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Enterobakterie — hlavni material
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Umyvani a desinfekce rukou

Kontrolni otazky



Pohadka

* Byl jednou jeden kral, a ten mél tri syny.
Protoze mél na noze skaredy hnisavy vred a
zaroven potreboval rozhodnout, kdo bude
naslednikem trunu, prohlasil, Ze panovat bude
ten princ, ktery ho toho skaredého vredu

definitivné zbavi.



Co udélali prvni dva princové

* Prvni dal vysterilizovat skalpel. Sterilizoval
dost dlouho, ale prilis nizkou teplotou.
Skalpel nebyl dost sterilni, a kdyz princ
tatinkovi vred vyrizl, za nékolik dni zase
zhnisal.

* Druhy dal také vysterilizovat skalpel.
Sterilizoval dost vysokou teplotou, ale prilis
kratkou dobu — a vedlo se mu stejné jako
bratrovi.



Co udélal treti princ

* Dal skalpel vysterilizovat na teplotu, ktera byla
dost vysoka, po dobu, ktera byla pri dané
teploté vhodné dlouha. Tak se mu podarilo
ucinit nastroj skutecné sterilni. Tatinkovi tedy
vyrizl vred, stal se kralem, vzal si sexy*™
princeznu a jestli nezemrel, zije dodnes s tou
princeznou ve svém kralovstvi a ma kupu déti.

Zni to blbe, ze? Ale takovy uz je dnesni svet
— muzi rikaji Zzenam, ze jsou sexy, ackoli ony
by radéji slysely, ze jsou krasné ©



Pouceni z nasi pohadky

e Pokud se snazime zahubit mikroby fyzikalnimi
¢i chemickymi faktory, musime dodrzet jejich
parametry.

e Tyto parametry jsou pritom vzajemnée zavislé,
tj. hodnota jednoho se méni v zavislosti na
druhém parametru.

» Cas je v naprosté vétsiné pripadd jednim z
velice vyznamnych parametru.



Mikroby a
vnejsi vlivy



Mikroby a vneéjsi vlivy |
U dekontaminacnich metod je bezpodminecCne

nutné dosahnout takovych hodnost pusobiciho
fyzikalniho Ci chemickeho faktoru, aby doslo k

usmrceni mikroba.

0, ® , 0,8 ,0 |
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dolni mez preéiti  dolni mez rustu . horni mez rlstu horni mez preziti
{letalni, mikrobicidni) {inhibi¢ni) opt|mum {mez mnoZeni) ({usmrcujici hodnota)

Zajima nas tedy primarné mez preziti, (zpravidla
horni mez) nikoli mez rustu (ta nas zajimala, kdyz
jsme mikroby chteli kultivovat).




Praktické ovéreni meze
preziti a rustu

* Pokud chceme oveérit mez preziti bakterii,
musime je po odstranéni testovanych
extrémnich parametru premistit do
podminek rustového optima a nechat je tam
dostatecnée dlouho (pokud byly jen
inhibovany, tak se zveti).

* V opacném pripadé bychom overili pouze
mez rustu, nikoli mez preziti (nedali bychom
jim Sanci se zvetit).



Nad Carou vzdy pusobime urcitou teplotou 24 h

Pod Carou jen 4 h, pak mikroby vratime do teploty

optimalni

zmira 60 Oc
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Mikroby a vnéjsi vlivy I

Nékdy se ucinek faktoru kombinuje
Faktor, ktery se kombinuje vzdy, je cas




Faktor, ktery se vzdycky
kombinuje s ostatnimi: cas

* VSimnéte si: Cim je teplota nizsi, tim musi
byt delsi cas, aby bylo dosazeno kyzeného
sterilizacniho ucinku. To je zohlednéno i ve
vyhlasce pri stanoveni parametrd pro parni
a horkovzdusnou sterilizaci.



Dekonta-
minacni
metody —
prehled



Dekontaminacni metody

* Jsou to fyzikalni a chemickeé postupy likvidace
mikrobt, hmyzu a hlodavcii mimo

organ ISMUS. (Néktefi hygienici kladou metody

k odstranéni hmyzu a hlodavcu zvlast jako tzv. asanacni
metody)

* Mezi dekontaminacni metody nepatri
likvidace mikrob0 v organismu, byt lokalni
(pouziti antiseptik).

Antiseptikum je lék.

Desinfekcni prostredek neni Iék.



Prehled dekontaminacnich metod

Sterilizace Zniceni vSech mikrob( v daném prostredi

Vyssi stupen | Zniceni naprosté vétsSiny mikrobu, nékteré

desinfekce  a | f5rmy Jivota mohou pieivat (cysty prvoku

wcestupnova 3 Od )

desinfekce pod.

Desinfekce Zniceni patogennich mikrobu (zavisi na
okolnostech)

Desinsekce Zniceni skodliveho hmyzu

Deratizace Zniceni skodlivych hlodavcii

*Materidly v praktiku stale pracuji se starsi vyhlaskou ¢islo 195/2005; rozdily
vSak neisou prilis vvrazné



http://www.zakonyprolidi.cz/cs/2012-306

Pojmy asepse a antisepse

(nejsou ve vyhlasce, ale jsou téz dulezité)
* Asepse: pasivne brani vniknuti infekce
do takoveho prostred

* Antisepse: postupy, které aktivnée
zasahuji proti infekci

e Zasady asepse a antisepse vnesl|

— do porodnictvi Ignaz Semmelweis

— do chirurgie lord Joseph Lister n




Zasady spravné dekontaminace
(bez ohledu na typ metody)

* Vybrat vhodnou steriliza¢ni/desinfekcni
metodu/prostredek. ,Vhodny“ znamena:

— musi bezpecné nicit (St) vSechny organismy, resp. (Df)
vsechny, které pripadaji vdaném prostredi v Uvahu

— nesmi nicit desinfikovany Ci sterilizovany material
— musi byt prakticky pouzitelny

* Pouzit dostatecnou intenzitu faktoru (teplotu,
intenzitu, koncentraci)

* Prislusny faktor musi pusobit dostatecné dlouho



Pred a po dekontaminaci

* Pred dekontaminaci je ¢asto nutna priprava —
mechanické ocisténi, zajisténi, aby dekontaminace
spravné probehla. Tyto postupy opét presné upravuje
vyhlaska

* Po dekontaminaci je v nekterych pripadech nutno ucinit
urcité kroky (napr. odvétrat zbytek pusobici chemikalie).
Je nutno dbat na pravidla uchovavani dekontaminovanych
predmétu.

* Uchovavani dekontaminovanych predmeétu (jak dlouho
vydrzi sterilni) rovnéz upravuje vyhlaska



VeV

Dekontaminace a cisteni

Mechanicky Spinavé nastroje je treba pre
dekontaminaci mechanicky omyt, jinak
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Desinfekce



Desinfekce — priklady 1

A. FYZIKALNI METODY
1. Var:

a) za normalniho tlaku — ve zdravotnictvi
alespon 30 minut. (Pro kuchyni staci i méné, ale
jidlo se musi provarit — i uvnitr!)

b) v tlakovych hrncich — zkraceni ¢asu — ani

v tom pripadeé vsak nejde o sterilizaci!!!

2. lJiné fyzikalni metody — filtrace, zihani,
slunéni, UV zareni apod.



Desinfekce — priklady 2

B. DESINFEKCNi PROSTREDKY

Oxidacni Cinidla

3. Peroxidy: kyselina peroctova (CH;COOOH, u
nas Persteril). Na spory, houby a tuberkulozu;
0,5% roztok = vyssi stupen desinfekce.
Nevyhodou je agresivita, odbarvovani textilii a
nestabilita roztoku.

4. Peroxid vodiku (H,0,) — podobny, méne
agresivni, také ale ménée ucinny.



Desinfekce — priklady 3

* 5. Halogenoveé preparaty — chlornany:
— chlornan sodny (NaOClI), u nas Savo
— chlornan vapenaty (Ca(OCl),; chlorove vapno)

6. Chloramin (Chloramin B; Chloraminy BM a BS
jsou s prisadami).

e 7. Jodova tinktura + novéjsi Jodonal B, Jodisol a
Betadine, kde je jod vazan v komplexu. U
nealergickych pacientu by mél mit Jodonal B
prednost pred Ajatinem



Desinfekce — priklady 4

8. Manganistan draselny se jiz neuziva.
9. Formaldehyd — ve smésich

10. Kresol (lysol) je ucinny, pro zapach a agresivitu se jiz
témer neuziva.

11. Ethylalkohol — ve smési, sam neni prilis ucinny;
Relativneé nejucinnéjsi je asi 70 % roztok.

12. Tenzidy: Orthosan BF 12

13. Ajatin — bézny pro desinfekci pokozky.

14. Septonex — spise antiseptikum.

15. Anorganické kyseliny a louhy, tézké kovy aj.
16. Kombinované pripravky, napr. Incidur




Udinnost desinfekce na rtizné
mikroorganismy

e V priruckach a jinych materialech se zpravidla
pouziva abecedni systém:

* A =Uucinné na (vegetativni) bakterie a
kvasinky

* B =ucinné na viry

 C=ucinné na bakterialni endospory
 T=14cinné na tuberkulézni mykobakteria
* M =ucinné na atypicka mykobakteria

* V =ucinné na vlaknité houby



Vhodnost k ruznym ucelum .

Nektereé prostredky se hodi jen k nécemu: jsou
treba jen na povrchy, nebo jen na kuzi.
Zpravidla desinfekcni prostredky delime na

e prostredky na nastroje

e prostredky na povrchy

e prostredky na ruce (+ desinfekcni mydla)
* desinfekce potrubi v potravinarstvi

* desinfekce vhodna pro kuchyné




Umyvani a
desinfekce
rukou



Umyvani a desinfekce rukou

Pro ruce plati jina pravidla nez pro povrchy. Zpravidla na
rukou nemate tlustou vrstvu Spiny ©

SBEERANBRIANNE oo nésleduic pojmy:

* Mechanické myti rukou (MMR) je bézné myti mydlem
jako soucast osobni hygieny nebo jako krok
predchazejici CHDR

* Hygienické myti rukou (HMR) pouziva desinfekéni
mydIa; je ucinnéjsi nez MMR, ale méné ucinné nez
HDR

* Hygienicka desinfekce rukou (HDR) napr.
alkoholovymi prostredky, doporucena ve zdravotnictvi

* Chirurgicka desinfekce rukou (CHDR)

Vizte to2 |ERTIERE



http://www.mzcr.cz/kvalitaabezpeci/dokumenty/metodicky-navod-na-myti-rukou-mz_4977_2377_20.html
http://www.dent.cz/img_data/file/2012/Myti_rukou.pdf

Jak by mél vypadat zdravotnikuv den
z hlediska myti a desinfekce?

* Pri prichodu do prace by si mél umyt ruce
mydlem a otrit rucnikem. Poté na suché ruce
aplikovat alkoholovou desinfekci

* Behem pracovniho dne pouzivat napf. mezi
pacienty pouze alkoholovou desinfekci, myti
zaradit jen pri pocitu ,lepivych rukou®

* Pred cestou domu ruce zase umyt

Behem pracovniho dne je tedy doporuceno spise
jen desinfikovat, nikoli umyvat ruce, jinak si ruce
znicite, ale mikroby neznicite



Spravny postup pri myti Ci desinfekci

1. krok: D
2. krok: D
3. krok: D

an proti dlani.
an pravé ruky pres hrbet levé a naopak.
an proti dlani s propletenymi prsty.

4. krok: Vnéjsi ¢ast prstu proti dlani s ,,uzamcéenymi“

prsty.

5. krok: Sevrit pravy palec v levé dlani a vtirat krouzivym
pohybem a naopak.

6. krok: Krouzivé pohyby sevrenych konecku prstu pravé
ruky v levé dlani a naopak.

(7. krok: Zapésti levé ruky prsty pravé a naopak.)



Jak si myt a
desinfikovat
ruce

http://www.labor28.de/igel/mrsa.html




http://www.labor28.de/igel/mrsa.html



http://www.labor28.de/igel/mrsa.html



http://www.labor28.de/igel/mrsa.html



http://www.labor28.de/igel/mrsa.html



http://www.labor28.de/igel/mrsa.html



http://www.labor28.de/igel/mrsa.html



Na ktera mista se nejCasteji
zapomene

NejCasteji opomijena mista jsou znazornena
bledémodre, tmavomodre tak mista rovnéz
pomerne casto opomijena.

.
|
5

http://www.chilledfood.org/_gallery/Handwash%20poster.gif




Oblibena poveéra

\"4

, Kayznouzivam rukaw

V4

nemusim Syt a
desinfikovat ruce



Existuji systémy, umoznujici pod UV
zarenim zkontrolovat stav desinfekce
rukou




Navyky personalu obecné
DulezZité od sanitaru az po primare.

Neni vubec samozrejmosti spravna technika myti
rukou — pro nacvik je nejlepsi praktické otestovani
Pouzivani rukavic, popr. ustenek aj.

Spravna manipulace s jehlami po pouziti
Organizace prace (oddéleni ,,Cisté” a ,,Spinavé”
manipulace mistem a/nebo ¢asem na vsech
urovnich: spinavé a cCisté voziky, vyclenéni mista
pro pfipravu infuzi a jiného pro manipulaci

s biologickym materialem apod.)



Vyssi stupen
desinfekce



A\ 4V 4

Vyssi stupen desinfekce a
vicestupnova desinfekce

»neco mezi sterilizaci a desinfekci”

na rozdil od sterilizace nemusi znicit napriklad cysty
prvoku nebo vajicka cerva.

glutaraldehyd, Sekusept nebo Persteril
koncentrace vzdy jsou vyssi nez pro béznou desinfekci

k oSetrovani flexibilnich endoskopu, kde nelze pouzit
zadné metody sterilizace.

,VYSSi stupen® je o néco ucinnéjsi, pouziva se pro
endoskopy umistované do mist normalné sterilnich,
yvicestupnova® slouzi hlavneé pro travici trakt



Sterilizace



Sterilizace — priklady |

e 1. Sterilizace horkou parou pod tlakem
(autoklavovani). Para musi byt pravé nasycena. Hodi se
na predmety ze skla, kovu, keramiky, kameniny,
porcelanu, textilu, gumy a nékterych plastu. Teploty
121-134 °C. (uz se nepouziva drive povolenych 115 °Cl)

e 2. Sterilizace horkym vzduchem (u pristroju
s nucenou cirkulaci vzduchu 180 °C 20 minut nebo 170
°C 30 minut nebo 160 °C hodinu). Hodi se na kovy, sklo,
porcelan a kameninu.

* 3. Sterilizace horkou vodou pod tlakem —jiz se v praxi
nepouziva



Sterilizace — priklady Il

e 4. Sterilizace gama zarenim: pouziva se
veétSinou pri prumyslové vyrobé, napr. rukavic
na jedno pouziti.

* 5. Plasmova sterilizace ve

vysokofrekvencnim elektromagnetickém poli
(moderni metoda)

* 6. Chemicka sterilizace parami
formaldehydu nebo ethylenoxidem (musi
byt presné dodrzen postup). Pouziva se tam,
kde nelze pouzit fyzikalni metody.



Sterilizace — priklady Il

(co neni ve vyhlasce

e 7. Sterilizace ohném se pouziva prakticky jen u
mikrobiologickych klicek, protoze vétsinu
materialu silné poskozuje. Spalovani se hodi u
odpadu.

* 8. Paskalizace je sterilizace tlakem, pouzivana
v potravinarstvi

* 9. Ostatni metody: frakcionovana sterilizace,
filtrace roztoku aj. jsou specialni, pouzivaji se ve
vyzkumu, ne v mediciné



Ktera metoda ma byt pouzita

* Vhodnost metody je dana odolnosti
prislusného materialu vUci ruzné
teplote, vlhkosti, chemikaliim a dalSim
faktorim

* V kazdém pripadeé je nutno dodrzet
parametry (teplotu v °C, tlak v kPa,
davku zareni v Gy) a vzdy samozrejmé
také cas!




Kontrola

ucinnosti

dekonta-
minace



Kontrola, zda byla dekontaminace
provedena, a kontrola jeji ucinnosti

* Orientacneé — smyslove — napfr. pomoci
charakteristického zapachu

 Stanoveni skutecné koncentrace
desinfekénich prostredku (chemicky)

* Chemicka kontrola sterilizace vyuziva
indikatoru, které pri urcité teploté meni
vlastnosti (napfr. zbarveni)

» Zpusob biologicky uziva odolné kmeny rodu
Bacillus. Ty absolvuji cely cyklus a pak se
zjistuje, zda prezily.
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Lord Joseph Lister

(* 5. dubna 1827 - T 10. Unora 1912)
anglicky lékar

Lister byl ovlivhén Pasteurovymi a Kochovymi
pracemi o bakteriich. A tak se rozhodl, ze se
nakaze pri operaci musi predejit. Udava se, ze
prvni operaci pod antisepsi proved| Lister v roce
1865. Antisepse docilil obvazem nasaklym
karbolovou kyselinou. Nedlouho po tom, v roce
1867 na sjezdu anglickych lékar( v Dublinu,
prednesl Lister sdéleni o antisepsi. Zde mél
naprosty neuspéch. Lister se vSak nedal odradit.
V témze roce publikoval své nazory na zavadéni
antisepse v anglické |ékarském casopise Lancet.
V sedmdesatych letech 19. stoleti uz se nasli
chirurgové, kteri s nim souhlasili a pridavali se

k nému. A tak byl v roce 1891 otevren v Londyné
Lister(Qv Ustav preventivniho |ékarstvi.

Podle Listera se jmenuje bakterie Listeria (viz PO3)

http://cs.wikipedia.org/wiki/So
ubor:Joseph_Lister.jpg

http://cs.wikipedia.org/wiki/Joseph_Lister



lgnaz FUlop Semmelweis g

|.GNAZ-PHILIPP SEMMELWEIS:

STEOE LR

(1. ¢ervence 1818 Budin, dnes Budapest
—13. srpna 1865 Do6bling, dnes Viden)
madarsky lékar pracujici v porodnictvi

Vyslovil teorii, Ze tzv. horeCku omladnic prenasi sami Iékari
pri vySetreni a rozeni, a ustanovil hygienické zasady, jak
epidemii potlacit. | pres evidentni uspéchy pri aplikaci se
jeho teorie setkala s prudkym odporem zejména starsich
koleg(, ktefi odmitali pripustit, Ze by za smrti pacientek
mohli stat oni sami. Nékteri dalsi jeho kolegoveé tuto
pravdu neunesli — napf. profesor Gustaf Michaelis, ktery
jeho postupdm uvéril a Gspésné je zaved| na svém www.answers.com/topic/ignaz-semmelweis
pracovisti, spachal sebevrazdu (mezi Zenami, které dfive 22%2f]Loiig,fgjg;;{%ﬁgﬂgfggﬁ:i’l
po porodu u néj zemrely na horecku omladnic, bylaijeho  m_Jahre_1784.jpg

milovana neter). K neldspéchiim doktora Semmelweise
ovSem prispéla i jeho popudlivost a neschopnost a
neochota zpracovat sva bezesporu presna pozorovani a
experimenty do védecky prijatelné a publikovatelné
podoby. | tak se fadi mezi nejvyznamnéjsi Iékare 19. stoleti

a byval nazyvan Zachrance matek.

http://cs.wikipedia.org/wiki/lgn%C3%A1c_F%C3%BCI%C3%B6p _Semmelweis



Kontrolni otazky

1. Jaké Casy a teploty jsou predepsany pro horkovzdusnou sterilizaci?

2. Existuje desinfekcni postup doporuceny pro pouziti na chirurgickém oddéleni. Lze
tento postup vzit a bez dalSiho provérovani pouzit v tuberkuldzni Iécebné?

3. Proc se dnes postuplm napf. pro dekontaminaci flexibilnich endoskop fika
VYSSi stupen desinfekce” a nikoli ,chemicka sterilizace” jako drive?

4. Pravé probéhl sterilizacni cyklus s bioindikatorem. Jaky bude nasledovat krok,
chceme-li ovéfit funkci sterilizatoru?

5. Jaké jsou predepsané teploty a Casy pro autoklavovani?

6. Jaky je chemicky zaklad ucinnosti Betadiny?

7. Jaky je vztah mezi desinfekci a mechanickym cisténim?

8. Jak lze usporadat testovani ucinnosti desinfekcni latky?

9. Jak Ize provést testovani ucinnosti sterilizatorti pomoci bioindikatoru?

ZPET NA HLAVNI OBSAH PREZENTACE




ENTERO-
BAKTERIE




Na zacatek basen...

CHAMPION INCUBATORS

Nemuzem vzdy slepici
kontrolovat stolici.
Jednou projdem drubezarnou
a stolici najdem zdarnou.
Prileti vSak holub bély
zanese tam salmonely.

. Odnesou pak vejce

& pro cukrafe — strejce
Cukrar — strycek nevinny
nadéla z ni zmrzliny
Mladez sni ji s duvérou

a vsichni se...

Foto: Mikrobiologicky ustav, autor fotografie: prof. MVDr. Boris Skalka,
DrSc.

http://www.uwec.edu




Prehled téemat

Klinicky popis: Enterobacterales

Obrazky bakterii

Diagnostika enterobakterii

Dg. Campylobacter, Helicobacter, Vibrio, Aeromonas




Klinicky popis:
Enterobacterales



Pribéh prvni

* Slecna Tereza je mlsna. Dnes si po obédé dala
krémovy zakusek. Odpoledne ji zacala zvracet a
mela prujem. Navstivila Iékare, ten ji odebral
vytér z fitniho kanalu. Za nékolik dni volali Tereze
z Uzemniho pracovisté krajské hygienické stanice.
Tereza si byla jista, ze za vSechno muze krémovy
zakusek. Ukazalo se vsak, ze jeji podezreni bylo
falesné...



Kdo je tedy skutecny vinik?

Bakterialnim vinikem je Salmonella enterica serovar
Enteritidis, zkracene Salmonella Enteritidis

Vinik — jidlo nemuze byt krémovy zakusek! Neodpovida
totiz inkubacni doba, které je u salmoneldz zpravidla dva
dny, nékdy ale i tyden

Vinikem — jidlem se nakonec ukazal byt zloutkovy
venecek, ktery Tereza zbastila o dva dny driv

Lidskym vinikem bude pravdépodobné nekdo v cukrarné
,U hysterické cukrarky”, kde nékdo néco nejspis zanedbal.
Prave ted po tom patra oddéleni hygieny vyzivy KHS.
Muze jit o primarni ¢i sekundarni kontaminaci jidla.



Primarni patogeny z rad
enterobakterii

Enterobacterales je klinicky nejdulezitéjsi rad gramnegativnich
tyCinek (ale dulezity je i pro ne-klinickd odvéti mikrobiologie)
Rad zahrnuje pfedevsim &eled Enterobacteriaceae, nékteré

enterobakterie ale budou pravdépodobné prerezeny do novych
celedi. Pojem ,,enterobakterie” se tedy tyka radu Enterobacterales

Nejhorsi patogeny zpUsobuji celkové infekce: je to Yersinia pestis
(zpUsobuje mor) a tzv. antropopatogenni serovary salmonel
(serovary Typhi, Paratyphi A, Paratyphi B a Paratyphi C — zpUsobuiji
brisni tyfus — onemocnéni s vysokymi horeckami a bolesti hlavy)
Zavazné jsou ale i obligatni patogeny pusobici zpravidla ,jen”
strevni infekce. | u nich je vsak riziko sepse, hlavné u oslabenych
osob

Tyka se to rodu Salmonella, Shigella a Yersinia



Bacilarni uplavice (shigeloza) z hlaseni
KHS JMK za kvéeten 2008

Shigeldza (A03)

* Rodinny vyskyt — dité nar. 2005 z Brna, romské
narodnosti. Prvni priznaky 10. 5. Teplota 38 °C,
prujem, zvraceni. Hospitalizace na KDIN FN Brno
od 12. 5., kultivacné Shigella sonnei.

V epidemickeé souvislosti hospitalizovany 17.5. a
22. 5. dalsi 3 deti nar. 2003, 2002, 1994. Ve vsech
pripadech potvrzena Shigella sonnei.



Poznamka k salmonelam a shigelam™

To, ze mezi stfevnimi patogeny jsou rozdily, ukazuje priklad salmonel
a shigel.

Salmonely potrebuji vysokou infekéni davku. Musi se tedy pomnozit
v néjaké potraviné. Infekce jsou témér vyhradné z potravin.

Shigelam naproti tomu staci mala infekéni davka, takze se snadno
prenesou Spinavyma rukama, klikou od zachodu nebo
kontaminovanou vodou.

Existuji také klinické rozdily (rozdilny charakter prujmu apod.).
Napriklad shigeldéza ma svuj specificky nazev — bacilarni
uplavice/dysenterie (neplést s amébovou Uplavici)

*Aby to bylo s taxonomii enterobakterii jesté slozitéjsi, mnoho soucasnych
taxonomu tvrdi, Ze rod Shigella ve skutecnosti neexistuje; shigely nejsou nic
jiného, nez zvlastni kmeny Escherichia coli. Nicméné se z mnoha praktickych
dlvodu stale v praxi chovame tak, jako kdyby shigely existovaly.



Pribéh druhy

* Pani Mokra je v péci urologické kliniky pro
pretrvavajici potize pri moceni

* Pani Mokra ma podobné potize opakovaneé. Po
trech porodech ma narusenou svalovinu
panevniho dna, |écCila se i pro inkontinenci moce.
Lékari ji upozornili, ze riziko mocoveé infekce je u
ni zvyseng, protoze ma narusené mechanismy
normalni obrany proti infekci. Je to trochu bludny
kruh, protoze opakované infekce stav sliznic dale
zhorsuji



Kdo za to tentokrat muze?

* Vinikem je Escherichia coli, respektive jeji uropatogenni
kmen (uropatogenni E. coli — UPEC)

* Vinikem by mohla byt i kterakoli jina z podminéné
patogennich enterobakterii (ale i obligatné patogenni
kmeny, napfr. salmonely, se uplatnuiji)

* Escherichia coli je jednou z nejdulezitéjsich soucasti
strevni mikroflory, kde je zdravi prospésna: produkuje
bakteriociny, které nedovoli jinym bakteriim
kolonizovat sliznici. Escherichia coli dokonce zasobuje
télo vitaminy (zejména E a K).

e Escherichia coli byla objevena nemecko-rakouskym
profesorem Theodorem Escherichem (zemrel 1911)



Patogenita Escherichia coli

e Uvnitr stfeva
® EPEC (enteropatogenni EC)
® ETEC (enterotoxické EC)
® EIEC (enteroinvazivni EC
® STEC (shiga-toxigenni EC), tato skupina také zahrnuje EHEC —
enterohemorhagické E. coli)

® EAggEC (enteroaggregativni E. coli)
— Kombinace (STEC + EAggEC = kmen O:104H:4, ktery zpUsobil
tézkou epidemii v Némecku 2011)
* Mimo strevo
— UPEC (uropathogenni E. coli)
— Kmeny zpUsobujici respiracni infekce
— Kmeny zpUsobujici sepse, infekce ran atd.



Multirezistentni enterobakterie

* Problémem moderni doby je pritomnost
kmenuU enterobakterii, které jsou rezistentni
na mnoho antibiotik. Mohou to byt kmeny
riznych druhu. Jde zejména o produkci
sirokospektrych betalaktamaz typu ESBL,
pripadné ampC.




Nekteré dalsi oportunné patogenni
enterobakterie

* Enterobacter, Klebsiella, Pantoea — €asto opouzdreng,
mukozni kolonie. Zejména klebsiela je castym
plvodcem nemocni€nich infekci (dychaci cesty,
cystitidy)

* Proteus, Providencia, Morganella — proteolytické
kolonie (v diagnostice typicky zapach jejich kolonii).
Obcasni puvodci infekci mocovych cest a dalsSich
infekci

e Citrobacter — biochemicky podobny salmonele, ale ma
pozitivhi ONPG test

* Hafnia — primarni patogen vcel



Prehled
enterobaktérii

Pribéh |Patogenita |Priklady
— Systémova | Y. pestis, AP** salmonely

1. Strevni ZP* salmonely, shigely, yersinie

2. Potencialni | E. coli, klebsiely, enterobaktery,
protey, providencie, morganely,
citrobaktery, serracie a jiné

- Témeér Mnoho druh, napriklad Pragia

nulova fontium a Budvicia aquatica
*zoopatogeneni **antropopatogenni




Klinicky popis:
Campylobacter,
Helicobacter, Vibrio a
Aeromonas



Pribeh treti

* Student Frantisek je castym navstevnikem fast-
foodu. Hlavné si rad a ¢asto pochutnava na jidlech
z kureciho masa.

* Proto ani hygienici nepfrisli na to, které konkrétni
jidlo mohlo za jeho prujmoveé potize. Frantisek si
myslel, ze ma nejspis salmoneldzu. Hygienici mu
vsak vysveétlili, ze salmoneldza se prenasi hlavné
z vajicek, kdezto nas vinik spise z kureciho masa.



Vinikem je totiz

 Campylobacter jejuni, gramnegativni zahnuta tycinka.
Neni nijak blizce pribuzna enterobakteriim, dokonce
patri do jiné tridy — epsilonproteobakterie (zatimco
enterobakterie jsou gamaproteobakterie). Nicméné je
kampylobakteriéza svym prubéhem a zavaznosti
srovnatelna se salmonelozou

* Pocet pripadu u nas je v poslednich letech vyrazné vyssi
neZ pocet pripadu salmoneldzy. Je to dano lepsi
diagnostikou, ale také ubytkem salmoneldzy v disledku
oCkovani kurat proti nejbéznéjsimu serotypu salmonely
(Salmonella Enteritidis)



Odbocka, ale pro praxi dulezita: Néco
malo o odbéru stolice

Zatimco na parazitologii a virologii je nezbytna kusova
stolice, na bakteriologii sice neni chybou ji poslat, ale
neni nutna

Drive se posilaly vytéry z fitniho kanalu na suchém
tamponu, nebo se pouzivaly takzvané rektalni rourky
(natiraly se glycerinem, aby odbér nebolel — as.
ZahradnicCek to pri svych zacatcich jesté zazil, deti ve
Skolce to stejné snasely dost Spatné)

Dnes je metodou volby tampon zanoreny do
transportniho média (nejlépe Amiesova). Je to prave
predevsim kvuli kampylobakterim



Pribeh Ctvrty

 Pan Zaha ma problém: pali ho 74ha. Problém
ma vice, uz takeé zvracel krev a je
pravdépodobné, ze ma pepticky vred.

 Pomalu uz nevi, jestli je vic doma doma, nebo

na gastroenterologii, a fibroskopy polyka
Casteji nez své drive oblibené utopence.

* Pri posledni gastrofibroskopii mu endoskopicky
odebrali dva vzorky — jeden poslali na
histologické, druhy na mikrobiologicke
vysetreni

e Obe vysetreni potvrdila totéz: zlocinec je tam.




Tentokrat jen spolupachatel...

* Peptické (tedy gastrické ¢i duodenalni) vredy jsou
onemocnéenim, které vznika souhrou vice pricin.
Takovym onemocnénim rikame obvykle
multifaktorialni.

* Dodnes se nejen mezi praktickymi lékari, ale i mezi
specialisty lisi nazory na podil bakterie Helicobacter
pylori na viedové onemocneéni. Jisto je, ze jsou i zdravi
lidé s helikobakterem, stejné tak je ale jisto, ze

helikobakter svij, nikoli nevyznamny, podil na
onemocnheéeni ma.

* Helicobacter patri do tridy Epsilonproteobacteria, rad
Campylobacterales, Celed Helicobacteraceae



Jak zloCinec preziva v extrémneé
nepriznivem prostredi zaludku?

e Upravuje si své mikroprostredi — alkalizuje si ho,
stepé mocovinu

* Mocovina se rozstépi na kysely oxid uhlicity, ktery
vyprcha, a zasadity Cpavek, ktery zlistane a
alkalizuje prostredi

» Sté&peni mocoviny probihd podle reakce:

NH,-CO-NH, + 3 H,0 > CO, + 2 NH,OH



P¥b&h paty

Pan Exot miloval exotickou dovolenou. Byl zvykly
pit vodu z mistnich zdroju.

A tak se ani nedivil, ze dostal prujem.

Tentokrat to ale bylo horsi nez obvykle. Prijem byl
silny a vodnaty.

Prijem vody usty nestacil. Az infusni doplnéni
chybéjicich tekutin mu pomohlo.



Vibria a aeromonady

Spolecneé s enterobakteriemi patri mezi
gamaproteobakterie, nalezi ale do samostatnych
radu Vibrionales a Aeromonadales.

Vibrio cholerae zpusobuje choleru, tézké
prujmové onemocnéni v tropech a subtropech

Jini clenové rodu Vibrio mohou zpusobovat také
prujmy, ale i infekce ran. Tato tzv. ,halofilni vibria“,
preferuji zvysené koncentrace NaCl

Aeromonas také zpusobuje ranné infekce,
napriklad pfri priprave jidel z ryb a plodt more.



Obrazky bakterii



Fotografie z databaze zlocCincu:
Salmonela

Foto: Mikrobiologicky ustav



Proteus mirabilis, P. vulgaris (dole)

-~

e

Pro protey je typické, ze nerostou jen
v misté inokulace, ale Sifi se po
povrchu agaru do stran (plazivy ruist,
Raussuv fenomén, také fenomén
pribojové viny



Proteus dle as. Petra Ondrovcika

e sice pékné, kolego, ze dovedete dekarboxylovat ornitin; mnohem
smutnéjsi ovSem je, Ze se ve vétsiné pripadu neumite poradné
plazit!“




Klebsiely a escherichie

Foto:
Mikrobiologicky
ustav

Kolonie klebsiel na KA jsou ... ikdyz zrovna tohle E. coli
hlenovitéjsi a bélejsi nez je taky pomeérne bilé a
kolonie E. coli... hlenovité ©



Escherichie

okud escherichie na
KA hemolyzuiji (a to
je dost Casto),
uvede se to

.. pripadne do

' vysledku, ale

#i nehodnoti se to

| jako zvldstni

diagnosticky znak

Foto: Mikrobiologicky ustav






Diagnostika
enterobakterii



Enterobakterie — metody

* Primé metody
— Mikroskopie — v praxi ma maly vyznam, protoze je jich
mnoho a v mikroskopu jsou vSechny stejné. Nicméné
v praktiku ji pouzijeme

— Kultivace — pouziva se mnoho ruznych pud
— Biochemicka identifikace — velmi dulezita
— Antigenni analyza — salmonely, shigely, EPEC

 Neprimé metody (protilatky)
— Widalova reakce u tyfu, protilatky proti yersiniim



Odliseni od ostatnich podezrelych
(diferencialni diagnostika)

Gramovo barveni odlisi gramnegativni tyCinky od
ostatnich bakterii

Endova puda poprveé: rostou na ni z klinicky
vyznamnych jen enterobaktérie, vibria

s aeromonadami a gramnegativni nefermentujici
tyCinky

Nefermentujici odlisi to, ze nefermentuji glukozu
(napr. Hajnova puda zustava po kultivaci cela
cervena, nezmeéeni vubec barvu) vibria a
aeromonady odlisi pozitivni oxidaza



Gramnegativni tyCinky — vzajemné
rozliseni skupin rostoucich na
Endové agaru

Enterobakterie jsou oxidaza negativni (s vyjimkou rodu
Plesiomonas, ktery k nim byl neddvno pfifazen) d Vidy §tép|’ gIUkéZU
Vibria a aeromonady také stépi glukdzu, ale jsou
vzdy oxidaza pozitivni

Gramnegativni nefermentujici baktérie (mohou to
byt tyCinky, ale i kokotyCinky Ci koky) nikdy nestépi
glukozu. Oxidazu mohou mit pozitivni i negativni



Diagnhosticky algoritmus

Neznamy kmen

e ~

G- tyginka jina morfologie

Roste na Endu

Neroste na Endu

_HAJNA cCervena:
HAJNA jina nez ¢ervena nefermentujici b.
Oxidaza ,—": jsou to Oxidaza ,+":

enterobakterie, patrame dal



Rozliseni enterobakterii navzajem

Endova puda podruhé: orienta¢ni rozliSeni
obligatnich patogenu (vétSinou L-) a potencialnich
patogenu (zpravidla L+)

Spousta dalSich pud: XLD, MAL, DC, WB a dalsi na
salmonely, CIN na yersinie aj.

Biochemické testy: Hajnova puda, test MIU,
Svejcarova plotna, ENTEROtesty aj.

Antigenni analyza zpravidla sklickovou aglutinaci

Diagnostika kampylobakteru, helikobakteru a vibrii
bude probrana zvlast.



Stépeni laktdzy

* Laktoza pozitivni
bakterie maji na
Endové pudé
tmavocervené okoli.
Laktdza negativni
maji okoli bledé.

FotoO.Z. |



Kultivacni charakteristika nékterych
enterobakterii

* Na pudé XLD
— salmonely maji bledé kolonie s cernym stredem (trochu
jako malininkaté volské oko s cernym zloutkem)

— jiné bakterie bud nerostou vibec, nebo rostou malo a
v koloniich jiné morfologie

* Na pudé MAL to vypada podobnég, ale nekteré barvy
Ci velikosti kolonii se mohou lisit od vysledku na XLD

* Na pudé CIN rostou yersinie v drobnych, tmave
rizovych koloniich.



Salmonela na
MAL agaru

Foto:
Mikrobiologicky
ustav




Biochemické testovani enterobakterii

* Pro biochemické testovani enterobakterii
pouzivame rdzné testy. V Cesku* pouzivdme
nejcasteji ENTEROtest 16 a ENTEROtest 24. My dnes
pouzijeme prvni z nich

* Prvnireakce je ONPG test (zkumavka s Cinidlem na
stripu, jako VPT ve STAPHYtestu a STREPTOtestu).
Prvni rada panelu odpovida 2. az 9. reakci, druha
rada je 10. az 17. reakce.

*tvar doporueny Ustavem pro jazyk ¢esky



Antigenni analyza

e Antigenni analyza se v diagnostice nepouziva
zdaleka vzdycky

* Pouziti je v zasadée dvoiji:
— U obligatnich patogenu (salmonely, shigely, yersinie)
pro potvrzeni diagndzy a pro epidemiologické ucely

— U strevnich izolatl E. coli v pfipadé, ze je podezreni
na EPEC* nebo STEC (ostatni skupiny se zpravidla
takto neurcuji)

*zpravidla je to u déti do dvou let
Oba pripady jsou demonstrovany priklady



Aglutinace E. coli na prukaz EPEC

V soucasnosti detekujeme 12 serovart EPEC

Je-li pozitivni nonavalentni sérum (I, I, 11l)

— pokracujeme trivalentnimi séry (1, 1l a Ill)

— je-li jedno z nich pozitivni, pokracujeme prislusnymi
monovalentnimi séry

Je-li pozitivni trivalentni sérum IV, pokracujeme
s monovalentnimi séry patricimi do skupiny IV.

Chapejte: existuji stovky serovaru E. coli. Zkratka,
vysledek ,E. coli, EPEC vyloucena“ znamena ,je to
jeden z téch zbylych asi 200“



Aglutinace salmonel

* Priaglutinaci kterékoli pohyblivé enterobakterie
hodnotime dva typy antigenu: télové, tzv. O
antigeny, a bicikové, tzv. H antigeny (vyjimecneé i
kapsularni K antigeny).

* Tak i kazda salmonela ma svou specifickou
antigenni strukturu. Napriklad salmonela serovaru
Enteritidis disponuje télovymi antigeny 9, 12 a
bicikovym H m.

* Je-li tedy nase salmonela Salmonella Enteritidis,
musi byt pozitivni (aglutinace pritomna) jak pri
aglutinaci télovych, tak i bicikovych antien.



Testy antibiotické citlivosti

* Antibioticka citlivost se zasadné neurcuje u
kmenu ze stolice. (U bakterialnich prajmu
véetsinou podani antibiotik paradoxne
prodluzuje dobu vylucovani patogena ze streva;
spise nez antibiotika se tedy uziva dieta a
v rekonvalescenci probiotika.)

* Urcuje se tedy zpravidla u kmenu z moce, proto
| antibiotika zahrnuji léky pouzivané k |écbé
mocovych infekci (napf. furantoin)



Jesté k citlivosti na antibiotika

e Sestava uzivana v tomto ukolu je takzvana ,GNTM*“
sestava, jedna z téch, které se u nas uzivaji:

— Pro jiné nez mocoveé infekce mame G1 (zdkladni sestava
s prevahou perordlnich latek),G2 a G3 (spise parenterdlni
a sirokospektra antibiotika).

— Pro mocoveé infekce je test upraven: GNTM (zakladni) a
G2M; G3 je stejny jako u jinych neZ mocovych infekci

Ackoli obé varianty obsahuji pri kombinaci vsech tri sestav
21 antibiotik, existuji producenti betalaktamaz, které
jsou citlivé jen na 4—6 z nich. U producentu
karbapenemaz je situace jesté horsi.



Tabulka zon citlivosti

— priklad

Antibiotikum Zkratka |,C"je |,R“je

(mm) | (mm)
Ampicilin (aminopenicilin) AMP >14 | <14
Cefazolin (CS 1 gener.) KF >15 | <14
Ko-trimoxazol (smés) SXT >16 | <13
Nitrofurantoin (nitrofuran) F >11 | <11
Tetracyklin (tetracyklin) TE >15 | <12
Cefuroxim (CS 2 gener.) CXM >18 | <18
Norfloxacin (chinolon) NOR >22 | <19

*plati také pro doxycyklin

Ani S, ani R = intermediarni (,,1“)




Diagnostika rodu
Campylobacter, a
Helicobacter, Vibrio a
Aeromonas



Diagnostika kampylobaktera

* Kampylobaktera si s predchozimi bakteriemi
nespletete. Neroste na béznych pudach, navic jde o
zahnutou tycCinku

* Jde o stribrité kolonie s naznakem plazeni jako u
protea

* Ma pozitivni oxidazovy test



Néekolik poznamek k diagnostice
kampylobakteru

 Kampylobaktery vyzaduji v zasadé Ctyri veci:
— Svoji cernou pudu — fikame ji bézné ,puda pro
kampylobaktery“, nazev CCDA se prilis nevzil

— Zvysenou teplotu na cca 42 °C. Jsou to totiz primarné
ptaci patogeny a ptaci maji vyssi télesnou teplotu

— Zvysenou tenzi CO,
— Prodlouzenou dobu kultivace — nikoli 24, ale 48 hodin



Ureazovy test v diagnostice
helikobaktera

* Helicobacter také neroste na béznych pudach.
Potrebuje asi pét dni na své specialni pudé,
nez je viditelny rust.

* Velice typické je stepeni mocoviny. Na rozdil
od jinych biochemickych testu v mikrobiologii
zde mUzeme pracovat primo se vzorkem
(zaludecni tkani) a nikoli s kmenem. V ukolu 8
uvidite rozdil mezi pozitivhim a negativnim
vysledkem.



Ureazovy dechovy test
(anglicky urea breath test)

* Pacientovi se poda tézkym izotopem uhliku (*3C)
nebo radioaktivnim izotopem (*4C) znacend
mocovina

* U zdravého mocovina projde do dolni casti
traviciho traktu a vylouci se stolici

* Je-li pritomen helikobakter, rozstépi se uz
v zaludku a znaceny CO, se objevi ve
vydechovaném vzduchu. Cim vice zna¢eného CO.,
tim vice helikobaktera



Diagnostika vibrii a aeromonad

Provadi se podobné jako u enterobakterii, ale jsou
oxidaza pozitivni.

Mikroskopicky jsou vibria pohyblivé, zahnuté
tyCinky

Pouziva se také specialnich pud, napriklad alkalicka
peptonova voda a TCZS (Thioglykolat, cystein,
zlucové soli)

Pouziva se MALDI-TOF, popripadée obdobnych
biochemickych testu, jako u enterobaktérii

Musi se ovSem vybrat spravna matice



Diferencialni dg. vibrii a aeromonad

V mikroskopii, Vibrio je zahnuta tycinka (podivejte se na
obrazek na dalsi obrazovce a zakreslete)

Pro kultivaci pouzivame ptidu TCZS (pevnou pddu) a
alkalickou peptonovou vodu (tekuta puda)
Pro biochemickou identifikaci pouzivame tyz Enterotest 16

jako pro enterobakterie,ale musime pouzit jinou matici
(v kddoveé knize Ci v pocitaci)

Antigenni analyzou odhalime dva hlavni serovary Vibrio
cholerae: O1 a 0139.

Detailnéjsi diagnostika uvnitr serovaru O1 (na biotypy
Classic a El Tor) vyzaduje dalsi biochemické testovani



Konec

Foto:
Mikrobiologicky
ustav




Bonus: Sirokospektré
betalaktamazy (ESBL)
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Foto:
Mikrobiologicky
ustav



Betalaktamazy TEM, SHYV,
CTX apod.

* Vyskytuji se predevsim u enterobakterii:
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, ale
mohou byt i u nefermentujicich ty€inek

e Existuje jich mnoho typu

 Geny pro né jsou ulozeny v plasmidech, mutace
jsou Caste, vznikaji stale nové varianty

e 7 betalaktamu zustavaiji citlivé karbapenemy




Metalobetalaktamazy

Vyskytuji se u G- nefermentujicich bakterii,
zejmeéna pseudomonad

Stépi i karbapenemy

Zbyvaiji citlivé monobaktamy (aztreonam)

U enterobakterii se v posledni dobé vyskytuji
podobné karbapenemazy. V Brné se aktualné
objevily prvni takové kmeny — jde o kmeny citlivé

vetsSinou pouze na kolistin, pripadné ani na ten
(jde-li o serratie, protey ¢i morganely)



Induktory a selektory
betalaktamaz

* Tvorba nékterych betalaktamaz muze byt indukovana
pouzivanim urcitého antibiotika (induktoru). Prikladem
induktoru je ko-amoxicilin

VeV /

ucinna antibiotika, ktera vyhubi citlivou ¢ast populace, a
zUstanou pouze odolné, polyrezistentni kmeny. Prikladem
jsou cefalosporiny treti generace. Pokles jejich pouzivani
vedl ve vSech nemocnicich k poklesu vyskytu ESBL
pozitivnich kmend.



Aktualni situace

* V nemocnici u sv. Anny jsou bohuzel velmi bezné.
Lokalné se jejich vyskyt na urcitych klinikach ci
oddeélenich dari omezit, obecné se vsak stale
vyskytuji velmi casto

» Casté na urologii, interné, ARK — &asto
nozokomialni a chronické (lze se pokusit o
pripravu autovakciny)

* Pred nékolika lety byly vzacné, poté nastup ESBL-
producentnich klebsiel. Nyni jizi E. coli a rada
dalSich enterobakterii



Zjisténi produkce ESBL pri
bézném testovani citlivosti
mikrodilucnim testem
* Testy jsou zamerne usporadany tak, aby ko-
amoxicilin byl obklopen mohutnymi

betalaktamovymi antibiotiky (aztreonam,
cefotaxim).

* V miste, kam difundoval jak napr. aztreonam,
tak i kyselina klavulanova z ko-amoxicilinu,
vznika charakteristické cockovité projasneni

rustu mikroba. -




Test dvojité synergie jako soucast bézného
difusniho diskového testu
* PovSimnéte si dvou cockovitych zon kolem
disku ko-amoxicilinu (= amoxicilin +
klavulanova kyselina)

Disk ko-amoxicilinu

Disk
aztreonamu

Disk ceftazidimu

Foto: O. Z.



ABCD" test

U tohoto testu ovérujeme
pritomnost dvou typli
betalaktamaz najednou.
Rozdily mezi jednotlivymi
antibiotiky jsou typické bud’
pro betalaktamazu typu
ESBL (1) nebo pro ampC
betalaktamazu
konstitutivniho typu (2)

Foto: Mikrobiologicky Ustav



Terapie

Meropenem, imipenem, ertapenem
Aminoglykosidy — jsou-li citlivé
Pripadné dalsi (chinolony, colistin)
Cefalosporiny 4. generace Ci laktamaz se
nedoporucuji, i kdyz jsou in vitro ucinné
Nedoporucuji se ani kombinace s inhibitory
betalaktamaz, i kdyz i ty se jevi jako ucinné

Naklady na tuto lécbu jdou do desitek
tisici/den



Prevence

Obdobna jako v pripade MRSA — obecna
opatreni, vedouci ke snizeni rizika
nozokomialnich nakaz

Cilena |écba nesirokospektrymi antibiotiky
Vlyrazna restrikce pouzivani zejména
cefalosporinu lll. generace, ale i uvazlivejsi
podavani cefalosporinu Il. a I. generace,
aminopenicilinu aj.
Pripadné screening strevniho nosicstvi (neni
bézné)

ZPET NA HLAVN|I OBSAH PREZENTACE




