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Obsah cviceni

» G- koky a ostatni G- tyCinky
Charakteristika, vyznam, |éCba
Diagnostika



G- koky - rod Neisseria (1)

» Kultivacné narocné G- koky az kokotycCky:
Ustni neisserie: b&zny krevni agar
Meningokok: obohaceny krevni agar
Gonokok: cokoladovy agar

» Casto se vyskytuji jako diplokoky.

» Katalaza i oxidaza pozitivni.

» Aerobni / mikroaerofilni. Nékteré druhy mohou vyzadovat
zvysenou tenzi CO.,. :




G- koky - rod Neisseria (2)

» Neisseria gonorrhoeae (gonokok):
Plavodce kapavky — klinické projevy: zanét uretry a u Zen
také zanet cervixu, vyskyt take ve faryngu a rektu. U zen se
nejedna o zanét pochvy - na test na kapavku se
neprovadi vytér z pochvy!
Onemocnéni nezanechava trvalou imunitu - neni mozné
ockovani.
Kredeizace = prevenze novorozenecke
keratokonjunktivitidy (Septonex, drive AQNO,).



G- koky - rod Neisseria (3)

» Neisseria meningitidis (meningokok):
Zpusobuje meningitidy, ale také sepse — vzdy se jedna o
klonalni kmeny. Mira virulence souvisi s proteinovymi

antigeny. Polysacharidové antigeny urcuji predevsim to,
zdali Ize infekci kmenem predejit oCkovanim.

Meningitidy malo Casté, ale vysoce letalni s velmi rychlym
prubéhem z plného zdravi chfipkovité pfiznaky, vyrazka,
petechie, meningealni priznaky, sepse)

Prenos: tésny kontakt. Vzniku infekce napomaha narusena
sliznice, oslabeny organismus.

U nas vzacny vyskyt ve srovnani s hlavne stfedoafrickymi
zememi.



G- koky - rod Neisseria (4)

» Lécba meningitidy:
Zajistéeni zakladnich zivotnich funkci — hlidani krvaceni a
acidobazické rovnovahy.
Okamzité podani ATB — Iék volby = klasicky penicilin.
DalSi ATB: cefalosporiny 3.generace (ceftriaxon — dobry prinik do
likvoru).

» Oc¢kovani:
Nizka incidence v Evropeé — neoCkuje se cela populace, ale
pouze rizikoveé skupiny.
Problém: seroskupina B = slaba Ag determinanta. Dnes
existuje univerzalni vakcina, ale s nejistou ucCinnosti.

Vakciny: staré polysacharidové chrani hufe nez nové
konjugovane. Rozdily také v seroskupinach (samotne C, A +
C nebo tetravakcina A + C + W135 + Y). V Cesku nejb&znéji
BaC.



Ruzné serotypy rodu Neisseria




G- koky - rod Neisseria (5)

» Ustni neisserie:
Bézna mikroflora dutiny ustni a faryngu.

ObycCejné nepatogenni, pfi poruse imutiny endokarditidy,
meningitidy.

Koky, kokobacily, méné Casto ve formé diplokoku.
Rust mozny na neobohaceném krevnim agaru.



Srovnani zastupcu rodu Neisseria

In vivo In vitro

Gonokok Nejchoulostivéjsi, | Nejchoulostivejsi,
prenos jen sexualni | roste jen na
cokoladovém agaru

Meningokok |Méne choulostivy, | Méné choulostivy, je-li

prenos na kratke krevni agar obohacen,
vzdalenosti i muzZe na ném rust
kapénkami

Tzv. ,ustni“ Nejmeéne Roste i na chudém

neisserie choulostive krevnim agaru




G- koky - rod Moraxella

» Moraxella (podrod Branhamella) catarrhalis:
Pritomna i u zdravych osob ve faryngu.
Jako Cista kultura zpusobuje sinusitidy, otitis media,
faryngitidy a podobné.
Moraxella catarrhalis P .
Katalaza, oxidaza
INAC pozitivni




Dalsi G- tycinky — Legionella
pneumophila

» Legionella pneumophila zpusobuje legionarskou
nemoc (tézSi varianta) nebo Pontiackou horecCku (lehcCi
varianta nepostihujici plice).

» Rezervoar: vodovody, klimatizace, atd.




Dalsi G- tycinky - rod Bordetella

» B. pertussis a B. parapertussis: puvodci ¢erného kasle
— velice vzacny diky oCkovani. Jako odbérovy material se
pouziva pernasalni vytér (=odbér z nosohltanu bez
dotyku okolnich sliznic).

» B. bronchiseptica: puvodce ruznych patologickych

stavu Clovéka a zvirat.
y e
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Dalsi G- tycinky - rod Brucella

» Klasicky puvodce zoonoz.

» Brucella abortus: kravi patogen. Napada hovézi
placenty, zpusobujic zmetani (potraty) skotu. U lidi
zpusobuje Bangovu nemoc (vstupem je poranéna kuze,
horeCka, organova postizeni atd.)

» Brucella suis: prasata
» Brucella melitensis: ovgs
» Brucella canis: psi |




Dalsi G- tycinky - rod Francisella

v u VLD a4

Tularémie = zajeCi mor. Ohrozené skupiny: myslivci, kuchafri
pracujici se zverinou.
Napada rany, ale je mozné ji tak vdechnout = zapaly plic.




Diagnostika G- koku (1)

» Neisseria gonorrhoeae: zasadni je spravny odber.
Velice citlivy patogen, ktery Casto neprezije prevoz -
doporucovani je poslat také nater na sklicko z cervixu a
urethry (avsak ne z rekta a faryngu)

» Komplexni vysetreni na kapavku tedy zahrnuje:

vytér z urethry na Amiesovu pudu + natér

vytér z cervixu (zeny) na Amiesovu pudu + nater
vytér z rekta na Amiesovu pudu (bez natéru)
vytér z faryngu na Amiesovu pudu (bez natéru)



Diagnostika G- koku (2)

» Neisseria meningitidis — purulentni meningitida:
Odbér mozkomisniho moku — vySetfeni biochemicky,
cytologicky, mikrobiologicky.

Pri odbéru: likvor je zkaleny, vytéka pod tlakem.

V laboratofi: mikroskopie (G- diplokoky tvaru kavového zrna,
Casto intrecelularné lokalizované), pfimy prukaz antigenu

NejduleZitéjSi je okamzité zahajeni 1éCby!

http://medicine_plosjournals.org




Natery kapavky
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Diagnostika G- koku (3)

Neisserie a moraxelly:

» Kultivace: drobné, bezbarvé nebo nazloutlé (podle druhu)
kolonie, rostouci (podle druhu) na krevnim Ci Cokoladovem
agaru.

Gonokoky: rostou jen na Cokoladovém agaru

Meningokoky: rostou na bohatsich krevnich, ale
samozrfejme | ha cokoladovych agarech

Ustni neisserie a M.catarrhalis rostou na chudém i
bohatem krevnim agaru i na cokoladovém agaru
» Krevni agar Ci Cokoladovy agar je nezbytny i pro difusni
diskovy test.



Diagnostika G- koku (4)

Neisserie a moraxelly:

4

Biochemie: katalaza pozitivni, oxidaza pozitivni
(Moraxella muze mit opozdénou reakci); Moraxella
catarrhalis pozitivni ve specifickém testu, zvaném INAC
(indoxylacetatovy test).

Pozn. U INAC testu se postupuje jako u oxidazy, ale prouzek je
nutno zvlhCit a je nutno pet minut poCkat. Zbarveni je modrozelené.

Antigenni analyza: zpravidla provadéna jako latexova
aglutinace, velmi dulezita u meningokoku k urceni
seroskupiny.



Druhoveé urcen neisserii

» Biochemicke testy: zpravidla NEISSERIAtest, v jinych
zemich jiné testy.

» Pomérné mala biochemicka aktivita: gonokok stéepi jen
glukdézu, meningokok jen glukozu a maltozu.

Nelss erla mening b dis Neisseria gonomhoeae |

Glucose and Maltose are oxidized to acids. Only Glucose is oxidized to acid.

Yol Glucose and Matose for MC. Glucose only forGC.

www. ratsteachmicro.com



Diferencialni diagnostika: neisserie a
moraxelly (1)

» Gramovo barveni: G- (diplo)koky
» Oxidaza (pozitivni) rozliSuje nektere jiné G- koky (napr.
acinetobaktery ze skupiny G- nefermentujicich bakterii
jsou take kokoidni)
» Rust na ruznych pudach rozlisi
gonokoky (rostou jen na Cokoladovém agaru),

meningokoky (rostou na bohatsich krevnich, ale
samoziejme i na Cokoladovych agarech)

ustni neisserie (rostou na chudém i bohatém krevnim
agaru i na cokoladovém agaru)

M. catarrhalis (rust jako u ustnich neisserii)



Diferencialni diagnostika: neisserie a
moraxelly (2)

» INAC test (prouzkovy test podobny oxidazovemu) —
pozitivni u Moraxella catarrhalis.

» Komplexni biochemicky test (NEISSERIAtest) se
pouziva hlavne k vzajemneému rozliseni ustnich neisserii.

» Antigenni analyza (urCeni seroskupiny meningokoku u
iInvazivnich infekci).



Diagnostika jinych G- tycinek

» Mikroskopie: G- tyCinky, Casto kratké

» Kultivace: zpravidla specialni pudy (BG = Bordet
Gengouva pro bordetely, BCYE pro legionely atd.)

» Biochemicka identifikace: nekteré znaky mohou byt
vyuzity

» Antigenni analyza: nekdy uziteCna

» Neprimé metody se vyuzivaji, nejCastéeji u tularémie

» Diferencialni diagnostika tu neprobiha algoritmicky.

» Zpravidla jsou vzorky zasilany na vySetreni pfimo s
podezrenim na legionelozu, davivy kasel, Bangovu
chorobu apod.



Specialni ockovani bordetel

Tento zvlastni zpusob se
pouziva proto, ze
zkusenost ukazala, ze
zvysuje zachyt
bordetel.

B 1) Naockovani
stredového pole do
kapky penicilinu

Bl ?2) Spirala smérem
k.okraji

M 3) Radialni paprsky



BCYE puda pro legionely

Buffered
Charcoal
Yeast
Extract

i

http://medecinepharmacie.univ-fcomte fr




Ukol &. 1 - Mikroskopie

» 1a) Mikroskopujte uretralni nater kapavky, vse zakreslete
(diplokoky, leukocyty).

» 1b) 4 kmeny G- koky, jeden G+.

Obarvéte podle Grama 12 podezrelych kmenu (pro
zopakovani: natfit 2 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
buni€inou ani ni¢im jinym!) - imerzni objektiv - olej)



Intracelularni ulozeni gonokoku

blood cells



Ukol ¢. 2 - Kultivace na agarovych

pudach

» PopiSte narust kolonii na KA, ty které zde nerostou
popiste na Coko agaru (jeden kmen).

» Neobohaceny KA: ustni neisserie, moraxelly

» Obohaceny KA: ustni neisserie, moraxelly, meningokok

» Coko agar: ustni neisserie, moraxelly, meningokok,
gonokok



Ukol é. 3 — Zakladni biochemické
testy

» Pouze demonstracné na boc¢nim stole!!!

» 3a) Oxidazovy test k odliseni neisserii a moraxel od
pripadnych jinych G- koku.

» 3b) Indoxylacetatovy test k odliSeni Moraxella catarrhalis
od neisserii.



Ukol é. 4 - Uréeni G- glukézu
nefermentujicich bakterii a G- koku (2)

NEISSERIAtest:

» Jeden radek — 1. jamka = negativni kontrola. Test za€ina od
2. jamky!!!
» Nutno zakapnout Lugolovym roztokem pred provedenim
odecCtu (nemusite delat).
Gonokok stepi glukozu
Meningokok stépi maltozu
a glukozu

negar.
Comt. GLU  MLT FRU SUC GG TRB SPS
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Ukol &. 5 - Testy citlivosti patogent
na antibiotika

» Odectéte difuzni diskove testy pro gonokoka a
meningokoka.

» Test pro Moraxellu se vzhledem k hranicnim citlivostem
neprovadi.



Ukol &. 6 - P¥imy prukaz Ag puvodcii
meningitid v mozkomisnim moku

» 6a) Demonstrace soupravy k latexové aglutinaci

* Neisseria meningitidis A

* Neisseria meningitidis B / teenageri, batolata
* Neisseria meningitidis C

* N. meningitidis Y/W135

Haemophilus influenzae b batolata (drive)
Streptococcus pneumoniae seniofri

Streptococcus agalactiae novorozenci

» 6b) Videoklip



Ukol &. 7 - Diagnostika bordetel,
brucel, legionel a francisel (1)

» 7a: Kultivacni diagnostika bordetel: BG = Bordet
Gengouva

» 7b: Demonstrace kultivacni
pudy na legionely: BCYE

Buffered
Charcoal
Yeast
Extract




Ukol &. 7 - Diagnostika bordetel,
brucel, legionel a francisel (2)

» 7c¢: Prukaz protilatek proti
tularemii: odecte se titr

S nejvyssi pozitivni reakci. Zde
jakykoliv titr = pozitivni
reakce!




Ukol é. 7 - Diagnostika bordetel,
brucel, legionel a francisel (3)

» 7d: Diagnostika protilatek proti bruceloze:
Akutni infekce: velké mnozstvi protilatek, pfevazné tridy
IgM, pripadné IgM i IgG.
Pacient po prodélané infekci: malé mnozstvi protilatek,
pouze IgG (imunologicka pamet).

Chronicka infekce: ruzné moznosti podle aktivity infekce,
mikrobialniho druhu apod.



Po tomto cviceni byste méli znat:

» G- koky: neisserie, moraxelly, brucelly, legionelly,
franciselly — nejvyznamnéjsi zastupci, jejich diagnostika a
léEba. Rozdily v pouzitych kultivaénich pudach!



