“ Mikrbbiologicky ustav uvadi
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(@ Dil sedmy:

‘ Anaerobni pachatelé




Opéet zacheme testikem...

“m Které jsou klinicky vyznamné G+ koky?
Stafylokoky, streptokoky, enterokoky
m A které klinicky vyznamné G+ tyCinky?
Napr. listerie, koryneformni tyCinky, bacily
m Které bakterie rostou na Endove pude?
Enterobakterie, Vibrionaceae a nefermentujici
m Které gramnegativni na Endu nerostou?

Napriklad kampylobaktery, helikobaktery,
hemofily, neisserie, legionely a mnoho dal3ich




Testik pokracCuje...

“m Které plidy se pouZivaji na enterobakterie?
Napr. Endova, XLD, MAL, CIN a dalsi
m Jak poznate nefermentujici od enterobakterii?

Nefermentujici nefermentuji glukozu, napr.
Hajnova puda zustava cela Cervena

m Jaka je typicka mikroskopie u neisserii?
Gramnegativni diplokoky, intraleukocytarni

m Jaka je u neisserii a branhamel OXI a INAC?
Oxidaza pozitivni u obou, INAC u branhamel




A testik jeste pokracuje...

“m Které cukry $tépi ktera patogenni neisserie?

Gonokok stepi jen glukozu, meningokok
glukozu a maltozu

m Co se kultivuje na BCYE a co na BG pude?
Na BCYE legionely, na BG bordetelly
m ProC ma Brucella melitensis svée jmeno?
Podle ostrova Malta, kde ziji ovce a kozy
m Jaky je nejbéznéjsi prukaz francisel?
Nepiimy — napfiklad aglutinaci v panelu




Uvod: I\/Ilkulecke pole trochu jinak

Mlkulecke pole S takym klostridiem
hluboko zorane Nedobre koCkovat
Nejedno Clostridium tetani Nechaj sa, synecku

v tom poli je schované zavcCasu

V poli je schované poradne preockovat...

zalezle ve spore
Ceka aZ synecek né&jaky
to pole zas poore...
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Jesté nez zacheme...

m ...meli bychom si cosi uvedomit. Doted (P1 az
P6) jsme si povidali o bakteriich, na ktere
neni treba nijak zvlast mysilet.

m Klinik proste posle vzorek ,na kultivaci®, a ono
Z ne| ,neco vyroste”.

m S tim uz je ale KONEC! Dal uz nas cekaji jen
mikroby, pro které tohle neplati.




Takze:

- Pokud chce kI|n|k aby byl Jeho
provéren na pritomnost anaerobu -
mykobakterii Ci aktinomycet, musi to uvest na
pruvodce. Musi se uzit specialni postupy.

m U dalsich puvodcu (tfeba spirochet Ci
chlamydii) se navic zpravidla odebira serum a
provadi se neprimy prukaz

m [0 si pamatujte hlavne pro budouci praxi.
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navativi svého bratrance v esi
Pole, pres ktere se vydal, jiz melo byt
odminovano. Presto se jedna nevybuchla
mina jeste nasla. Strepina, spinava od blata,
se Mustafovi zasekla hluboko do stehna.

m Za nekolik dni byl Mustafa prijat do jedné
z.polnich nemocnic. Stehno mel zdurele a pri
poklepu byl slysitelny zvuk praskajicich
bublinek. Mustafa byl hned operovan.




plynate sneti (spolu s C. novyi, C. septicum aj.)
m Plynata snet je typicke valeCneé onemocneni.
Muze se vSak vyskytnout i v dobach miru,
napriklad pri zivelnych pohromach
m Klostridia plynatych sneti — respektive jejich
enterotoxiny — se take uplatnuji jako patogeny
ve streve
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Vznik plynate sneti
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Zraheéni

oblast nezasobena
kyslikem




Nekrotizujici enterokolitida — i to

muze zpusobovat C. perfringens
ADIRFEIER 28 (Necrotic enteritis)

EopMBRELLTHYBBCTEOELELEAAICLSERMRSNS.
A ZE0MEERE. MEREEICHRY, BERICEARIISZRN RS,




PFb&h druhy

m Pan Kostecka lezel uz treti tyden v nemocnici
pro bakterialni zanet kostni drene. Zanet mu
lecCili klindamycinem, linkosamidovym
antibiotikem. Nahle pan KostecCka dostal tezky
prujem. Na oddéleni zrovna nemeli
metronidazol, a tak sahli po starée metode: dali
panu Kosteckovi vypit ampulku vankomycinu,
antibiotika, ktere se normalne podava pouze
injekCne, protoze se nevstrebava ze streva.




Vinikem je

s Tento mikrob se vyskytuje ve stfevé celkem b&zn

Clostr_idium difﬁcile_, respektive jeho toxi gl
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problem vsak je, kdyz zacne produkovat toxin, a
predevsim, kdyz mu nekdo odstrani konkurenci a
on se premnozi.

Odstranéni konkurence zpusobi nejCastéji Iecba
nekterymi typy antibiotik, nejcasteji linkosamidy.
Linkosamidy jsou ucinne proti vetsine striktne

anaerobnich bakterii, nikoli vSak proti C. difficile.
Dnes se k leCbe pouziva nejcasteji bakterialni
chemoterapeutikum metronidazol Fq_-_—_—_% . R
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Pribeh treti

= Pani Rakova byla prljata pro
horeCnaty stav a intenzivni bolesti brlcha

m Zobrazovaci metody ukazaly na absces male
panve. Ukazaly vsak take nador na deloznim
Cipku — pozdeji se ukazalo ze jde o karcinom

m U pani Rakove se nastesti podarilo operacne
vyresit nejdrive absces a poté | nador, byt za
cenu provedeni hysterektomie. Metastazy se
nastesti neobjevily.



Vinikem je
m Smé_s striktne anae_robm’ch, ale 1 fakultativné
“anaerobnich bakterii
m [ato smes se zrejme vyskytovala v pochve pani
Rakove, aniz by ji Cinila sebemensi problemy

m Nador vsak porusil anatomickou barieru, a mikroby
se dostaly do mist, kde zpusobily absces.

m Nesporulujici striktné anaerobni mikroby maji
vzhledem ke svym vilastnostem velmi omezené
moznosti prenosu.

m Velka Cast infekci je tedy endogenniho puvodu




Pripomenme si, za jakych
podminek rostou jake bakterie
Bez O,

| Prostiedi Normalni |1 O, |t CO,

Striktni aeroby ano ano |ano
Fakultativ. anaeroby [ano ano |ano
Aerotolorantni bakt.
Mikroaerofilni bakt. |ne
Kapnofilni bakterie |ne
Striktni anaeroby ne

ano**

ne

ne

*V praxi nékdy vyrostou — bézne dosahovana anaerobidéza neni dokonala

**V praxi nekdy nevyrostou — bézné dosahovana anaerobidéza neni dokonala.
Takové bakterie (EOS — Extremely oxygen sensitive) bézné nelze kultivovat
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Co jsme znali doted

= V prakticich P1 az P6
jsme se seznamili se

Ctyfmi skupinami mikrobu,
které rostou za aerobnich EhLLEL
podminek — at' uz jsou
striktne aero’bnl’ jako napr. G- tycky
pseudomonady, nebo
fakultativné anaerobni
jako treba Escherichia

coll.




Nyni si pridame dalsi ctyri skupiny
m Kazda z onech ctyr skupin

ma totiz svoje anaerobni

Joratricky“. Jejich

vlastnosti se vyrazne lisi G+ koky

od aerobnich bakterii a aerobni | 4

naopak vykazuji n&které

spoleCnée charakteristiky.

Vymyka se jen rod

Clostridium, protoze umi

tvorit spory

G- tycky
aerobni
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Spolecné charakteristilkysEaae.
nesporulujicich anae-_ SRS
m Vyskytuji se jako bézna flora: | k"‘* :

m Vv tlustem streve tvori 99,9 % Celkoveho objemu mikrobu, je
jich tam kolem jednoho kilogramu

= v ustech mohou zit diky biofilmu — jsou do nej zavzaty tak,
aby nemely primy pristup ke vzduchu, ktere by je
ohrozoval

= V pochve nejsou pritomny u vsSech zen, ale uvadi se, ze asi
70 % zen néjake anaeroby v pochve ma; pokud se zde
ovSem premnozi, jde o dysmikrobii, kterou je nutno lecit
m Pri zanétu obvykle neexistuje jeden puvodce, ale
uplatnuje se smes. Nekdy se pouziva termin .
,Veillonova flora®




Prehled nesporulujicich anaerobu
(U Cloveka nejbeinéjél’ druhy)

Ko ky Tyéinky
G+ | Peptococcus Propionibacterium
Peptostreptococcus | Eubacterium

G- Veillonella Fusobacterium,
| - ; "-::,- Leptotrichia*

se zasplcastelyml konc:|
**s rovnymi konci tyCinky
***neni stoprocentni anaerob




Klostridia — prehled
oy
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C. botulinum Producent botulotoxinu

Puvodce tetanu

Clostridium perfringens, C. |Klostridia plynatych sneti
septicum, C. welchii a aj.

C. difficile Enteropatogenni

Je potreba si uvedomit, ze i klostridia se uplné
normalne podileji na bézné strevni mikroflore. Problém
nastava, pokud se premnozi, dostanou tam, kam
nemaji, vyskytne se kmen produkujici-velké mnozstvi
toxinu apod.




Tetanus

Both muscles fully contract. The arm flexes

Spinal corid because biceps brachii is larger and stronger.

(b)

Gmmlﬂﬂmﬂ-Pm Education, Inc., pubSshing as Benjamin Cummings,




Tetanus




Jeste jednou tetanus
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Trismus (krecC Celistnich svalu)




S Q Vesicles with
A % acetylcholine

Meuron

Botulismus

Muscle cell

Cytoplasmic M Acetylcholi
membrane e

of muscle cell

{a) Normal neuromuscular junction

4 7

Vesicles with
acetylcholine

{(b) Neuromuscular junction with botulism
toxin present




Typicky vzhled jazyka pri botulismu
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Defilé zloCincu: C. botulinum
C perfr/ngens (vpravo)




Jak patrat po tech divnych typcich
z Anaerobni ctvrti - |

x Mikroskopie: Ma v&tsi vyznam neZ u aerobd,
vzhledem k morfologickeé ruznorodostsi

m Kultivace: Je nutno zajistit anaerobiozu pomoci
anaerostatu Ci anaerobnich boxu. U tekutych pud
postacuje preliti parafinem. Pouziva se VL (viande
levure) bujon, VL krevni agar a ruzné specialni pudy

m Biochemie: katalaza a oxidaza vetsinou negativni,
mozné vzajemne rozliseni biochemicky, | analyza
plynu chromatogafii (jsou biochemicky aktivni)

m Antigenni analyza a nepfimy prukaz se v diagnostice
anaerobu prilis nepouzivaji




Jak patrat po tech divnych typcich
Zz Anaerobni ctvrti - |

m Pokus na zvifeti se pouZiva u tetanu a botulismu. U
tetanu se mys sviji v kreci, u botulismu jsou naopak
patrné parezy.

Tetanicka mys




Poznamka k mikroskopii anaerobu:
ruzné tvary anaerobu

m Studenti nékdy zaméniuji spéru (Utvar, ktery je
neprobarveny, resp. jen slabe se rysuji jeho okraje) a
ztlusteni tyCinky (které se vyskytuje u nekterych
tyCinek, které jsou nesporulujici a zpravidla
gramnegativni).

m U skuteCnych sporulujicich mikrobu ma vyznam
sledovat umisteni spor. U Clostridium tetani je spora
terminalni (na konci umistena)

C. tetani _) vietenovite ztlusténi -
("hodinkova forma”,

jine klustrid.o tasto u rodu

Bactercides)




Bacteroides

Drive se pouzival pro tyto
utvary nazev
,Sphaerophorus
necrophorus®, tedy
,2Kulonek; smrtonosny*







Poznamka ke kultivaci anaerobu:
Jak ziskat anaerobiozu

= Mechanicky — VL bujony prelijeme
parafinovym olejem

m Fyzikalne — v anaerobnim boxu se nahradi
vzduch smési anaerobnich plynu,
vhanenych z bomby

m Chemicky — v anaerostatu se
= z organickych kyselin tvori vodik a CO,

= v druhé fazi na palladiovem katalyzatoru
reaguje vodik s kyslikem za vzniku vody, takze
se kyslik spotfebovava e .




Prelevani VL-bujonu parafinem
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Anaerostat

(uvidite ho jeste jednou)

Palladiovy kalalyzator
(pod vickem) nezhyviny
pro druhou fazi reakce

Generator anaerobiozy
(sacek s chemikaliemi)
nutny pro celu reakci




Ukol 1: mikroskopie vzork(
‘Ukol 2: mikroskopie kultur

m Obarvete podle Grama podezrelé kmeny
(pro zopakovani: natrit, nechat uschnout,
fixovat plamenem, poté 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
bunecne steny. Pro vzajemné rozliseni
musite samozrejme pokracovat dal




Sroubovaci fuzaver

U3: Anaerostat

ano, je tu znovu:
vzduchotesneé vicko
palladiovy kalalyzator
(pod vickem)

konstrukce pro
ukladani Petriho misek

Generator anaerobiozy
(sacek s chemikaliemi)




Anaerostat jine
provenience




Ukoly 4 a 5 Otisky prstt (kultivace)

m Zjlstete kde co roste, a to co roste, popiste.

= V3imnéte Si, ze anaerobni bakterie rostou ¢asto
v drobnych, nepravidlenych koloniich, ktere
maji nekdy vybezkaté okraje. Typicky je pro ne
take znacny zapach. -

-. &;.,_._ --,.., _ i gl et |
. | Prevotella melaninogenica
Clostrldlum septicum (erny pigment) -




Kolonie ruznych
anaerobnich
baktérii




Ukol 6: Blochemlcke rozliseni

= Pouzwajl se ruzneé testy, v nasich podminkach
predevsim ANAEROtest 23 Lachema.

Ukazky ruznych zahraniCnich testu
pro identifikaci anaerobu




Ukol 7 — testy antibiotické citlivosti

m Antibioticka citlivost se u patogennich
neisserii urcuje na pudach, na kterych jsou
schopny rust, tj. nikoli na MH agaru, ale
zpravidla na VL krevnim agaru

m Lékem volby u vétSiny anaerobu je opét
klasicky penicilin. Rezistentni je vSak rod
Bacteroides (v uzsim slova smyslu — rody
Prevotella a Porphyromonas, ktere se z n¢gj
kdysi odstépily, jsou citlivé) -




Typicke citlivosti

m Typické je, ze mnohé anaeroby jsou
rezistentni na vankomycin. Zaroven jsou

pritom citlivé na ,slabsi® antibiotika, jako je
penicilin ¢i metronidazol (na snimku)
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Tabulka zon Cltllvostl — doplnit!!!

Antlblotlkum

Zkratka |Referenc.
zona

Penicilin (zaklad. penicilin) | AMP 28 mm
Chloramfenikol C 18 mm
Azithromycin (makrolid) VA 12 mm
Doxycyklin (tetracyklin) DO 19 mm
Ampicilin (aminopenicilin) |AMP 29 mm
Ko-trimoxazol (smes) SXT 16 mm




llustracni
foto

B. fragilis ATCC 25285




Ukol 8 — prukaz tvorby lecitinazy

m [vorba lecitinazy se projevi precipitaci kmene

“na zloutkovem agaru. Protoze vsak lecitinaz je
mnoho a nas zajima pouze lecitinaza
Clostridium perfringens, proverujeme, zda je
lecitinaza inhibovatelna specifickym

antitoxinem.
,Negativni |* - ]
viibec pozitivni
neprodukuje - .
lecitinazu. nEQﬂtIUnI I
,Negativni [I* nEgativni "

produkuje, ale
nejakou jinou,
nez nas zajima

pulka 5 antitcixinem




Ukol 9: Prikaz toxinu pokusem
na zviret

m Prohlednéete si videoklip, zabyvajici se
pokusem na zvireti. Povsimnete si
zejmena pouzite pokusnych mysi pro
prukaz tetanu a botulismu

Podobnée jako mys se do opistotond dostava i baCient
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08 - 10 www.biotox.cz

11 http://medecinepharmacie.univ-
fcomte.fr/bacterio_web/exa_microscopiques/ana/Clostridium_difficile_spores.htm

12 http://kherr14.myweb.uga.edu/botulism.html
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19 http://'www.ulb.ac.be/sciences/biodic/ImBacterie20002.html

20 21 gold.aecom.yu.edu/id/micro/anaerobicjar.htm

22 http://focus.hms.harvard.edu/2005/Sep16_2005/research_briefs.shtml
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46 - 49 www.microbes-edu.org/etudiant/anaerobies.html.

50 - 69 http://pharmacie.univ-lille2.fr/frecherche/labos/Bacteriologie/photos/index.php?album=7
70 microvet.arizona.edu/.../c_tetani.html.
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Nashledanou p r dalsim dilu!




