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Postaveni v systému metod

* Primé metody (mikrob — ¢ast — produkt):
— Mikroskopie — prukaz ve vzorku i identifikace
— Kultivace — prukaz ve vzorku i identifikace

— Biochemické a jiné identifikacni metody — jen
identifikace!

— Prukaz antigenu — prukaz ve vzorku i id.

— Prukaz nukleové kyseliny — zpravidla jen prukaz ve
vzorku

— Pokus na zvireti — zpravidla prukaz ve vzorku

* Neprimé metody (protilatky)



Mezi bakteriemi (i treba kvasinkami)
jsou rozdily v metabolismu

* Je velky rozdil, jestli bakterie provadeéji
fermentaci nebo aerobni respiraci

* Jerozdil, jestli bakterie stépi spise bilkoviny a
aminokyseliny (napriklad rod Proteus) nebo
spise cukry (napriklad rod Klebsiella)

Casto je stépeni urcitého substrdtu znakem
adaptace na urcité prostredi (dobre adaptované

enterobakterie stepi laktozu, kterou nachazeji
v nasem streve)



Obecny princip biochemickych testu

* Bakterie maji svuj specificky metabolismus

* Primyslova mikrobiologie vyuziva bakterialniho
metabolismu (zejména fermentativniho katabolismu)
k vyrobé riznych latek, véetné rady potravin

 Klinicka (i obecna) mikrobiologie vyuziva vzajemnych
rozdil v metabolismu mezi bakteriemi k jejich
vzajemnému rozliSovani

e Zajimaji nas pritom mezidruhové rozdily. Rozdily mezi
ruznymi kmeny stejného druhu jsou spise na obtiz



Obecny princip |

* Bakterii predlozime urcity substrat a zkoumame, zda ho
bakterie pomoci svého enzymu zmeéni v produkt(y).
Alespon jeden produkt se musi liSit od substratu
skupenstvim Ci barvou. Nelisi-li se, uzijeme vhodny
indikator (bud'je v reakci pritomen od pocatku, nebo ho
pridame jako cCinidlo na zaver testu)

* Existuje pritom velké mnozstvi zpusobu technického
provedeni tohoto typu testu.

| mezi savci jsou rozdily. Clovék neumi tvofit vitamin C,
nékteri savci ano



Poznamka

Ne vsechny biochemickeé
vlastnosti bakterii
studujeme specialnimi
testy. Nekteré zjistime i pfi
kultivaci na Foto 0. Z
diagnostickych nebo
selektivne-diagnostickych
puddch. Napriklad Endova
puda v sobé vlastné
zahrnuje biochemicky test:
rozlisuje bakterie na ty,
které umeéji stepit laktozu,
a ty, které to neuméji.




ldentifikacni
metody —
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reseni



Problémy

Rozdily jsou i mezi kmeny stejného druhu,
nejen mezi druhy

Malokdy pozorujeme, Zze 100 % ¢i 0 % kmenu
urcitého druhu tvori dany enzym

Casté&ji je to 90 %, 10 %, 70 %, 30 %...
Jak to treba muze vypadat v praxi:
Janickella tvori lenkuldzu v 90 % pripadu
Evickella tvori lenkulazu v 10 % pripadu
Lenkulaza-pozitivni mikrob = ???
typicka Janickella ???
atypicka Evickella ???



Problémy — reseni

Sledujeme-li jen jeden znak, je velka
pravdépodobnost, ze narazime na atypicky kmen a
identifikace bude chybna

Je vsak velmi mala pravdépodobnost, ze by se
kmen choval atypicky napt. v deseti riznych
testech najednou

Proto ¢im vic testu, tim vétsi pravdépodobnost, ze
se nepleteme

Vétsi pocCet testl nam zaroven také umozni
vzajemne rozlisit vice druhu (rodu)



Pravdépodobnost vysledku

Jak jsme si rekli, ¢im vice testl pouzijeme, tim mame
lepsi sanci, ze se nepleteme

Presto tato sance nikdy neni celych 100 %

Da se vzdy rici napriklad, ze nas hypoteticky kmen je
— na 99,3 % Janickella elegans

— na 0,5 % Evickella pulcherima

— na 0,2 % néco uplné jiného

Je pak na zvazeni identifikujiciho, zda mu takova mira

pravdepodobnosti staci, nebo provede dalsi rozlisujici
testy



Nejen procento pravdepodobnosti,
ale i index typicnosti kmene

* Ve skutecnosti je vysledek biochemické
identifikace zpravidla charakterizovan dvéma
cisly, nikoli jen jednim:

— % pravdépodobnosti: napr. ze je 90%
pravdépodobnost, ze kmen opravdu je Janickella
elegans a ne neco jiného

— Index typicnosti: mira shody s , idealnim
kmenem® Janickella elegans. Pokud je kmen
idealni, je T.. = 1,00; pokud kmen napt. netvori
lenkulazu, ackoli 90 % janickel ji tvori, bude T,
nizsi nez 1,00



PFiklady

* Kmen ma identifikaci 99 %, index typicnosti 0,95.
|dealni stav, pravdépodobné ,,je to ono”.

 Kmen ma identifikaci 99 %, ale index typicnosti jen
0,63. Muze jit o atypicky kmen (je dobré zjistit, ktery test
,mluvi proti identifikaci”), ale také o chybu diagnostiky

* Index typicnosti pro dva taxony vychazi shodnée 1,00,
procento pravdépodobnosti ma kazdy 49,5 % (jedno
procento zbyva na ,,jiné"). To znamena, ze je to
prakticky urcité jeden z nich, ale bez rozlisujicich testu
nezjistime, ktery to je.



ldentifikacni
metody —
praktickeé
provedeni



Moznosti praktického provedeni

* Rychlé testy (vteriny az minuty)

* Testy s inkubaci (hodiny az dny)

— Jiné testy (napr. Svejcarova plotna)



Katalazovy test

* Katalazovy test: velmi jednoduchy, do substratu (roztok
H,0,) rozmichame bakterie. Bublinky = pozitivita.
Princip: 2 H,0, 2 2H,0+ O,

» Konkrétni p¥iklady pouZiti tohoto testu n

Catalase + (atalase -

medic.med.uth.tmc.edu/path/oxidase.htm



Prakticka poznamka

 Doporuceny postup, jak provadét katalazovy test, je: na
sklicku vmichejte trochu hmoty kmene do kapky
roztoku peroxidu vodiku

* Nékteri mikrobiologové kapou peroxid primo na kolonie.
V pripadeé krevniho agaru je to riskantni — mikrobiolog
musi byt zkuseny, aby odlisil opravdovou katalazovou
reakci bakterii od slabé katalazové reakce cervenych
krvinek

e V praktiku to rozhodné nedélejte i z dalsiho duvodu:
peroxid bakterie usmrcuje, a na misce by nemuselo zbyt
dost zivych bakterii pro dalsi studenty.



Testy s diagnostickymi prouzky

* Testy s dg. prouzky — Reakcni ploskou se

dotkneme kolonii. V pfipadé pozitivity ploska n
zmeéni barvu. Nejbéznéjsi jsou tyto:

— oxidaza — reakcni ploska zmodra (nebo alespon ta
mista, kde jsme se dotkli kolonii). Pro priklady vyuziti
tohoto testu kliknéte na , ®“.

— reakcni ploska po nékolika minutach
; prouzek nutno pred pouzitim

navlhcit
— reakeni ploska po nékolika minutach,
prikapnuti Cinidla a dalsi minuté ¢ekani
— betalaktamazovy prouzek — tyka se testovani urcitého
faktoru rezistence na antibiotika (vice v JO6)



Provedeni testu v praxi

Foto: archiv MU



Oxidazovy test

Chadase
e,

-

medic.med.uth.tmc.edu/path/oxidase.htm



Jednoducheé zkumavkove
testy

* Mohou probihat v tekuté fazi, nebo v agaru.

* V obou pripadech je ve zkumavce substrat,
pripadné takeé indikator. Priklady variant
postupu jsou uvedeny na dalsich
obrazovkach



Jednoduché zkumavkové
testy — moznosti provedeni

e 1) Substrat je rozpustén v tekutiné, pri testu do
néj vmichame kmen, po inkubaci sledujeme
zmeénu zbarveni (v celém objemu, nebo jako
prstenec u hladiny). Priklad: arabin6zovy test
k rozliSeni enterokoku (tekutina zustane zelena =
test negativni, Enterococcus faecalis; tekutina
zezloutne = test pozitivni, Enterococcus faecium)



Jednoduché zkumavkoveé testy
— pokracovani

* 2) Nejprve rozmichame v tekutiné (fyziologickém
roztoku) kmen, pak pridame prouzek (podobny
napr. oxidazovému) napustény substratem.
Substrat se zacne uvolnovat z reakcni plosky
Priklad: ONPG test (pozitivni = tekutina zezloutne,
negativni = zustane bezbarva), VPT test (po pridani
dvou ruznych Cinidel se v negativnim pripadé
nestane nic, v pozitivhim se vytvori cerveny
prstenec u hladiny)



ONPG

* ONPG: Priklad jednoduchého
zkumavkového testu. Na prouzku je pridan
substrat. Zezloutnuti tekutiny znamena
pozitivitu testu.

Priklad pouziti: rozliseni
rod0 Citrobacter
(pozitivni) a Salmonella
(negativni)



Jednoduché zkumavkové
testy — pokracovani

* 3) Je pripraven agar obsahujici =~ Ciae+  Citrate-
substrat. Barva bud' zlstane
puvodni, nebo se zméni.
Priklad: Citrat dle Simmonse.
Pokud zustane pluda zelen3, je
test negativni, pokud zmodr3,
je pozitivni

medic.med.uth.tmc.edu



Slozité zkumavkove testy

* Vjedné zkumavce probiha vice reakci
* Napr. test MIU.

— M = motility — pohyb (zakal se rozléza polotekutym agarem,
nezUstava jen v misté vpichu)

— | = indol (pozitivita = Cerveny prstenec)
— U = urea (Stépeni mocoviny indikuje zrizovéni celé pudy)
M- M+ I-|([I+ U-1||U +

[T

* Nebo Hajnova ptida



www.arches.uga.edu

A i i

MIU by samozfejmé $lo délat i jako
tri jednotlivé testy: pohyb...




ce e i n d O I a u re u medic.med.uth.tmc.edu




Hajnova puda (kiigler iron
Agar — KIA v Hajnove modifikaci)‘ INININ

 Cerveny vriek — laktdza negativni

e Zluty vriek — laktdza pozitivni

 Cerveny spodek — glukdza negativni

 Zluty spodek — glukdza pozitivni

 Cerny spodek — bakterie tvofi
sirovodik (zakryva pozitivni glukozu!)

* Potrhani pudy ¢i odsunuti nahoru —

bakterie tvori plyny pri fermentaci
glukozy

www?2.ac-lyon.fr/

T




Priklad vvhodnoceni
Hajna + MIU

| Hajma | MU
Gl | Lac | K, | Vot | Ind | Ure.

Pseudomonas
aeruginosa

Escherichia coli
Proteus mirabilis

Salmonella enterica

Citrobacter freundi




Sady zkumavek

* SloZité zkumavkové testy maji své nevyhody. Casto pfi
pozitivité jednoho testu neni vidét, zda je pozitivni test
jiny. Spatné se automatizuji a vyZaduji dobre
zaskoleného pracovnika

e Jednodussi, i kdyz nékdy drazsi reseni, je sada nékolika
jednoduchych zkumavkovych testt

* [ze ovsem i zkombinovat testy slozité a jednoduché

(napr. Hajna + MIU + Simmons citrat + ornitin
dekarboxylaza — v nasi laboratori)



Miniaturizace: testy
v plastovych panelech

* Miniaturizace sady jednoduchych
zkumavkovych testu - testy v dllcich
plastovych mikrotitracnich desticek. Misto kazdé
zkumavky je jeden dulek

* Pocet testu v sadach kolisa od sedmi (Neisseria
Test) az po vice nez padesat

e Lisi se v technickych detailech. Vzdy je vsak
substrat suseny, bakterie se nejprve rozmicha ve
FR nebo suspenznim médiu a pak se kape Ci lije
do dulkd



Provedeni testu od firmy Erba
Lachema (u nas nejbézné;jsi)
* Vlyrobce dodava desticky se susenymi substraty,

umisténymi na dné dulku v desticce

* Pracovnik pripravi suspenzi bakterie ve FR nebo
Vv suspenznim médiu

Do kazdého dulku se kapne kapka suspenze ¢i dvé kapky

* Zbytek suspenze se Casto jesté vyuzije jako zkumavkovy
test s diagnostickym prouzkem (ONPG, VPT)

e Desticka i zkumavka se inkubuje v termostatu



NEFERMtest 24

Erba Lachema:
do jednoho ramecku
|ze vlozit Ctyri S
trojradky (Ctyri testy, = -
uréeni ¢ty rdznych [
kmenu)




Zahranicni soupravy

(princip Stej ny" drobné rozd I’ly www.ilexmedical.com/products_engl/api.htm.
v konkrétnim praktickém Fﬁt—‘%ﬁ
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www.ucd.ie/kyr/Images/jpgs/Photo16.htm




VVvhodnoceni destickovych testu

e 7 takového testu dostaneme radu vysledkt —
vétsSinou ve tvaru ,+“ (test pozitivni, substrat
Stépen, doslo ke zméné) nebo ,,-“ (test
negativni, substrat nebyl stépen, zbarveni
zUstalo puvodni).

 Priklad: +-+++-------- ++++

* Je nékolik zpusobu, jak takovou radu prevést na
,citelny vysledek”



Mozné zpusoby hodnoceni

* Porovnani s tabulkou je mozné jen u
jednoduchych testu a jasnych vysledkd.

* Prepocet na oktalové kody plus vyhledani
vysledku v seznamu kadu. Nejbéznéji pouzivano

* Vysledek se zada do pocitace, ktery ,vyplivhe“
vyhodnoceni. Ne vzdy praktickeé
Pocitacové hodnoceni se pouziva hlavne tehdy,

pokud uz ,,cteni” vysledku probiha automaticky,
napt. na spektrofotometru.




Oktalove kédy — co to je a proc

 Matematicky vzato je to vlastné prevedeni
dvojkové soustavy (zapis + + ——+ + ———,
respektive 110011000) do osmickové soustavy
(zapis 630)

» Z praktickych divodu se zpravidla uvnitr trojice
scita ,opacne”“ — normalné by pri prevodu z
dvojkové do osmickoveé Ci desitkové soustavy 1 1
0 méla byt Sestka a 0 1 1 trojka, v praxi to vsak z
jistych duvodu pocitame vétSinou naopak



Oktalovée kody — I

 V praxi se tedy kazdé trojici vysledku priradi
cislice od nuly po sedmicku — viz nasleduijici
obrazovka

e Samozrejme, pokud ma test napr. 17 reakci, je
na konci misto trojice jen dvojice, v tom
pripadé Cislice na konci muze byt jen 0, 1, 2, 3.

* Pokud by reakci bylo 16 (19, 22...) bude na
konci nula nebo jednicka.



Prakticky priklad
e Zaznamenaji se pozitivni a negativni vysledky
reakci
* Pod kazdou trojici se napise1-2-4

e Sectou se pro kazdou trojici pouze Cislice u
,+° nikoli u ,, =“ (ty se preskrtnou)

Test JAN LEN | MAG | TOM | PET KAR FRA | HAN
Vysl. + — + + + — — —

1 >< 2 | 1| 2 DX
Kéd 5 3 0




Prepocitavani trojic

-—— 124 0
+—— 124 1 1
-+— 124 2 2
++— 124 1+2 3
-—+ 124 4 4
+—+ 124 1+4 5
-++ 124 2+4 6
+++ 124 1+2+4 7




Konkrétné u ENTEROtestulb6
(17 testu)
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ldentifikacni
metody — jiné
nez
substratove



Jiné identifikacni testy

 Kromé testu zaloZzenych primo na stépeni
substratu, existuji i jiné podobné testy,
které zkoumaji vybaveni bakterii urcitymi
enzymy Ci faktory virulence. Napriklad:
— Test schopnosti koagulovat kralici plasmu
— Test schopnosti aglutinovat kralici plasmu

— Test schopnosti ,,odpouzdrit” opouzdreny
kmen (hyaluronidazovy test)

— Testovani pohyblivosti, to uz jsme meéli




Plasmakoagulaza a hyaluronidaza
(oba testy se uzivaji u stafylokoku)

www.hardydiagnostics.com

Foto O. Z.



Diagnostické pouziti antibiotik

* Jednou z moznosti je takeé testovani in vitro
citlivosti na urcité antibiotikum v pripadée, ze
vime, ze kmen X je vzdy citlivy a kmen Y je vzdy
rezistentni. | zde ovsem nemusi jit 0 100 %, ale
napr. 95 %. Pouzivaji se i takova antibiotika,
ktera neslouzi k |écbé, pripadné se pouzivala
drive, ale v soucasnosti jiz se nepouzivaji.

* Prikladem je tfeba optochinovy test z minulého
praktika

* Praktické provedeni je stejné jako u testu
citlivosti na antibiotika, ale zpravidla se nemeri
zona (pouze se konstatuje jeji existence)



Optochinovy test negativni a pozitivni

i o
e

http://www.mc.maricopa.edu



Novinky
v identifikacni
ch metodach



Nové identifikacni metody

* Jednim z trendu posledni doby je automatizace
biochemickeé identifikace pri zapojeni expertniho
systému. V neékterych pripadech identifikace primo
navazuje na (automatickou) kultivaci kmene

* Problémem pri pouziti téechto metod je, ze zpravidla
neni dostatecné zohlednén klinicky puvod kmene, a
tim vhodna mira presnosti identifikace, vybér

oravdepodobného patogena x nahodné

kontaminujiciho kmene apod.

* Jinou moznosti jsou nové metody na jiném principu,

napriklad hmotova spektrometrie typu MALDI-TOF,
viz dale




MALDI TOF

* Princip: hmotova spektrometrie

— jiz davno vyuzivano v chemii, ale klasické zptisoby umoziovaly
analyzovat latky jen s nizkou molekulovou hmotnosti

— zalozena na rozdéleni nabitych castic podle jejich molekulovych
hmotnosti

— nyni diky ionizaci laserovymi paprsky lze detekovat i velké
molekuly, charakteristické pro jednotlivé druhy bakterii Ci
kvasinek

— vyuziva ionizaci laserem za pritomnosti matrice (MALDI, matrix
assisted laser desorption/ionization) v kombinaci s detektorem
doby letu (TOF, time-of-flight)

* Navzdory vysoké ekonomicka naroCnosti (fadoveé miliony
KC) jsou postupneé jednotlivé laboratore touto metodou
vybavovany



MALDI TOF — detaily

rychlost Castice (neprimo umernou jeji hmotnosti)
|ze vypocditat z doby pruletu, zmérené detektorem
(TOF)

smes matrice (napr. kyseliny 4-hydroxy-skoricové)
a kmene na nerezové desticce je zasazena
nanosekundovym pulsem laseru

matrice absorbuje energii pulsu a molekuly vzorku
jsou ionizovany jejim rozkladem

metoda u kmene ,,nalezne” specifickeé bilkoviny a
porovna je s databazi, dnes jiz pomerne Sirokou,
ale stale rozsirovanou



MALDI-TOF



http://www.bdal.com/products/system-solutions/maldi-biotyper.html




Priprava kmene pro MALDI-TOF




Konec této casti

CATALASE TEST

http://www.telmeds.org

Negative

~ Positive




Priklady pouziti katalazového testu

* Nejcastejsi je poutziti pri diagnostice G+ koku.
Z lékarsky vyznamnych rodu jsou stafylokoky
katalaza +, zatimco stafylokoky a enterokoky
katalaza —

* Nicméne jsou i jiné priklady, napriklad u G+
tyCinek: Listeria je katalaza +, Erysipelothrix
(mikroskopicky podobna) katalaza —




Priklady vyuziti oxidazoveho
testu

* Oxidazu lze vyuzit v ruznych situacich:

e Potvrdit urceni rodu Neisseria, Moraxella a
Pseudomonas (oxidaza pozitivni)

* RozliSit mezi Vibrionaceae (oxidaza +) a
Enterobacteriaceae (oxidaza — s vyjimkou rodu
Plesiomonas)




Kontrolni otazky k této casti

Vyhledejte odpovédi a pak v ISu vypinite

Odpoveédnik. Znéni otazky v Odpovédniku nemusi byt zcela identické
jako zde.

1. Co znamena zkratka "MIU"?

2. Pro¢ ndm ani pfi rozliseni dvou druhl nemusi stacit jediny test?

3. Jak se pouziva oxidazovy prouzek?
4. Jaky je viditelny rozdil mezi produkty a substratem v katalazové reakci?
5. Vyjadruje procento pravdépodobnosti identifikace totéz jako index typicnosti?

6. KdyZ na urcité padé kultivujeme bakterie, ziskame informaci, zda fermentuiji
laktozu. Jak se tato plida jmenuje?

7. Kdy neni pri biochemické identifikacni reakci potreba indikator
8. Znamena kazdé vyuziti cukru jeho fermentativni rozstépeni?
9. Je mozné, aby jeden druh organismu byl schopen stépit urcity substrat, a jiny ne?

10. A jesté néjaka prekvapeni navic ©
Zpet na hlavni obsah



ENTEROKOKY
A G+ TYCINKY




Prehled G+ bakterii

Pribeh | Tvar |V policejni kartotéce vedeni jako

PO1 Stafylokoky (S. aureus, koag. neg. st.)
Lekarsky

P02  |vyznamné | Streptokoky (viridujici, hemolyticke)
Kok

1. 4 Enterokoky (E. faecalis, E. faecium)

2. Listerie (typicky L. monocytogenes)
Lekarsky

3. vyznamné | Korynebakieria geiizsside:
T ék —AN . htto://vietsci free.fi

4. y y BaCin p:/ivietsciences.iree.

Listerie a korynebakteria nesporuluji, bacil sporuluji



Obsah

Klinicka charakteristika — enterokoky

Klinicka charakteristika — G+ tyCinky
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Klinicka charakteristika -
enterokoky



Pribéh prvni

* L. si stézovala mamince na bolesti pfi moceni
a maminka si vSimla, ze chodi na zachod
hodné Casto. Lékar na stredisku ji predepsal
Zinnat, ale potize se nezlepsily. Pri dalsi
navstéve ji tedy nechal vymocit do
,Sampusky”“ a moc poslal na mikrobiologii.
Prislo mu ale, ze vysledek nelze hodnotit,
nebot moc je kontaminovana. Nakonec se
prece jen podarilo moc€ odebrat asepticky a
podle vysledku zmeénit terapii.



Patrame po pachateli

Vinen je Enterococcus faecalis

Jak napovida rodové i druhové jméno, je to mikrob
normalneé se vyskytujici ve strevé. Je ale také jednim

z nejbéznéjsich puvodcu mocovych infekci

Vinikem je ovsem i lekar — predepsal antibiotika bez
kultivace moce; bohuzel, enterokoky jsou na vsechna
cefalosporinova antibiotika primarné rezistentni. Navic
podcenil asepticky odbér moce.

IMC (infekce mocovych cest) jsou prevazné bakteridlni. Navic ptvodci
mivaji radu primarnich i sekundarnich rezistenci. Proto Ize vrele
doporucit mikrobiologické vysetreni moce, i kdyz v praxi se casto
zapomene provest.



Vice o enterokocich
* Dnes jich rozeznavame desitky druhu

e VSechny mohou byt nalézany
— ve stolici (jako normalni mikroflora)
— v mocovém mechyri (jako patogeny)
— v pochveée (asymptomaticky nebo symptomaticky)
— obcas i jinde (rany, krevni reciste)

VVVVVV

néco Casteji patogenem, E. faecium je Castéji
soucasti strevni mikroflory

enterokoky (VRE)

* Jeden z enterokokl, nalezeny v Brné, ma nazev Enterococcus
moraviensis

* Nebezpecné jsou vankomycin rezistentni n



Klinicka charakteristika
G+ tyCinky



P¥ibsh druhy

Evropsky komisar zachmurené hledeél na kupu
stiznosti. Francouzsti zemeédélci protestuji proti
nékolika statum EU, které brani dovozu
delikatesnich francouzskych syru na jejich dzemi.

Némecké urady zakaz dovozu zdUvodnuji tim, ze
tehotna pani H. M. po poziti syra pozorovala
zvysenou teplotu a nakonec jeji dité trpélo
novorozeneckou meningitidou, pro kterou muselo
byt komplikované léceno.



http://www.leighday.co.uk

http://womansday.ninemsn.com.au



Kdo za to tentokrat muze?

Bakterie Listeria monocytogenes je grampozitivni
tyCinka, ktera se vyznacuje schopnosti rust pfi nizkych
teplotach a vysokych koncentracich NaCl, coz je oboje
splnéno napr. ve skladech syru. Lidé se ale nakazi i
pozitim dalSich potravin (salaty, uzeniny, lahudkové
vyrobky, nedostatecne omyta zelenina)



Listerie — pokracovani

* Malokdy vyvolava viditelné infekce dospélych. U
tehotnych ale hrozi kongenitalni infekce plodu pres
placentu s nasledkem potratu nebo (ve tretim trimestru)
infekce plodu, nebo také perinatalni infekce pri porodu
(nakaza kontaminovanym posevnim sekretem). U
novorozencu je typickda meningitida ¢i sepse

* Infekce neni prilis casta, ma vsak vysokou smrtnost
(letalitu, tj. procento umrti ze vSech nakazenych)

* Neékdy se stava zaminkou pro omezeni dovozu — vzdy by
se melo zvazit konkrétni riziko v individualnim pripadu



Classification des aliments selon le
risque lié & Z/s7erva monocy fogenes




Pribeh treti

* Pan
pro
Prec

www.zilniklinika.cz

B. je diabetik, chronicky pacient, nyni lécen
oercove vredy. Bohuzel, infekce strida infekci.
pulrokem byla usvédcéena Escherichia coli,

prec

dvéma meésici zase Enterococcus faecium,

blizky pribuzny enterokoka Enterococcus faecalis.
Lékari jsou zveédavi, co se z bércoveho vredu pana
B. vykultivuje tentokrat.



A uz to vedi: vinikem je nyni

Corynebacterium jejkeium, relativné nejobavanéjsi ze
skupiny tzv. nedifterickych (= nezaskrtovych)
korynebakterii. PUvodné se mu rikalo , korynebakterium
skupiny JK“.

Korynebakteria jsou grampozitivni tyCinky, nekdy
pleomorfni (riznotvaré), ¢asto usporadané do palisad
(vizte dale)

Do stejného rodu patri i puvodce zaskrtu, dnes diky
ockovani u nas vzacny — C. diphtheriae.
Nazev je odvozen od kyjovitého tvaru (koryné = kyj),

ovsem tato morfologie je typicka spise pro C. diphthteriae
nez pro nediftericka korynebakteria



Zaskrt

Diphtheria - notice the pseudomembrane in the
posterior pharynx. It can become very large
and may obstruct the airway.

Diphtheria - Donna M. Santer, M.D., Michael P. D'Alessandro, M.D. Available on:
http://www.virtualpediatrichospital.org/providers/ElectricAirway/Pathimages/DiptheriaPseudo.shtml (visited 2012-10-02)




Co jeste vedet o nedifterickych
korynebakteriich

* Jsou normalni soucasti bézné flory na kuzi,
spolu se stafylokoky a kvasinkami

* V mikroskopii se vyznacuji palisadovym
usporadanim — nazev dle rané stredovekého
kilového opevnéni

File:St Fagans Celtic village
palisade.jpg, From Wikipedia,
the free encyclopedia,
available at
http://en.wikipedia.org/wiki/File
:St_Fagans_Celtic_village_pali
sade.jpg, visited 2012-10-02




Co jsou to , koryneformni tyCinky“

,Koryneformni tyéinky“ (pfipadné , diftheroidy”) jsou rtizné
tyCinky s podobnou morfologii (i kdyz jejich rozméry se
mohou pomeérné lisit).

VSechny jsou obcasnymi pUvodci riznych typu lidskych
infekeci.

Arcanobacterium haemolyticum je vzacnym puvodcem
faryngitid
Dalsi rody: Dermatophilus, Rhodococcus*, Turicella atd.

Podobna je i Erysipelothrix rhusiopathiae — puvodce
zoonozy zvane erysipeloid (u zvirat Cervenka)

Rhodococcus jostii byl nalezen na mrtvém téle moravského
markrabéte a nekorunovaného fimského cisarfe Jodoka (Josta)
zemrievsiho 1411. Télo je pohfbeno v kostele sv. Tomase v Brné



Cordoba Healthcare, available at:
http://cordobahealthcares.com/hospital_furni
ture.html, visited 2012-10-02

Pribeh Ctvrty

» Sestricka Blazenka se zdésila: prisly vysledky stéru
z nemocnicnich luzek, které pred tydnem odebirali
pracovnici nemocnicni epidemiologie. A skoro
v poloviné stéru se nasly néjaké bakterie, dokonce
BACILY! No ano, tady to je — Bacillus sp. Sestricka
Blazenka, chudinka uboha, se celou noc trapila a
Spatné spala. Rano zavolala na mikrobiologii a ptala
se, coze je to za bakterii...



MIlynsky kamen spadl z dobrého
srdicka sestry Blazenky

www.waterscan.co.yu

* kdyz se dozvédéla, ze vetsina prislusniku rodu
Bacillus jsou neskodné mikroby, vyskytujici se ve
vnejsim prostredi. Pokud se vyskytnou v kultivaci
klinického vzorku, jde pravdépodobné o
kontaminaci. Bacily tedy nejsou ve stérech z luzka
zavaznym nalezem. Problém by byl jen tehdy, pokud
by byly prokazany ve stéru z plochy, ktera ma byt
sterilni (napf. operacni pole po dezinfekci)



Jsou vsak i bacily stojici za zminku

* Bacillus anthracis je puvodcem veterindarniho onemocnéni
— uhlaku (snét slezinnd). Byla to jedna z prvnich nakaz, proti
nimz byla zkousena (jiz Pasteurem) vakcinace. Jeho spory
jsou zneuzitelné pro ucely biologické valky Ci bioterorismu
(o Uniku spor z tajné tovarny v SSSR v roce 1979 viz:
http://cs.wikipedia.org/wiki/Sverdlovsk%C3%BD incident)

* Bacillus cereus je puvodcem alimentarnich intoxikaci
z obilnych produktda.

e Geobacillus (drive Bacillus) stearothermophillus a Bacillus
subtilis se vzhledem ke své schopnosti prezivat pri velmi
vysokych teplotach pouzivaji jako indikatory ucinnosti
sterilizatoru



http://cs.wikipedia.org/wiki/Sverdlovsk%C3%BD_incident

Bacillus a jeho
spory

www.cropsoil.uga.edu
Spory Bacillus sp. jen nekdy
vyklenuji (bubri) tycinku
(vegetativni buniku, ktera je
obklopuje); mohou byt
terminalni, subterminalni Ci
centralni

http://membres.lycos.fr



Enterokoky a G+ tycCinky:
lecba



Lécba 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 dobé se zejména u
hematoonkologickych pacientl objevuiji
epidemiologicky zavazné vankomycin rezistentni
kmeny — VRE. Zde zabira pouze nové
antibiotikum — linezolid



AL A 4

Referencni zony pro nejbeznegjsi

antibiotika
Enterokoky testujeme na MH, G+ tyCinky na MH s krvinkami.
Antibiotikum Zkr. |Cliedliz |1 edi R jedli<
ne? (mm) | mezi (mm) | nez (mm)
Ampicilin (aminopenicilin) AMP |>10 8-9 <8
Nitrofurantoin (nitrofuran) F > 15 <15
Vankomycin (glykopeptid) VA >12 <12
Tetracyklin* TE >19 15-18 |[< 15
Quinu-/dalfopristin** QD > 22 20-22 <20
Gentamicin (aminoglykosid)*** | CN > 8 <8
*plati i pro doxycyklin **smés dvou streptograminu ***jen do

kombinace s betalaktamy




Diagnostika enterokoku a
G+ tycCinek
(+ obrazky)



Popis pachatelu (diagnostika) — 1

Enterokok |Listerie Koryneform. | Bacillus
o |G+ koky G+ tyCinky |G+ tyCinky | G+ robustni
S |v kratkych |retezici se |skladajici se |tyCinky,
5 |fetizcich za sebou |vedle sebe |sporulujici
@) . - T
g nel:.)o’Jako (palisady) (r.1e.mus’| byt
S palisady viditelné)
sedave, velke | podobné velmi plstovité
% asi jako Str. | entero- drobné kolonie,
2 |agalactiae, |y qkam, kolonie nékdy i
+= | vetsinou bez " dobné , ,
2 | hemolyzy, ale | N€Molyza | podobne vyrazna
i s virid. & h. |Je Cl neni mouce hemolyza




Enterokoky — vzhled kolonii

http://microbiology.mtsinai.on.ca




Popis pachatell (dlagnostlka) -~
Ente rO ko ky http://www.morgenwelt.de ‘ '

* Biochemické testy: katalaza negativni, mozneje
biochemickeé rozliseni, dulezité stépeni arabindzy (E.
faecalis nestépi, puda je zelend, E. faecium stépi,
zloutne)

* Antigenni analyza se zpravidla nepouziva. V dobach,
kdy patrily mezi streptokoky, je Lancefieldova
zaradila do antigenni skupiny D (ovsem nékteré
streptokoky ze skupiny D zustaly v puvodnim rodu)

* Citlivost lze testovat na bézném MH agaru. Existuji i
pudy na skrining VRE (viz dale)



Popis pachatelu (diagnostika) — 3
G+ tyCinky

* Biochemické testy: katalaza u vSech tri pozitivni, ale
napf. u rodu Arcanobacterium (blizkého
korynebakteriim) je negativni! Biochemicky lze
rozliSovat koryneformni tyCinky navzajem (APl Coryne,
Remel)

e Rust pfi nizkych teplotach, vysokych koncentracich NaCl
a hemolytické interakce se pouzivaji v diagnostice
listerii

* Prukaz antigenu — napriklad prukaz difterického toxinu
Elekovym testem



Fotografie z databaze zloCincu 1
Enterokoky

/Mikroskopie

- Zlug-eskulin
Slanetz-Bartley

Foto: archiv ustavu
oba levé obrazky
fotografoval Prof.
MVDr. Boris
Skalka, DrSc.



Fotografie z databaze zloCincu 2

1, 2, 3 archiv ustavu

AV AN ]
TyCI n ky I 4 http://medinfo.ufl.edu

Corynebacterium Gram

Listeria — KA, Gram




Fotografie z databaze zloCincu 3
TyCinky Il — korynebakteria, tvary

palisada

v

s v

S

havrani
kiidla

archiv ustavu, foto O. Z.



Fotografie z databaze zlocincu 4

TyCinky Il Bacillus
cereus \i%
Arcanobacterium
haemolyticum

_Bacillus subtilis




Diferencialni diagnostika
enterokoku a G+ tycCinek



Diferencialni diagnostika: enterokoky

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

Stafylokoky odlisi pozitivni katalaza a rust na NaCl

Streptokoky odlisi nepritomnost rustu na Slanetz-
Bartleyho &i ZE pudé, popt. PYR testem (kromé S.
pyogenes negativni)

Vzajemneé rozliseni je mozné arabinozovym testem
nebo slozitéjsim (ENCOCCUS) testem



N1/

Rozliseni enterokokd E

* Provedeni arabin6zoveho testu: kolonie se smisily
s arabindzou a indikatorem a nechaji inkubovat

Zelena |negativni | E. faecalis
ZIlutd |pozitivni | E. faecium

e ENCOCCUS test ma jen osm reakci. Jinak se s nim
pracuje podobné jako s jinymi obdobnymi testy



Diferencialni diagnostika: Bacillus

 Gramovo barveni odlisi grampozitivni tyCinky od
ostatnich

e Bacily se navic projevi uz v Gramove barveni coby
velmi rozmérné (robustni) ty&inky. Casto, ale ne
vzdy, muzeme také pozorovat tvorbu endospor
(prazdna mista v tycince)

e Kultivacneé jsou takeé charakteristické (velke,
plstovité kolonie)

* Druhoveé 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 odlisi grampozitivni tyCinky od
ostatnich

* Pokud tycCinky nesporuluji a nejsou robustni, mélo
by jit o listerie nebo nékterou z koryneformnich
tyCinek (pozor, samotna nepritomnost endospory
neni dukaz!) Dalsi rozliseni je mozné biochemicky,
rustem pri ruznych teplotach, testy hemolytickych
interakci (synergismu, antagonismu) apod.

U G+ tycinek ale neni jednoznacny algoritmus!



Zlu¢-eskulinovy agar

2. AESCULIN BILE AZIDE AGAR
Colonie di £ faecalis, nere, esculinasi positive.

http://www.geocities.com




RUst listerii pri 4 °C

e Ze vsech nami studovanych G+ tyCinek jen Listeria
je schopna rust pri nizkych teplotach. To ji
umoznuje sireni v syrarnach

» Zjinych bakterii (ne G+ tycinek), roste pfri
chladnickovych teplotach nékolik dalsich druhu
(Yersinia, nékteré druhy pseudomonad apod.)




Chromogenni puda na listerie

r 1
h '\ www.oxoid.com
"

Existuji ruzné chromogenni pudy k diagnostice listerii. Ta,
ktera je na obrazku, se jmenuje ALOA a vyznacuje se
modrym zbarvenim vsech kolonii listerii, pficemz patogenni
druhy navic maji kolem sebe halo (odlisné zbarvené okoli
kolonie).



Elek(v test oo —

Jde o detekci toxinu. }
|

Pouzivame papirek se /:,

specific. antitoxine
ktery je polozen na
povrch agaru, poté se J

)

\[l/

negat. negat. pozit.

ockuji testované : \
kmeny. Pozitivni I /
vysledek = S

precipitacni linie. ) gt




http://www.cdphe.
state.co.us

Bacillus P e
anthracis Sen”»”

Zpet na hlavni obsah 3



Bonus: VRE (vankomycin rezistentni ente



Enterokoky — charakteristika citlivosti

* Enterokoky jsou primarné rezistentni na radu
antibiotik (mimo jiné vSechny cefalosporiny, ale
také makrolidy, linkosamidy, horsi je i ucinnost G-
penicilinu)

* Enterococcus faecium (méneée patogenni, ale vice
resistentni nez E. faecalis) je navic primarne
rezistentni na ampicilin

e Klécbé lze pouzit napr. ko-trimoxazol, tetracykliny,
chinolony, glykopeptidy (vankomycin, teikoplanin);

aminoglykosidy pouze v kombinaci .



VRE — kdy jsou zavazné, a proc
Rezistence na vankomycin jsou zavazné u klinicky

vyznamnych izolatu druhti Enterococcus faecalis a
Enterococcus faecium

Pokud je zachyceno pouhé nosicstvi VRE, neni to duvod
k Iécbé (enterokok je normalni florou streva), avsak je to
divod k obezretnosti a izolaci pacienta

Z tohoto duvodu se u pacientu ARO casto provadi screening
strevniho nosicstvi VRE

Za zavaznou se nepovazuje rezistence na vankomycin .
kmenu E. gallinarum Ci E. casseliflavus, izolace se
nepovazuje za nutnou (druhy s mensi patogenitou)

Vyznamnou hrozbou je prenos rezistence na stafylokoky,
viz dale. | to je duvod, pro¢ VRE hlidat a kontrolovat




VRE v Brne

e Na MU LF MU a FN USA Brno byly donedavna
zaznamenany pouze ojedinelé pripady VRE, ale
v poslednich letech jich vyrazné pribylo

* Naproti tomu na OKM FN Brno-Bohunice byly
nalezy VRE uz drive podstatnée castéjsi

* Pravdépodobnym dlvodem je spektrum pacientu.
VRE jsou casté u pacientu s nadorovym bujenim
leukocytarnich bunek, a tito pacienti se v ramci JMK
soustreduji prave v bohunické nemocnici



Priklad systemu bdélosti pro VRE

Figure 1 Infection Control Response to Report of VRE

YRE
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http://www.phac-aspc.gc.ca/publicat/ccdr-rmtc/97vol23/23s8/vrei_e.html



Lékem volby je linezolid (ZYVOXID),
pripadné dalfopristin/quinupristin
(SYNERCID)

gl o
T
= e T
g T



Mozné mechanismy prenosu VRE

Health care Community
settings settings

Colonization of patients W FPersistent colonzation of
IStharg dizcharged patients with WREE
Health care transmission: Househaold transmission
Worker hands
Enviranment

Culuniigdlion ur infeclion idenlified
due to selective antimicrobial pressure - Colonzation of indiiduals
andfor underkfing illness Admiz=ion

www.cdc.gov/ncidod/eid/vol3no3/mcdonald.htm

Zpet na hlavni obsah




