Lékarska
mikrobiologie pro
ZDRL

Tyden 17:
Prehled grampozitivnich bakterii



Co nas dnes ceka

e Neni mozné se béhem teto
prednasky naucit vse o
grampozitivnich bakteriich

e Musite se je tedy naucit z ucebnic

e Tato prednaska muze jen pomoci
udélat si v nich trochu prehled a
pochopit zakladni charakteristiku
jednotlivych skupin



Grampozitivni bakterie

o Koky

— Rod Staphylococcus (a dalsi katalaza pozitivni
koky)

— Rod Streptococcus (a dalsi katalaza negativni
koky)

— Rod Enterococcus
e TyCinky
— Bacillus

— Koryneformni tyCinky (Corynebacterium,
Arcanobacterium...)

— Listeria a Erysipelothrix



1. Stafylokoky

Stafylokoky: nazev z reckého staphylé
= hrozen_
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Zakladni charakteristika

o Stafylokoky patrl mezi klinicky
neryznamneJS| G+ koky. Jsou katalaza
pozitivni. Jsou to koky cca 1 um v pruméru.

o Morfologlcky Jde o koky ve shlucich, shluky
ale casto neni poradne videt, szast u natéru
kmene (lepsi je to u mlkroskople vzorku)

e Kdysi se rozliSoval jen Staphylococcus aureus
(zlaty) a S. aIbus (bily). Dnes je uz znamo asi
padesat druhu stafylokokU, stale ma ale
vyznam rozlisovat ,zlatého stafylokoka™ a
ostatni, z nichz vétsina patri mezi tzv.
koagulaza negativni stafylokoky



Zakladni charakteristika

e Kr. 2018 validné popsano 51 druhu
(63 taxonu)

e\V/r. 2017 a 2018 dva nové

- S. edaphicus - izolovany na Antarktide
(CR)
— Staphylococcus cornubiensis (GB)



Klinicka charakteristika

Vyskytuiji se na kuzi ¢lovéka i jinych Zivodichi

Proto take snaseji vyssi koncentrace soli
(musi umet snaset slany pot)

Vsechny patri mezi podminéné patogeny, ale
patogenita zlateho stafylokoka je vyrazné
vySsi nez patogenita ostatnich

Zlaty stafylokok zpusobuje ruzné hnisavé
zanéty (vice viz v dalsim textu)

Ostatni stafylokoky (vetSinou patrici mezi tzv.
koagulaza negatlvnl) se vyskytuji jako bézna
mlkroflora na kUzi, v nose apod ; mohou ale
zpusobovat katetrove sepse Ci mocove
infekce



Prenos infekce

e Prenaseji se snadno vzduchem, dobre
snaseji i vyschnuti

e \/yznamny je endogenni prenos po
zavedeném cevnim nebo mocovem
katetru. V obou pripadech se na povrchu
katetru vytvari biofilm. Je obtizné jej
odstranit, zpravidla je nutna vymeéna
katetru.

e U cévnich katetru takto vznikaji katetrové
sepse — zavazné nozokomialni infekce



Lecba
Oxacilin je Iekem volby stafylokokovych infekci

Cefalosporlny I. generace se misto oxacilinu
pouzivaji u mocovych infekci

U infekci kosti se kvuli pruniku doporuéuji spise
linkosamidova antibiotika

Pokud je kmen rezistentni na oxacilin (a take na
za Nranicni methicilin), je nutno pouzit nekterée
ucinné antlblotlkum napr. vankomycm nebo
linezolid. Kmenum zlatych stafylokoku takto
rezistentnim se rika MRSA, u koagulaza
negativnich (kde je tato rezistence mnohem
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Staphylococcus aureus
(zlaty stafylokok)

Jediny pro Cloveka bezne vyznamny z tzv.
koagulaza pozitivnich stafylokoku
Puvodce infekci kuze, chlupu, nehtd,
zevniho zvukovodu, zanetu spojivek,
infekci HCD

Nékdy také puvodce abscesu ve tkanich
Nektere kmeny, vybavenée urcitymi nikoli
beznymi faktory virulence - PVL, TSST-1,
zpusobuji zavazne, ale vzacne choroby

Na druhou stranu mikroba nalezneme i na
kuzi zcela zdravych osob



Faktoru virulence, nalézanych u
S. aureus, je velike mnozstvi...
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Abscesy

e Na rozdil od streptokoku, které
vytvareji ve tkani zpravidla
neopouzdrené flegmony, tvori
stafylokoky spise opouzdrené
abscesy. Vznik abscesu (pomoci tzv.
clumping faktoru a plasmakoagulazy
- viz dale!) ukazuje nasledujici
schéma, prevzatée z némeckych
internetovych stranek.



Plasma- ... menschliches
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Priklady infekci zpusobenych zlatym
stafylokokem: Postizeni kuze zvané
impetigo...

http://pathmicro.med.sc.edu/fox/staph-impetigo.jpg
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...Zanet zevniho

zvukovodu (otitis
externa) s
nezitem
(furunklem)...

www.merck.com/mmpe/print/sec08/ch088/ch088c.html.



...Ci infekce kuze s krustami...

http://www.dermatology.co.uk/media/images/Infection_staphylococcus_crusting_chin_closeup.jpg




...ale také napr. mozkove abscesy
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Nektere vzacne komplikace:
Pribeh
e Pani J. K., kucharka ve studentské menze. Ma na
ruce puchyr, naplnény zlutobilym hnisem.

Nevénuje mu vsSak pozornost. Bere do ruky
knedliky, ktere se uz nevari, ale jen prohrivaji

e Student Milos s pritelkyni si pochutnay na
knedllkach Odpoledne maji schuzku ... ale co to?
PUl hodinu pfed schuzkou Miloge naJednou
znicehoz nic rozbolelo bricho, zacal zvracet a
dostal prUJem Vola prltelkynl - ta ma ale
pochopeni, je na tom stejné... Romanticke
odpoledne se nekona...




Rozbor pfipadu FRasees

e Chorobu zpusobil kmen zlatého
stafylokoka Staﬁhylococcus aureus. Tento
,,zIaty stafylokok™ s oblibou gzpusobuyje
hnisavé infekce kuze, chlupu, vousu apod.

e Nekteré kmeny (zfejme i kmen z naseho
pribehu) produkuji enterotoxiny, ktere
funguji jako tzv. superantigeny

e Intoxikace bakterialnim toxinem se, na
rozdil od strevni infekce, projevi velice
rychle; obvykle takée rych e odezni

e Chybu udelala kucharka, ktera nedodrzela
pravidla hygieny a nevéimala si puchyre!




Syndrom toxického soku

e Staphylococcus aureus muze vzacné
produkovat take toxin zvany TSST-1 (toxin
syndromu toxického soku)

e Takeé tento toxin je
superantigenem

e Zpusobuje toxicky
sok, typicky se
vyskytuje u
uzivatelek
menstruacnich
tampont




Superantigeny

Imunitni odpovéd’

www.zuova.cz/informace/nrlpab16.php
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Koagulazanegativni stafylokoky

e Koagulaza negativni stafylokoky patri do
stejného rodu jako zlaty stafylokok

e Jsou mnohem meéné patogenni nez on

e Nejbéznejsi je druh Staphylococcus
epidermidis, dale jsou vyznamneé napr.
druhy S. hominis, S. haemolyticus a S.
saprophyticus; dnes je znamo vice jak
Ctyficet druhu a poddruhu

e ProC rikame koagulaza negativnim

stafylokokum koaguldza negativni?
Dozvite se za chvili...



Koagulaza negativni
stafylokoky - klinicky vyznam

e Jsou hlavni soucasti bézné bakterialni
mikrofldry kuze.

e Mohou byt ale puvodci mocovych infekci,
pripadné i infekci ran, katetrovych sepsi
aj.

e \ posledni dobé jsou velice vyznamnymi

puvodci infekci u oslabenych osob,
zejmena nemocnicnich

e Jejich nalez se tedy hodnoti jinak napr. ve
vytéru v nosu Ci ve stolici, jinak v moci, a
zcela jinak v hemokulture.



e Mladik F. B. se zotavuje po tezke havarii.
Do krevniho recisté ma zavedeny dva zilni
katétry pro infusni vyzivu a odbéry krve

e Nahle se stav prudce zhorsSil, objevily se
vysoké horecky, ktere kolisaji — osetrujici
lekar vyslovil podezreni na septicky stav,
odebira krev na kultivaci (hemokulturu)

e Po vymeéenéni katetru a antibiotické lecbé
se stav opet zlepsil



Staphylococcus epidermidis




Diagnostika stafylokoku
(vSech)

e Mikroskopie: grampozitivni koky
e Kultivace: na KA kolonie véetsi (2 mm),

ploché, maslovité konzistence, bilé, anebo
(hlavné u zlatého stafylokoka) nazlatlée

e Biochemicke testy: katalaza pozitivni,
oxidaza negativni, biochemicky Ize rozlisit
jednotlivé druhy

e Antigenni analyza a specialni testy mohou
pri patrani velice pomoci



Fotografie stafylokoku




Diferencialni diagnostika

Gramovo barveni odhali vsechny bakterie,
které nepatri mezi grampozitivni koky
Pozitivni katalaza odlisi stafylokoky od
streptokoku a enterokokU

Stejnou sluzbu (a ve smési mikrobu jesté
lepsi) udéla kultivace na KA s 10 % NaCl

Orienta¢né muzeme vyuzit i toho, ze

. 7 (0] . Iy r V.
kolonie ostatnich G+ koku nejsou bilé Ci
nazlatlé a ze mikroskopicky netvori shluky



Katalazovy test




Diferencialni diagnostika 2

e VVolna plasmakoagulaza je pozitivni u
zlatého stafylokoka, negativni u koagulaza
negativnich, proto se tak také jmenuji

e Clumping factor neboli vazana
plasmakoagulaza se pouziva stejne, ale je
meéne spolehliva

e Komercni testy na bazi antigenni analyzy
jsou naopak velmi spolehlivée

e Hyaluronidaza je nejen spolehliva, ale i
levna



Clumping factor neboli takée
vazana plasmakoagulaza - rychlé

e Kolonie se vmichaji do kapky kralici
plasmy na podloznim sklicku

e Pozitivita se projevi jako tvorba
,chuchvalcU® v kapce plasmy (viz
obrazek na dalsi obrazovce)

e Nejde vlastne o KOAGULACI, ale o
AGLUTINACI plasmy

e Test neni prilis spolehlivy



Volna koagulaza - klasika

e Nejklasictéjsi z testl pro  Na obrézku je vidét pozitivni
odliseni zlatého stafylokoka kmen, kdy plasma zménila
(koagulaza pozitivniho konzistenci na ,,Zelé“, a pod
stafylokoka) nim dva kmeny negativni

e Klickou nabrané kolonie (zustaly tekuté)

vmichame do kralici
plasmy ve zkumavce

e Pokud plasma koaguluje
(ma konzistenci zelé), je

kmen

koagulaza

pozitivni




Komercni testy, napr. Staphaurex

e Provedenim
pripominaji
clumping factor,
ale jsou
spolehlivéjsi nez
volna Dodin A
plasmakoagulaza winwicrobes-edt org




Hyaluronidaza (test dekapsulace)

e Elegantni test, jehoz principem je
skutecnost, Zze hyaluronidaza,
produkovana zlatym stafylokokem (ne
vSak koagulaza negativnimi stafylokoky)
rozpousti pouzdro (kapsulu) opouzdrenych
bakterii. Pouziva se druh streptokoka
Streptococcus equii, pro Clovéka
nepatogenni

e Ztrata pouzdra se projevi zménou vzhledu
streptokoka (ztrata , hlenovitosti")



Foto: O. Z.

Zluté "soplovity" nardst,
oranzove suche kolonie.

Bile testovane kmeny
stafylokokU.

Hodnoceni:

Kmeny C, D patri kK druhu
Staphylococcus aureus

Kmeny A, B, E patrfi mezi
koagulazanegativni
stafylokok




Méneée spolehlivé testy:

e Hemolyza: Koagulaza negativni
stafylokoky mohou produkovat jen delta
hemolyzin, zlaté i alfa a beta, mivaji proto
mnohem vyraznéjsi hemolyzu

0 Nazlatle zbarvenl kolonll a jejich vetsi
prumé&r muze rovnéz napovedet

o Vetsi shluky v mikro
typickée

pro zlaté stafylokoky

g

www.medmicro.info
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Obavany ,zlaty" to neni: a co ted?

e Ve vétsiné pripadu se spokojime s tim, Ze
jde o koagulaza negativniho stafylokoka a
netrvame na druhovéem urceni

e druhovém uréeni je dulezité u zavaznych
matreridld hemokultura, likvor
biochemicky, MALDI

Pote, co je urCen patogen...

e ..diagnostiku uzavira testovani citlivosti
na antibiotika, zpravidla difusnim
diskovym testem

e Samoziejmé se tyka jen patogenu



Priklady souprav pro
biochemickou identifikaci

e Bez ohledu na vyrobce konkrétniho testu
zustava princip stejny - kombinace vétsiho
poctu enzymatickych reakci, ktere se
projevi zménou zbarveni reakcéniho dulku

http://www.microbes-edu.org
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MRSA a jejich detekce

e Meticilin rezistentni stafylokoky (MRSA)
jsou epidemiologicky zavazne kmeny,
¢asto zpusobujici nozokomidlni infekce

e PriCinou je zmeéna tzv. penicilin binding
proteins (PBP)

e Na problém upozorni mala zona u
oxacilinu. Ta véak muze byt zpUsobena i
jinymi vlivy

e Za prukazné se povazuje, je-li malad zona
nejen u oxacilinu, ale i u cefoxitinu



MRSA a jejich detekce

e MRSA pulda
— chromogenni plda
— kolonie MRSA jsou modreé
— ostatni bilé nebo nardzovélé




Zakladni sada protistafylokokovych

antibiotik
Antibiotikum Zkratka
Oxacilin (protistafylokokovy OX
penicilin)
Cefalotin (cefalosporin 1. generace) |KF
Erytromycin (makrolid) E
Klindamycin (linkosamid) DA
Ko-trimoxazol (smes dvou latek) SXT
Tetracyklin (tetracyklin) DO
Cefoxitin (jen k prikazu MRSA) FOX
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RozSirena sada protistafylokokovych

antibiotik
Antibiotikum Zkratka
Cefuroxim (cefalosporin 2. generace) CXM
Chloramfenikol C
Gentamicin (aminoglykosid) CN
Vankomycin (glykopeptid) VA
Teikoplanin (glykopeptid) TEC
Rifampicin (rifamycin) RD
Linezolid (nove oxazolidinonove LZD
antibiotikum)




llustracni foto

www.medmicro.info (stranky ustavu)



Obvyklé pravidlo:
horsi patogen - lepsi citlivost

e Nejen pro stafylokoky plati horsi patogen
(zlaty stafylokok) je zpravidla citlivéjsi nez
mirnejsi patogen (koagulaza negativni
stafylokok). Toto pravidlo je logickeé:
mensi patogenita je znakem adaptace,
schopnosti mikroba koexistovat s nami a
nevyvolavat u Clovéka chorobny stav. >
privyknuti mimo jiné i antibiotikum, kterd
pouzivame.

e Neplati ovsem vzdycky! Jsou vyborne
citlive kmeny S. epidermidis, a jsou
kmeny MRSA.



Jiné katalaza pozitivni koky

e Existuji koky, ktere jsou katalaza pozitivni
jako stafylokoky, ale na rozdil od nich jsou
take oxidaza pozitivni. Drive vsechny patrily
do rodu Micrococcus, dnes se tento rod
rozpad| na vice rodu - Micrococcus, Kocuria

(po brnénskem prof. Kocurovi), Kytococcus a
nekolik dalsich

e Nachazime je na miskach jako kontaminace,
natogeny jsou jen naprosto vyjimecne
e Pak jeste existuje rod Stomatococcus, ktery
je naopak oxidaza negativni, a dokonce |
V4 V4 g om 7 . v (o)
katalazu ma pozitivni jen slabe nebo vubec




Mikrokoky maji krasné
pigmenty

e Micrococcus luteus je
sirove zluty (ne zlaty
jako Staphylococcus
aureus), Kocuria rosea
je ruzova

www.medmicro.info [



2. Streptokoky (a jiné
podobné)

www.giantmicrobes.com,
www.plysovimikrobi.cz
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Zakladni charakteristika

e Streptokoky jsou grampozitivni koky,
katalaza negativni, tvorici dvojice Ci
mensi nebo delsi retizky (opét
spatné viditelné pri barveni kmene)

e Kdysi se mezi streptokoky radily take
enterokoky, ty jsou vsak nyni v
samostatném rodu



Klinicka charakteristika

e Nektere jsou béznou florou v dutiné
ustni

e Jiné jsou patogenem v dutiné ustni a
hltanu

e Dalsi jsou patogenem napr. v
urogenitalnim systému

e Nektere jsou Cisté lidske, jiné
napadaji i zvirata

sV V7

e BliZz&i informace u jednotlivych druht



Prenos infekce

e Jsou choulostiveéjsi nez stafylokoky, presto
se prenaseji vzduchem, zvlast na kratké
vzdalenosti a zejména v kapénkach a
kapkach

e Predpoklada se také ucast prenosu pres

bredmeéty (kapesnik, klika, tyc v tramvaji)

e U S. agalactiae se predpoklada endogenni

brenos do pochvy ze strevniho rezervoaru




Lecba
e Citlivé kmeny se likviduji peroralnim nebo
parenteralnim penicilinem (lek volby)

e U rezistenci (ovsem napr. u S. pyogenes
se rezistence nevyskytuje) a u alergiku se
pouzivaji jina antibiotika, napr. doxycyklin,
ko-trimoxazol, makrolidy a podobné

e Casto je nutna operaéni likvidace
zhnisaného loziska




Streptococcus pyogenes
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fisd-torfy
e Streptococcus pyogenes je zngmy jako puvodce
anginy (akutni ton,sillitidyg. Zpusobuje ale take
hnisave zanety tkani. Na rozdil od abscesu, Casto

pusobenych stafylokoky, jde zde spise o
flegmony.

e Krome angin ma take na svedomi spaly, spalove
anginy a erysipel — ruzi. Jde o kmeny produkujici
tzv. erythrogenni toxin (erythros = recky
cerveny)

e Pokud je bakterie sama napadena urcitym
bakteriofagem, stava se ,masozravym
streptokokem™ - ,meat eating bug™ - to jsou
ovsem velmi vyjimecne pripady.

S PRep
e strepto = v retizcich, pyo-genes = h
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Spala (sarlach)

http://www1.If1.cuni.cz
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www.infektionsnetz.at

RUzZe

(erysipel)



RuZe komplikovana flegmdnou

http://www.megru.unizh.ch

http://homepage.univie.ac.at



Wwww.rezivo-drevo.cz

PFib&h i
e Pan Hmozdinka je kutil. Pracoval v ailng, Kdyz

se uvolnila tézka fosna se svérakem a spadla
mu na nohu. Vznikla velka trzna rana, navic
znecistéena. Pana Hmozdinku odvezli do
nemochnice. Ranu chirurgicky osetrili, ale
objevily se vysoké horecky a priznaky sepse.
PFi reoperaci byl zjistén zanét svalovych obald
(fascii) s nekrozou. Bohuzel, veskera péce
nepomohla: noha nakonec musela byt
amputovana.
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These large, dark, boil-like blisters are a dagnosbc sympiom of necrotizing

fascitis (also known as lesh-ealing disease).
isawrce: EMBES, 1508 hilp: ¥ mdchoice comd



Nekrotizujici fascntlda

Ve skutecnosti Je
extrémnée vzacna.
Podminkou je infekce
kmene streptokoka
fagem. Kmeny takto
infikovaneé se obecné
oznacuji jako
,Masozrave
streptokoky".

http://people.tribe.net




Streptococcus agalactiae

o U Clovéka zpusobuje mocové a posevni
infekce. Casto je ale takeé pritomen v pochvé
bezpriznakove, pricemz ale s sebou nese riziko
pri porodu. Proto se u téhotnych provadi
screening.

Prenos S. agalactiae u krav

http://www.infocarne.com

Bystri studenti si vsimnou
druhového jména a-
galactiae, tedy bez-mlécny.
Tato bakterie opravdu
zplisobuje zanéty mlécné L j_mrame ‘
Zlazy s poruchou tvorby orderos elorgenc
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Streptococcus agalactiae

O v . .
e Novorozenec se muze infikovat v
(@) v
prubehu porodu
— Sepse, pneumonie



http://home.cc.umanitoba.ca/~soninr/Dylan%20in%Z20hospital. JPG



Non-A-non-B streptokoky

e Takzvanym ,non-A-non-B" streptokokum tak
rikame proto, ze nepatri ani do skupiny A (ve
ktere je Streptococcus pyogenes) ani do
skupiny B (kde je S. agalactiae a nektere
zvireci streptokoky).

e Nezpusobuiji tak ¢asto anginy, ale spise
faryngitidy — zanéty hltanu. Casto vsak
mohou byt pritomny v krku bez klinickych
potizi.

e Stejné jako u angin je u citlivych kmenu
lekem volby penicilin; makrolidy jen u
alergiku.



http://www.childrenshospital.org

http://www.stronghealth.com



Streptococcus pneumoniae

e se také nazyva ,pneumokok™. Drive se mu
rikalo Diplococcus pneumoniae, netvori
totiz retizky, ale jen dvojice. Také neni
idealné kulaty, ma spise lancetovity
(kopickovity) tvar.

e VV malém mnozstvi se nachazi i ve
farynzich zdravych osob. Jinak je ale
plUvodcem zanétu plic, paranasalnich
dutin, stfedniho ucha, a také puvodcem
sepsi @ meningitid. Casty je u osob s
odnatou slezinou



Zdravy bubinek (vlevo), zanét stredniho
ucha (vpravo)
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Pneumokokova meningitida

e
-

.1

http://www.meningitis.com.au

http://commons.wikimedia.org



Takhle pneumokok vypada

http://www.cbc.cal/gfx/pix/streptococcus_pneumonia050217.jpg

cell membrane
cell wall




Ustni streptokoky

e Ustni streptokoky, viridujici streptokoky, alfa
streptokoky, v laboratofi dokonce muzete
zaslechnout slovo ,alfici — vsechny tyto pojmy
oznacuji skupinu streptokoku, které na krevnim
agaru viriduji; obvykle se ovsem mysli ,ty ostatni
kromé& pneumokoka®.

e Jsou normalni soucasti mikroflory uUstni dutiny a
castecne i faryngu. I za fyziologickych okolnosti
se neustale v malém mnozstvi dostavaji do krve.
Malér je, kdyz se jich tam dostane hodné
najednou a kdyz narazi na terén, kde se uchyti
(uméla chlopen nebo srdce postizené
revmatickou horeckou).



http://www.vcu.edu
\V 4V 4 A4
Pribeh

e Pan Srdinko ma uz dlouho dobu [0
srdcem, které si dokonce vyzadali operaci,
pri které mu byla do srdce voperovana
umela srdecni chlopen.

e Pred mésicem mel osklivy zubni kaz, a
dost dlouho trvalo, nez nasel cas zajit k
zubari.

e Nyni se mu zhorsily srdecni potize natolik,

ze musel byt hospitalizovan. Byla
stanovena diagnoza endocarditis lenta.




http://www.pathguy.com

VVegetace na chlopni




Postizené srdce

http://www.fao.org/docrep/003/t0756e/T0756E83.jpg




Priklady Ustnich streptokoku
S.salivaritrs”™ ““S.“sangquis_/




Udéelejme si v nich poradek

Na KA [IJmeéno pachatele

viridace |Streptococcus pneumoniae
(alfa-

hemolyza) | skupina , Ustnich streptokoku™

Streptococcus pyogenes
beta -

hemolyza | Streptococcus agalactiae

%k

Skupina ,,non-A-non-B" streptokoku

zadna Streptokoky bez hemolyzy (gama-hemolyza)

*u S. agalactiae jen ¢astecna hemolyza




Diagnostika 1

Mikroskopie: grampozitivni koky
Kultivace: na KA kolonie sedé az

bezbarve, vetsinou drobné; trochu vetsi
kolonie ma Streptococcus agalactiae

Hemolyticke vlastnosti: nekteré viriduji,
nektere castecne ci uplné hemolyzuji
Nerostou na KA s 10 % NaCl, ani na
Slanetz-Bartleyoveé Ci zluc-eskulinové

pudé. Jsou vSak (spolu s enterokoky)
rezistentni na aminoglykosidy.




Diagnostika 2

e Biochemickeé testy: katalaza i oxidaza
negativni, biochemicky lze rozlisit
jednotlivé druhy zejmeéna u viridujicich

e Antigenni analyza muze naopak pomoci
rv  r 7 (o)
spise u hemolyzujicich streptokoku.
Pouziva se systém dle Lancefieldoveé

(podle stéenového antigenu) — teoreticky
zahrnuje vSechny streptokoky, ale mnohé viridujici
nedisponuji zadnym antigenem v tomto systému.

Skupiny jsou oznaceny pismeny (A-H, K-V,
Z). Nejcastéjsi A, B, C, E, F, G.



Jak vypadaiji
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Odliseni od ostatnich podezrelych
(diferencialni diagnostika 1) -

e Gramovo barveni odhali vsechny bakteri
které nepatri mezi grampozitivni koky.
e Pozitivni kataldza od streptokoku
odlisi stafylokoky |

e RUst na SB a ZE pudé odhali enterokakeysommnce
ktere jsou také vsechny pozitivni v
takzvaném PYR-testu, kdezto streptokok
je pozitivni jen jeden, a to zrovna takovy,
kteréeho si malokdo s enterokokem splete
(0o ném bude rec dale)




Rozlieni podezielych streptokoku
(diferencialni diagnostika 2)

PFi rozliSovani streptokoku hodnotime nejdfive
hemolyzu - streptokoky clenime na viridujici,
hemolyzujici (Castecne Ci uplné) a bez hemolyzy
(pouziva se také terminu alfa, beta a gama
hemolyza

Pneumokoka od ostatnich viridujicich pozname
pomoci pozitivniho optochinového testu, testu
rozpustnosti ve zluCi a dalSich

S. pyogenes se od ostatnich hemolytickych pozna
pozitivhim PYR testem

S. agalactiae se zase pozna pozitivhim CAMP
testem - o vsech techto testech viz dale
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Pneumokok: orientacni
testy

e Pneumokoka odliSime optochinovym testem - viz
dalsi obrazovka.

e Podezieni v8ak muZeme pojmout, kdyz:
— mikroskopicky vidime lancetovité diplokoky

— kultivacné jsou kolonie ploché, penizkovité az
miskovité, nekdy s centralnim vyvysenim

- nekdy naopak jsou kolonie vyrazne, hlenovité
- to jsou kmeny s vyraznou tvorbou
— pouzdra (zpravidla velmi virulentni)

B



Optochinovy test a dalsi
testy

e Klasicky test k odliSeni pneumokoka od ustnich
streptokoku. Pneumokok je citlivy na
antibiotikum optochin, Ustni streptokoky jsou
rezistentni. (Optochin se dnes uz nepouziva
|é¢ebné, zuUstal tedy jen v diagnostice)

e

e Pouziva se take test
rozpustnosti ve zluci.

http://www.



Vyter z krku - viridujici
steptokoky




Druhové urceni ustniho
streptokoka

e Jen blazen (nebo badatel, coz je nekdy totéez®) by
druhoveé urcoval Gstniho streptokoka z Gstni
dutiny nebo krku. Proc to Cinit, kdyz je v téchto
mistech béznou florou?

e Na druhou stranu, mame-li kmen z hemokultury ci
likvoru, je jeho urceni na misté. U viridujicich
streptokokU nemd smysl snazit se o antigenni analyzu,
zato, jak jsme se jiz dozvedeéli, velice dobre lze pouzit
biochemické urceni, (MALDI).



Diagnhostika Streptococcus
pyogenes

e PYR test je provedenim podobny
oxidazovému. Na kolonie se umisti reakcni
ploska prouzku. Pocka se deset minut a
prikapne se cinidlo. Pozitivni je cervené

Zbarveni.



PYR test — napr. diagnostika beta-hemolytickych
streptokokt

pozitivni vysledek je typicky pro S. pyogenes (nejvic vpravo)
negativni vysledek je typicky pro ostatni beta-hemolytické
streptokoky



Streptococcus pyogenes




CAMP-test v diagnhostice
Streptococcus agalactiae

Mnohé bakterie tvori hemolyziny

Pokud na agar pusobi dva hemolyziny, muze
byt jejich pusobeni synergické nebo
antagonisticke.

Prikladem synergismu je CAMP faktor Str.
agalactiae a beta lyzin Staphylococcus aureus

Tohoto synergismu vyuziva tzv. CAMP test.
Nelze jej pouzit k diagnostice zlatého

stafylokoka — ne kazdy totiz produkuje beta
lyzin! Pouziva se tedy jen v dg. streptokoku



CAMP test | F Y 8

e Na agar se naockuje
testovany kmen a kolm
nému laboratorni kmen
zlatého stafylokoka

e \/ pripadé pozitivity vidime
zesilenou hemolyzu ve tvaru
dvou trOJuheInlku anebo,
poeticteji, motylich kr|del



B-hemolytické streptokoky —

shrnuti
PYR test CAMP Streptokok
test
pozitivni negativni |S. pyogenes
negativni pozitivni |S. agalactiae
negativni negativni |non-A-non-B streptokok

(dalsi urceni mozné
latexovou aglutinaci)

pozitivni pozitivni |ptakovina, spatny test,
bripadné smeés dvou

o)
kmenu




Latexova aglutinace

Latexova aglutinace — princip. Aglutinace streptokoku
s protilatkou je usnadnéna diky latexovym Casticim

.
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Figura 2a
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Latexova aglutinace - prakticky

odecet vysledku



Lecba

e U streptokokU je stale Iékem volby klasicky
Fleminguv penicilin, u zavaznych
tkanovych infekci pripadne v kombinaci
s aminogylosidy (ackoli samotnée
aminoglykosidy jsou neucinne). Makrolidy se
pouzivaji u prokazane alergie na penicilin,
mezi leky dalsi volby patri doxycyklin, ko-
trimoxazol, ampicilin a dalsi. Vankomycin je
rezervni, zatim stoprocentné ucinnée atb
(zadna zona = chyba, nejde o streptokoka)



Antibiotika pouzivana na

streptokoky

Antibiotikum Zkratka
Penicilin (zakladni penicilin) P
Cefalotin (cefalosporin 1. generace) KF
Erytromycin (makrolid) E
Klindamycin (linkosamid) DA
Chloramfenikol C
Doxycyklin (tetracyklin) DO
Vankomycin (glykopeptid) VA




St ERad A s 2 1

Streptococcus pyogenes je jeste
horsi, nez jste mozna cekali

e Uz vite, ze S. pyogenes zpusobuje angmy,
spaly, eryS|peI flegmony To neJhorS| vsak Jeste
ceka: I po te, co sam zmizi z organismu, muze
po neém zbyt deswe dedictvi! Protilatky proti
nému koluji v krvi... a omylem se misto na
streptokoky vazou na nékteré struktury
organismu. Tim vznika akutni
glomerulonefritis ¢i revmaticka horecka.

Bystri studenti si vzpomnéli, ze uz o tom
slyseli v ramci neutralizace a ASLO



Revmaticka horecka

http://mednote.co.kr
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ASLO: zpusob, jak zjistit, kolik
protilatek vlastne v krvi koluje

e Pomoci testu ASLO zjistite, zda je pritomna
normalni protilatkova odpoveéed’, nebo
premrsténa autoimunita s rizikem vyvoje
glomerulonefritidy nebo revmaticke horecky

e Test ASLO se provadi zpravidla po
prodélané streptokokove infekci. Prukazem
protilatky se nesnazime prokazat infekci (o té
vime), ale zjistit, zda dochazi k vyvoji
autoimunity. Nejde tedy vlastné o neprimy
prukaz, prestoze prokazujeme protilatky.



ASLO: princip

(opakovani)

Protilatka blokuje
hemolyticky efekt toxinu
(streptolyzinu O) na krvinku.

U ASLO neuzivame
geometrickou radu. Hodnoty
redeni jsou na listeCku.

Titr nad cca 200 znamena
moznost autoimunitni
odpoveédi

Vsimnete si, ze v anglictin
se ASLO oznacuje jako
ASO. Zrada je, ze zkratka ASLC

pritom také existuje a oznacuje
stafylolyzin.



Jineé katalaza negativni koky

e Existuji koky podobné streptokokum,
ktere se vyjimecne mohou nalézat v
pripadech lidskych onemocnéni. Mnohée z
nich provozuji mlécné kvaseni, a proto
se jim rika mlécné koky. Patri sem
zejmena roky Leuconostoc, Pediococcus,
Aerococcus, Gemella, Globicatella a
Facklamia. Druh Facklamia sourekii byl
pojmenovan po ceskem mikrobiologovi
Jirim Sourkovi.



3. Enterokoky

i

http://microbe-canvas.com/Bacteria.php?p=1241



Zakladni a klinicka charakteristika

e Enterokoky byly zarazeny do zvlastniho rodu
pote, co se zjistilo, ze se hodnée lisi od
ostatnich streptokoki Stejné jako
streptokoky jsou katalaza negativni. Odlisuji
se tim, ze snaseji napr. zlucove soli, 6,5 %
NaCl Ci vyssi teploty

e Jak nazev napovida, vyskytuji se ve strevech
obratlovcll. Maji i probioticky efekt
(nepasterizovana bryndza, obsahujici
enterokoky, je zdrava)

e Na druhou stranu jsou casto i patogeny,
zejmena v mocovych cestach, ale i v ranach
7 V ViV, . . (o) . 7
a v krevnim recisti (jako puvodci sepsi)



Prenos infekce
e Prenos nejcasteji fekalne oralni,
vyznamneé jsou endogenni infekce

e Mohou se stat i pricinou nozokomialni
nakazy

https://fineartamerica.com/featured/enterococcus-faecium-sem-scimat.html?product=poster



Lecba

e Pritomnost ve streve se neresi, je normalni.
V nékterych pfipadech se ale zjistuje citlivost
na vankomycin, aby se oveérilo, zda nejde o tzv.
VRE - vankomycin rezistentniho enterokoka (to
je podobné zavazna zalezitost jako MRSA)

e Infekce lokalizované mimo strevo se |lecCi
antibiotiky; nezabiraji tu ale vubec
cefalosporiny, a existuje i spousta dalSich
primarnich i sekundarnich rezistenci. U druhu
E. faecalis je dobry ampicilin, u E. faecium je
ale nepouzitelny (primarni rezistence).

Rezervnim antibiotikem (kromé VRE) je
vankomycin, popr. teikoplanin



Vice o enterokocich

e Dnes jich rozezndvame desitky druhu

e \/Sechny mohou byt nalézany
- ve stolici (jako normalni mikroflora)

- v mocovéeém mechyri (jako patogeny)

- v pochve (asymptomaticky nebo
symptomaticky)

—obcas i jinde (rany, krevni reciste)

e Ze dvou nejbéznéjsich druhu E. faecalis
byva cCasteji patogenem, E. faecium je
casteji soucasti strevni mikroflory

e Jeden z enterokoku, nalezeny v Brné&, ma
nazev Enterococcus moraviensis



Enterokok - popis

Enterokok

G+ koky v kratkych

retizcich .
?
ﬁ .y

Mikroskopie

Kolonie sedave, velke asi jako |Rozliseni biochemicky,
Str. agalactiae, vét$inou bez | zejména arabinozovym
hemolyzy, ale i s viridaci ¢i testem*. Testy
hemolyzou. Rostou na KA i MH, citlivosti na antibiotika
také na Slanetz-Bartleyho a Ize pr(,)vavdet
zlu¢-eskulinové pudé. normalne.

Kultivace

E. faecalis — zeleny — negativni; E. faecium — zluty — pozitivni




Enterokoky — vzhled kolonii




Diagnostika enterokoku

e Biochemickeé testy: katalaza negativni,
mozné je biochemické rozlideni, dulezité
stepeni arabinosy (E. faecalis nestepi,
puda je zelend, E. faecium §tépi, Zloutne)

e MALDI

e Antigenni analyza se zpravidla nepouziva.
V dobach, kdy patrily mezi streptokoky, je
Lancefieldova zaradila do antigenni skupiny
D, spolu s nékterymi streptokoky

e Citlivost Ize testovat na béznem MH agaru.
Existuji i plidy na skrining VRE (viz dale)



——— e

URISELECT - chromogenni agar



Léecba enterokokovych infekci

e Na enterokoky neplati cefalosporiny. U
E. faecalis je vyhodny ampicilin, u E.
faecium je primarni rezistence. Dale se
pouziva ko-trimoxazol, doxycyklin,
jako rezerva vankomyecin. V posledni
dobé se zejména u hematoonkologickych
pacientu objevuiji epidemiologicky zavazné
vankomycin rezistentni kmeny - VRE.
Zde zabira pouze nove antibiotikum -
linezolid



Takhle dopada snaha vyzrat na
enterokoka cefalosporinem...






Zakladni charakteristika

e Grampozitivni tyCinky nejsou tak castymi
puvodci nemoci jako grampozitivni koky ¢&i
gramnegativni tycCinky. Presto jsou mezi
nimi nékteré vyrazné patogeny

e Jsou zaludné tim, ze se na neé casto
nemysli, coz komplikuje diagnostiku

e Vice je uvedeno u jednotlivych rodu a
druhu



http://www.leighday.co.uk

Listeria monocytogenes

o Bakterie Listeria monocytogenes je
grampozitivni tyCinka, ktera se vyznacuje
schopnosti rust pfi nizkych teplotach a
vysokych koncentracich NaCl, coz je oboje
splnéno napF. ve skladech syru

e Malokdy vyvolava viditelné infekce
dospelych, snad s vyjimkou uzlinového
syndromu. Je vsak nebezpecna pro tehotné

e Nékdy se stava zaminkou pro omezeni dovozu
- je samozrejme vzdy otazkou pohledu, zda je
omezeni skutecné motivovano strachem o zdravi
ob&anu, nebo snahou obejit ustanoveni o volném
trhu



http://www.leighday.co.uk

http://womansday.ninemsn.com.au




Classification des aliments selon le
risque lié a Zisteria monocytogenes

http://www.territoire-belfort.gouv.fr



Korynebakteria

e Korynebakteria jsou grampozitivni
tycinky usporadané v palisadach (vysvétleni
viz dale). Mohou byt pleomorfni (rdznotvard),
popripade i nekonstantné probarvena.

e Jen nékdy jsou kyjovitého tvaru (koryne =
kyj), typicky je tento kyjovity tvar pro C.
diphtheriae, puvodce zaskrtu



Palisady

e Palisadové

usporadanl

- ma nazev

dle rané

stredovekeho

kuloveho e iy ik
opevnenl. e Nekdy se u korynebakterii
Tycinky sou — popee kG, o men
v mllgrosk,(‘)‘pu bakterie v tésnée blizkosti,
,Nasazene svirajici vzajemne uhel asi
vedle sebe 120 ©)

jako ty kaly.



Klinicka charakteristika

e C. diphtheriae vyvolava zaskrt.
— diky oCkovani vzacne onemocném’,
charakterlzovane postlzenlm hrtanu, ale nekdy

take mandli Ci jinych casti dychaC|ch cest;
vznika otok, pacient se dusi a muze i zemrlt

e Ostatni, tzv. nediftericka (= nezaskrtova)
korynebakteria
— jsou soucdsti b&Zné fléry na kuzi, ale nékdy
mohou i skodit.
- Nejvyznamnejsi z téchto korynebaktern je
Corynebacterium jejkeium. Pivodné se mu
rlkalo ,,korynebakterlum skupiny JK“. Muze

zpusobovat (¢astéji nez ostatni) infekce ran a
sepse



Zaskrt




Koryneformni tycCinky

e Nekdy se v praxi pouziva pojem
~koryneformni tycinky", nebo
také , difteroidy". Oznacuje
bakterie podobné
korynebakteriim

e Kromée vlastniho rodu
Corynebacterium sem patri rod
Arcanobacterium (vzacné zpusobuje
anginy), Dermatophilus, Turicella a
nekolik dalsich



r. Bacillus

e G+ sporulujici tyCinky
e Striktné aerobni




Bacily, které stoji za zminku

e Bacillus anthracis se stal velice popularnim pri
teroristickych hrozbach posledni doby. Jinak coby
puvodce veterindrniho onemocnéni - uhldku - byl
jednou z prvnich nakaz, proti nimz byla zkousena (jiz
Pasteurem) vakcinace.

e Bacillus cereus je puvodcem alimentarnich intoxikaci
z obilnych produktu.

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



Popis pachatelu

Kultivace

Listerie Korynebakteria | Bacillus
O |G+ tycinky G+ tycinky G+ robustni
& | Fetézici se jako |skladajici se tycinky,
x spekacky, ale vedle sebe sporulujici
O nekdy i vedle (palisady) (nemusi byt
X |sebe jako dalsi viditelne)
=
podobné entero- | velmi drobné plstovité
kokum, kolonie podobné |kolonie, nékdy
hemolyza je ¢i | mouce i vyrazna
neni hemolyza




Z dalsich G+ tycinek:
Erysipelothrix rhusiopathiae

e Tato bakterie vyvolava u prasat
chorobu, zvanou cervenka.

o U lidi (zvlaste chovatelu dobytka
apod.) muze vyvolat nemoc zvanou
erysipeloid (na rozdil od
erysipelu,coz je Synonymum spaly).

e Erysipeloid se muze projevovat
infekcemi ran, ale bakterie muze
Cloveka mﬂkovat i bezpriznakove



Erysipelothrix rhusiopathiae




1, 2, 3 www.medmicro.info
4 http://medinfo.ufl.edu

Tvary tycCinek

Corynebacterium

Listeria — KA, gram
Gram




Morfologie dalSich tyc“:inek

Bacillus

_ cereus i
Arcanobacterium \

Bacillus subt///s

haemolyticum




Zluc-eskulinovy agar

http://www.geocities.com



Chromoge

) ha listerie

ALOA

www.oxoid.com

Existuji ruzné chromogenni pudy k diagnostice listerii. Ta,
kterd je na obrazku, se vyznacuje modrym zbarvenim
vSech listerii; patogenni druhy navic maji kolem sebe
halo (odlisné zbarvené okoli kolonie).



Lecba

e Na listerie neplati cefalosporiny.
Jinak se zpravidla u listerii |
korynebakterii pouziva sestava
antibiotik podobna sestavam pro
streptokoky a enterokoky. Radé&ji

pritom testujeme na MH agaru s
krvinkami.

e Bacily se pochopitelné zpravidla
netestuji



ElekUv test

Jde o detekci toxinu
Corynebacterium
diphtheriae.
Pouzivame papirek
se specifickym S
antitoxinem, ktery |
je polozen na >
povrch agaru, poté
se o¢kuji testované”
kmeny. S

\[l/

negat. negat. pozit.

[ /{1

Pozitivni vysledek = .2 i

precipitacni linieT 0N gl



Vhodna antibiotika

Antibiotikum Zkratka
Ampicilin (rozsireny penicilin) AMP
Ko-amoxicilin (aminopenicilin + inhibitor) AMC
Co-trimoxazol (smes dvou latek) SXT
Tetracyklin (tetracyklin) TE
Chloramfenikol C
Vankomycin (glykopeptid) VA




state.co.us

DékUji Za pOZOrnOSt http://www.cdphe.
3 — —

Bacillus
anthracis
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