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DALSI G+ BAKTERIE
praktikum ¢. 3

Lékarska mikrobiologie — cviCeni
Mikrobiologicky ustav LF MU

WWW.pinterest.com



Z minulych cviceni byste méli znat
» Zakladni mikrobiologické pudy

» Klinicky vyznam stafylokoku, odlisSeni S.aureus od CoNS,
vyznam a detekce koagulazy a hyaluronidazy, MRSA

» Biochemicke metody identifikace - % pravdépodobnosti,
T, katalaza, oxidaza, PYR test

» Klinicky vyznam streptokoku, déleni dle hemolyzy,
odliseni S.pyogenes a S.agalactiae (PYR test, CAMP
test), ur€eni S.pneumoniae (optochinovy test), ASLO



Prehled G+ bakterii

Cviceni| Tvar Zastupci

PO1 <oky [Stafylokoky (S.aureus, CoNS)

P02 coky |[Streptokoky (viridujici, hemolytické)

P03 <oky [Enterokoky

tycky [Listerie, Bacily, Korynebakteria

Listerie a korynebakteria nesporuluji, bacily sporuluji.




Obsah cviceni

Charakteristika enterokoku

Charakteristika G+ tyCinek

Lécba infekci zpusobenych enterokoky a G+ tyCinkami
Diagnostika enterokoku a G+ tyCinek

Diferencialni diagnostika enterokoku a G+ tyCinek
Praktické ukoly
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Charakteristika enterokoku

» G+ koky v drobnych shlucich ¢i kratkych Fetizcich

» Vysoka odolnost — 6,5 % NaCl (pozor — stafylokoky az 10
% NacCl'), zlu¢, azid sodny, pH 4,8 - 11 v @,

Katalaza NEG QD "\Q’ 3
Klinicky vyznam:
Soucast normalni mikroflory stfeva

Jedni z nejbéznéjSich puvodcu mocovych |nfekC|

Nozokomialni infekce (rany, sepse, endokarditidy,
implantaty, atd.)

» Primarni rezistence k cefalosporinlim
» E. faecalis (90%), E. faecium a dalsi
» Nebezpecné VRE — vankomycin rezistentni enterokoky

http://biowiki.hgtc.edu
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Charakteristika G+ tycinek - listerie

» G+ kratké tyCinky

» Vyskyt: v prostfedi a potravinach (mleko, syry, zelenina,
maso, puda, listi...),

» Vysoka odolnost - rust pfi nizkych teplotach (4 °C —
lednicka, syrarny) a vysokych koncentracich NaCl &i zlugi

» Katalaza POZ

» L. monocytogenes, L. ivanovi, L. innocua aj.

‘
http:/cit.vfu.cz [ 2 ?



Charakteristika G+ tycinek - listerie

» Klinicky vyznam:
Listeridoza - gastroenteritida, hore¢naté onemocnéni,
malokdy infekce u zdravych dospélych

Riziko pro téhotné - hrozi kongenitalni infekce plodu pres
placentu (mozny potrat) nebo (ve tretim trimestru) infekce
plodu, nebo také perinatalni infekce pfi porodu
(kontaminovany posSevni sekrete).

Novorozenci - typicka meningitida i sepse (malo Caste,
vysoka letalita)

Lidé s oslabenou imununitou — infekce ran, sepse,
meningitidy



Charakteristika G+ tycinek -
korynebakteria

» Korynebakteria jsou grampozitivni tyCinky kyjovitého
tvaru (koryné = kyj), néktera pleomorfni, mohou byt
gramlabilni.

» Odolné k vyschnuti a koncentraci NaCl, ale nerostou na
MH agaru bez krve. Tvofi palisady a tzv. havrani kridla.

» Kataldza POZ
» Corynebacterium diphtheria — zaskrt, diky oCkovani

o oY A
» Nediftericka (= nezaskrtova) L . é"& '
korynebakteria — e P .,,’\m‘.,.;."’ :
soudasti b&zné mikroflory kiize. 2. *s * =« s 'v-i:



Charakteristika G+ tycinek -
korynebakteria

» Klinicky vyznam:
Zaskrt - pseudomembrandzni angina (pablany, otok).
Vznik pouze pokud kmen bakterie produkuje diftericky
toxin (ten do bunky vnasi tzv. B-fag). Charakteristicky
otekly krk, pfi absenci terapie smrt udusenim.

L

www.wikipedia.org




Charakteristika G+ tycinek - bacily

» G+ mohutné tyCinky s rovnymi konci

» Pohyblivé, sporulujici - jedna endospora (terminalni,
subterminalni €i centralni)

Katalaza POZ
VétSina zastupcu — neSkodné mikroby vnéjsiho prostredi.
V klinice vétsinou kontaminace.

Nékolik vyznamnych zastupcu — Bacillus anthracis,
Bacillus cereus, Geobacillus (drive Bacillus)
stearothermophillus a Bacillus subtilis

v Vv v Vv

www.cropsoil.uga.edu




Charakteristika G+ tycinek - bacily

» Klinicky vyznam:
Bacillus anthracis - obligatni patogen, puvodce
veterinarnino onemocnéni — antraxu — potencial
biologické zbrané. Jedna z prvnich nakaz, na kterych byla
zkouSena vakcinace.

Bacillus cereus — enterotoxikdzy, infekce oka.
Imunokompromitované osoby - infekce ran, endokarditidy,
sepse.

Geobacillus stearothemophillus a Bacillus subtilis -
schopnost prezivat pfi velmi vysokych teplotach -
pouziti: indikatory uc€innosti sterilizatoru.



Enterokoky a G+ tycinky: lecba

» Enterokoky a listerie — primarni rezistence na
cefalosporin. Enterokoky také primarne rezistentni na
makrolidy, linkosamidy.

» E.faecalis — citlivy na ampicilin, ale E.faecium — primarné
rezistentni.

» Mozné pouziti ko-trimoxazolu, doxycyklinu, jako rezerva
vankomycin.

» VRE — vankomycin rezistentni kmeny (hlavné u
hematoonkoligkych pacientt) - linezolid (ZYVOXID),
pripadné dalfopristin/quinupristin (SYNERCID).



Enterokoky a G+ tycinky: diagnostika
— prehled kultivace a mikroskopie

Enterokoky Listerie Korynebakteria Bacily
G+ tycinky
(V] ve ’ er s p
= G+ tycCink skladajici se G+ robustni
& | Grkokyv | VY e o
~ o retézici se vedle sebe jako tycinky,
3 kratkych L g
= Lo za sebou, palisady mozna
— retizcich ., " ,
S palisady nebo "havrani sporulace
kridla"
sedave, |stovité
e vétSinou bez podobné , ) P _
5] ) ] velmi drobné kolonie,
o hemolyzy (ale| enterokokim, _ .
= . , kolonie nekdy
= mozna hemolyza ] ) )
=z . . L (podobné mouce)| vyrazna
viridace i mozna )
] hemolyza
hemolyza)




Diagnostika: enterokoky

» Kataldza NEG
» RuUst na zlu€ — eskulinové pudé, na Slanetz — Bartleyho

agaru.
» Biochemie — stépeni arabinosy (E. faecalis nestépi -
puda je zelena, E. faecium $tépi - puda )

» Antigenni analyza - zpravidla se nepouziva.
» Testy citlivosti — bézny MH agara. Existuji i pudy na
screening VRE.

Foto: archiv Ustavu




Diagnostika: G+ tycinky

» Katalaza POZ u vSech tfi skupin (ale nap¥. u rodu
Arcanobacterium blizkého korynebakteriim je negativni!)

» Biochemickyé rozliSeni koryneformnich ty€inek navzajem
— APl Coryne, Remel)

» Diagnostika listerii — rust pfi nizkych teplotach, vysokych
koncentracich NaCl a hemolytickeé interakce.

» Prukaz antigenu — prukaz difterického toxinu Elekovym
testem (viz. dale).



Diferencialni diagnostika: enterokoky

» Gramovo barveni: grampozitivni koky x grampozitivni
tyCinky x ostatni bakterie.

» Stafylokoky odliSi pozitivni katalaza a rust na NaCl (10
%!).
» Streptokoky odliSi nepfitomnost rustu na Slanetz —

Bartleyho ¢€i zlué — eskulinové pudé, popf. PYR testem
(kromé S. pyogenes negativni).

» Vzajemné rozliSeni je mozné arabindzovym testem nebo



Diferencialni diagnostika: bacily

» Gramovo barveni: grampozitivni koky x grampozitivni
tyCinky x ostatni bakterie.

» Bacily se navic projevi uz v Gramové barveni coby velmi
rozmeérné (robustni) ty€inky. Casto, ale ne vzdy,
muzeme také pozorovat tvorbu endospor.

» Kultivace — velke, plstovité kolonie.

» Druhové urCeni je mozné biochemickymi testy, testy
citlivosti na antibiotika apod.

» U G+ tycinek ale neni jednoznacny algoritmus!



Diferencialni diagnostika: listerie a
koryneformni tycinky

» Gramovo barveni: grampozitivni koky x grampozitivni
tyCinky x ostatni bakterie.

» Nesporuluji, nejsou robustni — vylouceny bacily.

LI "4V 4

» Spolehlivéjsi douréeni — biochemie, rust pfi ruznych
teplotach (listerie 4°C), testy hemolytickych interakci.

» U G+ tycinek ale neni jednoznacny algoritmus!



Diferencialni diagnostika: listerie

Y/

» Chromogenni puda na diagnostiku listerii — ALOA
— modré zbarveni kolonii listerii, patogenni druhy
maji kolem sebe tzv. HALO = odliSné zbarvené
okoli.

www.oxoid.com



Diferencialni diagnostika:
koryneformni tycinky

» Detekce difterickeho toxinu

za pouziti specialniho papirku

S antitoxinem — polozen na povrch
agaru, kam se posléeze ocCkuji
testované kmeny.

» Pozitivni vysledek =
precipitacni linie. ELEIES

Filter paper strip with C. diphtheriae antitoxin
Precipitin line
Known toxigenic C. diphtheriae
Unknown (pt's isolate)
Known nontoxigenic C. diphtheriae

http://mww.rahulgladwin.com




Ukol é. 1 - Gramovo barveni

» Obarvéte podle Grama osm podezrelych kmenu (pro
zopakovani: natfrit = nechat uschnout - fixovat
plamenem - poté barvit: Gram 30 s - Lugol 20-30 s &>
oplachnout vodou - alkohol 15-20 s - oplachnout
vodou - safranin 60 - oplachnout vodou - osusit
filtracnim papirem (nedrhnout bunic¢inou ani ni¢im
jinym!) = imerzni objektiv - olej)

» Odlisite jednu G- bakterii. Zbytek budou G+ koky a
tyCinky.



Ukol &. 2 - Morfologie kolonii

» Popiste vsechny kmeny, které se v ukolu €. 1 barvily
jako grampozitivni. Popiste velikost, barvu, tvar, profil a
hemolytické 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.



Ukol é. 3 - Katalaza, ZE, Slanetz-
Bartley

» 3a) Katalaza — enterokoky negativni, G+ tyCinky
pozitivni (pozitivni také G+ stafylokok, negativni také
G+ streptokok).

» 3b) Rust na Slanetz-Bartleyho pudé (pfidavek azidu
sodného) — rostou enterokoky:.

» 3c) Rust na zlué-eskulinovém agaru — kmen, ktery zde
roste a zaroven neroste na Slanetz-Bartleyho pudé -
Listeria.



Ukol ¢. 4 - Vzajemneé rozliseni
enterokoku

» 4a) Arabinbdzovy test — kolonie se smisily s arabinézou
- inkubace. E. faecalis neStépi - puda je zelena, E.
faecium $tépi - puda

» 4b) ENCOCCUStest — 8 reakci. NeurcCujte index
typiCnosti a % pravdepodobnosti (nemate jak).
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Ukol &. 5 — Diagnostika listeri

» 5a) Rust pri 4°C — jedina Listeria dokaze rust pfi
chladniCkovych teplotach (z jinych bakterii napr. Yersinia,
nékteré druhy pseudomonad apod.).

» 5b) Rust listerie na chromogenni pudé — ALOA puda
pro Listeria monocytogenes (slide 19).




Ukol &. 6 — Testy citlivosti

» 6a) Odectete difuzni diskovy test.Vsimejte si, kterée
druhy potrebuji pro kultivaci MH agar s pridavkem krve a
které ne.

» 6b) E.faecalis — citlivy na ampicilin, ale E.faecium —
primarne rezistentni.

» 6¢) VRE — vankomycin rezistentni enterokoky.



Ukol é. 7 - Elekuv test

» Zakreslete vysledek Elekova testu na testovani
difterického toxinu. Nezapomente na popisky!

ELEK test:

Filter paper strip with C. diphtheriae antitoxin

Precipitin line
Known toxigenic C. diphtheriae

Unknown (pt's isolate)

Known nontoxigenic C. diphtheriae




Po tomto cviceni byste méli znat:

» Klinicky vyznam a diagnostiku enterokoku — jak je odliSit
od stafylokoku, streptokoku. Vyznam zkratky VRE.

» Klinicky vyznam a diagnostiku G+ tyCinek — které
sporuluji, které ne, vyznacne vilastnosti jednotlivych
zastupcu (rust pfi nizkych teplotach, rust na
diagnostickych pudach atd.).

» Moznosti terapie infekci zpusobenych G+ tyCinkami a
enterokoky — rezistence, Iéky volby.

» Princip a vyznam Elekova testu.



