Nez doopravdy zacheme:

'm Zapalte si kahany. Kazdy pdlstil si vezme
jedno podlozni skliCko a kapne na negj

MALOU kapku fyziologického roztoku. Na
kazdem stole obarvete oba kmeny.

m Udélejte POUZE TOTO, nepokracuijte
v barveni — to budeme delat az po vykladu!
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@ Dil paty:

‘ Gramnegativni zlocCinci |




Opéet zacheme testikem...

“m Které jsou klinicky vyznamné G+ koky?
Stafylokoky, streptokoky, enterokoky

m A které klinicky vyznamné G+ tyCinky?

Napr. listerie, koryneformni tyCinky, bacily

m A co obligatne patogenni enterobakterie?
Yersinie (hlavne Y. p.), shigely, salmonely (AP!)
m A nejake potencialné patogenni?

Escherichie, klebsiely, enterobaktery, serracie,
protey, providencie, morganely, citrobaktery...




Testik pokracCuje...

“m Je rozdil mezi enterokokem a enterobakterii?

Setsakramentsky! Enterokok je G + kok,
enterobakterie, vCetne rodu Enterobacter, jsou
gramnegativni tyCinky. OvSem, vSechny maji nejaky
vztah ke strevu obratlovcu (stejné jako enteroviry)

m Které bakterie rostou na Endoveé pude?

Enterobakterie, Vibrionaceae, G- nefermentujici

m Jak je vzajemne rozlisime?

Nefermentujici nefermentuji glukozu, vibria jsou OX +

m Jak pozname fermentaci glukozy?

Napfriklad puda dle Hajny pfi kultivaci nefermentujicich
zustane ¢ervena. (Existuji i ruzné dalSi testy.)




A testik jeste pokracuje...
“m V ¢em v3em je uziteéna Endova puda?
Jednak na ni rostou jen NEKTERE G- tyginky,

jednak rozlisi L+ a L- bakterie, coz je zejmena
pri diagnostice enterobakterii velka vyhoda.

m Které pudy se pouzivaji v dg. enterobakterii?
CIN (yersinie), XLD, MAL aj. (salmonely)

m Co udélat, kdyz pudy nestaci?

Biochemicke urceni (u nas napr. Enterotest 16)
m Jak odlisime EPEC? A jak S. Enteritidis?

V obou pripadech antigenni analyzou na skle




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

mOttO £ - (PSAE — zkratka pro Pseudomonas aeruginosa)
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Pribeh prvni

m Kubik je hodny kluk, ale jeho rodie jsou €leny &
jakési sekty a nechtéji Kubika nechat ockovat.
Nejradeji by ho meli porad doma, ale nakonec ho
prece dali do skolky...

m Po mesici ve Skolce zacal byt Kubik nachlazeny,
smrkal, kaslal, a nakonec se zacal dusit a sipave
dychat. Volali RZP, ukazalo se, ze Kubik ma zanet
priklopky hrtanove — nemoc, ktera se dnes uz moc

casto nevidi...




Kdo to Kubikovi udelal?

m Vinik; Haemophilus influenzae serotyp b (Hib)

m Hemofily jsou kratké gramnegativni tyCinky.
Nerostou na Endu, ale dokonce ani na KA

m Ze vSech hemofilu je nejhorsi H. influenzae. Ze
vsech kmenu H. influenzae jsou nejhorsi kmeny

opouzdrene. A ze vSech opouzdrenych pak ty,
které viastni pouzderny typ b

m Zpusobuji epiglotitidy, meningitidy a sepse. Ale
zaroven hemofily (zvlast' ty, které nepatri mezi
,HIb") jsou uplné bezneé nalézany-v krcich:







Celed Pasterurellaceae:
Pasteurely a hemofily

m Pasteurella multoc:da Je béznou flérou v psich
tlamach. U Cloveka zpusobuje zejména zhnisani ran
po pokousani psem Ci jinym zviretem. Ma podobny
charakteristicky pach jako hemofil, ale na rozdil od
nej roste na krevnim agaru. Vypada tam jako neco
mezi streptokokem a enterokokem, ale je rezistentni
na vankomycin, coz obvykle mikrobiologa ,trkne".

m Nejznamejsi hemofily jsou H. influenzae (druhove
jméno? Casto sekundarni infekce pfi ,chfipkovitych®
virozach), H. parainfluenzae a H. aphrophilus.
Pivodcem mékkého viedu je H. ducreyi.







Piibah druhy 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 mrtvemu zimnik
a provedli ster. Diky tomu se podarilo najit
cilenou terapii a pana Zapalku vyléecit — do
doby, nez zase neco zapali a zpusobl SI daIS|
popaleniny.




Kdo za to tentokrat muze?

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

m Vinikem by stejne dobre mohla byt | kterakoli jina
bakterie z teto skupiny, napr. Acinetobacter,
Burkholderia cepacia nebo Stenotrophomonas
maltophilia

m Obecné: Jsou to bakterie z vnejsiho prostredi,
casto rostlinné patogeny, ,bakterie-zbabelci®, ktere
si netroufnou na zdraveho Cloveka. Jejich tercem
Jjsou pacienti s popaleninami, klienti ARK, JIP
transplantac¢nich center a podobné.




U oslabenych
osob mohou
Zpusobovat
napr. i zanet
nehtoveho
lUzka.
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Jak se naucit nekteré nazvy

m Zatimco nekteré bakterialni nazvy se i1 chytry
student musi naucit zpameti, u nekterych si
bystrous muze pomoci.

m Napfriklad Burkholderia cepacia zpusobuje

hnilobu cibule (Alium cepa), je to tedy opravdu
klasicky rostlinny patogen

m Stenotrophomonas maltophilia je zase vlastne
zuzené-vyzivy-jednotka maltozu-milujici, tedy
takova panda mezi mikroby, ktera misto.
bambusu okusuje maltozu.




Toho logickeho je tu i vic!

s Jak vite, klinicky vyznamné bakterie pouZivaji
zpravidla jeden ze dvou typu metabolismu: fermentaci
a aerobni respiraci.

m Escherichia coli, ktera ma dost zivin, ale malo kysliku
(i kdyz jinych plynu si uzije dost ©) preferuje
fermentaci glukozy i jinych cukru.

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

= Adaptace na vnejsi prostredi se projevuje I pigmenty.




Pseudomonas aeruginosa na MH
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Prehled lekarsky
vyznamnych G - tyCek

Pribeh | Endo | Skupina

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

P04 |ne Campylobacter a Helicobacter

2. roste |G- nefermentujici bakterie (GLC -)
1. ne Pasteurelaceae

PO6 |ne Dalsi G- tyCinky, viz pristi praktikum




Prehled metod pouzitelnych k dopadeni
dnes probiranych zloCincu

m Primeée metody
Mikroskopie — pokud ji potrebujeme pro odliseni
od bakterii jiné morfologie

Kultivace — nefermentujici rostou na vétsiné pud,
Pasterurellaceae jsou mnohem vybiravejsi

Biochemicka identifikace — u obou skupin; u
nefermentujicich je zalozena na reakcich aerobni
respirace, vyzaduje W teplotu a 2 dny kultivace

Antigenni analyza — zejména u hemofilu (Hib)
Neprime metody se témer nepouzivaji




Fotografie z databaze zloCincu 1:
Hemofily
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Fotografie z databaze zlocCincu 2
Pseudomonas aeruginosa




Odliseni od ostatnich podezrelych
(diferencialni diagnostika)

. Grafhovo bérvehl’ odli&i 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

m Nefermentujici odlisi to, ze nefermentuji
glukézu (napr. Hajnova pujda zustava po
kultivaci cela cervena, nezméni vubec barvu)

m Pasteurellaceae mimo jiné prozradi zapach




K diagnostice hemofilti e

a pasteurel “
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= Pasteurely rostou na krevnim agaru

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

m Rostou tedy na cokoladovem agaru

m Na KA rostou v pritomnosti takove bakterie,
ktera jim krvinku ,otevre” (satelitovy fenomeén).
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 bacitracinovem testu)




K diagnhostice nefermentujicich

m Pseudomonady se zpravidla poznaiji:
= Maji typickou vuni (mlade kultury)
= Tvori pigmenty, nejcasteji zelene, nekdy modreé Ci
rezavé. Nejléepe jsou viditelné na MH, ale trochu |
na KA Ci Endove agaru

= Maji pozitivni oxidazu
m Ostatni nefermentujici, pripadnée sporne

pseudomonady, musime rozlisit biochemicky,
napriklad NEFERMtestem 24 .




NEFERMtest 24 8
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trojradky pro cCtyri
kmeny, kazdy se
identifikuje pomoci
24 reakci




Ukol 1: Defilé podezielych
(barveni kultur podle Grama)

m Obarvete podle Grama cCtyri podezrele
kmeny (pro zopakovani: natrit, nechat
uschnout, fixovat plamenem, pote barvit:
Gram 30 s, Lugol 30 s, alkohol 15 s, voda,
safranin 60 s, voda, osusit, imerzni obj.)

m Rozlisite bakterie podle tvaru a typu
bunecne steny. Pro vzajemne G- tyCinek
musite pokracovat dal.




Ukol 2 Kultivace hemofilCi
Ukol 3 Rustové faktory hemofilti

m Prohlédnéte si vysledky kultivace hemofilu
na cokoladovém a krevnim agaru a popiste
morfologii kolonii. VSimnete si, ze na
krevnim agaru roste hemofil pouze v okoli
stafylokoka (satelitovy fenomen)

m Ne vSechny hemofily potrebuji stejne
faktory. H. parainfluenzae potrebuje faktor
V (coz je NAD), H. aphrophilus faktor X (coz
je hemin), H. influenzae potrebuje oba.
Pouzivame disky napustene temito faktory.




Test rustovych faktoru hemofilu

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

Haemophilus  Haemophilus Haemophilus
influenzae parainfluenzae  aphrophilus




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



Uz mne nebudete potrebovat!
Vypnuli jste mne,  oCistili a zakryli?

|




Ukol 4 — antigenni analyza

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

m Prohlédnéte si video




Ukol 5 — testy antibiotické citlivosti

m Hemofily nerostou na MH agaru

m Zpravidla se pouziva Levinthaluv agar
(prefiltrovany Cokoladovy agar), na kterem
jsou zony lepe viditelne nez na klasickém
cokoladovem agaru

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

= Pripadnou diskovou rezistenci k ampicilinu je
tfeba ovéfit testem produkce betalaktamazy




Upozorneni

m Hemofily tvori velmi mrnaveé kolonie.
Pokud je oCkujeme nahusto (jako pri
testovani citlivosti na antibiotika), jsou
jesté mrnavejsi.

m Proto je na agaru neni moc videt. Je treba
najit vhodné uhly mezi vasim okem,
miskou s hemofilem a dopadajicim
svetlem — zprvu se zda, ze tam nic neni!




Tabulka zon Cltllvostl — HEM

Antlblotlkum

Zkratka |Referenc.
zona”*

Ampicilin (aminopenicilin) |AMP 22 mm
Ko-amoxicilin (am.+inhib.) |AMC 20 mm
Chloramfenikol C 20 mm
Doxycyklin (tetracyklin) DO 29 mm
Ko-trimoxazol (smes) SXT 26 mm
Azithromycin (makrolid) VA 26 mm




Ukoly 6 a b ¢ d: Dg. pseudomonad

= \V Ukolu 6 a) c) d) provedete testy slouZici
K.diagnostice pseudomonad, dle protokolu

6 a Popiste kolonie na KA, Endove agaru a MH.
Nezapomente je ocCichat. Pri prirovhavani se
fantazii meze nekladou (jasmin? jahody?
plastelina?)

6 ¢ Zaznamenejte rust na pudé dle Hajny
6 d Provedte oxidazovy test
m \V/ Ukolu 6 b) si ozrejmite, ze pseudomonada
je striktne aerobni bakterie, nikoli fakultativhe
anaerobni jako napriklad Escherichia coli







Ukol 7 — testy antibiotické citlivosti

m Na rozdil od hemofilu rostou pseudomonady
na nejruznejSich pudach vcetné MH
m Bude se vam mozna znat, ze ,prece ty

pseudomonady nejsou tak hrozne rezistentni,
jak nam ti hloupi asistenti rikaji*. Jenze —
citlive jsou tehdy, kdyz pouzijeme sestavu
specialnich protipseudomonadovych
antibiotik, a 1 to jenom nekdy.

m Vsimnete si, ze pseudomonada diky tvorbe
pigmentu zpravidla barvi MH agar na zeleno




Tabulka zon Cltllvostl — PS 1

Antlblotlkum

Zkratka |Referenc.
zona*

Piperacilin + tazobaktam |TZP 18 mm
Gentamicin (aminoglykos.) [CN 15 mm
Ofloxacin (chinolon 3 gen) |OF 16 mm
Ciprofloxacin (chin 3 gen) |CIP 21 mm
Ceftazidim (CS 3 gen) RD 18 mm
Cefoperazon CF 21 mm
Colistin CT 10 mm




Tabulka zon Cltllvostl - PS 2

Antlblotlkum

Zkratka |Referenc.
zona”*

Amikacin (aminoglykosid) [AK 17 mm
Cefoperazon + sulbaktam |SCF 21 mm
Aztreonam (monobaktam) |ATM 22 mm
Cefepim (cefalosp. 4 gen) |FEP 18 mm
Imipenem (karbapenem) |IPM 16 mm
Meropenem (karbapenem) MEM 16 mm
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8 Nez opustite
By praktikarnu. ..

...plaste laskave nepohazujte po
praktikarne, nybrz je poveste na
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vesak tak, aby nespadly.




Nashledanou pri
calsim it SESEUDOM@NNSENS

10“ INTERNATIONAL CONGRESS ON PSEUDOMONAS
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O pseudomonadach
se, jak vidite,
poradaji i cele
konference.




