Anaerobni bakterie

Ilvana Vitkova

Masarykova univerzita —
Katedra laboratornich metod : BHEB"OGNICE



Co jsou to anaerobni bakterie?

« Bakterie neschopné rustu za pfritomnosti kysliku

o« Striktni® anaeroby rostou na pevnych pudach jen v
prostfedi do 0,5% kysliku

* ,Umirnéne” anaeroby... do 2-8% kysliku



Rozdéleni anaerobu

« G-tyCinky
Bacteroides
Prevotella
Fusobacterium
Porphyromonas

* G- koky
Veilonella

» G+ sporulujici ty€inky
Clostridium

« G+ nesporulujici ty€inky
Actinomyces

Propionibacterium
Bifidobacterium

Eubacterium

Lactobacillus

G+ koky
Peptostreptococcus
Peptococcus



Vyznam anaerobnich bakterii

 Puvodci infekci Clovéka

» Soucast fyziologicke flory Cloveka (prevence
kolonizace sliznic patogenni florou, stimulace imunitniho
systému, syntéza vitaminu K)



Anaeroby jako fyziologicka flora

* Nosohltan: Peptostreptococcus,
Bacteroides, Prevotella, Fusobacterium, Porfyromonas, ..

» Dutina ustni (zubni plak, gingivaini §térbiny): viz
nosohltan, navic Lactobacillus, Actinomyces,..

e Tlusté strevo: nejvyznamnéjsi rezervoar anaerobd v
lidském téle, 10""anaerobnich bakterii/ 1 g stolice

Bifidobacterium, Clostridium, Bacteroides,
Peptostreptococcus,..



Anaeroby jako fyziologicka flora

» Vagina: Lactobacillus (zeny ve fertilnim véku),
Bacteroides, Prevotella, Actinomyces,..

e Distalni usek mocove trubice: viz vagina

o KUZe (mazové zlazky, viasové folikuly):
Propionibacterium acnes



VVznik anaerobnich infekci

NejCasteji z endogenni flory Cloveka

Vzacneji z exogenniho zdroje:
Posttraumatické klostridioveé infekce
Po kousnuti zviretem

Otravy z potravin (Clostridium botulini, ciostricium
perfringens)

Nozokomialni infekce (Clostridium difficile)



Typy anaerobnich infekci

 Infekce kuze a mékkych tkani: kozni abscesy,
zanét potnich zlaz, celulitida, flegmoéna, klostridiova
nekrotizujici fasciitida, myonekréza, infekce dekubitu

* Infekce v oblasti hlavy a krku: absces mozku,
infekce stredniho ucha a paranazalnich dutin,
mastoiditis, odontogenni infekce, submandibularni
flegmona, nekrotizujici tonzilitida, retrofaryngealni
abscesy, aktinomykosa



Typy anaerobnich infekci-
gingivitis, dacryocystitis




Typy anaerobnich infekci

* |Infekce v oblasti hrudniku: aspiraéni

pneumonie, plicni absces, empyem hrudniku,
mediastinitida (zanét mezihrudi), aktinomykosa

* Nitrobrisni infekce: cholecystitida, appendicitida,
divertikulitida, peritonitida, jaterni absces, aktinomykosa

* Urogenitalni infekce: septicky potrat,
aktinomykosa, endometritis



Laboratorni diagnostika
anaerobnich infekci

« Validni vzorek: tekuty material nejlépe v injekéni
strikacce bez vzduchoveho sloupce s jehlou zapichnutou
v gumove zatce, kousky tkani, nitrodélozni télisko,
anaerobni hemokultury

* Rychly transport vzorku + spravne vyplnéna zadanka



Laboratorni diagnostika
anaerobnich infekci

» Zhotoveni mikroskopickeho preparatu,
Gramovo barveni

« Rychla informace pro klinika - zhodnoceni

mikroskopickeho preparatu a doporuceni antibioticke
terapie




Laboratorni diagnostika
anaerobnich infekci

o Kultivace

°* anaerobni atmosféra (10% CO?, 80% N, 10% H) —
pouziti anaerobniho boxu nebo anaerostatu

. kultivace 48 hodin a vice

. pudy: obohaceny krevni agar (napf. VL agar, Wilkins-
Chalgren agar), bujon (napr. Schaedler anaerobni bujon)

. anaerobni hemokultury




Laboratorni diagnostika
anaerobnich infekci - kultivace
anaerobni box




Laboratorni diagnostika
anaerobnich infekci — kultivace
anaerostat




|dentifikace anaerobnich bakterii

« Makroskopicka
morfologie kolonii

* Mikroskopicka
morfologie bakterii a
barvitelnost dle
Grama

» Diagnosticke
antibiotické disky:

Kanamycin,Colistin,
Vankomycin

* Biochemicke
diagnosticke sety
- MALDI TOF




Prukaz toxinu anaerobnich mikrobu
 Prukaz toxinu Clostridium difficile

» Prukaz toxinu Clostridium perfringens

* Prukaz toxinu Clostridium botulinum



Testovani citlivosti k antibiotikum

* Diskova metoda
« Stanoveni MIC (minimalni inhibicni
koncentrace) — pomoci E-testu

* Antibiotika pouzivana k terapii:
penicilin, aminopenicilin s inhibitorem, metronidazol, klindamycin,
chloramfenikol, meropenem



Gramnegativni anaerobni tyCinky

Vetsina soucasti bezné mikroflory Cloveka
Potencialni puvodci endogennich infekci
Netvori spory

Pleomorfmni gram — tyCinky

Kultivace 2 - 5 dni

Patogenita — podminéna, infekce endogenniho
puvodu (abscesy)
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Gramnegativni anaerobni tyCinky
Bacteroides

» Soucasti mikroflory traviciho traktu, dutiny
ustni, vaginy

* Na pevnych pudach tvofi Sedé lesklé kolonie velikosti 1-
4 mm

» Patogenita: infekce endogenniho puvodu
(v malé panvi, dutiné bfisni, v dutiné ustni, mediastinu,..

N

* Schopnost tvorby beta-laktamaz, ktere rozkladaji
betalaktamova antibiotika



Gramnegativni anaerobni tyCinky
Bacteroides




Gramnegativni anaerobni tyCinky
Prevotella

Produkuje Cerny pigment
bez fluorescencnich vlastnosti

Patogenita: infekce dutiny brisni,dutiny ustni,
sinusitidy,..

Schopnost tvorby beta-laktamaz

NejCasteji izolovany druh: Prevotella
melaninogenica




Gramnegativni anaerobni tyCinky
Porphyromonas

Produkuje hnedocCerny pigment , ktery v
ultrafialovém svetle fluoreskuje

Soucasti mikroflory dutiny ustni, urogenitalniho
traktu

Patogenita: infekce ve vyse uvedenych
oblastech

Schopnost tvorby betalaktamaz




Gramnegativni anaerobni tyCinky
Fusobacterium

« Gram negativni tyCinky az vlakna s typicky
zaspicatelymi konci

e Soucasti fyziologicke flory v travicim traktu,
vagine, dutine ustni

» Patogenita: infekce v téchto lokalizacich i jinde (napf.
aspiracni pneumonie, plicni a jaterni abscesy, sinusitidy,

osteomyelitida, Plaut-Vincentova angina-postihujici
vyrazne oslabené jedince)
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Gramnegativni anaerobni tyCinky
Mobiluncus

« Gramnegativni az
gramlabilni zakfivené . T
pohyblive tyCinky ;

« Soucasti fyziologicke
flory vaginy




Gramnegativni anaerobni koky

Veillonella

* Drobne
gramnegativni koky

* Soucasti fyziologicke
flory dutiny ustni,
gastrointestinalnino
traktu, vaginy

« Patogenita:
endogenni infekce,
sepse, endokarditidy




Grampozitivni sporulujici anaerobni
tyCinky — rod Clostridium

* Jsou soucasti strevni mikroflory

« Patogenita: mohou vyvolat nekrotizujici infekce
mekkych tkani, sepse, enterotoxikozy a
neurotoxikozy

* Morfologie: velké grampozitivni tyCky

« Schopnost tvorby rezistentnich endospor (které
mohou kontaminovat nemocnicni prostredi, potraviny,
pudu, vodu,..)



Clostridium

* Velka grampozitivni
tyCka, velikost
1X10um

* Morfologie kolonii na

agaru: ploché
nepravidelné kolonie,
zOna betahemolyzy




Clostridium botulinum

Puvodce botulismu (otravy klobasovym jedem)
Schopnost tvorby botulotoxinu

Soucast fyziologicke strevni flory zvirat, vyskytuji
se v pudeé, vodé

Muze kontaminovat potraviny

PriCina otravy: potraviny kontaminovane sporami
Cl. botulinum- typicky nedostatecne sterilovanée
masové nebo zeleninove konzervy




Clostridium botulinum
- alimentarni botulismus

» Patogeneze onemocnéni:

V kontaminované nedostateCne tepelne upravenée potravine
probiha produkce botulotoxinu, po poziti takove potraviny
dochazi k resorpci botulotoxinu ze streva, toxin se krvi
dostava k nervosvalovym ploténkam pricné pruhovanych
svalu, zde zpusobi blokadu prenosu nervového vzruchu,
tim paralyzu pfiéné pruhovanych svalu, postihuje i
vegetativni nervovy systém

* |[nkubacni doba: nej¢astgji 1-3 dny



Clostridium botulinum
alimentarni botulismus

* Priznaky: 1. nevolnost, zvraceni, bolesti bficha

2. postiZzeni hlavovych nervu: rozostiené
vidéeni, mydriaza, ptoza vicek, ztizené polykani, spatna
artikulace

3. postiZzeni vegetativnich nerva: sucho v
ustech, zacpa, zastava moceni, peristaltiky strev

4. obrny priéné pruhovanych nerv(, smrt
muZzZe nastat diky obrné svalu potfebnych k dychani



Clostridium botulinum
alimentarni botulismus

* Diagnostika: anamnéza

typicky klinicky obraz

laboratorni prukaz botulotoxinu-pokus na mysi
* Terapie: vyplach Zaludku — u Cerstvé zji§téné otravy

symtomaticka (napojeni na umelou plicni
ventilaci,..)

* Prevence: spravné postupy pfi konzervovani potravin,
15 minutovy var pred konzumaci rizikovych potravin



Clostridium botulinum
dalsi formy onemocneni

* Kojenecky botulismus: predevsim do 6 mésicl véku
ditéte, u nekojenych déti, zdroj: kontaminovany med

pfiznaky: uporna zacpa, hypotonie

* Ranny botulismus: vyskyt u narkomanu, pfi
kontaminaci vpichu a ran sporami Clostridium botulinum



Clostridium difficile

« PuUvodce
postantibiotickych
prujmovych onemocnéni,
az zivot ohrozujici
pseudomemranozni
enterokolitidy

* Vznik zvlaste po
podavani Sirokospektrych
antibiotik



Clostridium difficile

* Vyskyt: asi 5% populace v komunité jako
bezpriznakovi nosiCi, rezervoar: zvirata
asi 16-35% pacientl v nemocnici — nosici
« Odr. 2003 narust onemocnéni s tézkym prubéhem-

zvlaste v severni Americe, zapadni Evrope zavazny
nozokomialni patogen

« V poslednich letech narGist onemocnéni i v CR



Clostridium difficile

* Toxiny: enterotoxin(= toxin A), cytotoxin (=toxin B),
binarni toxin

« Patogeneze onemocneni: naruseni fyziologické flory
ve streve po lecbe antibiotiky, ingesce toxigenniho
kmene Clostridium difficile, poSkozeni stfevniho epitelu,
vznik prajmu, pfi zavazné formé onemocnéni vznik
nekroz strevniho epitelu, ulceraci...toxické megacolon,
lleus, ruptura streva...smrt

* Rizikové faktory: vék nad 65 let, pfedchozi ATB
terapie, imunosuprese



Clostridium difficile

* Priznaky onemocneni:
bolesti bficha, prijem, nadymani,
febrilie

- Prevence onemocnéni v |

NeMOCNICI. omezeni spotieby

antibiotik

hygiena rukou, pouzivani rukavic ;
-

odpovidajici dezinfekce

» Terapie: preruseni lé&by
antibiotiky, nahrada tekutin,
metronidazol, vankomycin,
fidaxomicin, chirurgicka,

transplantace stolice



Clostridium difficile

Laboratorni diagnostika:
Material k vysetreni: stolice

Prukaz toxinu A,B a antigenu glutamatdehydrogenazy
primo z materialu: imunochromatografické metody, FIA,
ELISA, tkanové kultury

PCR primo ze stolice

Kultivace na selektivni pudé, stanoveni citlivosti na
antibiotika, typizace kmenu



Clostridium tetani

« Grampozitivni tycky
* Producent neurotoxinu, ktery zpusobuje
onemocneni tetanus

* Rezervoar: soucast strevni mikroflory savcu,
zvlasté koni, s vykaly se dostava do pudy, zde
spory prezivaji roky
Clovék se infikuje exogenné (spory z ptdy,..)

endogenne (z vlastniho streva,
vaginy)



Clostridium tetani

» Patogeneze onemochneni: V hluboké znegisténé
rané se C. tetani pomnozi a zaCne produkovat toxin,
krvi se toxin dostava k motorickym neurontim v
centralni nervove soustave, zde se prestane uvolnovat
GABA, tim se snizi prah citlivosti motorickych neurond,
dochazi ke zvysSeni reflexni odpovédi na podnéty z
periferie, vznikaji tonickoklonické krec€e, poruchy
vegetativnich nervu.

 Inkubacni doba: 3 —30 dni




Clostridium tetani

* Priznaky onemocneni:

tonicke krece

N

trismus (postizeni zvykacich svalu)

risus sardonicus (sardonicky usmev —
postizeni mimickych svall)
spasmy svalu krku a laryngu

spazmy svalu trupu — opisthotonus (lukovité
prohnuti téla diky spasmu zadovych svalu)

poceni, teplota, intenzivni strach ze smrti

spasmus dychacich svalu




Clostridium tetani

* Diagnostika: anamnéza

Klinicky obraz

mikroskopie

kultivace + biochemické dourceni
ovéreni toxigenity kmene

° Terapie: chirurgicka revize rany, antitetanicky globulin
myorelaxancia, antibiotika

* Prevence: o¢kovani, fadné osetieni rany, aplikace
tetanického anatoxinu, nebo antitetanickeho globulinu



Clostridium perfringens

Puvodce plynaté snéti
Rezervoar: strevni mikroflora clovéka i zvirat
Spory bézné pfitomny v pudé

Clovék se mliZe infikovat exogenné i endogenné



Clostridium perfringens
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Clostridium perfringens
Thioglycollate & ANARBAP



Clostridium perfringens
faktory virulence

Clostridium perfringens tvori fadu toxinu

W u AL &4

zpusobuje rozpad membran svalovych bunék a
leukocytu, tim nekrézu tkani

Enterotoxin k otravé dochazi do 24 hodin po poziti
kontaminovaného masa, projevuje se bolestmi bricha a vodnatymi

prajmy
Toxin beta = hemolyticka lecithinasa: odpovida za nekrotizujici
enteritidu a enterotoxemii u hladovejicich

(trypsin bézné obsazeny ve stfevé tento enzym inhibuje, u

hladovéjicich vSak chybi)



Clostridium perfringens
patogenita

* Infekce ran:
ohraniceneé hnisave
nekrotizujici — flegmona,
fasciitida, projevuje se
rozpadem tkane a
traskanim (uvolnény plyn
v podkozi, Ci mezi svaly)




Clostridium perfringens -
patogenita

Infekce ran: difuzné se

Sifici nekrotizujici

toxiny se Siri z postizené tkané
do celého organismu

1. klostridiova celulitida: rychle
se Sifici nekrotické postizeni
kize a podkozi

2. plynata snét’ (gangréna):
nekréza kuze, podkozi i
svalstva , nebo postizeni
vhitfnich organu




Clostridium perfringens
- patogenita - klinicke priznaky pri
infekci ran

« Kuze v postizené oblasti je
napadné bila, silna
bolestivost v oblasti rany,
pozdéji se objevuji puchyre s
cernym obsahem, ¢erna
loziska nekrozy, krepitace
bublin plynu ve tkani, béhem
desitek hodin rozvoj septicko-
toxického soku a smrt




Clostridium perfringens
patogenita

* Postizeni streva: nekrotizujici enteritida u
hladovéjicich (toxin beta = hemolyticka lecithinasa)

enterotoxikoza (enterotoxin)



Clostridium perfringens

diagnostika

« Dulezita rychlost! -
T

e Validni material:

nekroticka hmota, sekret,
(vytér z rany)

» Mikroskopicky

preparat z vysetiovaného
materialu, prukaz G+ tyCi —
rychla informace pro klinika

o Kultivace,
biochemické
dourcéeni, MALDI TOF




Clostridium perfringens
diagnostika

o Stanoveni citlivosti

 Prukaz toxinu: lecithinasa — srazeni lecitihinu na
Zloutkové pudé — precipitace

enterotoxin — RPLA (reverzni pasivni latexova
aglutinace)



Clostridium perfringens
terapie

Chirurgicke osetreni ran
Antibiotika: penicilin, klindamycin, metronidazol
Celkova podpurna terapie

Enterotoxikdza: symptomaticka terapie



Dalsi klostridia zpusobujici ranne
infekce

Clostridium novyi
Clostridium sordelii
Clostridium septicum
Clostridium histolyticum



Grampozitivni nesporulujici tyCinky

« Soucast fyziologicke flory Cloveka
* Moznost endogennich infekci



Grampozitivni nesporulujici tyCinky
Actinomyces

« Soucast fyziologicke
flory dutiny ustni,
urogenitalniho traktu

* Puvodce
aktinomykozy

* Morfologie: Gram+
vetvici se tyCky




Grampozitivni nesporulujici tyCinky
Actinomyces

* Velmi pomaly rust:
kultivace az 14 dni

* Nejvyznamnegjsi druh:
Actinomyces israelii




Grampozitivni nesporulujici tyCinky
Actinomyces

» Patogenita:

aktinomykoza
cervikofacialni,
thorakalni, abdominalni
forma, aktinomykoza
delohy pri zavedem
nitrodéloznim télisku

abscesy s hustym hnisem
s druzami, pistéle,
prknovité nebolestive
infiltraty pomalu rostouci




Grampozitivni nesporulujici tyCinky
Actinomyces

* Diagnostika: mikroskopie: G+ vétvici se tycky

kultivace az 14 dni, kolonie suché bélavé
drobné, MALDI TOF

° Terapie: penicilin, klindamycin, chirurgicke osetreni



Grampozitivni nesporulujici tyCinky

Bifidobacterium
Soucast fyziologicke o R e
’ v o~ - ‘\—-:f%k‘"' : *“ SN
flory Cloveka I g ? -
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Sougast S

probiotik,potravinarstvi

Patogenita: vznik zubniho
kazu, endokarditidy

Morfologie: G+ tyeky
rozstépeneé na koncich-
(pripominajici kosti)




Grampozitivni nesporulujici tyCinky
Propionibacterium

« Soucast fyziologicke

fléry (kUze, dutina ustni,
nosohltan, gastrointestinalni
trakt, urogenitalni trakt)

* Morfologie: G+ tyginky
Kyjoviteho tvaru

« Patogenita: ugastni se
vzniku akné, abscesu,
endokarditidy




Grampozitivni nesporulujici tyCinky
Lactobacillus

Soucasti bezné mikroflory Cloveka (dutina ustni,
strevo, vagina)

Vyuziti v potravinarstvi: vyroba acidofilniho mléka,
jogurtuy, ..

Soucasti probiotik (normalizace strevni flory)

Patogenita: novorozenecké meningitidy, endometritidy,
abscesy, endokarditidy

Terapie: antibiotika (penicilin+gentamicin)



Grampozitivhi anaerobni koky
Peptococcus, Peptostreptococcus

* Soucast fyziologickeé flory Cloveka (dutina
ustni, gastrointestinalni trakt, urogenitalni trakt, kuze)

» Zpusobuji endogenni infekce: infekce ran,
kosti, abscesy, sinusitidy, otitidy, peritonitidy,
pneumonie, endokarditida, sepse, poporodni
endometritidy

* Morfologie: Peptostreptococcus: grampozitivni
drobné koky

Peptococcus: grampozitivni vétsi koky




Grampozitivni anaerobni koky —
morfologie, patogenita
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