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I Osnova

Celed Pasteurellaceae

zastupci gramnegativnich nefermentujicich
bakterii (GNFB)

diagnostika Pasteurellaceae a GNFB

* Ukoly
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I Pasteurellaceae

« Celed G- tycek, vetsinou fakultativhé anaerobni,
OXI+

- komenzalové na sliznicich savcu a ptakd, hlavhé HCD

* rody: Actinobacillus, Aggregatibacter, Haemophilus,
Pasteurella, ...

« zmeny v nomenklature: od roku 2006 novy rod
Aggregatibacter (obsahuje A. actinomycetemcomitans,
puvodné Actinobacillus actinomycetemcomitans a
A. aphrophilus , plivodné& Haemophilus aphrophilus)
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I Pasteurella multocida

G- pleomorfni kokobacil,
OXI+, KAT+

 roste na KA, neroste na ENDO

» patogenni pro skot, ovce a drubeZ;
nepatogenni pro psy a kocky -
infekce po kousnuti

* infekce ran s komplikacemi
(abscesy, celulitida, osteomyelitida, ...), pneumonie,
endokarditidy, ...

« citliva na penicilin (u G - bakterii nezvyklée),
rezistentni na vankomycin
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I Rod Haemophilus

 drobné pleomorfni G- tycky, fakultativnhé anaerobni

. kultivaéné naroéné, potfebuji k rustu faktor X
(hemin) a/nebo faktor V (NAD)

- faktor X (hem) nutny pro funkci respiracnich
enzymu, kataldzy, peroxidazy apod.

- faktor V (NAD) nutny pro oxidacne redukcCni procesy
v bunce

- hynou pFi chladni¢kové teploté — disledky pro
transport a zpracovani vzorku

* na sliznicich clovéka i zvirat (nosohltan), vétsSina se
povazuje za normalni mikrofloru
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I Rod Haemophilus (vybrani zastupci)

Haemophilus influenzae

- pouzderny typ b (Hib) - hexavakcina

« epiglotitidy, pneumonie, sinusitidy, faryngitidy,
meningitidy, sepse, ...

- pouzderné typy a, ¢, d, e, f
 lokalizované infekce respiracniho traktu
- neopouzdrené kmeny (nizka patogenita)

patogenni)
Haemophilus aphrophilus (lehké infekce HCD)

Haemophilus ducreyi (pohlavné prenasena choroba
ulcus molle) 6/39



I Ulcus molle

« pohlavni choroba,
vyskytujici se predevsim
v subtropickych a tropickych
oblastech

www.fmt.am.gov.br

* ulcus molle - méekky vred (chancroid/sankroid) -
zpusoben Haemophilus ducreyi, bolestivé

* ulcus durum - tvrdy vred (chancre/sankr) - jeden
z priznaku syfilis, zpusobené Treponema pallidum,
nebolestiveé
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J Skupina HACEK

- skupina G- bakterii zplsobujici bakterialni
endokarditidy

» obsahuje néktere zastupce Celedi Pasteurellaceae:
- Haemophilus parainfluenzae, H. paraphrophilus

- Aggregatibacter (Actinobacillus)
actinomycetemcomitans

» dalsi Clenové jinych celedi:
- Cardiobacterium hominis
- Eikenella corrodens
- Kingella kingae
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I G- nefermentujici bakterie

* nesouroda skupina G- tycek

 neschopnost fermentovat glukozu (ale mohou ji
stepit aerobne, Ccimz ziskaji vice energie!)

» nejdulezitéjsi rody Pseudomonas, Acinetobacter,
Burkholderia, Stenotrophomonas, dale napr.
Bordetella, Eikenella, Kingella, Moraxella, ...

« adaptovany na vnejsi prostredi, casto rostlinné
patogeny (aerobni respirace, pigmentace, nizsi
teplotni optimum okolo 30 °C)

« patogenita obecné nizka (kromé oslabenych osob, tj.
imunokompronitovani, dlouhodobé hospitalizovani,
popaleniny, ...)

 nozokomialni infekce zejm. respiracniho traktu 9/39



I Pseudomonas aeruginosa

G- tycky, aerobni, OXI+, KAT+, typicka zelena
pigmentace (lat. aerugo - médenka), typicky zapach
po jasminu, starsi kultury po amoniaku, pestra
biochemicka aktivita

 napada oslabené jedince (popaleniny,
imunosuprese, jina zavazna onemocneni jako
diabetes, cysticka fibroza, ...)

« zdravé lidi muze kolonizovat — vektor sireni
nozokomialnich nakaz

* nejhorsi prognozy u infekci popalenin, sepsi
novorozencll, osteomyelitidy a devastujicich
infekci oka (proteolytické enzymy)

- Casté rezistence, protipseudomonadova ATB 10/39



I Pseudomonas aeruginosa (2)

emlab.com

- acteriology.net

Typicky kmen pseudomonady  Vyjimecny kmen pseudomonady
se zelenym pigmentem s modrym pigmentem
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I Rod Burkholderia

* Burkholderia cepacia

- nozokomialni nakazy (predevsim dychacich cest,
pacienti s cystickou fibrozou)

- pacienti s cystickou fibrozou casteé (i trvalé)
zaneéty dychacich cest, nejcastéji:

- Pseudomonas aeruginosa
- Staphylococcus aureus

- Haemophilus influenzae
- Burkholderia cepacia

- Aspergillus sp.
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l Rod Burkholderia (2)

* Burkholderia mallei
- vozhtrivka (malleus)
- lymfadenopatie se sepsi | |

- vyskyt u koni, oslU a ovci &

- Vv pripadée prenosu g
na &lovéka fatalni

 Burkholderia pseudomallei

- melioiddza (pseudomalleus) - casto
bezpriznakove, v pripade klinické manifestace
sepse (nelecena ma mortalitu 95 %)
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| Dalsi GNFB

* rod Acinetobacter (OXI-)

- A. baumannii - nozokomialni infekce, respiratorové
pneumonie, sepse

* rod Stenotrophomonas (OXI-)

- S. maltophilia - u oslabenych nozokomialni
infekce s vysokou mortalitou (Caste rezistence na
ATB)
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I Diagnostika hemofiltil a pasteurel

 primé metody

mikroskopie - kratke G- tycky

kultivace - pasteurely nerostou na Endoveé
agaru (rostou Enterobacteriaceae, Vibrionaceae a
GNFB), hemofily ani na obycejném KA,
pouzivameé cokoladovy nebo Levinthaldv agar
(testy ATB citlivosti) (s vyjimkou soucasné
kultivace s jinym mikrobem - satelitovy fenomeén);
typicky zapach nebo citlivost k ATB

biochemicka identifikace — mozné ji pouzit
antigenni analyza - u hemofill (Hib)
detekce DNA - rutinné se nepouziva

* neprimé metody se témér nepouzivaji 15/39



I Satelitovy fenomeén

 hemofily potrebuji ristové faktory z erytrocyti

- nejsou samy schopny je narusit —» narusit je muze
pritomnost dalsiho mikroba (zlaty stafylokok s
hemolyzou) nebo je narusime laboratorne
(¢okolddovy, LevinthalGv agar apod.)

« rist hemofila pouze okolo
stafylokokoveé cary
(popr. se uziva bacitracinovy
disk ve vyssi koncentraci
k odclonéni ostatnich bakterii)




I Rast hemofild na CA a KA

Hemofily - vlevo na cokoladovém agaru, vpravo jako satelit na KA
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I Vyhledavani respiracnich patogenti

1) ockovano tamponem
2) ockovano klickou
3) stafylokokova Cara

4) disk BH (bacitracin pro
hemofily)

5) disk V+K (vankomycin a
kolistin pro meningokoky)

na celé naockované plose
patrame po hemolytickych
streptokocich (bezbarvé) a
po stafylokocich (spise bilé
Ci zlatave)
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Vyhledavani respiracnich patog. (2)

bacitracinovy disk mdze byt umistén budto na v téchto mistech hledame hemofily
stafylokokovou ¢aru, nebo cca 1 cm od ni,
pouzivaji se oba zpUsoby




I Rustové faktory hemofilli

« specifické potreby ristovych faktortt hemofili:
- H. parainfluenzae faktor V (NAD)
- A. (H.) aphrophilus faktor X (hemin)
- H. influenzae oba faktory (X+V)
« pouzivame disky s témito faktory:
- jeden s faktorem X
- druhy s faktorem V
- treti se smési X a V
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I Rustové faktory hemofilt (2)

Haemophilus Haemophilus Haemophilus
aphrophilus influenzae parainfluenzae
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22/39

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

ustové faktory hemofill (3)

R




I Antigenni analyza hemofill

 dnes komercni soupravy pro analyzu

« drive se vyuzivalo jevu tzv. koaglutinace se
stafylokokem, kdy aglutinat byl hustsi diky navazani
stafylokoka na F. konec protilatky proti hemofilovi

f kolaz s pouzitim:
www.microbes-edu.org 23/39
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| citlivost rodu Pasteurella k ATB

G- bakterie nejsou citlivé na vankomycin

* vankomycin lIze pouzit jen u G+ (vsechny streptokoky a
vétdina stafylokoku a enterokoku je citliva)

- malo bakterii je citlivych na penicilin, obzvlasté mezi
G- tyCinkami

 kombinace citlivosti k penicilinu a rezistence
k vankomycinu pomerne specificka pro rod Pasteurella
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I Diagnhostika GNFB

 primé metody
- mikroskopie - G- tycky, Acinetobacter je G- kok

- kultivace - rostou na vétsiné ptd vé. KA a ENDO
(nefermentuji Glc a vétsinou ani Lac —» tmaveé
zbarveni kolonii na ENDO je dané pripadnym
pigmentem)

- biochemicka identifikace - mozna, ale je potreba
pouzit testy, zjistujici aerobni respiraci (ne
fermentaci); nutno pouzit snizenou teplotu a
prodlouzenou inkubaci

- antigenni analyza, detekce DNA - rutinné se
nepouzivaji

 neprimé metody se pouzivaji zridka 25/39



I Diferencialni diagnostika GNFB

 pseudomonady:
- typicka vané (mladé kultury)

- tvori pigmenty (nejcasteji zelené — pigment
pyoverdin, nékdy modre Ci rezave), nejlépe viditelne
na MH (na KA a ENDO perletovy lesk kolonii)

- OXI+

- ostatni nefermentujici, (pripadné spornée
pseudomonady) rozliSime biochemicky

- napr. NEFERMtestem 24 (v kombinaci s oxidazovym
testem)
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| Oxidazovy test GNFB

Pseudomonas OXI+
Burkholderia vétsinou OXI+

Stenotrophomonas véetsinou OXI-
Acinetobacter OXI-
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| NEFERMtest 24

« pro biochemickou identifikaci GNFB uzivame
vétdinou Nefermtest 24 (nebo podobny jinych vyrobcd

« 24 reakci (trojstrip)

« kod se tu tvori jinym zplisobem:
- prvni Cislice je 0 (OXI-) nebo 1 (OXI+)
- dalSich 6 &islic pochazi ze sloupcu H az C

- sloupce B a A se nepocitaji (pouzivaji se jen pro
pripadné dalsi rozliseni)
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] NEFERMtest 24 (2)

* do jednoho ramecku
Ize vlozit Ctyri trojradky
pro ctyri kmeny,
kazdy se identifikuje
pomoci 24 reakci

Foto: Mikrobiologicky ustav, O. Z.



| citlivost GNFB k ATB

« GNFB rostou ochotné na nejruznéjsich médiich

* pro testovani i léCbu pouzivame pomerne silna
= = = V4 7 v n ’ O V4
antibiotika, nevhodna pro lecbu infekci zpusobenych
béznymi bakteriemi

cefalosporiny 3. generace* (jen nekteré¢, tzv.
,protipseudomonadove", jako je ceftazidim)

protipseudomonadoveé peniciliny, monobaktamy
a karbapenemy* (imipenem, piperacilin/tazobactam)

aminoglykosidy (gentamicin, amikacin)
fluorochinolony (ciprofloxacin, ofloxacin)
polypeptidy (kolistin)

*a jejich kombinace s inhibitory betalaktamaz 30/39



Ukol 1: Mikroskopie suspektnich
kmeni

* obarvete kmeny podle Grama a do tabulky vepiste
vysledky

* kmen, ktery neni G- tycka, nebude studovan v ukolech
3az5
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I Ukol 2: Kultivace na agarovych
pudach
. popiétg kolonie na KA, pokud na KA nerostou, popiste
je na CA
« popiste rust na ENDO

 zhodnotte narust na MH agaru (pigmentace)
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Ukol 3: Identifikace Pasteurellaceae

* ukol 3a: Satelitovy fenomén (zakreslete a popiste,
jak vypada satelitovy fenomen)

« kol 3b: Identifikace hemofilli podle potreby
rustovych faktoru (uréete kmeny podle potfeby ruznych
rustovych faktory)
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I Ukol 3: Identifikace Pasteurellaceae

« Ukol 3c: Detekce kapsularnich antigentl H. influenzae

kolaz s pouzitim:
www.microbes-edu.org

* Ukol 3d: Detekce P. multocida pomoci typického
vzorce citlivosti (citlivé k penicilinu, rezistentni k

vankomycinu
34/39



) Ukol 4: Hajnova piida
Ukol 5a: Oxidazovy test

kmen, ktery fermentuje glukozu (zluta barva)
oznacte jako ,,+“;

kmeny nefermentujici (cervena) jako ,—"

oxidaza:

- Pseudomonas OXI+

- Burkholderia vétsinou OXI+

- Stenotrophomonas vétsinou OXI-
- Acinetobacter OXI-

Pseudomonas (pigment, typicka viiné, OXI+)
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| Ukol 5b: Podrobné biochemické
testovani (NEFERMtest 24)

« vyhodnotte predlozené vysledky NEFERMtestu 24
« kultivace 2 dny pri 30 °C
« sedmimistny kod:

- prvni Cislice je 0 (OXI-) nebo 1 (OXI+)

- dalsich 6 cislic pochazi ze sloupcti H az C

- sloupce B a A se nepocitaji (pouzivaji se jen pro
pripadné dalsi rozliseni)
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) Ukol 6: Testy citlivosti patogent
na antibiotika

* ukol 6a: Test pro hemofila
* ukol 6b: Test pro pasteurellu
* ukol 6c: Test pro pseudomonadu

« Ukol 6d: Kontrola primarnich rezistenci u kmeni
burkholderie a stenotrofomonady (pouze na bocnim
stole)
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| Ukol 7: vztahy bakterii ke kysliku

« porovnejte rust bakterii v bujonech
(masopeptonovy a VL bujon) kultivovanych za
aerobnich a anaerobnich podminek

 GNFB jsou striktne aerobni
 Enterobacteriaceae fakultativne anaerobni

* anaeroby striktne anaerobni
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I Po tomto cviceni byste meéli umeét:

 popsat nejduleZitéjsi zastupce Celedi Pasteurellaceae a
nejvyznamnejsi zastupce gramnegativnich
nefermentujicich bakterii (GNFB), vC. diagnostickych
postupu, které vedou k Uspé&sné identifikaci

« vysveétlit pouziti ATB a typické vzorce citlivosti Celedi
Pasteurellaceae a GNFB

« vysvétlit co je satelitovy fenomén a na zaklade Ceho
vznika

« vyuzit specifické rustové faktory pro rozlieni hemofilu
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