Mikrobiologicky ustav uvadi

NA STOPE PACHATELE
Dil treti:

Dalsi grampozitivni
pachatelé




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
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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 streve. Je ale také jednim

z nejbéznéjsich puvodcl 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 puvodci
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

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

Nebezpecné jsou vankomycin rezistentni
enterokoky (VRE)

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




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 védi: vinikem je nyni

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

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

Do stejného rodu patfi 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

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

e Rust pri 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.

Bacillus
anthracis



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

* Klécbé lze pouzit napr. ko-trimoxazol, tetra
chinolony, glykopeptidy (vankomycin, teiko
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
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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




