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Enterobacteriaceae

- NajrozsiahlejSia, najheterogénnejsia skupina medicinsky doélezitych
baktérii

« Mnozstvo roznych rodov a druhov (95% medicinsky vyznamnych
patri do 25 druhov) — rozdelenie na zaklade DNA homologie,
biochemickych vlastnosti, sérologickych reakcii, ATB citlivosti

» Modelové druhy v mikrobiologii — E. coli

« Enteron = Crevo

- BezZne pritomné v prirode (p6da, voda, rastliny) sticast normalne;j
mikrocendzy ¢reva. Obligatne patogénne (Yersinia pestis, Salmonella
Typhi), podmienec¢ne patogénne (Klebsiella, E. coli)

« Prenos zo zvierata (salmonelly), od ¢loveka - nosica (S. typhi),
endogénna infekcia (E.coli)



Enterobacteriaceae -
najvyznamnejsie rody

» Escherichia  Klebsiella

» Salmonella » Morganella

» Shigella  Kluyvera

» Yersinia « Edwardsiella
» Proteus » Pantoea
 Citrobacter » Raoultella

» Enterobacter » Serratia

« Erwinia « Yokenella
- Hafnia J a viac



Fyziologia a struktura

- G- palicky, obvykle pohyblive (biciky), nesporulujice,
fakultativne anaerog ne, nenaro¢né nutri¢né poziadavky,
biochemicky aktivne, katalaza +, oxidaza -, cytochromoxidaza
COX - = dif. dlagnostlka od ostatnych

G — palidiek, vel'kost d(2-3um) $(0,5-0,8um)

- Skvasovanie laktozy + alebo -, rezistencia na zlcové soli,
pritomnost pazdra - dif.dg v ramci Enterobacteriaceae

3 skupiny antigénov:
- - somaticky O antigén,

- - puzdrovy K antigén,
- - bi¢ikovy H antigeén.



O - antigen

 Telovy

- Sticast vonk. polysacharidového retazca na vonk.
membrane

- Termostabilny — aj po vareni

- Oznacovanie (0157, O112 a pod.)

- najdolezitejsi antigén b. steny, termostabilny,
LPS, zlozeny z 3 sticasti - O polysachrid, korovy
polysacharid a lipid A - s endotoxinovou
aktivitou




H - antigén

- Bicikovy

- Je to polymerizovana bielkovina — flagelin

U pohyblivych s peritrichalnym umiestnenim
» Termolabilny

- podlieha antigénnym zmenam

» E. coli O157:H7



K - antigen

 Pazdrovy (kapsularny)

- Faktory virulencie

- termolabilny, skrizene reagujaci s protilatkami
proti inym baktériam. U Salmonella typhi sa
nazyva Vi antigén.

- Oznacovanie (K88, K99 a pod.)



Frosmanov antigen

- Vyskytuje sa v bunkovej stene niektorych
salmonel a shigel

- Je to glykolipid vyvolavajaci tvorbu
heterofilnych protilatok

- Heterofilné protilatky — nespecifické, rychlo
miznu zo séra, nevhodné na diagnostiku



Patogenita Enterobakterii

 Ostrovy patogenity - genetické tseky v chromozome,
10-200 kbaz schopné presavat sa z virulentnych do
avirulentnych druhov

« MoZnost njjst viacero typov gen. isekov v jednom
druhu

- Existuje aj plazmidova virulencia — F a R plazmidy

» Spolo¢ny znak — LPS vonkajsej membrany — castou je
Lipid A — endotoxin

- Fimbrie — faktory adhezivity viazuce sa na Struktary
hotitel'skych buniek

- Plazdro — antifagocytarne vlast., brani vstupu ATB,
adhezivna funkcia



Infekcie sposobené Enterobaktériami

1. GIT - Salmonella, Shigella, Yersinia, E.coli -
dismikroébia

2. Infekcie mocovych ciest - E. coli, Proteus,
Providencia, Klebsiella

Menej bezné infekcie:

1. Infekcie dychacich ciest - Klebsiella, Enterobacter,
E. coli

2. Septikémia - E. coli, Klebsiella, Enterobacter

3. CNS - E. coli



Family Enterobacteriaceae
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Laboratorna diagnostika

- rasti dobre na neselektivnych médiach

« Prekryv selektivnych pod s biochemickymi testami

- Selektivne média Endova poda, MacConkey agar,

- Biochemicka identifikacia — Hajnov test (TSI),
Enterotesty — stibor biochemickych testov, VITEK 2,

« Molekularne — PCR(DNA), Maldi Tof MS(Bielkoviny)

» Salmonella, Shigella — SS agar, XLD alebo DC poda

- Sérodiagnostika — odliSenie antigénnej struktiry a
vySSej virulencie kmenov E. coli— Salmonella -
vyznam epidemiologicky,

- Sticastou je aj antibioticka rezistencia u patogénov —
pritomnost beta-laktamaz (ESBL)
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Diagnostika - serotypizacia
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®



_ MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption lonization)

Diagnostika
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Mikroskopia Enterobaktérii

- Neda sa uplatnit — druhy nerozlisitelné

- Palicky (tycinky) — G -, Gramovo farbenie —
ruzove

» Pohyblivost — vSetky pohyblivé okrem Klebsiella,
Shigella a Yersinia pestis, pr1padne atyplcke
kmene inych druhov
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Burriho metdda na dokaz puzdier

- Na podloznom sklicku sa urobi suspenzia
vySetrovanej kolonie a destilovanej vody

- K suspenzii sa prida kvapka tusu a urobi sa
tenky nater
- Preparat sa necha uschnut a fixuje sa teplom

- Potom sa dofarbi krystalovou violetou, vel'mi
opatrne oplachne vodou, necha okvapkat a
prezera pod imerziou '




Puzdra

- Extracelularne struktury obal'ujace baktérie, pevne
priliehajtce k b. stene

- Polysacharidové ( len B. antracis — polypeptidové)

- Nastroj patogenity — antifagocytarne vlastnosti, brani
vstupu antibiotik, ma funkciu adhezinov

 Niektoré baktérie su vo forme optuzdrenych aj
neopuzdrenych kmenov (Haemofilus influenzae)—
opuzdrené su virulentnejsie

» Pzdro sa méze v starych koldniach stracat, alebo ho

neopuzdrené kmene mozu ziskat transdukciou z
opuzdrenych




Kultivacia

« E. coli na Krvnom agare —
Sedavé kolonie bez hemolyzy
» E. coli na Endovej pode —
vypuklé kolonie s kovovym
rastom
» K. pneumoniae na McC —
lesklé mukozne tahavé kolonie
- K. pneumoniae na Endovej
0de — ruzové kolonie bez
esku
 Proteus mirabilis — plazivy
rast, Raussov fenomén —
koncentriky rast od jedinej
kolonie




Kultivacia G- paliciek - Salmonella,
Shigella, E.coli

- Kultivacia - Salmonella, Shigella, E.coli

- krvnom agare - G - palicka, Sedavé kolonie neodliSitelné,

- na McC agare - E.coli lakt6zu skvasuje - ruzové kolonie,
Salmonella lakt6zu neskvasuje - Zlte,

« SS agar, XLD agar - priesvitné s tvorbou sirovodika,
Shigella - laktozu neskvasuje, bez sirovodika,

- na DC - dezoxycholatovom agare - selektivna poda - rastie
Salmonella (lakt6za negat. so sirovodikom) a Shigella
(laktoza negat. bez sirovodika). E. coli nerastie



Testy na skimanie biochemickych a metabolickych aktivit
baktérie

Mikrometodiky, Automatizacia, Ciselné kody — MikroLaTesty, API, BBL
Crystal

Subor biochemickych testov usporiadanych za sebou tak, aby
umoznovali ¢iselna identifikaciu podla pravdepodobnosti. Pri
pozitivnom teste sa mu prideli ¢islo podl'a lokalizacie v triplete. SCitanim
jednotlivych hodnot sa dosiahne Stvorciferna kombinacia, ktora
zodpoveda 1dentifikovanému mikroorganizmu uvedenému v zozname.




ENTEROtest 24

INTERPRETATION OF REACTIONS

Reaction
e L Code positive | negative

Row 1
H Indole IND red, pink yellowish
G Hydrogen sulphide H.S black, dark grey colourless, pale grey
F Lysine LYS blue, blue-to-green green, yellow-to-green
E Ornithine ORN blue, blue-to-green green, yellow-to-green
D Urease URE red, red-to-orange yellow, pale orange
C Arginine ARG blue, blue-to-violet green, green-to-blue
B Simmons citrate SCl blue, blue-to-green yellow, yellow-to-green
A Malonate MAL blue, blue-to-green yellow, yellow-to-green

Row 2
H Phenylalanine PHE dark green, green yellow, yellow-to-brown
G B-Galactosidase ONP yellow, yellowish colourless
= Inositol INO yellow, yellow-to-green green
E Adonitol ADO yellow, yellow-to-green green
D Cellobiose CEL yellow, yellow-to-green green
C Sucrose sSuc yellow, yellow-to-green green
B Trehalose TRE yellow, yellow-to-green green
A Mannitol MAN yellow, yellow-to-green green

Row 3
H Acetoin VPT red, pink colourless, pale pink
G Esculin ESL black, dark brown colourless, pale brown
F Sorbitol SOR yellow, yellow-to-green green
E Rhamnose RHA yellow, yellow-to-green green
D Melibiose MLB yellow, yellow-to-green green
C Raffinose RAF yellow, yellow-to-green green
B Dulcitol DUL yellow, yellow-to-green green
A Glucose GLU yellow, yellow-to-green green




Row | H | ¢ | F | E | b | ¢ | B | A
Serratia marcescens CCM 303

1 IND H,S LYS ORN URE ARG SCI MAL

— - + + - - - -
g PHE ONP INO ADO CEL SuC TRE MAN

Bioche | : 12— —="r "
3 VPT ESL SOR RHA MLB RAF DUL GLU

J V 4 + + + - - - - +

m ] C ke Proteus vulgaris CCM 1799

IND H.,S LYS ORN URE ARG SCI MAL

1 + + -~ - + - - -
v laSt n 0 S R PHE ONP INO ADO CEL suc TRE MAN

+ - - - - + w -
VPT ESL SOR RHA MLB RAF DUL GLU

ti -

Salmonella enteritidis CCM 4420

1 IND H,S LYS ORN URE ARG SCI MAL

Enterot S N N S N N I R
2 PHE ONP INO ADO CEL sSuUc TRE MAN

- - - - - — - +

est 2 4 3 VPT ESL SOR RHA MLB RAF DUL GLU
- - - + - - + -

Enterobacter cloacae CCM 1903

IND H,S LYS ORN URE ARG SCI MAL
1 - - - + - + + +

PHE ONP INO ADO CEL sSucC TRE MAN
2 - + + - + + + +

VPT ESL SOR RHA MLB RAF DUL GLU
3 + - + + + + - +

Explanations: + = positive reaction - = negative reaction w = weak reaction



MikroLaTest

Identifikacia Klebsiella pneumoniae — Enterotest
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E. coli

- Nazov po objavitelovi Theodor von Escherich

» Vlajkova lod mikrobiologie (konjugacia dokaz, GMO — inzulin
a intreferon, gény kodujuce antigény — vakeiny...)

« Pohybliva peritricha, G -, palicka, nesporulujaca, gen. doba
20 min., biochem. aktivna — Stiepi glu, lakt, tvorba plynu a
indolu, nestiepi mocovinu

 Antigénne Struktary — O, H, K

- BezZzna sucast mikrocenozy ¢reva — komenzal, ¢iastocne
saprofyt, tiez jako symbiont — potlaca rast inych pomocou
kolicinov

» Produkecia vitaminu K — prospech

- Potencialny patogén — v ¢reve len v pritomnosti Specifickych
antigénov, mimo stale (Urinarny trakt)

« GIT — EPEC, ETEC, STEC, EIEC, EHEC, VTEC

» Ochorenia: IGIT, IUT, menej ¢asto IDT, ICNS



E. Coli - adherencia kmenov
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Salmonella

» Okolo 2000 sérotypov, rozne nazvy podl'a miesta izolacie
- Nové poznatky: 2 druhy (S. enterica) a niekol'ko podskupin

- Oznacovanie podla sérotypov — S. enterica spp. enterica
serovar Typhi — skr. Salmonella Typhi

Primarne antropogénne — S. Typhi a S. Paratyphi A, B, C

» Ochorenie - brusny tyfus a paratyfus

- Antigény — O, H typ d, Vi — antigén

» Prestup do krvi — sepsa, hortcka, bolesti hlavy

- Bacilonosi¢i — mo6zu az do konca zZivota

Primarne zoopatogénne — S. Enteritidis, S. Typhimurium

- viac odolné voci vonkajSiemu prostrediu a Se

 Pohyblivé, produkcia H,S, XLD, SS, MAL

» Ochorenie — hnacky bez krvi, septikémia — jedine u deti a
oslabenych ludi



Salmonella Typhi a Paratyphi

» Brusny tyfus — S. Typhi — cez GIT - v GIT bez
komplikacii — cez stenu ¢reva do limfatickych uzlin —
neskor do krvi - sepsa, horacka, bolesti hlavy —
vylucovanie mocou, hemokultira — teploty (1-2
tyzdne) — salmonelly v ZI¢niku (bacilonosicstvo) —
znova ¢revo — bunkova imunita zabranuje
opatovnému prenikaniu do krvi — zapal, hemoragia,
perforacia ¢reva — neleiceny tyfus (20 % tmrtnost)

- Paratyfus — S. Paratyphi — miernejsie priznaky,

- Dokaz — hemokultary, moc, kostna dren — priamo

- Dokaz — nepriamy — Widalova reakcia — antigény

- Nedostatoc¢na hygiena, vodné zdroje

- Pripad tyfusovej Mary — USA — kucharka



Yersinia

- Najnebezpecenjsi rod Enterobacteriaceae — mor — Y. pestis
- Najviac timrti na svete — uz 3000 rokov

- Morfologia rovnaka ako Enterobaktérie — nepohyblivé
Bubonicky mor — ustipnutie Blchou morovou

- ZvacSené limfatické uzliny, smrt uz do Styroch dni

Plicna forma moru — d’alsia faza bubonického moru alebo po
vdychnuti yersinii

« Krvavé sputum, smrt do 2 az 3 dni od priznakov

Septicka forma moru — vzacna, Sirenie krvou, hortcka,
sfarbena koza do purpurova, respira¢né zlyhanie, smrt uz v
den prvych priznakov

» Nelieceny mor (30-75 % tmrtnost)
- LieCeny zniZuje iba 0 5-10 %



Yersinia enterocolitica a
pseodotubeculosis

- Enterokolitida v chladnejsich oblastiach, najvacsia
metabolicka aktivita baktérie prib 22*C, infekcia z
potravin, hnacka, bolesti brucha, krce, teplota.
Chronické postihnutie - terminalne ileum, zdurené
mesenterické uzliny, imituje appendicitidu.
Extraintestinalne prejavy - artritida, hepatitida,
osteomyelitida - dokaz sérologicky aglutinaciou

 krvou prenosna bakterémia a endotoxicky Sok
(krvné konzervy - chladené 3 tyZdne)



—
Shigella

4 druhy - Sh. dysenteriae, Sh. flexneri, Sh. boydii,
Sh. sonnei a 38 seérotypov

- Dyzentéria (Sigel6za) - vodnaté hnacka s primesou
krvi, ochorenie Casto epidemické,
kontaminovanymi rukami. Preziva vo vode az 6
mesiacov. Mala infek¢na davka - asi 100 baktérii.
Ochorenie tenkého creva, najskor bez invazie
epitelu. Produkcia enterotoxinu - invazia mukozy,
deél’grgkcia sliznice a tvorba vredov - hnis a krvv
stolici

o ghNa zaklade biochemickych vlastnosti
( charakteristicky zapach, netvori plyn, lakt6zu
neskvasuje)., odliSenie druhov - sklickovou
aglutinaciou



E——— |
Klebsiella

« Opuzdrena — mukozny vzhl'ad kolonii, zvySena
virulencia, nepohybliva

- Klebsiella pneumoniae — pneumonia u pacientov,
ktori nie si1 schopny vykasl'avanim vy¢istit aspiraty
z ustnej dutiny. Nekrotické destrukcie alveolarnych
priestorov. Sangvinolentné sttum. Infekcie ran,
makkych tkaniv a mocového traktu

- K. rhinoscleromatis - skleré6m
- K. ozaenae — atrofické ochorenie nosovej sliznice



Ostatné Enterobacteriaceae

« G-, okrem Klebsiella bic¢ikaté — pohyblivé, niektoré optzdrené,
virulencia zavisi ¢asto na pritomnosti pili — prichytenie —
testovanie hemaglutinaciou

« Koliformné baktérie — E.coli, Klebsiella, Serratia Citrobacter a
Proteus, Providencia- oportunistické patogény

- Enteralne infekcie — pri poruseni eubiozy a premnoZeni

» Nozokomialne infekcie — mocového traktu, chirurgickych ran,
krvi a pltc.

- Infekcie v komunite — mocové, infekcie pri mocovych
kamenoch....

« U imunokompromitovanych , po ATB, iné ochorenie,
katetrizacia, starsi I'udia, novorodenci



Enterobacter, Citrobacter, Serratia,
Providencia, Morganella Proteus

U imunokompromitovanych, nozokomialne infekcie,
rezistentné kmene — prenos R plazmidom v nemocni¢nom
prostredi (ARO). Vsup kontaminovanym katetrami

Proteus

» Pohybliva G- baktéria, Raussov fenomén

- P. mirabilis — infekcie mocového traktu, produkuji ureazu (
rozklad urey — mocoviny, zmena pH, alkalinizacia, podpora
tvorby kamienkov a toxicita pre epitel

- Proteus vulgaris,



