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Pfibéh |Endo |Skupina ; “P

PO4 roste |Enterobacteriaceae (GLC +, OXI -)
PO4 roste |Vibrionaceae (GLC +, OXI +)

P04 ne Campylobacter a Helicobacter

G- nefermentujici bakterie (GLC -)

Pasteurellaceae

PO6 ne Dalsi G- tyCinky, viz pristi praktikum




Prehled témat




Klinickd
charakteristika —
Pasteurellaceae



Pribéeh prvni

* Ctyflety Kubik je hodny kluk, ale jeho rodice jsou €leny
jakési sekty a nechtéji Kubika nechat ockovat. Nejradéji by
ho méli porad doma, ale nakonec ho kvuli praci prece dali
do skolky...

* Po mésici 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 zanét priklopky hrtanové — nemoc, ktera se
dnes uz moc casto nevidi...



Kdo to Kubikovi udélal?

* Vinik: Haemophilus influenzae ser. b (Hib)

 Hemofily jsou kratké gramnegativni tycinky.
Hemofily patfi do Celedi Pasteurellaceae spolecné
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Klasifikace hemofilu

Haemophilus influenzae

— pouzderny typ b (Hib) — proti tomu se ockuje
— pouzderné typya,c, d, e, f

— neopouzdrené kmeny

VVVVVV

mnohem méneé patogenni)
Haemophilus aphrophilus a mnoho dalSich druht

Haemophilus ducreyi, puvodce pohlavné prenasené
choroby ulcus molle



Patogenita hemofilu

VvV eV /

meningitis a sepse. Zpusobuje je hlavné n
Haemophilus influenzae, serotyp b.

e Dalsi Casté choroby jsou otitis media a sinusitis (zde
po Streptococcus pneumoniae a spolecne
s Moraxella catarrhalis)

* Velmi bézna je pritomnost hemofilt v krku, pricemz
patogenni role je velmi pochybna. Zvlast v pripadé
Haemophilus parainfluenzae nepredpokladame, ze
by byl patogenem.






www.fmt.am.gov.br

Ulcus molle

* Je to pohlavni choroba,
vyskytujici se predevsim
v subtropickych a tropickych
oblastech

Ulcus molle — mékky vred (sankroid) —
zpusoben Haemophilus ducreyi

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



P¥ib&h druhy

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

* Majitelé prokazali, ze pes je ockovan proti vztekliné.
Avsak v rane se brzy objevil hnis. Ten pak byl poslan
do laboratore. A zloCincem byla...



Pasteurella multocida

Je béznou florou v psich tlamach.

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

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

Kolonie na krevnim agaru vypadaji jako néco mezi
streptokokem a enterokokem, ale je rezistentni na
vankomycin, coz obvykle mikrobiologa ,trkne“, zejména pfri
soucasné citlivosti na penicilin



Pasteurella

multocida

http://library.thinkquest.org




Klinicka
charakteristika —
gramnegativni
nefermentujici
bakterie



Pribeh treti

* 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 Spatné. Lékari nastésti pochopili,
ze bézna antibiotika jsou mu platna jako mrtvému
zimnik a provedli stéer. Diky tomu se podarilo najit
cilenou terapii a pana Zapalku vylécit — do doby,
nez zase neco zapali a zpusobi si dalsi popaleniny.



Kdo za to tentokrat muze?

e Vinikem je Pseudomonas aeruginosa, nejbéznéjsi
bakterie ze skupiny gramnegativnich nefermentujicich
baktérii

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

e Tyto bakterie jsou vetsinou striktné aerobni,
nefermentuji, nybrz degraduji cukry aerobni respiraci, a
jejich adaptace na vnéjsi prostredi se projevuje i jinak —
casto maji nizké teplotni optimum a casto jsou
pigmentované, tim vzdoruji slunci ve vnejsim prostredi



Zelené pigmentovany kmen
Pseudomonas aeruginosa na MH
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Vyjimecny kmen

- pseudomonady

s modrym
pigmentem



Patogenita G— nefermentujicich

Obecné: Jsou to bakterie z vnéjsiho prostredi, casto
rostlinné patogeny, , bakterie-zbabélci”, které si netroufnou
na zdravého c¢lovéka. Jejich tercem jsou pacienti s
popaleninami, klienti ARK, JIP, transplantacnich center a
podobne.

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

Jde tedy o dulezité puvodce nozokomialnich nakaz

Nekdy je ale tezké odlisit pouhou kolonizaci od skutecné
infekce — zvlasté u povrchovych ran ¢asto nema smysl
pouzivat celkovou antibiotickou |éCbu pri nalezu nékteré
z téchto bakterii



U oslabenych
osob mohou
Zpusobovat
napr. i zanéet
nehtového
lGzka.

www.kvarts.is



Pribeh Ctvrty

* Linda bylo ubohé dévce: trpéla vrozenou chorobou
— cystickou fibrozou.

* Jeji plicni surfaktant se lisil od surfaktantu zdravych
lidi. A tak byla casto nemocna.

* Posledné to byl Staphylococcus aureus. Tentokrat to

bylo jiné: puvodcem byla Burkholderia cepacia,
jedna z G— nefermentujicich tycCinek



Nefermentujici a cysticka fibroza

e Cysticka fibroza je tézké, vrozené onemocnéni plic
s poruchou produkce normalniho plicniho
surfaktantu. To vede ke zménénym charakteristikam
plic, véetné mnohonasobné zvyseného rizika infekce

* Nejcastejsimi puvodci jsou Pseudomonas
aeruginosa, Burkholderia cepacia a Staphylococcus
aureus. Kmeny zpravidla ziskaji polyresistenci a
mnohé déti umiraji velmi mladé.



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

FADAM.

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



Bronahial tubes
are bloced by mucus

Lungs with cystic flbroses

http://www.humanillnesses.com



http://goldbamboo.co



Dalsi ,nefermentujici“:

Pseudomonas fluorescens

Podobna P. aeruginosa, ale typicka fluorescence kolonii pod
UV lampou




http://www.apsnet.org

Burkholderia cepacia

Burkholderia cepacia zpusobuje
hnilobu cibule (Allium cepa), je to
tedy typicky rostlinny patogen

N e T e ek tietielioal v S 4
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Burkholderia pseudomallei

Burkholderia pseudomallei je piuvodcem mellioidozy.
Pribuzna B. mallei zpUsobuje zoondzu zvanou

maIIeus CI|I vozhrlvka (5|< soplavka)
N JI- i




Stenotrophomonas maltophilia

http://www.scielo.cl http://clinicalmicrobiology.stanford.edu http://www.microbelibrary.org
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je dlouhé jméno, ale
snadno si ho zapamatujete: je to ,, Uzké-vyzivy-
jednotka maltézu-milujici, cili ,,bakterialni panda®,

misto bambusu zvykajici maltézu ©
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Metabolismus bakterii a jejich vztah
ke kysliku

Jak jiz vime, G— nefermentujici bakterie provadeéji aerobni
respiraci. Porovhejme nyni dve bakterie:

* Escherichia coli zije ve stfevé. Ma dost zivin, ale malo
kysliku (i kdyz jinych plynt si uZije dost ©) preferuje
fermentaci glukdzy i jinych cukru. Escherichia coli je

fakultativné anaerobni. Nekteré dalsi bakterie zijici ve
streve jsou striktné anaerobni.

* Naopak pseudomonady maji kysliku habadej, ale zivin
malo. Voli tedy aerobni respiraci, ktera jim umozni to
malo dostupnych zivin vyuzit uplné. Pseudomonady jsou
striktné aerobni



Pseudomonas jako striktni
aerob (na rozdil od jinych)

 Pseudomonada (l) je striktneé aerobni bakterie, nikoli
fakultativné anaerobni jako napriklad Escherichia coli (kmen
I11), natoz striktné anaerobni jako kmen Il (Bacteroides
fragilis, viz PO7).

VL-bujon |Vysledek

neroste

Kmen

neroste Striktné aerobni bakterie




Diagnostika hemofilu
a pasteurel



Prehled metod pouzitelnych k dopadeni
bakterii Celedi Pasteurellaceae

* Primé metody
— Mikroskopie — kratké G— tycCinky

— Kultivace — Pasteurellaceae nerostou na Endoveé agaru,
hemofily dokonce ani na krevnim (s vyjimkou soucasné
kultivace s jinym mikrobem)

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

Neprimé metody se téemer nepouzivaji



Odliseni Celedi Pasteurellaceae
(diferencialni diagnostika)

* Gramovo barveni odlisi gramnegativni tyCinky od
ostatnich bakterii

* 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 tam
nerostou

e Pasteurellaceae prozradi zapach a ruzné dalsi
vlastnosti (biochemicke, citlivost na antibiotika)



K diagnhostice
hemofilu a pasteurel

Pasteurely rostou na krevnim agaru

Hemofily na krevnim agaru rust neuméji, protoze si
neumeji ,,otevrit” krvinku

Rostou tedy na cokoladovéem agaru

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

Maji droboucké kolonie, proto se pouziva disk
k odclonéni ostatnich bakterii (bacitracin, ale ve
vyssi koncentraci nez v bacitracinovém testu)



Satelitovy fenomén

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

* Satelitovy fenomeén predstavuje tu druhou
moznost, jak muze hemofil ziskat faktory z krvinek.
Znamena rust hemofila pouze kolem stafylokokové
cary.

* Pritomnost satelitového fenoménu je dukazem, ze
jde opravdu o prislusnika rodu Haemophilus



Hemofily — vlevo na cokoladovém
agaru, vpravo jako satelit na KA

Foto: Mikrobiologicky ustav (stranky



http://phil.cdc.gov
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Hemofily jsou rezistentneéjsi
o nez bakterie bézné flory,
Detekce hemofilu takZe rostou uvnitf zény,
— ovsem jen kolem
T T stafylokokové ¢ary
(satelitovy fenomén)




RUstove faktory hemofilu

* Hemofily vyzaduiji faktory z krvinek, avsak jejich
potreba konkrétnich faktoru je specificka:
— H. parainfluenzae vyzaduje faktor V (= NAD)
— H. aphrophilus vyzaduje faktor X (= hemin)
— H. influenzae vyzaduje oba faktory.
* Pouzivame disky s téemito faktory: jeden
s faktorem X, druhy sV, a treti se smesi obou.



Test rustovych faktoru hemofilu

Jeden disk obsahuje faktor X, druhy faktor V, tfeti smés obou



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




Antigenni analyza hemofilu

* Antigenni analyza se u hemofill provadi obdobnym

zpusobem jako u jinych bakterii. Dnes jsou zpravidla
< dispozici komercni soupravy, obsahujici napf. i
atexoveé castice a dalsi soucasti

* 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 obdobné jako jiné aglutinacni
reakce.




Detekce druhu Pasteurella typickym
vzorcem citlivosti

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.

Na druhou stranu, jen malo bakterii je citlivych na
penicilin, zvlast mezi G- tyc¢inkami.

Kombinace citlivosti k penicilinu a rezistence

k vankomycinu je pomérné specificka pro rod
Pasteurella.



Testy antibiotické citlivosti

* Hemofily nerostou na MH agaru

e Zpravidla se pouziva Levinthaluv agar
(prefiltrovany cokoladovy agar), na kterém jsou
zony |épe viditelné nez na klasickém cokoladovém

agaru
* V nasi laboratori se pouziva ,,hemofilovy agar?,
coz je puda blizka agaru Levinthalovu



Typicka sestava antibiotik pro
léecbu hemofilovych infekci

Antibiotikum Zkratka |Referenc. zéna
Ampicilin (AMP) AMP C>16/R<16
Ko-amoxicilin (AMC) AMC C>16/R<16
Cefuroxim (CXM) CXM C>25/R<25
Chloramfenikol (C) C C>28/R<28
Tetracyklin (TE)* TE C>25/R<22
Ko-trimoxazol (SXT) SXT C>23/R<20

*plati i pro doxycyklin




Diagnostika
gramnegativnich
nefermentujicich

bakterii



Prehled metod pouzivanych u G—

nefermentujicich bakterii
* Primé metody
— Mikroskopie — vetSinou jsou to G— tyCinky, ale Acinetobacter
je G— kok
— Kultivace — ,,nefermentujici” rostou na vétsiné pud vcetné
krevniho agaru. Jakozto glukdzu nefermentujici jsou veétSinou

také laktozu nefermentujici, ovsem kolonie nékterych z nich
jsou kvuli pigmentaci pomérné tmavé

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

— antigenni analyza, detekce DNA — rutinné se nepouzivaji

Neprimé metody se pouzivaji zfidka



Odliseni G— nefermentujicich
(diferencialni diagnostika)

* Gramovo barveni: Gram- tycCinky x jiné bakterie
* Endova puda: rostou (vice pozdéji)

* Nefermentujici se odlisi od enterobakterii/vibrii tim,
ze nefermentuji glukozu. Typické pro G-
nefermentujici je chybéni jakékoli zmény na
Hajnové pudé (zustava Cervena,



Blizsi urceni jednotlivych rodu a
druhu G— nefermentujicich

* Pseudomonady se zpravidla poznaiji:
— Maji typickou vuni (mladé kultury)

— Tvori pigmenty, nejcastéji zelene, nékdy modré Ci rezavé.
Nejlépe jsou viditelné na MH, ale trochu i na KA Ci
Endoveé agaru

— Maji pozitivni oxidazu
e Ostatni nefermentujici, pripadné sporné
pseudomonady, musime rozlisit biochemicky,

napriklad NEFERMtestem 24 (v kombinaci
s oxidazovym testem)



Pseudomonady na MH agaru a
ostatnich pudach

 Uvedomte si, ze MH agar je sam o sobé témer
bezbarvy, resp. lehce nazloutly.

* \Se zelenég, co vidite na agaru, je vytvorem
pseudomonady, resp. jejiho pigmentu pyoverdinu

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



Oxidazovy test u nefermentujicich

* Z nejbéznéjsich G— nefermentujicich tyCinek ma
Pseudomonas oxidazu pozitivni, Burkholderia
zpravidla take; Stenotrophomonas vetsinou ne a
Acinetobacter také nikoli.

Chddase o (badase
W s

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



NEFERMtest 24

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

e Je to trojstrip (ne dvojstrip jako minuly tyden)

* Kod se tu tvori ponékud jinym zpUsobem:

— prvni Cislice je O (oxidaza —) nebo 1 (oxidaza +)
— dalSich 6 Cislic pochazi ze sloupct H az C

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



NEFERMtest 24

Do jednoho ramecku
|ze vlozit Ctyri
trojradky pro Ctyri
kmeny, kazdy se
identifikuje pomoci 24
reakci

Foto: Mikrobiologicky ustav (stranky ustavu), foto O. Z.



Atb citlivost nefermentujicich

* G- nefermentujici naopak rostou ochotné na nejriznéjsich
meédiich

* Pro testovani i lécbu pouzivame pomeérné silna antibiotika,
nevhodna pro lécbu infekci zpUsobenych béznymi
bakteriemi

* Konkrétneé se tu pouzivaji

— cefalosporiny 3. generace™ (ale jen nékteré, tzv.
,protipseudomonadoveé”, 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 pseudomonadam

Antibiotikum Zkratka | Referencni zona
(mm)
Piperacilin+tazobaktam (TZP)* TZP C>18 / R < 18
gentamicin (CN) CN C>15/R<15
ofloxacin (OFL) OFL C>16/R<13
ciprofloxacin (CIP) [CIP C>25/R<22
ceftazidim (CAZ) CAZ C>16/R< 16
kolistin (CT) CT C>11/R<11

*“protipseud. penicilin + inhibitor B-laktamazy




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

Zejména producenti
takzvanych metalo-
betalaktamaz (MBL) jsou
Casto citlivi jen na amikacin
a kolistin

Foto: Mikrobiologicky



Testovani citlivosti je mozné i E-testem
(na obrazku) nebo mikrodilucnim
testem

Foto: Mikrobiologicky
ustav
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Zanet stredniho ucha — otitis
media (bonus)

e Casty u déti (kratkd vodorovnd Eustachova trubice)

* Pluvodci: Streptococcus pneumoniae, Haemophilus
influenzae, Moraxella catarrhalis

* U chronickych se mohou uplatnit i nékteré
gramnegativni tycinky

Nutno odlisit zanéty boltce a zevniho zvukovodu: tady
je puvodcem hlavné Staphylococcus aureus (jako u
jinych zanetu kuze), lécba lokalné napr. framykoin
kapky



Otitis media

A '|
|
% | External Ear

1:.., Miciclle Ear

et |

http://www.otol.uic.edu/research/microt
o/Microtoscopy/acutel.htm

Eardrum

(Tympanic
Memibyraneg)

Eustachian
Tube

http://www.medem.com/MedLB/article
detaillb.cfm?article ID=Z2ZZPMV6DIA
Cé&sub_cat=544



VySetrovani a lécba infekci
stredniho ucha

Lécba ma smysl, pokud jde o skutecné prokazany
zaneét (bolest, zarudnuti, horecka) a nereaguje na
protizanétlivou lécbu

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

VysSetrovat vyter ze zvukovodu ma smysl pouze po
provedené paracentéze (propichnuti bubinku)
Jinak ma samozrejme smysl vysetrit hnisavou
tekutinu, ktera je pri paracentéze odebrana



