je kontaminovana. Nakonec se
prece jen podarilo moC odebrat asepticky
a podle vysledku zménit terapii. |




Patrame po pachatell

m Vinen je Enterococcus faecalis

m Jak napovida rodove | druhove jmeno, je to m|kr
normalné se vyskytujici ve streve. Je ale take
jednim z nejbéznéjsich puvodcu mocovych infekci

m Vinikem je ovSem i lekar — predepsal antibiotika bez
kultivace moce; bohuzel, enterokoky jsou na
vsechna cefalosporinova antibiotika primarne
rezistentni. Navic podcenil asepticky odber moce.

m Mozna neco zanedbala i maminka, pokud Lucinku
nenaucila dobre (a odpredu dozadu) se utirat po
zachode
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P¥b&h druhy

= Evropsky komisar zachmurene hledel na
Kupu stiznosti. Francouzsti zemedelci
protestuji proti nékolika statum EU, které
brani dovozu delikatesnich francouzskych
syru na jejich uzemi.

s Némecké urady zakaz dovozu zduvodnuiji
tim, ze tehotna pani Hildegarda
Messerschmidtova po poziti syra pozorovala
zvetsene mizni uzliny a nakonec jeji dite
trpelo tezkou listeriovou infekci.







,_ ﬁw
Kdo za to tentokrat maze? R“ 2

m Baktene Listeria monocytogenes je gramp02|t|vn|
tyCinka, ktera se vyznacuje schopnosti rust pfi
nizkych teplotach a vysokych koncentracich NaCl,
coZ je oboje splnéno napfr. ve skladech syru

m Malokdy vyvolava viditelné infekce dospelych,
snad s vyjimkou uzlinoveho syndromu. Je vsak
nebezpecna pro tehotné

m Nekdy se stava zaminkou pro omezeni dovozu — je
samozrejme vzdy otazkou pohledu, zda je omezeni
skute€Cné motivovano strachem o zdravi ob¢anu,
nebo snahou obejit ustanoveni o volném trhu




Classification des aliments selon le
risque lie a L/isteria monocytogenes




Pribeh treti

m Pan Bércoun je diabetik, chronicky '-SSues
pacient, nyni [éCen pro bercove vredy.
Bohuzel, infekce strida infekci. Pred
pulrokem byla usvedcena Escherichia call,
pred dvema mesici zase Enterococcus
faecium, blizky pribuzny enterokoka
Enterococcus faecalis. Lekari jsou
zvedavi, co se z bércového vredu pana
Béercouna vykultivuje tentokrat.




A uz to vedi:
vinikem je nyni

m Corynebacter/um /e/ke/um relatlvne Qm*-l;
nejobavanejsi ze skupiny tzv. nedlfterlckych (=
nezaskrtovych) korynebakterii. Puvodné se
mu rikalo ,korynebakterium skupiny JK".

m Korynebakteria jsou grampozitivni tyCinky
kyjoviteho tvaru (koryne = kyj), nektera jsou
pleomorfni (ruznotvara), popripade |
nekonstantne probarvena.

m Do stejného rodu patri i puvodce zaskrtu, dnes
diky oCkovani u nas vzacny — C. diphtheriae.



Co jeste vedet o korynebakteriich

m Jsou normalni soucasti bézné flory na kuzi,
spolu se stafylokoky a kvasinkami

= V mikroskopii se
vyznacuji
palisadovym
usporadanim —
nazev dle rane
stredovekeho
kulového
opevneni




Zaskrt




PFbéh &tvrty

m Sestricka Blazenka se zdesila: prisly vysledky
stéru z nemocnicnich luzek, které pred tydnem
odebirali pracovnici nemocnicni epidemiologie.
A skoro v poloviné stéru se nasly néjake
bakterie, dokonce BACILY! No ano, tady to je —
Bacillus sp. Sestricka Blazenka, chudinka
uboha, se celou noc trapila a spatne spala.
Rano zavolala na mikrobiologii a ptala se, coze
je to za bakteri...




Mlynsky kamen spadl z dobreho
srdicka sestry B lazenky IO Ui

m kdyz se dozvedela Ze vetsina prlslusnlku rodu
Bacillus jsou neskodne mikroby, vyskytujici se
ve vnejSim prostredi. Pokud se vyskytnou
v.kultivaci klinickeho vzorku, jde
pravdepodobne o kontaminaci. Bacily tedy
nejsou ve stérech z.luzka zavaznym nalezem.
Problém by byl jen tehdy, pokud by byly
prokazany ve steru z.plochy, ktera ma byt
sterilni (napr. operacni pole po dezinfekci)




Bacily, ktere stoji za zminku

m Bacillus anthracis se stal velice popularnim pri
teroristickych hrozbach posledni doby. Jinak
coby puvodce veterinarniho onemocnéni —
uhlaku — byl jednou z prvnich nakaz, proti nimz
byla zkousena (jiz Pasteurem) vakcinace.

m Bacillus cereus je puvodcem alimentarnich
intoxikaci z obilnych produktu.

m Bacillus stearothemophillus a Bacillus subtilis
se vzhledem ke sve schopnosti prezivat pri
velmi vysokych teplotach pouzivaji jako
indikatory ucCinnosti sterilizatoru




ex o B Subtilis !
B, Cerens
B, Thuringiensis
B, Anthracis

ex - B, Polvovma (five le M2)

ex * B. Pasteurdi (dégrade 1'Urée)




Udelejme si v poradek v G+ bakteriich

Pribeh | Tvar |V policejni kartotéce vedeni jako

PO1 | Stafylokoky (S. aureus, koag. neg. st.)
Lekarsky

= 0)% vyznamné | Streptokoky (s viridaci, hemol., bez)
Koky ; :

1. Enterokoky (E. faecalis, E. faecium)

2. Listerie (typicky L. monocytogenes)
Lekarsky

3. vyznamne | Korynebakteria , .




Metody k prokazani vinika

m Prime metody (mikrob — cast — produkt):
Mikroskopie — prukaz ve vzorku i id.
Kultivace — prukaz ve vzorku i identifikace
Biochemicka identifikace — jen identifikace!
Prukaz antigenu — prukaz ve vzorku i id.




Popis pachatelu (diagnostika) — 1

Enterokok |Listerie Koryneb. Bacillus
o |G+ koky G+ tyCinky |G+ tyCinky | G+ robustni
2 |v.kratkych |retezici se |skladajici se |tyCinky,
+ |Fetizcich  |jako vedle sebe |sporulujici
@) TR | v ’ w . roL -
I Spekacky |(palisady) (r.1e_mus’| byt
= viditelne)
sedave, velke | podobné velmi plstovité
§ asi jako Str. | entero- drobné kolonie,
g |agalactiae, 1y 1 qm. kolonie nékdy |
= | vetsSinou bez , . . .
2 | hemolyzy, ale _he[r)olyzg podobné vyrazna
i s virid. & h. |je Ci neni mouce hemolyza




Enterokoky — vzhled kolonii

LI 4

vpravo varianta s drobnegjsimi
koloniemi — klonalni kmen
patrici mezi VRE




Popis pachateld (d|agnost|kaﬂ)._%__ﬂ_ﬁr_‘__ﬁ_wz_ﬁ
Enterokoky

a Biochemické testy: katalaza negafigni— = &3
moznée je biochemicke rozliseni, duIeZ|te
Stépeni arabinosy (E. faecalis nestéepi, puda
je zelena, E. faecium stepi, zloutne)

m Antigenni analyza se zpravidla nepouziva.
V.dobach, kdy patrily mezi streptokoky, je
Lancefieldova zaradila do antigenni skupiny
D, spolu s nekterymi streptokoky

m Citlivost Ize testovat na béeznem MH agaru. _
Existuji i pudy na skrining VRE (viz dale)




Popis pachatelu (diagnostika) — 2
G+ tyCinky

m Biochemicke testy: katalaza u vsech tri
pozitivni, ale napr. u rodu Arcanobacterium
(blizkeho korynebakteriim) je negativni!
Biochemicky lze rozlisovat koryneformni
tyCinky navzajem (API| Coryne)

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

m Citlivost Ize testovat na beznem MH agaru. _
Existuji i pudy na skrining VRE (viz dale)




Fotografie z databaze zloCincu 1
Enterokoky

Mikroskopie
Zlug-eskulin
Slanetz-Bartley
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Fotografie z databaze zlocCincu 2
TyCinky |

F s mms s S . Corynebacterium Gram

. '.'I.AIA- -
sofeamaims .
FH e
-
&%




Fotografie z databaze zloCincu 3
TycCinky | — korynebakteria, tvary




Fotografie z databaze zlocCincu
TycCinky Il Bacillus

cereus

Arcanobacterium
haemolyticum




Odliseni od ostatnich podezrelych
(diferencialni diagnostika)

o Gramovo barvenl rozI|S| grampozitivni koky,
grampozitivni tyCinky a ostatni bakterie.

m Koky rozlisime katalazou, rustem na NaCl
(stafylokoky), rustem na Slanetz-Bartleyho Ci
ZE pudé, popr. PYR testem (enterokoky)

m [yCinky rozlisi mikroskopicka morfologie,
morfologie kolonii a ruzné dalSi testy

m Korynebakteria navzajem rozlisi napriklad

biochemicky test APICoryne nebo v nasich
podminkach STAPHYtest + STREPTOtest




Ukol 1: Defilé podezielych
(barveni kultur podle Grama)

m Obarvete podle Grama osm podezrelych
kmenu (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
bunecné steny. Pro vzajemne rozliseni G+
koku a vzajemné rozliseni G+ tyCinek
musite pokracovat dal. -




Ukoly 2 a), 2 b), 2 ¢), 2d): ~\L12-
dopadeni enterokoka %

aV -L’Jkolu 2a odhall'm'e enterokoka rustem na
pudé SB5 (Slanetz-Bartley). Kolonie jsou
rezavé. Pozor, v protokolu je zluc-eskulin!

m \/ ukolu 2b popiseme kolonie enterokoka.
Jsou vetsi nez vétsina streptokoku? Nemaiji
pigment na rozdil od stafylokoku? Ano? OK.

m \V ukolu 2c rozlisime enterokoky navzajem
podle schopnosti stepit arabinozu. Zelena—
neg. — E. faecalis, zluta — poz. — E. faecium

m \/ ukolu 2d urCime biochemicky | ostatni-ent.
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2 e) — trest pro pachatele a jeho
provereni

m Na enterokoky neplati cefalosporiny. U E.
faecalis je vyhodny ampicilin, u E. faecium
je primarni rezistence. Dale se pouziva
ko-trimoxazol, doxycyklin, jako rezerva
vankomycin. V posledni dobe se zejmena
u hematoonkologickych pacientu objevuiji
epidemiologicky zavazné vankomycin
rezistentni kmeny — VRE. Zde zabira
pouze noveé antibiotikum — linezolid




Takhle dopada snaha vyzrat na
enterokoka cefalosporinem...

No nejsou srandovni, bracho?




Tabulka zon Cltllvostl

Antlblotlkum Zkratka |Referend.

zona
Ampicilin (rozsir. penic.) AMP 17 mm
Ko-amoxicilin (aminopnc®) |AMC 18 mm
Co-trimoxazol (smes 2) SXT 16 mm
Doxycyklin (tetracyklin) DO 15 mm
Chloramfenikol C 21 mm
Vankomycin (glykopeptid) |VA 17 mm

*Aminopenicilin potencovany inhibitorem betalaktamazy




Ukoly 3 a 4: Grampozitivni ty&inky

» Pe-c":.livé S| V ukdlu 3 'prohlédnéte a popiste
kmeny grampozitivnich tyCinek (velikost
kolonii, plstovitost, barva apod.)

m Provedte Ci odectete jednotlive testy popsané
v Ukolu Cislo 4. Nektere z nich (napr.
chromogenni pudy) mate demonstrovany na
obrazku

m Chromogenni pudy obsahuji nebarevny
chromofor. Po odstepeni substratu se zbarvi.

Ukol 4 d) se nedéld, skrtnéte si ho prosim.




4c Chromogenni puda na listerie

Existuji ruzné chromogenni pudy k diagnostice listerii.
Ta, ktera je na obrazku, se vyznacCuje modrym
zbarvenim vsech listerii; patogenni druhy navic maji
kolem sebe halo (odlisne zbarvené okoli kolonie).




Ukol 5 — trest pro pachatele a
jeho provereni

m Na listerie neplati cefalosporiny. Jinak se
zpravidla u listerii i korynebakterii pouziva
sestava antibiotik podobna sestavam pro
streptokoky a enterokoky. Radeji pritom
testujeme na MH agaru s krvinkami.

m Bacily se pochopitelne zpravidla netestuji




Tabulka zon Cltllvostl

Antlblotlkum Zkratka |Referend.

zona
Ampicilin (rozsir. penic.) AMP 17 mm
Ko-amoxicilin (aminopnc®) |AMC 18 mm
Co-trimoxazol (smes 2) SXT 16 mm
Doxycyklin (tetracyklin) DO 15 mm
Chloramfenikol C 21 mm
Vankomycin (glykopeptid) |VA 17 mm

*Aminopenicilin potencovany inhibitorem betalaktamazy




Ukol 6:
Elekuv test

m Je to test na
prukaz toxinu
zaskrtového B
korynebakteria. & \ /

Toxin je negat. negat. pozit.

prokazan
pomoci /
specifické

protilatky.




Nashledanou pri dalsim dilu!

Pouzity obrazky z adres:

01 http://textbookofbacteriology.net/Enterococcus.jpeg
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09 http://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Listeria

10 http://www.territoire-
belfort.gouv.fr/cps/sections/citoyen/sante/securite _alimentaire/suspicion_dintoxica/dow
nloadFile/photo_3/listeria.jpg

11 http://www.geocities.com/HotSprings/Spa/5276/listeria.jpg
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12 http://medinfo.ufl.edu/year2/mmid/bms5300/images/d7115.jpg

ry.m'vgt@inmalt;ﬁnd Deliska x 13 http://womansday.ninemsn.com.au/img/food/myhealth/listeria.jpg

14 http://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Corynebacterium
15 http://vietsciences.free.fr/khaocuu/nguyenlandung/images/Corynebacterium.jpg

16 17 www.emedicine.com/MED/topic459.htm.

18 www.cykloturistika.cz/old/clanky/98/1/afrika.htm.
19 www.zilniklinika.cz/zily.htm.
20 Www.waterscan.Co.yu/viruses-an'd-bactéries.php....

21 www.cropsoil.uga.edu/~parrottlab/Bugs/index.shtml.




