GRAMNEGATIVNI
BAKTERIE II.




e Ktere jsou klinicky vyznamne G+ koky?
Stafylokoky, streptokoky, enterokoky

e A ktere klinicky vyznamné G+ tyCinky?
Napr. listerie, koryneformni tyCinky, bacily
e A obligatne patogenni enterobakterie?
Yersinie (hlavne Y. p.), shigely, salmonely (AP!)
e A nejakeé potencialneé patogenni?

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



e Je rozdil mezi enterokokem a enterobakterii?

Enterokok je G + kok, enterobakterie, vCetne rodu
Enterobacter, jsou gramnegativni tyCinky. Ovsem,
vSechny maji néjaky vztah ke stfevu obratlovcu.

e Které bakterie rostou na Endové pudé?
Enterobakterie, Vibrionaceae, G- nefermentuijici

e Jak je vzajemne rozlisime?

Nefermentujici nefermentuji glukézu, vibria jsou OX +
e Jak pozname fermentaci glukozy?

Napfiklad puda dle Hajny pfi kultivaci nefermentujicich
zustane Cervena. (Existuji i razné dalSi testy.)




e V ¢em vSem je uziteCnha Endova puda?
Jednak na ni rostou jen NEKTERE

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

e Které dalSi pudy se pouzivaji u enterobakterii?
CIN (yersinie), XLD, MAL aj. (salmonely)

e Jak odlisime EPEC? A jak S. Enteritidis?

V obou pripadech antigenni analyzou na skle.




Rod Haemophilus es

e Hemofily jsou kratké G- tyCinky, patri do Celedi
Pasteurellaceae

e V mikroskopu- od malych kokobacilu po
dlouhée tyCky

e Nerostou na ENDU,
dokonce ani na KA,
protoze nejsou schopn
ziskat z krvinek rustove

faktory, ktere potrebuiji.




Klasifikace hemofilu sel
e Haemophilus influenzae
pouzderny typ b (Hib)
pouzderné typy a, c, d, e, f
neopouzdrené kmeny

a4 LD a4

mnohem meéne patogenni), Haemophilus aphrophilus
a mnoho dalSich druhu

e Haemophilus ducreyi, puvodce pohlavné prenasené
choroby ulcus molle

e Velmi bézna je pritomnost hemofilu v krku, pficemz
patogenni role je velmi pochybna. Zvlast v pripade
Haemophilus parainfluenzae nepredpokladame, ze by
byl patogenem.



Haemophilus influenzae cess

e Dlouho povazovan za puvodce chripky.

e Virulentni kmeny maji polysacharidové pouzdro
(a az f), nejcasteji typ b (Hib).
predskolnich deti - epiglotitida, meningitida,
pneumonie a sepse.

e Dalsi Caste choroby jsou otitis media a
sinutisitida. R

e Odr. 2001 ocCkovani deti




Rustové faktory hemofilu

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

e H. parainfluenzae vyzaduje faktor V (= NAD)
e H. aphrophilus vyzaduje faktor X (= hemin)
e H. influenzae vyzaduje oba faktory.




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




Pasteurella multocida 43

e Pasteurella multocida je béznou florou v
dychacich cestach psovitych a koCkovitych
Selem.

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

e Ma podobny charakteristicky pach, podobny

hemofilovému, ale na rozdil od nej roste na
krevnim agaru (nikoli vSak na Endové pudé)

e VVypada tam jako neco mezi streptokokem a
enterokokem, ale je rezistentni na vankomycin,
coz obvykle mikrobiologa ,trkne”.



Gramnegativni nefermentujici | s:

bakterie

e Nejbeznegjsi bakterie ze skupiny gramnegativnich
nefermentujicich bakterii je Pseudomonas
aeruginosa

e Mezi dalsi patri napr. rody Acinetobacter,
Burkholderia nebo Stenotrophomonas

e Striktné aerobni bakterie

e Obecné: Jsou to bakterie z vnéjsiho prostredi
(saprofyte), Casto rostlinné patogeny, ,bakterie-
zbabelci®, ktere si netroufnou na zdraveho Cloveka.
Jejich terCem jsou pacienti s popaleninami, klienti
ARK, JIP, transplantaCnich center a podobne




Pseudomonas aeruginosa

e Rod Pseudomonas zahrnuje
desitky druhu

e G- rovna tyCinka

e Charakteristicky zapach (jasmin) a barva (zeleny
pigment)

e \Vyskytuje se v odpadni vodé, strevé obratlovc,
na rostlinach a v pudé

e Vyznamny puvodce nozokomialnich nakaz,
Kolonizuje vihka mista pacienta (usi, podpazi,..)
e Infekce popalenin, tezke operativni vykony,
Katetry, maligni procesy, cysticka fibroza atd.
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Nefermentujici a cysticka fibroza

e Cysticka fibroza je tezke, vrozené onemocnéni
plic s poruchou produkce normalniho plicniho

surfaktantu. To vede ke zmenenym
charakteristikam plic, vCethe mnohonasobnée

zvyseneého rizika infekce
e NejcastéjSimi puvodci jsou:
Pseudomonas aeruginosa
Burkholderia cepacia
Staphylococcus aureus
Kmeny zpravidla ziskaji polyresistenci.



Dalsi ,,nefermentujici®:
Pseudomonas fluorescens




Burkholderia cepacia &

Burkholderia cepacia zpusobuje hnilobu | ¢
cibule (Allium cepa), je to tedy typicky
rostlinny patogen
Nozokomialni infekce
dychacich cest




Burkholderia pseudomallei

* Burkholderia pseudomallei je
puvodcem tézkého onemocnéni-
melliodiozy

* Pribuzna B. mallei zpusobuje
zoonozu zvanou malleus Cili vozhrivka

Nebezpecne i pro
Clovéka




Stenotrophomonas maltophilia

Puvodci respiraénich infekci, ranné
infekce, infekce mocCovych cest




Acinetobacter sp.
Z rectiny: a-kineto- = ,,nepohyblivy*

org ® Buxton




Prehled metod

e Prime 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)
Neprimé metody se témer nepouzivaji



Odliseni od ostatnich podezrelych | ¢
(diferencialni diagnostika)

e Gramovo barveni odlisi gramnegativni tyCinky od
ostatnich bakterii

e Endova puda: jak jiz vime, rostou na ni z klinicky
vyznamnych jen enterobakterie, prislusnici Celedi
Vibrionaceae a gramnegativni nefermentujici
tyCinky

e Nefermentujici odlisi to, ze nefermentuji glukézu

(napf. Hajnova puda zustava po kultivaci cela
cervena, nezmeni vubec barvu)

e Pasteurellaceae mimo jine prozradi zapach



Diagnostika hemofilu
a pasteurel

e Pasteurely rostou na krevnim agaru

e Hemofily na krevnim agaru rust neumi, rostou na
cokoladovém agaru

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

e Maji droboucke kolonie, proto se pouziva disk
k odcloneni ostatnich bakterii (bacitracin, ale ve
VySSi koncentraci nez v bacitracinovem testu)



Satelitovy fenomén :

3y




Detekce hofiIL°|

Hemofily jsou %S,
rezistentngjSi nezl goe’
bakterie bézné flgry, °
takze rostou uvnitf zony,
ovsem jen kolem
stafylokokové Cary
(satelitovy fenomeén!
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K diagnhostice nefermentujicich

e Pseudomonady se zpravidla poznaiji:
Maji typickou vuni (mladé kultury)
Tvori pigmenty, nejCastéji , nekdy modré Ci
rezavé. Nejlepe jsou viditelné na MH, ale trochu i na
KA Ci Endove agaru

Maiji pozitivni oxidazu
e Ostatni nefermentujici, pripadne sporné

pseudomonady, musime rozlisit biochemicky,
napriklad NEFERMtestem 24



Ukol 1: Barveni kultur podle 3
Grama

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

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



Ukol 2: Kultivace bakterii e

Podivejte se na vysledky kultivace nasich bakterii na
cokoladovém agaru, krevnim agaru, Endové a MH
pudé. Popiste morfologii kolonii na krevnim agaru.

U bakterii, které na krevnim agaru nerostou, popiste
kolonie na Cokoladovém agaru.

Hemofily potrebuji faktory z erytrocytu, ale nejsou
samy schopny je narusit. Musime je tedy narusit,
napriklad zahratim (Cokoladovy agar)

Pasteurely na krevnim agaru rostou, na Endu vsak
nikoli

G- nefermentujici naopak rostou na vSech pudach




Pseudomonady na MH agaru a |::::
ostatnich pudach :

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

e VSe zelene, co vidite na agaru, je vytvorem
pseudomonady, resp. jejiho pigmentu
pyoverdinu

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



Ukol 3a: Satelitovy fenomén :

e Jak uz vime, satelitovy fenomeén znamena
rust hemofila pouze kolem stafylokokovée
cary.

e Pritomnost satelitového fenomeénu je

dukazem, Ze jde opravdu o prislusnika rodu
Haemophilus

e Kolonie jsou mrnavé, prohlizejte je dukladné!






Ukol 3c — antigenni analyza

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

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



Ukol 3c — antigenni analyza — | &

demonstrace vysledku :

e Zapiste vysledek aglutinace hemofilu dle obrazku
(jde o kmen K):




Ukol 3d: detekce Pasteurella | :3::

typickym vzorcem citlivosti :

e 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.

e Na druhou stranu, jen malo bakterii je citlivych
na penicilin, zvlast mezi G- tyCinkami.

e Kombinace citlivosti k penicilinu a rezistence
k vankomycinu je pomerné specificka pro rod
Pasteurella.



Ukol 4: Hajnova piida pro detekcil &::

G- nefermentujicich bakterii :

e Ctyfi z nadich kmenu rostly na Endové agaru
(vizte Ukol 2). Mohly by to byt G—
nefermentujici, Enterobacteriaceae Ci
Vibrionaceae.

e Typické pro G— nefermentujici je chybeéni
jakékoli zmény na Hajnové pudé (zustava
cervena, pripadna nahnedla barva nevadi, je
dana pritomnosti pigmentu)

e Zapiste vysledek do tabulky



Ukoly 5a: Oxidazovy test :

e Provedte oxidazovy test (pro pripomenuti:
reakcni ploska se prilozi na kolonie, pozitivita =
modré zbarveni)

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



Ukol 5b: NefermTest 24 e

e Pro presnou biochemickou identifikaci G—
nefermentujicich uzivame vetsinou Nefermtest

24 (nebo podobny jinych vyrobcu).
e Je to trojstrip (ne dvojstrip jako minuly tyden)
e Kod se tu tvofi 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
pripadneé dalsi rozliseni



NEFERMtest 24 — kmen Q
(1 223 777 = Burkholderia cepacia, 100,00 %, T;,=1,00)
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NEFERMtest 24 — kmen S

(0 226 504 = Stenotrophomonas maltophilia, 100,00 %, T, =1,00)
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Ukol 6 — testy antibiotické 3
citlivosti

e Hemofily nerostou na MH agaru

e Zpravidla se pouziva Levinthaluv agar
(prefiltrovany cokoladovy agar), na kterem jsou
zony lepe viditelné nez na klasickem
cokoladovem agaru

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

e G— nefermentujici naopak rostou ochotné na
nejruznéjsich médiich



Upozorneéni

e Hemofily tvori velmi mrnave kolonie. Pokud je
oCkujeme nahusto (jako pri testovani citlivosti
na antibiotika), jsou jeste mrnavejsi.

e Proto je na agaru neni moc videt. Je treba
najit vhodneé uhly mezi vasim okem, miskou s

hemofilem a dopadajicim svetlem — zprvu se
zda, ze tam nic neni!



Tabulka zon citlivosti — HEM

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




Tabulka zon citlivosti —

neferm.
Antibiotikum Zkratka |Referenc.
zona*
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
Colistin CT 12 mm







Zény u hemofilll jsou casto velké
a splyvajici, coz studenty mate!

Jsou-li zony tak velke,
Ze se nedaji zmérit,
tak je nemeérte a
prosté rovnou napiste,
ze kmen je na dané
antibiotikum citlivy.

Zelené jsou vyznaceny
hypotetické okraje zon
— vsimnéte si, ze

Z naprosté veétsiny bud’
splyvaji, nebo jsou
mimo misku




Ukol 7: Pseudomonas jako striktni | 3
aerob (na rozdil od jinych)

e Pseudomonada je striktne aerobni bakterie, nikol
fakultativne anaerobni jako napriklad Escherichia
coli, natoz striktne anaerobni jako Bacteroides
fragilis (bude probirano v P 07).

Kmen |Bujon VL-bujon |Vysledek

N roste neroste Striktné aerobni bakterie
T neroste |[roste Striktni anaerob

M roste roste Fakultativni anaerob




