Mikrobiologicky ustav uvadi
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P04 |roste |Enterobacteriaceae (GLC +, OXI -)
P04 roste |Vibrionaceae (GLC +, OXI +)

P04 |ne Campylobacter a Helicobacter

3. + 4. |roste |G- nefermentujici bakterie (GLC -)
1.+ 2. |ne Pasteurellaceae

‘POG ‘ne ‘Dalél’ G- ty&inky, viz pristi praktikum




Na zacatek Bylo nevlidno, Ze by PSAE ven
nevyhnal...

m OttO = IS (PSAE — zkratka pro Pseudomonas aeruginosa)

textbookofbacteriology.net




Prehled témat

Klinicka charakteristika — Pasteurellaceae

Diagnostika hemofilu a pasteurel

Diagnostika gramnegativnich nefermentujicich bakterii




Klinicka
charakteristika —
Pasteurellaceae



http://www.kinderaerzte-im-netz.de

Pribeh prvni

m Ctyflety Kubik je hodny kluk, ale jeho rodlce jsou
Cleny jakesi sekty a nechteji Kubika nechat ockovat.
Nejradeji by ho meli porad doma, ale nakonec ho
kvuli praci prece dali do Skolky...

m Po mesici ve skolce zacal byt Kubik nachlazeny, a
nakonec se zacal dusit a sipave dychat. Volali RZP,
zachranari uz uvazovali o koniopunkci, nakonec ale
nebyla nutna. Ukazalo se, ze Kubik ma zanet
priklopky hrtanové — nemoc, ktera se dnes uz moc
casto nevidi...



Kdo to Kubikovi udelal?

m Vinik: Haemophilus influenzae ser. b (Hib)

m Hemofily jsou kratké gramnegativni tycinky.
Hemofily patri do Celedi Pasteurellaceae
spolecne s rodem Pasteurella (viz dale)
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Klasifikace hemofilu

m Haemophilus influenzae
= pouzderny typ b (Hib) — proti tomu se ocCkuje
= pouzderne typy a, c,d, e, f
= neopouzdrene kmeny

m Haemophilus parainfluenzae (mnohem

A 4 AL AV 4

m Haemophilus aphrophilus a mnoho dalsich
druhu

m Haemophilus ducreyi, puvodce pohlavné
prenasene choroby ulcus molle



Patogenita hemofilu

A AL 4V 4

epiglottitis, meningitis a sepse. Zpusobuije je
hlavneé Haemophilus influenzae, serotyp b.
m Dalsi casté choroby jsou otitis media @

a sinusitis (zde po Streptococcus pneumoniae
a spolecne s Moraxella catarrhalis)

m Velmi bézna je pritomnost hemofilu v krku,
pricemz patogenni role je velmi pochybna.
Zvlast v pripade Haemophilus parainfluenzae
nepredpokladame, ze by byl patogenem.
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Jlcus = Je to pohlavni choroba, vyskytujici se
1 predevsim v subtropickych a

molie troplckych oblastech

http://upload.wikimedia.org n F w
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Ulcus molle — mékky vred (Sankroid) —
zpusoben Haemophilus ducreyi

Ulcus durum - tvrdy vred (Sankr) —
~ jeden z priznaku syfilis, zpusobene
Treponema pallidum



PFib&h druhy

m Jana se zase jednou toulala v zahradach.
Bohuzel, jeden plot byl prilis rezivy a pes za
nim prilis silny. Pes unikl ven a narazil prave na
Janu. A tak skoncila Jana s pokousanou nohou.

m Majitelé prokazali, ze pes je oCkovan proti
vztekline. Avsak v rane se brzy objevil hnis. Ten
pak byl poslan do laboratore. A zloCincem
o)ViI- T



Pasteurella multocida

Pasteurella multocida.

Je beznou florou v psich tlamach.

U Clovéka zpusobuje zejména zhnisani ran po
pokousani psem Ci jinym zviretem.

Ma podobny charakteristicky pach, podobny
hemofilovému (nekteri ho spise prirovnavaji k pachu
starého hadru), ale na rozdil od nej roste na krevnim
agaru (nikoli vSak na Endové pudé)

Kolonie na krevnim agaru vypadaji jako néco mezi
streptokokem a enterokokem, ale je rezistentni na
vankomycin, coz obvykle mikrobiologa ,trkne”,
zejmena pri soucasneé citlivosti na penicilin



Pasteurella
multocida

http://library.thinkquest.org
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Klinicka
charakteristika —
gramnegativni
nefermentujici
bakterie



http://faculty.plattsburgh.edu

PFb&h treti i‘

m Pan Zapalka je pyroman. Nedavno na svou
vasen doplatil a nehezky se popalil. Nyni se
mu popalenina zanitila. Lezi na
popaleninovém centru a je na tom velice
Spatne. Lékari nastesti pochopili, ze bezna
antibiotika jsou mu platna jako mrtvému zimnik
a provedli ster. Diky tomu se podarilo najit
cilenou terapii a pana Zapalku vylécCit — do
doby, nez zase néco zapali a zpusobi si dalSi
popaleniny.




Kdo za to tentokrat muze?

m Vinikem je Pseudomonas aeruginosa, nejbeznegjsi
bakterie ze skupiny gramnegativnich nefermentujicich
baktérii

m Vinikem by stejné dobre mohla byt i kterakoli jina
bakterie z této skupiny, napr. Acinetobacter,
Burkholderia cepacia nebo Stenotrophomonas
maltophilia

m [yto bakterie jsou vetsinou striktne aerobni,
nefermentuji, nybrz degraduji cukry aerobni respiraci,
a jejich adaptace na vnejsSi prostredi se projevuje |
jinak — Casto maji nizke teplotni optimum a Casto jsou
pigmentovane, tim vzdoruji slunci ve vnejsim prostredi



Zelene pigmentovany kmen
Pseudomonas aeruginosa na MH




Pseudomonas aeruginosa

www.medmicro.info (stranky ustavu)
foto prof. MVD. Boris Skalka, DrSc.
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Patogenita G— nefermentujicich

m Obecne: Jsou to bakterie z vnejsiho prostredi, Casto
rostlinné patogeny, ,bakterie-zbabelci®, ktere si
netroufnou na zdraveho Cloveka. Jejich tercem jsou
pacienti s popaleninami, klienti ARK, JIP,
transplantacnich center a podobne.

m U dlouhodobé hospitalizovanych nezpusobuji jen
infekce ran, ale Casto je nachazime i napr.
v dychacich cestach Ci dokonce v krevnim recisti.

m Jde tedy o dulezité puvodce nozokomialnich nakaz

m Nekdy je ale tezke odlisit pouhou kolonizaci od
skutecne infekce — zvlaste u povrchovych ran casto
nema smysl pouzivat celkovou antibiotickou leCbu pri
nalezu nektere z techto bakterii



osob mohou
zpusobovat
napr. | zanet
nehtoveho
lUZka.

www.kvarts.is



Autokasuistika as. Zahradnicka
Pseudomonady napadaiji i jinak zdrave lidi pri poruseni
anatomickeé kozni bariery. Infekce vsak byva jen lokalni.

m 13. 1. 2006, patek, Padang, Zapadni Sumatra,
Indonésie: as. ZahradniCek pada do nezakryte
destové kanalizace s nasledkem pomerne velké rany
sahajici na tibialni okostici

m O nékolik tydnu pozdéji: rana je intenzivné citit
pseudomonadou, ktera je nasledné z rany |
vykultivovana. Nastesti je dobre citliva

m Terapie: lokalné gentamicin + polymyxin B (u infekci
ran je casto ucCinnegjsi lokalni lecba nez celkova, |
vzhledem k existenci biofilmu na povrchu rany)

m [erapie uspesna



- " Photo O. Z.



Piibéh Stvrty
m Linda bylo ubohé devce: trpela vrozenou
chorobou — cystickou fibrozou.

m Jeji plicni surfaktant se lisil od surfaktantu
zdravych lidi. A tak byla Casto nemocna.

m Posledne to byl Staphylococcus aureus.
Tentokrat to bylo jiné: puvodcem byla
Burkholderia cepacia, jedna z G—
nefermentujicich tyCinek



Nefermentujici a cysticka fibroza

m Cysticka fibroza je tezke, vrozene
onemochneni plic s poruchou produkce
normalniho plicniho surfaktantu. To vede ke
zmenenym charakteristikam plic, vcetne
mnohonasobne zvyseneho rizika infekce

m Nejcastéjsimi puvodci jsou Pseudomonas
aeruginosa, Burkholderia cepacia a
Staphylococcus aureus. Kmeny zpravidla
ziskaji polyresistenci a mnohe deti umiraji
velmi mladeé.



Cystic fibrosis is a
hereditary disorder
characterized by lung
congestion and infection
and malabsorption of
nutrients by the pancreas

http://www.nIlm.nih.gov/medlineplus



Unobstructed Bronchial bubes
brcsncheal tubas arg biockpd by mucus
b,

Lungs with cystic flbroses

http://www.humanillnesses.com
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Dalsi ,nefermentujic
Pseudomonas fluorescens

Podobna P. aeruginosa, ale typicka fluorescence
kolonii pod.L
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http://www.apsnet.org

rkholderia cepacia

Burkholderia cepacia
zpusobuje hnilobu cibule
(Allium cepa), je to tedy typicky
rostlinny patogen
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http://www.microbelibrary.org S - e obol ibrary.org © Buxton



Burkholderia pseudomallei

Burkholderia pseudomallei je puvodcem
mellioidozy. Pribuzna B. mallei zpusobuje
zoonozu zvanou malleus Cili
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Stenotrophomonas maltophilia

http://clinicalmicrobiology.stanford.edu http://www.microbelibrary.org

http://www.scielo.cl
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Stenotrophomonas maltophilia je dlouhe jmeno,
ale snadno si ho zapamatujete: je to ,uzké-
vyzivy-jednotka maltozu-milujici, Cili ,bakterialni
panda“, misto bambusu zvykajici maltozu ©
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Acinetobacter
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Metabolismus bakterii a jejich
vztah ke kysliku

Jak jiz vime, G— nefermentujici bakterie provadeji
aerobni respiraci. Porovnejme nyni dve bakterie:

m Escherichia coli zije ve streve. Ma dost zivin, ale malo
kysliku (i kdyz jinych plynu si uzije dost ©) preferuje
fermentaci glukozy i jinych cukru. Escherichia coli je

fakultativne anaerobni. Nékterée dalsi bakterie zijici
ve streve jsou striktné anaerobni

m Naopak pseudomonady maji kysliku habadgj, ale zivin
malo. Voli tedy aerobni respiraci, ktera jim umozni to
malo dostupnych zivin vyuzit uplne. Pseudomonady
jsou striktné aerobni



Pseudomonas jako striktni |

aerob (na rozdil od jinych) .

m Pseudomonada (l) je striktne aerobni bakterie, nikoli
fakultativné anaerobni jako napriklad Escherichia coli
(kmen lll), natoz striktné anaerobni jako kmen ||
(Bacteroides fragilis, viz PO7).

Striktné aerobni bakterie

Striktni anaerob




Diagnostika
hemofilu a
pasteurel



Prehled metod pouzitelnych k dopadeni
bakterii Celedi Pasteurellaceae

m Primé metody
= Mikroskopie — kratke G— tycCinky
= Kultivace — Pasteurellaceae nerostou na Endove

agaru, hemofily dokonce ani na krevnim (s vyjimkou
soucasne kultivace s jinym mikrobem)

= Biochemicka identifikace — je mozno ji pouzit
= Antigenni analyza — pouziva se u hemofilu (Hib)
» Detekce DNA — rutinné se nepouziva

Neprime metody se témer nepouzivaji



Odliseni celedi Pasteurellaceae
(diferencialni diagnostika)

m Gramovo barveni odlisi gramnegativni tyCinky
od ostatnich bakterii

m Endova puda: jak jiz vime, rostou na ni
z klinicky vyznamnych jen enterobakterie,
prislusnici Celedi Vibrionaceae a
gramnegativni nefermentujici tyCinky, to tedy
znamena, ze Pasteurellaceae nerostou

m Pasteurellaceae prozradi zapach a ruzné dalsi
vlastnosti (biochemicke, citlivost na
antibiotika)
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K diagnostice hemofiiti S us s
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m Pasteurely rostou na krevnim agaru

m Hemofily na krevnim agaru rust neumeji,
protoze si neumeji ,otevrit® krvinku

m Rostou tedy na cokoladovéem agaru

m Na KA rostou v pritomnosti takove bakterie,
ktera jim krvinku ,otevre” (satelitovy fenomen).
Takovou bakterii je napriklad zlaty stafylokok

m Maji droboucke kolonie, proto se pouziva disk
k odcloneni ostatnich bakterii (bacitracin, ale ve
vySSi koncentraci nez v bacitracinovéem testu)

http://www.uni-ulm.de




Satelitovy fenomeén

m Jak uz vime, hemofily potrebuji faktory
z erytrocytu, ale nejsou samy schopny je
narusit. Naruseni muze obstarat
= zahrati agaru (Cokoladovy agar)
= pritomnost jineého mikroba

m Satelitovy fenomén predstavuje tu druhou
moznost, jak muze hemofil ziskat faktory
z krvinek. Znamena rust hemofila pouze
kolem stafylokokove cary.

m Pritomnost satelitoveho fenomeénu je
dukazem, Ze jde opravdu o prislusnika rodu
Haemophilus



Hemofily — vlevo na Cokoladovem
garu, vpravo jako satelit na KA

www.medmicro.info (stranky ustavu)



http://phil.cdc.gov
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Detekce hemofilu

Hemofily jsou
rezistentngjSi nez
bakterie bezné flory,
takze rostou uvnitr zony,
ovsem jen kolem
stafylokokove cary
(satelitovy fenomén)
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Rustové faktory hemofilu

m Hemofily vyzaduji faktory z krvinek, avsak
jejich potreba konkrétnich faktoru je
specificka:

» H. parainfluenzae vyzaduje faktor VV (= NAD)
= H. aphrophilus vyzaduje faktor X (= hemin)
» H. influenzae vyzaduje oba faktory.

m Pouzivame disky s temito faktory: jeden

s faktorem X, druhy s V, a treti se smesi
obou.



Test rustovych faktoru hemofilu

Jeden disk obsahuje faktor X, druhy faktor V, treti smes obou




H. influenzae (vlievo),
H. parainfluenzae (vpravo)




Antigenni analyza hemofilu

m Antigenni analyza se u hemofilu provadi
obdobnym zpusobem jako u jinych bakterii.
Dnes jsou zpravidla k dispozici komercni
soupravy, obsahujici napr. | latexove castice a
dalsi soucasti

m Drive se vyuzivalo jevu tzv. koaglutinace se
stafylokokem, kdy aglutinat byl hustsi diky
navazani stafylokoka na Fc konec protilatky
proti hemofilovi



Antigenni analyza hemofilu —
demonstrace vysledku

Vysledek se odecita obdobne jako jine
aglutinacni reakce.

kolaz s pouzitim:

WWW.microbes-edu.ora



Detekce druhu Pasteurella
typickym vzorcem citlivostl

m Zadné gramnegativni bakterie nejsou citlivé
na vankomycin. Vankomycin lze pouzit jen u
grampozitivnich, avsak zde je silny: vSechny
streptokoky a vétSina stafylokoku a enterokoku
je citliva.

m Na druhou stranu, jen malo bakterii je
citlivych na penicilin, zvlast’ mezi G-
tycinkami.

m Kombinace citlivosti k penicilinu a
rezistence k vankomycinu je pomeérneé
specificka pro rod Pasteurella.



Testy antibioticke citlivosti

m Hemofily nerostou na MH agaru

m Zpravidla se pouziva Levinthaluv agar
(prefiltrovany cokoladovy agar), na kterem
jsou zony lépe viditelné nez na klasickem
cokoladovém agaru

m V nasi laboratori se pouziva ,hemofilovy
agar”, coz je puda blizka agaru Levinthalovu



Typicka sestava antibiotik proj5”

lecbu hemofilovych infekci

|
Antibiotikum Zkratka |Referenc.
zoéna*
Ampicilin (aminopenicilin) |AMP 22 mm
Ko-amoxicilin (am.+inhib.) |AMC 18 mm
Cefuroxim (cefalosp. 2G) |CXM 20 mm
Doxycyklin (tetracyklin) DO 29 mm
Ko-trimoxazol (smes) SXT 16 mm
Azithromycin (makrolid) VALY 12 mm




Diagnostika
gramnegativnich
nefermentujicich

bakterii



Prehled metod pouzivanych u G—

nefermentujicich bakterii

m Primé metody

= Mikroskopie — vetsinou jsou to G- tyCinky, ale Acinetobacter
je G— kok

= Kultivace — ,nefermentujici” rostou na vétSiné pud vcetné
krevniho agaru. Jakozto glukozu nefermentujici jsou
vetsinou take laktozu nefermentujici, ovsem kolonie
nékterych z nich jsou kvuli pigmentaci pomérné tmave

= Biochemicka identifikace — mozna, ale je potreba pouzit
testy, zjistujici aerobni respiraci (ne fermentaci). Je take
nutno pouzit snizenou teplotu a prodlouzenou inkubaci

= antigenni analyza, detekce DNA — rutinné se nepouzivaiji

Neprime metody se pouzivaji zridka




Odliseni G— nefermentujicich
(diferencialni diagnostika)

m Gramovo barveni: Gram- tyCinky X jine
bakterie

m Endova puda: rostou (vice pozdeji)

m Nefermentujici se odliSi od enterobakterii/vibrii
tim, ze nefermentuji glukozu. Typicke pro G—
nefermentujici je chybeni jakékoli zmeny na
Hajnové pudé (zustava Cervena, pripadna
nahnedla barva nevadi, je dana pritomnosti
pigmentu)
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BlizSi urCeni jednotlivych rodu a
druhu G- nefermentujicich

m Pseudomonady se zpravidla poznaiji:
= Maji typickou vuni (mladé kultury)
= Tvori pigmenty, nejcasteji zelene, nekdy modre Ci
rezave. Nejlepe jsou viditelné na MH, ale trochu |
na KA Ci Endove agaru

= Maji pozitivni oxidazu

m Ostatni nefermentujici, prfipadnée sporne
pseudomonady, musime rozlisit biochemicky,
napriklad NEFERMtestem 24 (v kombinaci
s oxidazovym testem)



Pseudomonady na MH agaru a
ostatnich pudach

m Uvedomte si, ze MH agar je sam o sobe temer
bezbarvy, resp. lehce nazloutly.

m VSe zeleng, co vidite na agaru, je vytvorem
pseudomonady, resp. jejiho pigmentu
pyoverdinu

= Na KA a Endu se tvorba pigmentu projevuje
meneé, ale projevi se také. Na téchto pudach je
zato typicky perletovy lesk kolonii.



Oxidazovy test u nefermentujicich

m Z nejbeznejsich G— nefermentujicich tyCinek
ma Pseudomonas oxidazu pozitivni,
Burkholderia zpravidla take;
Stenotrophomonas vetsSinou ne a
Acinetobacter také nikoli.

medic.med.uth.tmc.e
du/path/oxidase.htm




NEFERMtest 24

m Pro presnou biochemickou identifikaci G—
nefermentujicich uzivame vetsinou
Nefermtest 24 (nebo podobny jinych vyrobcu).

m Je to trojstrip (ne dvojstrip jako minuly tyden)

m Kod se tu tvori ponékud jinym zpusobem:
prvni Cislice je 0 (oxidaza —) nebo 1 (oxidaza +)
dalSich 6 Cislic pochazi ze sloupcu H az C

sloupce B a A se nepocitaji (pouzivaji se jen pro
pripadne dalsi rozliseni



Ize vlozit Ctyri
trojradky pro ctyri
kmeny, kazdy se
identifikuje pomoci
24 reakci

www.medmicro.info (stranky ustavu), foto O. Z.



Atb citlivost nefermentujicich

m G- nefermentujici naopak rostou ochotne na
nejruznéjSich médiich

m Pro testovani i leCbu pouzivame pomerne silna
antibiotika, nevhodna pro lecbu infekci zpusobenych
beznymi bakteriemi

m Konkrétné se tu pouzivaji
= cefalosporiny 3. generace™ (ale jen nektere, tzv.

,protipseudomonadove”, jako je ceftazidim)

= protipseudomonadové peniciliny, monobaktamy a
karbapenemy® (imipenem, piperacilin/tazobactam)

= aminoglykosidy (gentamicin, amikacin)

= fluorochinolony (ciprofloxacin, ofloxacin)

= polypeptidy (kolistin)

*a jejich kombinace s inhibitory betalaktamaz



Typicka sestava atb pouzivanych

proti nefermentujicim bakteriim

Antibiotikum Zkratka |Referenc.
zoéna*
Piperacilin + tazobaktam™ | TZP 22 mm
Gentamicin (aminoglykos.) |CN 18 mm
Imipenem (karbapenem) |IPM 22 mm
Ciprofloxacin (chin 3 gen) |CIP 29 mm
Ceftazidim (CS 3 gen) CAZ 16 mm
Kolistin (polypeptid) CT 12 mm

*protipseud. penicilin + inhibitor .aktamézy




Na obrazku je Pseudomonas aeruginosa
pravdepodobne citliva na vSechna testovana antibiotika;
je to vSak mozné jen proto, ze jsou testovana jen
specialni protipseudomonadova |éCiva. | tak se vyskytuji
polyrezistentni kmeny sekundarne rezistentni | k nim.

e -

Zejmena producents
takzvanych metalo-
betalaktamaz (MBL) jsou
casto citlivi jen na
amikacin a kolistin

www.medmicro.info



Testovani citlivosti je mozne | E-
testem (na obrazku) nebo

mikrodilucnim testem

www.medmicro.info T e



Konec

http://www.scienceclarified.com 4



Zanét stiredniho ucha — >
otitis media (bonus)

m Casty u déti (kratka vodorovna Eustachova
trubice)

m Puvodci: Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis

m U chronickych se mohou uplatnit i nektere
gramnegativni tyCinky

Nutno odlisit zanéety boltce a zevniho zvukovodu:
tady je puvodcem hlavne Staphylococcus
aureus (jako u jinych zanétu kuze), lécba
lokalné napr. framykoin kapky
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Vysetrovani a lecba
infekci stredniho ucha @

m Léecba ma smysl, pokud jde o skutecne
prokazany zanet (bolest, zarudnuti, horecka) a
nereaguje na protizanetlivou lecbu

m Léekem volby je amoxicilin (napr. AMOCLEN),
alternativou muze byt ko-trimoxazol

m VySetrovat vyter ze zvukovodu ma smysl|
pouze po provedene paracentéze (propichnuti
bubinku)

m Jinak ma samozrejme smysl vysetrit hnisavou
tekutinu, ktera je pri paracenteze odebrana



