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

e A ktere klinicky vyznamné G+ tyCinky?
Napr. listerie, koryneformni tyCinky, bacily

e Jak odliSime od ostatnich koku stafylokoky?
Pozitivni katalazou a rustem na 10 % NaCl

e Jak rozlisime streptokoky od enterokoku?

Streptokoky nerostou na SB ani na ZE pudé.
Pomoci nam muze i PYR test



e Jak muzeme navzajem rozliSit enterokoky?
Arabinosovym testem, pripadne EnCOCCUS

e Cojsou to MRSA a VRE a proC nas zajimaji”?
Jsou to multirezistetni epid. zavazne kmeny

e Jak pozname listerie?

Rostou i pri nizkych teplotach, vysokych
koncentracich NaCl, Ize vyuzit chromog. pudy



e Mohou byt korynebakteria béznou florou?

Ano. Jsou jednou z nejbeznejsich soucasti bezne
mikroflory kuze (vedle stafylokoku)

e Klinicky vyznamné druhy rodu Bacillus’
B. anthracis ,B. cereus

e VV cem nam naopak rod Bacillus pomaha”?
Vyuzivame je pfi kontrole sterilizatoru




Rod Enterobacteriaceae

e Gramnegativni tyCinky, vetsinou pohyblive
(az na Shigella, Klebsiella a Y. pestis)

e Oxidaza negativni, (katalaza +)

e Biochemicky znacne aktivni (zalezi na
patogenite)

e Komenzalove, saprofyte Ci patogeny strevni |
mimostrevni (obligatni | oportunni patogeny)



www2.mf.uni-lj.si

Primarni patogeny z rad enterobakterii | 2:°

e Enterobacteriaceae je klinicky nejdulezitéjsi Celed
gramnegativnich tyCinek

e NejhorsSi patogeny zpusobuji celkoveé infekce:
-Yersinia pestis (mor)
- antropopatogenni serovary salmonel (serovary
Typhi, Paratyphi A, Paratyphi B a Paratyphi C —
brisni tyfus)

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

e Tyka se to rodu Salmonella, Shigella a Yersinia




Podminéene patogenni enterobakterie

e Escherichia
e Klebsiella

e Proteus

e Serratia

e Enterobacter
o Atd.




Yersinia pestis T

e PuUvodce moru

e Prenasecem je blecha morova (Xenopsylla
cheopsis), zdrojem jsou krysy, potkani,
popripade jini hlodavci

e [fi formy onemocneni:

» Dymeéjovy (bubonicky) m.
» Plicni forma
» Septicka forma

Dalsi druhy — Y. enterocolitica, Y. pseudotuberculosis
- onemocneéni zazivaciho traktu
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Mor (Yersinia pestis)




Zoopatogeni salmonely sos

e Patfi mezi nejbéznéjsi puvodce bakterialnich
stfrevnich nakaz (tzv. salmonelozy)

e Serovary Enteritidis, Typhimurium, Infantis
atd.

e Fekalne- oralni infekce—
kontaminovaneé potraviny

e Rezervoarem infekce-
ruzni obratlovci




Antropopatogenni serovary HE

e Serotypy Typhi, Paratyphi

e Septicka onemocnéni- puvodci bfisniho tyfu
(popf. paratyfu)

e Vstupni branou infekce je travici trakt, zdrojem
nakazy je jen Clovek

e Priznaky- vysoka horecka a bolest hlavy
(hlavniCka)

Celosvétovy vyskyt
brisniho tyfu

Endemicky a2 hyperendemicky wyskyt L]
Endemicko-epidemicky viskyt B
Sporadicky nebo lokalni wskyt [l




Salmonela






Poznamka k salmonelam a oo
shigelam

e [0, Zze mezi strevnimi patogeny jsou rozdily,
ukazuje priklad salmonel a shigel.

e Salmonely potrebuji vysokou infekcni davku.
Musi se tedy pomnozit v nejake potravine.
Infekce jsou témer vyhradné z potravin.

e Shigelam (puvodci tzv. bacilarnich uplavic=
nemoc spinavych rukou) naproti tomu staci
mala infekCni davka (asi 100 bakterii), takze
se snadno prenesou Spinavyma rukama, klikou
od zachodu nebo kontaminovanou vodou.




Escherichia coli 4
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mikroflory, kde je zdravi prospésna
e Muze vSak i Skodit, a tyka se to hlavné specifickych
kmenu:

> ve stfreve EPEC (enteropatogenni EC)-
pfedevSim u novorozencu

» ETEC (enterotoxické EC)- cestovatelské prujmy
» EIEC (enteroinvazivni EC)

> STEC (shiga-like toxigenni EC)- hemolyticko-
uremicky syndrom

» UPEC (uropatogenni EC)- mimo strevo

e Extraintestinalni (mocCove, septicka onemocneni,
infekce ran) a intestinalni infekce (prujmy)
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Escherichie

Pokud escherichie
na KA hemolyzuj
(a to je dost
¢asto), uvede se
to pfipadné do |
vysledku, ale |
nehodnoti se to ||
jako zviastni
diagnosticky
znak

www.medmicro.info



Rod Klebsiella oo

e G- opouzdrene bakterie
e Nejvyznamnejsim druhem je K. pneumoniae
e VVyznamné nozokomialni patogeny

- infekce mocovych cest

- bronchopneumonie -




Klebsiely a escherichie

WWW

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

hlenovitéjsi a bélejSi nez je taky pomerne bile a
kolonie E. cali... hlenovité ©

.medmicro.info



Proteus

(P. mirabilis, P. vulgaris)
*Puvodci mocovych infekci

*Pro protey je typické, ze
nerostou jen v miste
Inokulace, ale Siri se po
povrchu agaru do stran
(plazivy rust, Raussuv
fenomen, take fenomeén
pribojové viny)
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Prehled enterobakteérii

Patogenita |Priklady

Systemova | Y. pestis, AP* salmonely

Strevni ZP* salmonely, shigely, yersinie

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

Témer Mnoho druhu, napriklad Pragia

nulova fontium a Budvicia aquatica

*zoopatogeneni **antropopatogenni



Campylobacter jejuni

e gramnegativni zahnuta tyCinka vyzadujici

specialni kultivaci

e Nepatri mezi enterobakterie, ale
kampylobakterioza je svym prubehem a
zavaznosti srovnatelna se salmonelozou

e Pocet pripadu u nas je v poslednich Ietech

priblizne stejny jako
v pripade salmoneloz
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http://vietsciences.free.fr

Helicobacter pylori

idis

e Pepticke (tedy gastrické Ci duodenalni) vredy jsou
onemocnenim, ktere vznika souhrou vice pricin.
Takovym onemocnenim rikame obvykle
multifaktorialni.

e Dodnes se nejen mezi praktickymi lekari, ale i mezi
specialisty lisi nazory na podil bakterie
Helicobacter pylori na vredove onemocneni. Jisto
je, ze jsou | zdravi lide s helikobakterem, stejne tak
je ale jisto, ze helikobakter svuj, nikoli
nevyznamny, podil na onemocneni ma.



Jak preziva v extremne :
nepriznivem prostredi zaludku?

e Upravuje si své mikroprostredi — alkalizuje si ho
tim, stepi mocovinu (silna ureazova aktivita)

e MocCovina se rozstepi na kysely oxid uhlicCity,
ktery vyprcha, a zasadity amoniak, ktery zustane
a alkalizuje prostredi

e Sté&peni modoviny probiha podle reakce:

-CO-Nrpy+ 7,02 CO, + 1N






Vibrionaceae

e Vibria jsou G- kratke vetsinou zakrivenée tyCinky,
pohyblivé a oxidaza pozitivni
e Vyskytuji se ve vodnim prostredi teplych oblasti

e Vibrio cholerae zpusobuje choleru, tézké
prujmove onemocneéni v tropech a subtropech

e Jini €lenové rodu Vibrio mohou zpusobovat také
prujmy, ale i infekce ran. Tato tzv. ,halofilni vibria®,
preferuji zvysene koncentrace NaCl

e Aeromonas, druhy vyznamny rod, také zpusobuje
ranne infekce, napriklad pfri priprave jidel z ryb a
plodu more.
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Enterobakterie — metody

e Primé metody
Mikroskopie — v praxi ma maly vyznam, protoze je
jich mnoho a v mikroskopu jsou vSechny stejné.
Nicmeéne v praktiku ji pouzijeme
Kultivace — pouziva se mnoho ruznych pud
Biochemicka identifikace — velmi dulezita
Antigenni analyza — salmonely, shigely, EPEC

e Neprimeé metody (protilatky)
Widalova reakce u tyfu, protilatky proti yersiniim



Odliseni od ostatnich podezrelych:
(diferencialni diagnostika)

e Gramovo barveni odlisi gramnegativni tyCinky od
ostatnich bakterii

e Endova puda: rostou na ni z klinicky vyznamnych
jen enterobakterie, prislusnici Celedi Vibrionaceae
a gramnegativni nefermentujici tyCinky

e Nefermentujici odlisi to, ze nefermentuji glukézu
(napf. Hajnova puda zustava po kultivaci cela
cervena, nezmeéni vubec barvu) Vibrionaceae
odlisi pozitivni oxidaza



Rozliseni enterobakterii oo
navzajem

e Endova puda podruhé: orientaCni rozliSeni
obligatnich patogenu (vétsinou L-) a
potencialnich patogenu (zpravidla L+)

e Spousta dalSich pud: XLD, MAL a dalSi na
salmonely, CIN na yersinie aj.

e Biochemicke testy: Hajnova puda, test MIU,
Svejcarova plotna, ENTEROtesty aj.

e Antigenni analyza zpravidla skliCkovou
aglutinaci



Ukol 1:Barveni kultur podle s
Grama

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

e Jeden z kmenu nebude G- tyCinka. Pro
porovnani si jeste ve druhém ukolu popisete
jeho kolonie (pro srovnani s ostatnimi), dalsi
ukoly uz s nim ale delat nebudete.



Ukol 2:Kultivace 3

e Popiste kolonie
vsech kmenu na KA
a Endové pudé.
Zvlaste si vsSimnete |
toho, ze nektere
Z nich jsou laktoza
negativni a jine
laktoza pozitivni

FotoO.Z. |



Ukoly 3 (a, b): Gramnegativni | 2
tyCinky - rozliseni
Pozor, oxidaza jen demonstracne na bocnim stole!

e Ukoly provedte dle protokolu. Pamatujte:

e Enterobakterie jsou oxidaza negativni (s vyjimkou rodu
Plesiomonas, ktery k nim byl nedavno pfifazen) A vidy §tép|'
glukézu

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

e Gramnegativni nefermentujici baktérie (mohou to
byt tyCinky, ale | kokotyCinky Ci koky) nikdy
nestepi glukozu. Oxidazu mohou mit pozitivni i
negativni



Ukol 3a- Hajnova ptida :

> Barva spodni ¢asti pudy beze zmény: bakterie
nefermentuje glukozu (rozdil tzv. G- nefermentujici
tyCky x enterobakterie)

> Spodni Cast z€erna — tvorba H,S

» Puda potrhana, s bublinkami — tvorba plynu z
glukozy

> Dolni cast . horni
cervena — bakterie fermentuje
glukozu, ale ne laktozu

> Puda cela — fermentuje
| laktozu




Ukol 4a — kultivaéni diagnostika| 3¢
enterobakterii

e Na pudé XLD
salmonely maji bledé kolonie s Cernym stredem (trochu
jako malininkaté volské oko s Cernym zloutkem)
jiné bakterie bud nerostou vubec, nebo rostou malo a
v koloniich jiné morfologie
e Na pudé MAL to vypada podobné, ale nékteré
barvy Ci velikosti kolonii se mohou lisit od vysledku
na XLD

e Na pudé CIN by yersinie rostly v drobnych, tmavé
ruzovych koloniich. Pokud tam nic neroste,
znamena to, Ze zadny z vasich kmenu neni
Yersinia.
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Ukol 4b — biochemické testovan
enterobakterii

e Pro biochemicke testovani enterobakterii
pouzivame r(izné testy. V Cesku pouzivame
nejCasteji EnteroTest 16 a EnteroTest 24. My dnes
pouzijeme prvni z nich

e Prvni reakce je ONPG test (zkumavka s Cinidlem
na stripu, jako VPT ve StaphyTestu a
StreptoTestu). Prvni rada panelu odpovida 2. az 9.
reakci, druha rada je 10. az 17/. reakce.



Ukol 5 — antigenni analyza

e Uvedomte si, ze antigenni analyza se

nepouziva zdaleka vzdycky

Pouziti je v zasade dvoii:
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 neurcuiji)

*zpravidla je to u deti do dvou let



Ukol 5a: aglutinace E. coli HE

e V soucCasnosti detekujeme 12 serovaru EPEC

e Je-li pozitivni nonavalentni serum (I, I, 1)
e pokracujeme trivalentnimi seéry (1, Il a lll)
e je-li jedno z nich pozitivni, pokraCcujeme prislusnymi
monovalentnimi sery
e Je-li pozitivni trivalentni séerum IV, pokraCcujeme
s monovalentnimi sery patricimi do skupiny V.

e Chapeijte: existuji stovky serovaru E. coli. Zkratka,
vysledek ,E. coli, EPEC vylouCena® znamena ,je to
jeden z tech zbylych asi 200"



5b Aglutinace salmonel &

e Pri aglutinaci kterekoli pohyblive enterobakterie
hodnotime dva typy antigenu: télove, tzv. O
antigeny, a bicikove, tzv. H antigeny (vyjimecne i
kapsularni K antigeny).

e Tak i kazda salmonela ma svou specifickou
antigenni strukturu. Napriklad salmonela
serovaru Enteritidis disponuje telovymi antigeny
(0) 9, 12 a bicikovym H m.

e Je-li tedy nase salmonela Salmonella
Enteritidis, musi byt pozitivni (aglutinace
pritomna) jak pri aglutinaci telovych, tak i
bic¢ikovych antigenu.



Ukol 6 — testy antibiotické 3
citlivosti

e Antibioticka citlivost se zasadne neurcuje u
kmenu ze stolice. (U bakterialnich prujmu
vetsinou podani antibiotik paradoxné
prodluzuje dobu vylucovani patogena ze
streva; spise nez antibiotika se tedy uziva
dieta a v rekonvalescenci probiotika.)

e UrCuje se tedy zpravidla u kmenu z moce,
proto i antibiotika zahrnuji Iéky pouzivanée
k leCbe mocovych infekci (napr. furantoin)



Jesteé k testum citlivosti

e V nasem pripade testuime tri kmeny, které
jsme urcili jako Escherichia coli, Klebsiella sp.
a Proteus mirabilis. Kmen salmonely
netestujeme, prestoze je patogenem.

e Pouzijeme sady G1. Je to zakladni sada,
krome ni existuje rozsirena sada G2 a dalsi
G3; pro mocove infekce se pouziva zvlastni
uprava G1, zvana GNTM (mocCovy test)



Tabulka zon citlivosti — test G1

(zakladni)
Antibiotikum Zkratka | Referencni
zona
Ampicilin (rozsir. penic.) AMP 17 mm
Cefalotin (CS 1 gen) KF 18 mm
Doxycyklin (tetracyklin) DO 16 mm
Cefuroxim (CS 2 gen) CXM 23 mm
Ciprofloxacin (chinol 3G) CIP 21 mm
Ko-trimoxazol (smes) SXT 16 mm
Kyselina oxolinova*(ch1G) |OA 19 mm

*alternativné norfloxacin (NOR)



Ukol 7: Diagnostika kampylobaktera

e Kampylobaktera si s predchozimi bakteriemi
nespletete. Neroste na béznych pudach, navic
jde o zahnutou tycCinku

e Prohlednéete si kultivacni vysledky kultivace
kampylobaktera a zapiste popis do protokolu

e Prohlédnéte si take oxidazovy test (provede jej
ucitel demonstracné na bocnim stole)



Nekolik poznamek k diagnostice ::::

kampylobakteru :

e Kampylobaktery vyzaduji v zasade cCtyri veci:
e Svoji ¢ernou pudu —fikame ji bézné ,puda pro
kampylobaktery”
e Zvysenou teplotu na cca 42 °C. Jsou to totiz primarné
ptaci patogeny a ptaci maji vyssi telesnou teplotu
e Zvysenou tenzi CO,
e Prodlouzenou dobu kultivace — nikoli 24, ale 48 hodin



Ukol 8: Ureazovy test :
v diaghostice helikobaktera

e Helicobacter take neroste na beznych
pudach. Potrebuje asi pét dni na své
specialni pudé, nez je viditelny rust.

e Velice typicke je stepeni mocoviny. Na rozdil
od jinych biochemickych testu v mikrobiologii
zde muzeme pracovat pfimo se vzorkem
(zaludecni tkani) a nikoli s kmenem. V ukolu
8 uvidite rozdil mezi pozitivnim a negativhim
vysledkem.
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Ureazovy dechovy test

e Pacientovi se poda tézkym izotopem uhliku (3C)

nebo radioaktivnim izotopem (4C) znacena

mocovina

e U zdravéeho mocovina projde do dolni casti
traviciho traktu a vylouci se stolici

e Je-li pritomen helikobakter, rozstepi se uz
v zaludku a znaceny CO, se objevi ve

vydechovanem vzduchu. Cim vice znaCeného

CO,, tim vice helikobaktera



Diagnostika celedi Vibrionaceae  ::

e Provadi se podobnée jako u enterobakterii, ale jsou
oxidaza pozitivni.

e Mikroskopicky jsou vibria pohyblive, zahnute
tyCinky

e Pouziva se také specialnich pud, napfiklad
alkalicka peptonova voda a TCZS (Thioglykolat,
cystein, zluCove soli)

e Pouziva se obdobnych biochemickych testu, jako u
enterobaktérii

e Musi se ovsem vybrat spravna matice



Ukol 9: diagnostika Vibrionaceae| ::*

e V mikroskopii, Vibrio je zahnuta tyCinka (podivejte
se na obrazek na dalsi obrazovce a zakreslete)

e Pro kultivaci pouzivdme plidu TCZS (pevnou
pudu) a alkalickou peptonovou vodu (tekuta puda)

e Pro biochemickou identifikaci pouzivame tyz
Enterotest 16 jako pro enterobakterie,ale musime
pouzit jinou matici (v kodové knize Ci v pocitaci)

e Antigenni analyzou odhalime dva hlavni serovary
Vibrio cholerae: O1 a O139.

e Detailnéjsi diagnostika uvnitr serovaru O1 (na
biotypy Classic a El Tor) vyzaduje dalsi
biochemickeé testovani






