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Dalsi grampozitivni
bakterie
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Drive nez zaCneme, maly testik...

m Ktere jsou klinicky vyznamne G+ koky?
Stafylokoky, streptokoky, enterokoky

m Jak odlisime od ostatnich stafylokoky?
Pozitivni katalazou a rustem na 10 % NaCl
m Jak rozliSime streptokoky od enterokoku?
Streptokoky nerostou na SB ani na ZE puda.
m ProC nam muze pomoci i PYR test?

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



m Vime, ze urcCity 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



m Které streptokoky s hemolyzou jsou
vyznamne?

S. pyogenes a S. agalactiae

m Jak pozname prvniho z nich?

Pozitivnim PYR 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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Klinicky vyznamné G+ bakterie

Tvar

Stafylokoky (S. aureus, koag. - staf.)
Lekarsky
vyznamné | Streptokoky (s viridaci, hemol., bez)
Koky

Enterokoky (E. faecalis, E. faecium)

Listerie (typicky L. monocytogenes)
Lékarsky |
vyznamné | Korynebakteria
TyCinky

Bacily

Listerie a korynebakteria nesporuluji, bacily sporuluji
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Rod Enterococcus

» G+ koky v drobnych shlucich Ci kratkych
retizcich

> Vysoka odolnost — 6,5 % NaCl, zluc, azid sodny, pH
4,8 -11

» Jak napovida rodové jméno — soucasti normalni
mikroflory streva.

» Jsou jednim z nejbéznéjsich puvodcu mocovych
infekci

» Nozokomialni infekce (rany, sepse, endokardltldy,
implantaty aj.)

» Primarni rezistence k cefalosporinum
> NejCastéji E. faecalis (90%),
E. faecium a dalsi
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Enterokoky — vzhled kolonii

o
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Rod Listeria

» G+ kratke tyCinky vyskytujici se
v prostiedi a potravinach (syry, zelenina, puda,
listi...),

> Vyznadluji schopnosti rust pfi nizkych teplotach
(4 °C) (pohyb) a vysokych koncentracich NaCl Ci
ZIuci : ,

» Katalaza +

> L. monocytogenes, L. ivanovi,

L. iInnocua aj.




Listeria

Listeriéza (L. monocytogenes)

- zfidka vyvolava viditelné infekce
dospéelych, snad s vyjimkou uzlinového
syndromu

- je vSak nebezpecna pro tehotne a . "
novorozence (bakteriémie, meningitida, ﬁm«m
penumonie),

a pro oslabené osoby
(infekce ran, sepse,
meningitidy)
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Korynebacteria

» Korynebakteria jsou G+ tyCinky kyjoviteho tvaru (koryné
= Kkyj), néktera jsou pleomorfni (ruznotvara), popfipadé i
nekonstantné probarvena (gramlabilni)

» Odolné k vyschnuti a koncentraci NaCl, nerostou vsak
na MH bez krve

> Katalaza +

» Patfi sem C. diphtheriae -puvodce zaskrtu, dnes diky
oCkovani u nas vzacny

» Skupina tzv. nedifterickych (= nezaskrtovych) — jsou
normalni soucasti bézné fléry na kuzi, spolu se
stafylokoky a kvasinkami
Corynebacterium jejkeium — nozokomialni inf.
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Zaskrt

Pseudomembranozni angina (pablany, otok)
Zaskrt vznika pouze pokud kmen produkuje
diftericky toxin
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Korynebakteria- tvary
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Rod Bacillus

» G+ mohutne tyCinky s rovnymi 8

konci
» Tvori jednu endosporu, pohyblivée
» Katalaza +

» VétSina prislusniku rodu Bacillus jsou neskodné
mikroby, jejich spory se vyskytuji ve vngjsim
prostredi. Pokud se vyskytnou v kultivaci klinickeho
vzorku, jde pravdepodobné o kontaminaci
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Jsou vsak | bacily stojici za zminku

» Bacillus anthracis se stal popularnim pfi
teroristickych hrozbach. Obligatni patogen,
puvodce veterinarnihno onemocnéni — antraxu — byl
jednou z prvnich nakaz, proti nimz byla zkousSena
(Pasteurem) vakcinace.

» Bacillus cereus je pivodcem enterotoxikoz a
infekci oka. U imunokompromitovanych osob-
infekce ran, endokarditidy, sepse.

» Bacillus stearothemophillus a Bacillus subtilis se
vzhledem ke své schopnosti prezivat pri velmi
vysokych teplotach pouzivaji jako indikatory
ucinnosti sterilizatoru.



ex ) B Subtilis
B. Cerens
B, Thuringiensis
B. Anthracis

ﬁ ex - B. Polveyma (fixe le N2)
A ex * B. Pasteuril (dégrade 1Urée)
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LécCba infekci zpusobenych
enterokoky a G+ tyCinkami

» Na enterokoky ani na listerie 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 zejmeéna
u hematoonkologickych pacientu objevuiji
epidemiologicky zavazne vankomycin rezistentni
kmeny — VRE. Zde zabira pouze nove antibiotikum
— linezolid.
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VRE =i .

[ 5% to < 10%
= 10% to € 25%
I 25% to < 50%
= 50%

3 No data reported or less than 10 isolates
I Notincluded

Mon-visible countries
[ Liechtenstein
3 Luxembourg
Bl Malta

Table 5.54: Number of invasive E. faecalis and E. faecium isolates and proportion of high-level aminoglycoside-r
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Diagnostika

Enterokok |Listerie Koryneform. |Bacillus
o |G+ koky G+ tyCinky |G+ tyCinky |G+ robustni
g | vkratkych |retezici se |skladajici se |tyCinky,
w |fetizcich  |jako vedle sebe |sporulujici
_g ! o+ |Spekacky |(palisady) |(nemusi byt
S | T AS viditelné)
sedave, velke | podobné velmi plstovité
§ asi jako Str. | entero- drobné kolonie,
S |agalactiae, 1y qam, kolonie nékdy |
+= | vetsinou bez v dobné , ,
2 |hemolyzy, ale | "€MOlyza | podobne vyrazna
i s virid. & h. |j€e Cl neni mouce hemolyza
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Diagnostika- enterokoky

r

» Biochemicke testy: katalaza negatlvnl mozné
je biochemické rozliSeni, dulezité stépeni
arabinosy (E. faecalis nestépi, puda je zelena,
E. faecium stepi, zloutne)

» Antigenni analyza se zpravidla nepouziva. V

» Citlivost Ize testovat na beznem MH agaru.
Existuji i pudy na screening VRE
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Diagnostika-G+ tyCinky

» Biochemicke testy: katalaza u vsech tri

pozitivni. Biochemicky lze rozlisovat
Koryneformni tyCinky navzajem (APl Coryne,
Remel)

» Rust pfi nizkych teplotach a vysokych

Kkoncentracich NaCl se pouzivaji v diagnostice

isterii

» Prukaz antigenu — napriklad prukaz difterického
toxinu Elekovym testem
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Diferencialni diagnostika

» Gramovo barveni rozlisi grampozitivni koky,
grampozitivni tyCinky a ostatni bakterie.

» Koky rozliSime katalazou, rustem na NaCl
(stafylokoky), rustem na Slanetz-Bartleyho Ci
ZE pldé, popf. PYR testem (enterokoky)

» TycCinky rozlisi mikroskopicka morfologie,
morfologie kolonii a ruzné dalsi testy

» Korynebakteria navzajem rozlisi napriklad
biochemicky test API-Coryne nebo jiné
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Ukol 1: Barveni kultur podle Grama

» Obarvéete podle Grama osm podezrelych
kmenu (pro zopakovani: natfit, nechat
uschnout, fixovat plamenem, poté barvit:
Gram 30 s, Lugol 30 s, alkohol 15 s, voda,
safranin 60 s, voda, osusit, imerzni obj.)

» Rozlisite bakterie podle tvaru a typu bunécne
stény. Pro vzajemné rozliSeni G+ koku a
vzajemne rozliSeni G+ tyCinek musite
pokracCovat dal.
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Ukol 2: Kultivace na krevnim agaru

> Popiste vsechny kmeny, které se v ukolu ¢. 1
barvily jako grampozitivni. Popiste velikost, barvu,
tvar, profil a hemolyticke vlastnosti. Podle moznosti
popiste i dalsi (povrch, okraje, konzistence,
pruhlednost, zapach).

» Pokuste se odhadnout, ktery z G+ koku by mohl byt
stafylokok (bily, maslovité kolonie)

» Pokuste se odhadnout, ktera z G+ tyCinek je Listeria,
Bacillus a Corynebacterium
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Ukol 3: Kataldza, Slanetz Bartley a
Zluc-eskulin

» 3a: Provedte u vSech grampozitivhich kmenu
katalazovy test

> 3b: Zjistete, které kmeny rostou na Slanetz-
Bartelyho pudé s azidem sodnym. To by mély byt
enterokoky.

» 3c¢: Na zluc-eskulinovém agaru roste jeste jeden
kmen navic. Ten, ktery zde roste, a pritom neroste
na pudé s azidem sodnym, by mél byt Listeria

» Qverte si, jestli kmeny urCene jako enterokoky se

mikroskopicky (Ukol 1) jevily jako koky a kmen ur&eny jako
Listeria jako tyCinka.



Zlu&-eskulinovy agar Slanetz-Bartley

Gra

BIOTECH
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Ukoly 4: rozlieni enterokokd

» V ukolu 4a sledujte vysledek arabindzoveého testu

(kolonie se smisily s arabindzou a indikatorem, a
nechaly inkubovat)

» V ukolu 4b odectete vysledek EnCoccus testu. Ma
jen osm reakci. UrCete vysledek pomoci navodu na
svych stolech. % pravdepodobnosti a index
typicnosti nevyplnujte, protoze nemate jak je
zjistit.
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Ukol 5: Dal$i testy k listeriim

» 5a — Rust pfi 4 °C — Ze vSech nami
studovanych G+ tyCinek jen Listeria je
schopna rust pri nizkych teplotach. To ji
umoznuje Sireni v syrarnach. Z jinych bakterii
(ne G+ tycCinek), roste pri chladniCkovych
teplotach nékolik dalsich druhu (Yersinia,
nekteré druhy pseudomonad apod.)



"4 51, Chromogenni puda na listerie

www.oxoid.com

Existuji ruizné chromogenni pudy k diagnostice listerii.
Ta, ktera je na obrazku, se vyznacuje modrym
zbarvenim vsech listerii; patogenni druhy navic maji
kolem sebe halo (odliSné zbarvené okoli kolonie).
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Ukol 6: Odeététe podle této tabulky

> VVSimnete si, ktere bakterie testuieme na MH
a ktere na MH s krvinkami.

Antibiotikum Zkratka |Referenc.
zona
Ampicilin (aminopenicilin) |AMP 17 mm
Ko-amoxicilin (aminopnc*®) [AMC 18 mm
Co-trimoxazol (smés 2) SXT 16 mm
Doxycyklin (tetracyklin) DO 19 mm
Chloramfenikol C 18 mm
Vankomycin (glykopeptid) |VA 17 mm

*Aminopenicilin potencovany inhibitorem betalaktamazy
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Ukol 7: Elek(iv test

Jde o detekcl B ™y S

toxinu. Pouzivame R R

papirek se specific™\_  / NG
antitoxinem, ktery je

polozen na povrch
agaru, pOté S€ negat. negat. pozit.
OCkuji testovan
kmeny. Pozitivni | | \
vysledek =

LI

precipitacni linie SN 4



Toxigenic MNontoxigenic
C diphtheriae ‘G diphtherlae




