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Gram pozitivni koky - charakteristika

- Koky: kulovity tvar, velikost v priméru 1p

= Usporadani: dvojice (diplokoky), Fetizky,
tetrady, shluky

Streptococcus pneumoniae
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Grampozitivni koky - charakteristika

= Barvitelnost dle Grama: déleni bakterii podle
schopnosti podrzet si barvivo v pritomnosti alkoholu, dano
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Gram pozitivni koky - rozdéleni

= Katalasapozitivni: Staphylococcus
Micrococcus

= Katalasanegativni: Streptococcus
Enterococcus
Lactococcus
Abiotrophia
Granulicatella



Staphylococcus

Grampozitivni koky usporadané nejcasteji ve
shlucich

Nepohyblivé

Netvori spory
Vetsinou fakultativné anaerobni
Katalasapozitivni




Staphylococcus

Celkem 50 ruznych stafylokoku

Déleni: podle schopnosti koagulovat plazmu

Koagulasapozitivni: S. aureus (STAU)
S. intermedius
Koagulasanegativni (KNS)




Staphylococcus aureus
Nejdulezitéjsi lidsky patogen

Vidci plvodce nozokomidlnich infekci
Vysoka schopnost vyvolavat infekce

Vysoka schopnost kolonizovat (30% populace jsou
perzistentni nosici)

Aerobni i anaerobni rust, teplota 7-46 C, bézné
kolem 36 C



Staphylococcus aureus — faktory
virulence

" Umoznujici adherenci k bunkam hostitele

plazmakoagulaza — volnd koagulaza
shlukovaci faktor (clumping faktor)-vazana koaguldza
kapsularni polysacharidové adheziny

polysacharidoveé intracelularni adheziny

sliz



Staphylococcus aureus — faktory
virulence

" Umoznujici pronikani do bunék nebo tkani
hostitele
a-hemolyzin
B-hemolyzin (fosfolipaza c)
y-hemolyzin
6-hemolyzin
nukleazy, fosfataza
hyaluronidaza, elastaza

Pantonuv-Valentinuv leukocidin (PVL)



Staphylococcus aureus — faktory
virulence

" Umoznuijici protiutok bakterii proti obrannym
mechanismum hostitele
enterotoxiny

toxin syndromu toxického Soku 1 (TSST-1)

exfoliantiny

protein A, stafylokinaza (fibrinolyzin)
lipaza, leukocidiny, proteazy
B-laktamaza, lysostafin, katalaza



Staphylococcus aureus - patogenita

= 1. Pyogenni infekce kuze a jejich adnex
impetigo, folliculitis, sycosis barbae,
hordeolum, conjunctivitis, furunculus,
carbunculus, mastitis, hidradenitis

1
~  impetigo




Staphylococcus aureus - patogenita

2. Infekce krevniho reciste

bakteriemie, sepse
infekéni endokarditida
tromboflebitida (napr. po zavedeni i.v.katetru)

FALIAA

= 3. Respiracni infekce
pneumonie v komunité (napr. po chripkach)
nozokomialni pneumonie (Casto u pacientu
na ventilatorech)



Staphylococcus aureus - patogenita

= 4. Infekce pohybového aparatu

osteomyelitis, artritis




Staphylococcus aureus - patogenita

= 5. Infekce centrdlniho nervového systému

purulentni meningitida

mozkovy absces

) Advanced bactenal
Normal brain meningitis

2 T~ bacteral
A @\ meningitis

Normal anotomy of brain Brain and spinal cord
and spinal cord with bacterial meningitis



Staphylococcus aureus - patogenita

" 6. Onemocheéni vznikla dcinkem toxinu

Syndrom toxického soku
Stafylokokové enterotoxikozy
LyellGv syndrom

Pemphigus neonatorum




Staphylococcus aureus - laboratorni
prukaz

= Materialy k vysSetreni: hemokultura, hnis, sputum,
punktaty, moc,..

= Mikroskopie: Gram pozitivni koky ve shlucich

= Kultivace: pldy obohacené krvi -napf. krevni agar, BHI

(mozkosrdcovy) bujon, selektivni piida — krevni agar s 10%
NaCl)

kolonie bilé az zluté se zonou hemolyzy

" Prukaz vazané plasmakoagulazy



Staphylococcus aureus

- I\/Iorfologie: pigmentované hladké kolonie,

nejcastéji smetanové Ci zluté barvy, velikosti 1 az 3mm
za 24 hodin kultivace, zona beta-hemolyzy




Staphylococcus aureus — laboratorni
prukaz
Prikaz volné koagulazy

Prukaz hyaluronidézy . dekapsulace mukdzniho kmene

Streptococcus equi

Latexova aglutinace: detekce proteinu A i kapsularnich

polysacharidd

Biochemie

Prukaz nukleovych kyselin - ptimo z materialu
MALDI TOF

o

Prukaz toxinu: aglutinace, PCR




Staphylococcus aureus methicilin
rezistentni (MRSA)

® Zavazny nozokomialni patogen

" Nutné dodrzovani specialniho
hygienickoepidemiologického rezimu

= V |aboratori je potreba pouzivat specialni
selektivni pudy
= Rezistentni k oxacilinu, ¢asto i dalsSim antibiotikim

= Lécime jen infekce, ne kolonizace
= Lék volby je vankomycin



Staphylococcus aureus - terapie

= Antibiotika: 1ék volby je oxacilin
= MRSA: vankomycin

m Staphylococcus intermedius

Hostitel pes, u ¢lovéka v ranach po

pokousanim psem




Stafylokoky koagulasanegativni (SKN)

" \/yznam: soucast bézné flory kiiZe a sliznic
oportunni patogen (ohrozen:i:

imunokompromitovani pacienti, pacienti se zavedenymi
pomuckami- napr. katetry, cévni protézy, i.v. narkomani)

= Schopnost tvorby biofilmu, mald virulence, &asto sta&i pouhé
vyjmuti katetru



Streptococcus

Gram pozitivni koky
Usporadané nejcasteji ve dvojicich,
v retizcich

O TR
Fakultativné anaerobni Uy L
Katalasa negativni BT g
Nepohyblivé S

Druhy obligatné patogenni, jiné soucasti bez
flory

V4

ne



Streptococcus - rozdéleni

= Beta-hemolytické - nejvyznamné;jsi:

Streptococcus pyogenes (skupina A podle
Lancefieldové)

Streptococcus agalactiae (skupina B)

" Non-beta hemolytické - nejvyznamné;jsi:
Streptococcus pneumoniae
Streptococcus bovis,
Streptococcus suis
Nutri¢ni varianty streptokoku
Oralni (ustni) streptokoky



Streptococcus pyogenes

. VVznam: hnisavé infekce faryngu a klze

tezka celkova onemocnéni
mozny vznik pozdnich nasledkd

= Morfologie: kulaté koky ve dvojicich a Fetizcich
velikost 0,6 az 1um

= Kultivace: pudy obohacené krvi ¢i sérem — krevni agar,
BHI bujon, zvysena tenze CO,, 36-37 C, 18-24 hod.



Streptococcus pyogenes

= Kolonie drobné, lesklé, kolem zéna beta-hemolyzy,
opouzdrené kmeny- rust ve vétSich mukdznich

koloniich

! !



Streptococcus pyogenes — faktory
virulence

= Povrchove: protein M, proteiny blizké proteinu M

pouzdro z kyseliny hyaluronové

= Extracelularni enzymy: streptolysin O, S

streptokinasa, hyaluronidasa
enolasa, C5 peptidasa

= ToXiny: streptokokové pyrogenni toxiny (Spe)



Streptococcus pyogenes - patogenita

" 1. Lokalizované pyogenni infekce

tonsillitis (angina), scarlatina (spala)




Streptococcus pyogenes - patogenita

" | okalizované infekce —pyodermie

impetigo, erysipelas (raze), cellulitis (zdnét podkozi),

hnisani ran

I \ ‘
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Streptococcus pyogenes - patogenita

= ). |nvazivhi onemocnéni a onemocnéni
zpusobenad toxiny

phlegmona, myositis,
myonecrosis
nekrotizujici fasciitis
pneumonie, meningitis

poporodni sepse (horecka omladnic)
syndrom streptokokového toxického soku



Streptococcus pyogenes - patogenita

» 3. Pozdni nasledky streptokokovych
onemocneéni

febris rheumatica (revmaticka horecka)

glomerulonephritis acuta
neurologické — chorea minor




Streptococcus pyogenes — laboratorni
prukaz
Materialy k vysetreni: vytér z mandli, rany, hemokultura,
hnis, sputum, punktaty, likvor,..

Mikroskopie: Gram pozitivni koky ve dvojicich, fetizcich

Kultivace: krevni agar, BHI (mozkosrdcovy) bujén, 18-24
hod., CO, termostat

drobné kolonie se zonou beta-hemolyzy

Latexova aglutinace , MALDI TOF

g. . ® .
ASLO (antistreptolysin O)- pozdni nasledky . . O O




Streptococcus pyogenes - terapie

= | ék volby: penicilin
makrolidy (u alergickych na PEN)
cefalosporiny I. a Il. Generace

= Priciny ,selhani lécby”: nejcastéji nedodrzeni intervalu
podavani antibiotika,



Streptococcus agalactiae

= V\'/znam: nejdllezitéjsi puvodce novorozeneckych
meningitid a sepsi

POZOR na kolonizaci pochvy
téhotnych zen!

" Morfologie: G+ koky v fetizcich

= Kultivace: krevni agar,BHI bujon, teplota 36-37 C, zvysena
tenze CO2, 18-24 hod.



Streptococcus agalactiae

= Kolonie na krevnim agaru: obklopené tzkou zénou

beta-hemolyzy, zesileni hemolyzy v sousedstvi Staphylococcu
aureus diky CAMP-faktoru




Streptococcus agalactiae - patogenita

= 1. Novorozenecké meningitidy a sepse

- casné infekce: vznik béhem priuchodu porodnim
kanalem, projevi se béhem nékolika dni po narozeni

- pOZan' infekce: dité se nakazi a? po porodu, projevi se
koncem 1. meésice zivota

= 2. Komplikace v sestinedéli: endometritidy, infekce
mocovych cest,..



Streptococcus agalactiae — patogenita
a terapie
= 3. Onemocnéni imunokompromitovanych
pacientu

- pneumonie

- meningitidy

- osteomyelitidy
- infekce ran

= Terapie: ampicilin, penicilin



Streptococcus agalactiae — laboratorni
prukaz

= Materialy k vysetreni: krey, likvor, hnis, punktaty,
moc,..vyter z vaginy —screening u tehotnych
" Mikroskopie: G+ koky v fetizcich

= Kultivace: Krevni agar, zvy$ena tenze CO,,
36-37 C, 18-24 ho

= Pozitivni CAMP test, MALDI TOF
= Latexova aglutinace - z narostlé kultury

= Prikaz nukleovych kyselin - PCR



Streptococcus pneumoniae

" \Vlyznam: nejéastéjsi bakterialni plvodce zavaznych
komunitnich pneumonii

" Morfologie: G+ koky ve dvojicich s nebarvicim se
pouzdrem

Streptococcus pneumoniae




Streptococcus pneumoniae

= Kultivace: pldy obohacené krvi ¢i sérem, teplota 36-37 C,
zvysena tenze CO2

" Morfologie kolonii na krevnim agaru:

- hlenovité kolonie (mukdzni -M faze)

- miskovité kolonie

- suché kolonie (pri snizené tvorbé pouzderného
polysacharidu)

kolonie obklopené zénou alfa-hemolyzy



Streptococcus pneumoniae
mukozni kolonie na krevnim agaru




Streptococcus pneumoniae — faktory
virulence

Ponsacharidové pouzdro (ochrana pred fagocytdzou)

Adheziny: povrchovy adhezin A
povrchovy protein C

Invaziny: hyaluronidasa

neuraminidasa
Pneumolyzin
Autolyzin, polysacharid C



Streptococcus pneumoniae -
patogenita

" 1. Komunitni pneumonie (ohroZeni zvlasté kojenci a
starsi dospéli)




Streptococcus pneumoniae -
patogenita

= 2. Rhinitis purulenta (zanét nosni sliznice)
Otitis media (zanét stiedniho ucha)
Mastoiditis (zanét bradavéitého vybézku)
Sinusitis (zanét vedlejiich nosnich dutin)

= 3. Purulentni meningitis (starsi dospélimalé déti)

Wl s o P




Streptococcus pneumoniae —
patogenita a terapie

4. Akutni endokarditida (zanét nitroblany srdeéni)
5. Peritonitida

6. Sepse u asplenie ( pacienti bez sleziny)

7. Arthritida (zanét kloubt)

Terapie: Iék volby penicilin
ampicilin, cefotaxim, chloramfenikol

Prevence: vakcinace (malé déti, oslabeni dospéli)



Streptococcus pneumoniae —
laboratorni prukaz

Material k vysetreni: sputum, krev, punktaty, likvor,
moc k prukazu antigenu,...

I\/Iikroskopie: G+ koky ve dvojicich, pouzdro, lancetovity
tvar kokd

Kultivace: krevni agar, zvysena tenze CO,, 18-24 hod.,
typicka morfologie kolonii

Optochinovy test: kolem disku s optochmem vznik3
zOna inhibice rustu + |




Streptococcus pneumoniae —
laboratorni prukaz

" Prukaz antigenu: latexova aglutinace

- z narostlé kultury
- prfimo z materialu — likvor, moc

= Bijochemie

= Test rozpustnosti ve zIuCi

* Prukaz nukleovych kyselin - PCR



Enterococcus

" \/yznam: soudast normalni mikrofldry stieva

zavazny podminény nemocnicni patogen
- Morfologie: G+ koky ve dvojicich Ci kratkych retizcich
= Vice klinicky vyznamnych druhU: nejeastejsi

Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium




Enterococcus

= Kultivace: kultivaéné nenarocné, krevni agar, selektivni
pudy (napt. Slanetz-Bartleyho puda), 36-37 C, 18-24 hod.

= Patogenita: infekce mocovych cest

infekce nitrobrisni

sepse u oslabenych pacient(
endokarditida

b
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Enterococcus — laboratorni diagnostika

" Materialy k vysSetreni: mog, krev, hnis, punktaty,..
" Mikroskopie: G+koky ve dvojicich

= Kultivace: viz vyse, selektivni pudy na vankomycin
rezistentni enterokoky, zlu¢-eskulinové pudy

" PYR test: prlikaz pyrolidonylaminopeptidasy
" Biochemické testy ,MALDI TOF, PCR



Enterococcus - terapie

=" Prirozena rezistence enterokoku zavisla na druhu

= Pouzivana antibiotika: ampicilin
furantoin (moc. infekce)

vankomycin, ...

" Pozor na nemocnicni kmeny rezistentni na vankomycin (VRE)



Gram pozitivni sporulujici aerobni
tyCinky — rod Bacillus

= \V prirodé bézné rozsirené
= Ke sporulaci dochazi pouze za pritomnost kysliku

= Patfi sem vice druhu, nékteré z nich jsou obligatni
lidské patogeny (Bacilllus anthracis,

Bacillus cereus)




Bacillus anthracis

Vyznam: puvodce snéti slezinné (antraxu),

mozné zneuziti — bioterorismus

Z nakazenych zvirat - bylozravci — snadny prenos na ¢lovéka, - moznost
pfenosu kontaktem -dobytci klize, Stétiny,..

Moznost nakazy vdechnutim spor (biologicka valka, spory v dopisech, sekta
Om Sin Rikjo)

Morfologie: velké nepohyblivé G+ tycky s pozdrem, spory
centralné ulozené
e

Kultivace: bézné kultivaéni pady, y :

Siroké teplotni optimum, bézné {
36-37 C



Bacillus anthracis

= \/zhled kolonii: plstnaté ploché sedé kolonie s dlouhymi
vybézky (caput Medusae)




Bacillus anthracis - patogenita

= Kozni forma: zpocatku svédici papula, béhem néekolika dni
se méni na nebolestivy vred

s hemoragickou nekrézou obklopeny edémem (pustula
maligna), rozviji se lymfadenitida, pozdéji sepse




Bacillus anthracis - patogenita

= Plicni forma: spory jsou vdechnuty, dostavaji se

do uzlin v mezihrudi, vznika zde nekroticky zanét, sepse,
nemocny umird béhem nékolika hodin az dn(

= Strevni forma: po poziti kontaminované potravy,
zvraceni, silné bolesti bricha, sepse, smrt

= Orofa ryngealnl forma: primarni léze je na mandllch,
nebo v Ustni dutiné porm 1t e s




Bacillus anthracis — laboratorni
vysetreni

Bézné diagnostické laboratore (BL2) neprovadéji diagnostiku,
pri podezreni na Bacillus anthracis je material transportovan

ve trojitém obalu do NRL pro anthrax Statniho veterinarniho

ustavu

Podezreni na anthrax: podle klinickych pfiznakd, v
laboratori — typicka mikroskopie z klinického materialu,
kultivace — typicky vzhled kolonii, dale jiz v laboratori BL2
nedourcujeme

Terapie: penicilin, ciprofloxacin

Prevence: vakcinace dobytka, ohrozenych obyvatel



Bacillus cereus

. Vyznam: pUvodce zavaznych infekci oka a enterotoxikoz,

nachazi se bézneé v zevnim prostredi, je soucasti strevni
mikroflory

I\/Iorfologie: G+ neopouzdrena tycka, spora centralné

Kultivace: kultivatné nenaro¢nd, bézné kultivaéni pady i
teploty, kolonie velké, plstnaté, se zonou beta-hemolyzy, Ize
pouzivat i selektivné diagnostické pudy




Bacillus cereus - patogenita

* Producent rady toxinU: enterotoxiny ( emeticky a
prujmovy), hemolyziny, fosfolipasa C

= Enterotoxikoza: po poziti kontaminované potravy, podle

typu toxinu: 1. vodnaty prijem a kolika po 6-16 hod. po poziti
(masné vyrobky a omacky, napft. ohrivany gulas)

2. nausea a zvraceni vznikajici do 5 hod. po poziti

;
E

potravy (téstoviny a ryze)




Bacillus cereus - patogenita

= Endoftalmitida: fulminantné probihajici zanét oka
" |nfekce ran, sepse, meningitis, endokarditis

u imunokomprpmitovanych pacientt




Bacillus cereus — laboratorni
diagnostika a terapie

Prukaz toxinu primo z klinického materialu i z narostlého
kmene: latexova aglutinace, ELISA

I\/Iikroskopie: G+ tycky s centralné ulozenou sporou
Kultivace: viz vyse, typicky vzhled kolonii
Biochemické testy, MALDI TOF

Tera pie: enterotoxikdzy- jen rehydratace

invazivni onemocnéni: linkosamidy, aminoglykosidy,

vankomycin



Listeria

. V\'/znam: pro Clovéka patogenni predevsim Listeria
monocytogenes, nejcastéji alimentarni nakazy, ale i zavazna
onemochnéni imunokompromitovanych pacient(, téhotnych
Zen a hovorozencl

bézné se nachazi v zevnim prostredi
vektor nakazy: syry, ..




Listeria

- Morfologie: rovna G+ tycka, pohybliva pri teplote
do25 C

= Kultivace: kultivaéné nenaroéna, bézné kultivaéni pudy i

teploty, rust i pri chladnickové teploté a vysoké koncentraci
NaCl

" 3 ktory virulence: listeriolyzin O, fosfolipazy, internaliny
(intracelularni rast) R S f;-wiﬁ. o

! r
-
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Listeria - patogenita

= Zdravi lidé - bezpriznakové onemocnéni,

imunokompromitovani (novorozenci, HIV+, onkologicky
nemocni,..) — meningitidy, sepse, ..

= Novorozenci: infekce ziskané jiz v prenatalnim obdobi, Ci po
porodu — nejcastéji sepse a meningitidy

Pozor na stravovani béhem téhotenstvi
zrajici nepasterizované syry,....




Listeria — laboratorni diagnostika

Material k vy§et‘r’en|': krev, likvor, sekrety, biopsie,
podezrelé potraviny

Mikroskopie: rovné G+ tycky

Kultivace: viz vyse, na krevnim agaru lehce beta-hemolytické kolonie

Katalasa pozitivni

Pozitivni CAMP test, asi 80% listerii

MALDI TOF, Biochemie

PCR




Listeria - terapie

= | ék volby: ampicilin v kombinaci s gentamicinem

ASM MicrobeLibrary.org © Hanson



Erysipelothrix rhusiopathiae

Vyznam: pUvodce ¢ervenky prasat, mozny prenos na
cloveka, ohrozeni predevsim reznici, kuchari

Morfologie: G+ stihlé tycinky, nepohyblivé
Kultivace: pldy obohacené krvi ¢i sérem, zvySena tenze

CO, , Siroké rozmezi teplot, snasi i chladnickové teploty a vyssi
koncentrace NaCl

Laboratorni prukaz:

Material k vysetreni: stéry z ran, sekrety, krev,.. |
Mikroskopie, kultivace: viz vyse, MALDI TOF, ';\




Erysipelothrix rusiopathiae -
patogenita

. Zoonéza, prenos na ¢lovéka nejcastéji poranénou kuzi




Erysipelothrix rusiopathiae —
patogenita a terapie

" Erysipeloid: nej¢astéjsi, lokalni kozni léze, bolestivé
zarudnuti kiize, bez hnisani, ¢asto s artritidou prilehlého

kloubu
" Endokarditida, sepse: oslabeni jedinci (alkoholici)

= Terapie: 1ék volby penicilin




Arcanobacterium

. VVznam: pro clovéka patogenni druh Arcanobacterium
haemolyticum, plGvodce tonsilitid dospivajicich, infekci ran

" Morfologie: G + tyeka

= Kultivace: obohacené pudy, nutna ¢ara Staphylococcus
aureus, 48 hod, teplota 36-37 C



Arcanobacterium

" Laboratorni diagnostika:

= Mikroskopie: G+ tycky.

= Katalasa negativni

= Typicky reverzni CAMP test za 48 hodin kultivace

VavavAmedmiciijorinol



Arcanobacterium

= Patogenita:
= Tonsilitida s vyrazkou, typickeé pro dospivajici a mladé dospélé

= |nfekce ran

= Terapie: makrolidy




Nocardia

. Vyznam: béZné se nalézaji v pudé, infekce plic, mozku,
kGiZze, oka,..- zvlasté u imunokompromitovanych pacientt

" Morfologie: G+ vétvici se tycinky aZ vlakna




Nocardia

Kultivace: na béZnych kultivaénich ptdach,
teplota 36-37 C, 2-5(14) dni

Laboratorni diagnostika:

Mikroskopie —z materialu, z kultury

Kultivace —viz vyse, kolonie jsou bilé az oranzové, suché
MALDI TOF, PCR




Nocardia — patogenita a terapie

= Ohrozeny imunokompromitované osoby
= Abscesy plic, mozku., oka, organy, kize

= Terapie: 1ék volby kotrimoxazol




Corynebacterlum diphteriae je plvodcem zaskrtu

= Morfologie: G+ ty¢ky kyjovitého tvaru

= Kultivace: pady obohacené krvi, 36-37 C, 18-24 hod., pro

C. diphteriae, nutné selektivni pldy (napt. Clauberova ptida s
teluri¢itanem draselnym)

= Laboratorni prukaz:
= Material k vysetreni: vytér z krku, nasofaryngu- zaskrt,
krev, vytéry z ran,..-ostatni korynebakteria.
= Mikroskopie, kultivace: viz vyse, MALDI TOF, PCR, biochemie



Corynebacterium - patogenita

Corynebacterium diphteriae: plvodce zaskrtu — projevuje se
jako diftericka angina, nebo croup (otok laryngu s
pevnélnoucimi pablanami) — mlze vést az k uduseni, jako
komplikace mUze vzniknout myokarditida, neuropatie

Corynebacterium ulcerans: infekce ran
Ostatni korynebakteria: soucast kozni flory

Corynebacterium jejkeium: nosokomidlni patoger: .-
infekce ran




Corynebacterium

" Tera pie: lék volby penicilin, alternativa makrolidy

" Prevence: soucasti povinného ockovani




Dékuji Vam za pozornost
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