STATNI ZDRAVOTNI USTAV

Predbézna identifikace anaerobnich bakterii

PredbéZna identifikace anaerobnich bakterii je zaloZena na makroskopické a mikroskopické morfologii a
vysledku jednoduchych testd. Je zaméfena na nejcastéji izolované anaeroby z klinickych vzorkl. Zvysuje
rychlost a sniZuje cenu vysetieni. V mnoha piipadech je konecnou a dostacujici identifikaci. Ackoliv je
povaZovana za validni, nemusi byt.

Uvod

Pri zpracovani vzorkli na anaerobni kultivaci ¢asto stojime pied otdzkou. "Jak detailni identifikaci
izolovanych kultur provést?"

Anaerobni kultivace je sama o sob€ Casove i financn€ pomérné narocnd, izolace identifikovanych kultur ¢asto
také. Je detailni zafazeni izolované bakterie do druhu skute¢nou potfebou klinika? Jind je samoziejmé situace
pri izolaci jednoho druhu anaerobni bakterie z hemokultury nebo izolaci anaerobnich bakterii napriklad

z abscesu mozku. Tady muze identifikace napomoci i pfi hledani zdroje infekce. A jina je situace pfi izolaci
nékolika druhii anaerobnich bakterif napiiklad z hnisu z bfi$ni dutiny. Urovei identifikace by méla odpovidat
klinické zdvaznosti odebraného vzorku, poctu a typu izolovanych kmend, pacientové stavu a potfebé klinika
[1].

K identifikaci l1ze uzit bud’ komer¢nich biochemickych souprav, kdy tispésnost identifikace je ddna databazi
systému nebo jednoduchych testl, které umozni "predbéznou identifikaci". U zdvaznych izolatl je mozné
kombinovat oba zptisoby, coZ miize pomoci pii nepiesvédéivém vysledku identifikace pomoci komeréni

soupravy. V soucasné dob& nabyva na vyznamu, v odiivodnénych piipadech, i identifikace izolovanych
kultur pomoci PCR.

Material a metody
1/ Testy pouzivané k pravdépodobné identifikaci anaerobnich bakterii [1, 2, 3]:
® Makroskopicka morfologie kolonii
¢ Mikroskopickad morfologie a barvitelnost dle Grama
¢ ATB diagnostické disky - KANAMYCIN 1000 ug
- VANKOMYCIN 5 ug
- COLISTIN 10 ug

- SPS (sodium polyanethol sulfonate) 1000 ug
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e Rist v pfitomnosti 20 % Zluci, $té€peni eskulinu (BBE - Zlu¢ - eskulinovy agar)
® Nitraty

e Kataldza 15 %

¢ Indol

¢ | ecitindza a lipaza (EYA - egg yolk agar - Zloutkovy agar)

¢ Uredza

2/ Kultivaéni pudy
- Neselektivni anaerobni krevni agar

- Selektivni anaerobni krevni agar (s kys. nalidixovou a kolistinem) pro izolaci gram- pozitivnich
anaerobnich bakterii

- Selektivni anaerobni krevni agar (s kys. nalidixovou a vankomycinem) pro izolaci gram- negativnich
anaerobnich bakterii

- Anaerobni tekutd pomnozovaci plida, prevrstvend parafinovym olejem.

3/ Pracovni postup uzivany pri anaerobni kultivaci

Biologicky materidl (hnis, punktat, vytér v transportnim médiu pro anaerobni kultivaci, atd.) je naockovan na
kultivaéni piidy pro aerobni a mikroaerofilni kultivaci a ddle na kultivaéni pidy pro anaerobni kultivaci, tj.
neselektivni anaerobni krevni agar, selektivni anaerobni krevni agar (s kys. nalidixovou a vankomycinem),
anaerobni bujon a zhotoven mikroskopicky preparat. Anaerobni ptdy jsou ihned vloZeny do anaerobniho
boxu se smési plyni : 80 % N,, 10 % CO,, 10 % H,. Prvni hodnoceni anaerobni kultivace je provddéno po
dvou dnech. Je zhotoven mikroskopicky preparat a z jednotlivych makroskopicky morfologicky odlisnych
kultur jsou zhotoveny subkultury paralelné na krevni agar, kultivovany mikroaerofiln€ a neselektivni
anaerobni krevnf agar kultivovany anaerobné. Pfi potiebé selektivni izolace grampozitivnich bakterii je
provedeno rozockovani na selektivni anaerobni, event. aerobni krevni agar pro izolaci grampozitivnich
bakterii.

Kultivace ptivodnich ploten pokracuje. Subkultury jsou hodnoceny za 24 a 48 hodin, pfi negativité je
kultivace prodlouzena. Subkultury vyrostlé pouze anaerobné jsou porovnavany s primokulturami na
pivodnich pidach (makroskopicka morfologie, tvorba pigmentu). Z jednotlivych subkultur jsou zhotoveny
mikroskopické preparaty. Podle vysledku mikroskopie jsou, u z klinického hlediska vyznamnych kultur,
naockovany testy podle schémat (viz piiloha) pro jednotlivé morfotypy. Vysledky testd jsou hodnoceny za
24, 48 hodin, event., pfi pomalém rtstu kultury, i déle. U rychle rostoucich anaerobnich bakterif 1ze tedy
identifikace dosdhnout jiZ tfeti den po naoCkovani biologického materidlu.
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Identifikace

Rezistence k diagnostickym diskiim (kanamycin 1000 ug, vankomycin 5 ug, kolistin 10 ug) - viz tabulka 1 -
ukéze skutecnou barvitelnost dle Grama. Nékteré grampozitivni bakterie se totiZ barvi gramnegativné - napf.
Mobiluncus, nebo néktera klostrida.

Tabulka 1.

Rozdeleni anaerobnich bakterii podle rezistence k DD
KAHAMYCIN VANK OMYCIN COLISTIH 20%

1000 pg 5 pa 10 pg Zlue
Gram-negativni b = b
Grarm- pozitive i N S =}
Bacteroides fragilisgroup R R R R
Frevotelia spp. R R W 3
B urealdicus group o R = o
Fusobacterium spp. ] R = K
Gram-negativni koky 8 R = o
Fombyramonas spp.” R S R S

SPS 1000 pg

F. anaerobiys R 5 =} 5
Ostatni gram-pozit. koky = o = R

Y Poghyiomaonas spp. je citlivi? k vankomycinu
7 Wekterd kmeny Lactobaciiusspp. A Clostrdivm snp. mohou byt rezi stentni k vankomycinu

Grampozitivni koky citlivé k SPS 1000 ug (sodium polyanethol sulfonate) jsou Peptostreptococcus
anaerobius. Grampozitivni koky rezistentni k SPS, indol pozitivni jsou pravdépodobné P. asaccharolyticus.
Kromé tohoto peptostreptokoka jsou indol pozitivni jen P. hydrogenalis (vzacné izolovany

z gynekologickych materidld) a P. indolicus (z veterinarnich vzorku) - tabulka 2.

Tabulka 2.
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ANAEROBNI GRAMPOZITIVNI KOKY

KAMNAMYCIN  WANKOMYCIN  COLISTIM SPS  (sodiumpolyanethol sulfonate)
SiR 5 R 1000 p1g
|
C R

Peptostreptococcus

anaerchius

koky, kokob acily az INDOL

tycky | |

sladky, neprijermmy

Fapach + -

susp. P, asaccharolyticus identifikace

P. hydrogenalis (velké P. magmis
P. indoficus {veter.) malé i micros)

V diagnostice klostridif je uziti diagnostickych diskii také velmi dilezité, protoZe ne vSechna klostridia jsou
"velkd a grampozitivni". Nékterd se barvi gramnegativné - Clostridium ramosum a mohou mit i fusiformni
morfologii - C. clostridiiforme, C. sphenoides. Nejcastéji izolovanym klostridiem je C. perfringens

s typickou morfologif - mikroskopicky velké, silné, grampozitivni, rovné ty¢ky, makroskopicky - velké
kolonie, obklopené dvojitou zénou hemolyzy, s pozitivni lecitindzou a reverznim CAMP testem.

V diagnostice ostatnich klostridii mtize pomoci lecitindza, lipaza, ureaza, plazivy rist, lokalizace spor a
indol - viz tabulky 3 a 4. VétSinou je ale zapotfebi identifikaci ovéfit komerénim biochemickym setem,
zv1asté u klinicky vyznamnych izolatd.

Takulka 3.
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ANAEROBNI GRAMPOZITIVNI TYCKY - KLOSTRIDIOVE

DVE ZONY HEMOLYZY

1
+ -
I
Clostridium plazivy rust
perfrinngens , ' |
+ -
lecitinaza + ! ;
i ureaza
ev.CAMP test + lokalizace spor |
mléko: koagulace ,—|—| [ |
digesce T ST ‘i‘ i
Cl. tetani Cl septicum Cl. sordelfii  identifikace
JHiava Medusy”

Tabulka 4.

ANAEROBNI GRAMPOZITIVNI TYCKY - KLOSTRIDIOVE -

EYA (krome CLPE) "ECTHAZ
: I
+ =
LIPAZA L“:"f'l ZA
| | ! ! !
Uosrriaﬁ:m nowyi A . bifermentas C.sj:mmg eftes IDE HTIFIK ACE

C. sord effii
C. harati
C. fimosum
I
IN ?GL
I I
+ - =
C bifermentas G barati
C. sordelli C firmo stm
| I
. UREA i + ZELATINA

| | | 7
C o sordeffii C hifermet tas . firmostm C barati
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V rozliSovani anaerobnich grampozitivnich nesporulujicich tycek jsou dilezitymi testy indol, kataldza a
nitraty. NejCastéji izolujeme Propionibacterium acnes. M typickou makroskopickou i mikroskopickou
morfologii, je kataldza pozitivni a vétSina kment je indol pozitivn{ (tabulka 5).

Tabulka 5.
ANAEROBNI GRAMPOZITIVNI TYCKY -
INPOL NEKLO STRIDIOVE
! ! IND OL
o NO, NO,
KORYNEF ORMHI TYCKY | KATALAZA
|
Propionibacterium katalaza +
acines I—l—l MALE KOKOBACILY,
+ - PRUHLEDHE KOLOMIE
P. propioicus IDE NTIFIKACE |
I I
+

KORYHEFORMHI nebo
VETVICI SE TYCKY

KATAL.15%
|

Enbhacteritm lentim

+

Fropionibacterium spp.  Actnomyces spp.
Actinomyces Viscosius

Anaerobn{ gramnegativni ty¢ky tvoii asi 43 % vsech anaerobnich izolatd [1]. Rezistence k diagnostickym
disktim - kanamycin, vankomycin, colistin, rezistence k 20% Zlu¢i, $tépeni eskulinu, lipaza, indol, nitraty a
kataldza umozni orientaéni zatazeni do jednotlivych bakteridlnich rodu, v nékterych piipadech i druhové
dourceni. Rezistence k 20 % zlIuci je typicka pro prisluSniky Bacteroides fragilis group, stejné jako St€peni
eskulinu, s vyjimkou B. vulgatus, ktery je eskulin negativni. Naopak Fusobacterium varium/mortiferum
rovnéz roste na pidé s 20 % zluci. Pozitivni lipaza a indol umozni identifikaci Prevotella intermedia.

V diagnostice je také dulezitd makroskopicka i mikroskopicka morfologie, ktera spolu s typem rezistence

k diagnostickym diskdm, je napt. dostaCujici k identifikaci Fusobacterium nucleatum, které ma jediné

z fusobakterii fusiformni morfologii. Pfi identifikaci Porphyromonas spp., kterd m4 vztah k diagnostickym
diskim, odpovidajici grampozitivnim organismim, je dilezitym znakem tvorba ¢erného pigmentu (tabulky 6
- 10).

Tabulka 6.
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ANAEROBNI GRAMNEGATIVNI TYCKY

KANANYCIN VANKORMNMYCIN COLISTIN

1000 g 50 10 pg
R R R Bacteroides fragilis group
Prevoteffa spp. Tab.1
R R c Prevoteffa spp. Tab.2
C R C Bacteroides ureolyticus group
Frisobacteriim spp. Tah.3
R C R Porphyromonas spp.
Gram+ organizmus! Tab.4
Tabulka 7.

ANAEROBNI GRAMNEGATIVNI TYCKY — TABULKA 1

KANANMYCIN VANKONMYCIN COLISTIN
R R R
BEE
T | 1
RUST + RUST -
| I
ESKULIN FPrevotefla spp.
{cemohnedé zbarveni pudy)
—
- +
Bacteroides BAFR group
vilgati s ' X
INDOL, KATALAZA
IND — |
Kat— | | |
-+ + + IDE HTIFIK ACE
B. dist o B.thetaiaomicron

B.fragils Rovans



Tabulka 8.

ANAEROBNI GRAMNEGATIVNI TYCKY — TABULKA 2

KANANMYCIN VANKOMY CIN COLISTIN
R R C
Prevotelfa spp.
LIP AZA (EYA)
I I
- +
IDENTIFIK ACE I
IHDOL
I
I I
- +
IDE HTIFIK ACE FPrevotefla intenmedia

Tabulka 9.
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ANAEROBNI GRAMNEGATIVNI TYCKY — TABULKA 3

KAHAMYCIN VAHK ONMYCIN COLISTIH
C R C
MORFOLOGIE KOLONII
I | 1
MALE, PRUHLEDHE KOLOHIE VETSI,
| HEPRU I'IILEI]HE
VRUSTAJICI DO ;
AGARU Fusobacterium spp.
| | |, -
| FUSIFORNHI PLE OMOEFHI
i - MORFOL. |
[ IDENTIFIKACE LIPAZA {EYA)
NO, Fusobacterium
ricl eaturr + i -
| Fusobacterium BEE
| necroplionmm
+ - ! !
Bacteroides IDE NTIFIK ACE F.variumyF.mortiferim \pe nTiFIK ACE
uresfyticus group
group IND 0L Fvarem +, F.rortifornm -
Tabulka 10.

ANAEROBNI GRAMNEGATIVNI TYCKY — TABULKA 4

KANANYCIN
R

VANKONYCIN COLISTIN
C R
CERNY
PIGMENT

+
Porfiyromaonas spp.

Indol +
Katalaza +

pravidepodobne gram+ organisnust!!

IDENTIFIKACE
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V identifikaci anaerobnich gramnegativnich kok jsou jedinym diileZitym testem nitraty, protoZe pouze
Veillonella spp. ma tento test pozitivni. Uvadi se, Ze ostatni gramnegativni koky vétSinou nemaji klinicky
vyznam [1] - tabulka 11.

Tabulka 11.
ANAEROBNI GRAMNEGATIVNI KOKY
KANAMYCIN VANKOMYCIN COLISTIN
C R C
ND;

| |

*i i

Veillonella spp. e il

Vyraz "identifikace" v identifika¢nich schématech znamena, Ze kmen nelze pomoci testii "Predbézné
identifikace" dourcit a v pripadé potieby je nutné uzit komercéni identifika¢ni soupravu event. PCR.

Diskuse

Ptredbéznd identifikace bakterii, zaloZend na makroskopické a mikroskopické morfologii a vysledku
jednoduchych testd, je béZné uZivana i v diagnostice aerobnich a fakultativné anaerobnich bakterii.
Piikladem miZe byt identifikace Streptococcus pyogenes a enterokokti pomoci PYR testu, Streptococcus
agalactiae pomoci CAMP testu, rozliSeni plazivych kment Proteus spp. pomoci indolu na Proteus mirabilis
a Proteus vulgaris nebo identifikace Pseudomonas aeruginosa pomoci typického vzhledu, viiné a pozitivni
oxiddzy a acetamidu.



Druhov4 identifikace anaerobnich bakterii mize byt pfi pouZiti komerénich biochemickych souprav finanéné
pomérné naro¢nd. PouZiti nékolika jednoduchych testil ve spojeni s morfologii izoldtu, miize v fadé ptipadd
dat dostacujici rodovou nebo i druhovou identifikaci. Z klinického hlediska je asto uZ pouhd informace o
pfitomnosti anaerobnich bakterii velmi diileZita a vzhledem k vysoké pravdépodobnosti tic¢inku nékterych
antibiotik (chloramfenikol, beta-laktamové antibiotika s inhibitorem beta-laktamazy, imipenem a
metronidazol [1]) svym zplisobem i dostacujici. Stanoveni beta-laktamazy miZe navic odlisit kmeny
rezistentni k penicilinu.

Chloramfenikol je vSak antibiotikum se zdvaznymi neZddoucimi ic¢inky vhodné jen k terapii Zivot
ohroZzujicich stavi, jako jsou nitrolebn{ abscesy. Beta-laktamova antibiotika s inhibitorem beta-laktamazy a
imipenem nejsou u¢inné u vétsiny kmeni Bilophila wadsworthia. Metronidazol nen{ G¢inny na
grampozitivni nesporulujici ty¢ky a nékteré kmeny grampozitivnich koki. Negativni vysledek
beta-laktamazy nemusi znamenat vzdy citlivost kmene k penicilinu. Nékteré kmeny Bacteroides fragilis
group nebo napt. Bacteroides gracilis, mohou totiZ mit jiny mechanismus rezistence.

Kmeny Bacteroides fragilis group, by vSak mély byt povazovany za penicilin rezistentni i pfi negativité
beta-laktamazy. Proto je douréeni kmene alesponi do trovné Bacteroides fragilis group, které jsou
nejéastéjSimi anaerobnimi klinickymi izolaty, velmi dileZité. Dour¢eni agens miiZe i napomoci pii patrani po
zdroji infekce. Napf. pfi izolaci ordlnich anaerobti z hemokultury nebo abscesu mozku je tieba patrat po
zdroji v tstni dutiné. Dour¢eny by mély byt i kmeny ze vzorkli s méné neZ tfemi izolaty.

Zavér

Pravdépodobna identifikace anaerobnich bakterif, zaloZen4 na jednoduchych testech, je v mnoha piipadech
konec¢nou, rychlou, ekonomicky nenaro¢nou a dostacujici identifikaci. Je povaZovana za validni, ale nemusi{
byt. V pfipadech klinicky vyznamnych izolatl je n€kdy zapotiebi ji doplnit komerénim biochemickym setem
event. identifikaci pomoci PCR. Dour¢eny by mély byt kmeny, izolované z klinicky zadvaznych materiald,
kmeny od pacientl s t€Zkym prib€hem onemocnéni a jsou-li izolovdny ze vzorku méné nez 3 riizné kultury.
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