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DALSI G- BAKTERIE
praktikum ¢. 5

Lékarska mikrobiologie — cviCeni
Mikrobiologicky ustav LF MU

http://colloidalsilversecrets.blogspot.cz



Prehled G- bakterii

Cviceni C.| Endo Skupina
P04  |roste |Enterobacteriaceae (GLC +, OXI -)
P04  |roste |Vibrionaceae (GLC +, OXI +)
P04 |neroste |{Campylobacter a Helicobacter
P05 [roste |G- nefermentujici bakterie (GLC -)
P05 |neroste |Pasteurellaceae
P05  |neroste [Dalsi G- tyCinky




Obsah cviceni

» Celed Pasteurellaceae
Hemofily
Pasteurella multocida
Charakteristika, vyznam, 1éCba
Diagnostika

» G- nefermentujici bakterie
Pseudomonady
Ostatni G- nefermentujici bakterie

Charakteristika, vyznam, |éCba
Diagnostika



Celed Pasteurellaceae - rod Haemophilus

» Kratké G- tyCinky, pod mikroskopem — od malych
kokobacili po dlouhé tycky.

» Nerostou na Endu ani na KA -

nedokazi ziskat z erytrocytu potfebné
rustove faktory. Na KA rostou pouz /{;jﬁ*‘ i
pFi spole¢ném rustu s jinymi R
mikroorganismy (satelitovy fenomé [=piz:
» Rust na ¢okoladovém agaru. & S

http://www.co.monroe.mi.us



Klasifikace hemofilu

» Haemophilus influenzae:
pouzderny typ b (Hib)
pouzderné typy a, c, d, e, f
neopouzdrené kmeny
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mnohem méneé patogenni).
» Haemophilus aphrophilus

» Haemophilus ducreyi, puvodce pohlavné pfenasené
choroby ulcus molle

» Velmi bézna je pritomnost hemofilli v krku 2>
pochybna patogenni role (zvlast v pfipadé Haemophilus
parainfluenzae nepredpokladame, ze by byl patogenem).



Hemofily - klinicky vyznam

Haemophilus influenzae

» Virulentni kmeny maji polysacharidové pouzdro (a az f),
nejCasteji typ b (Hib).

epiglotitida (zanet hrtanove priklopky), meningitida,
pneumonie a sepse.

» Dale otitis media a sinusitida.

» Od roku 2001 povinné o€kovani déti.



Hemofily - klinicky vyznam

Haemophilus ducreyi

» Ulcus molle — mekky vred —
pohlavni choroba vyskytujici se
predevsim v subtropickych a
tropickych oblastech.

» Pozor — ulcus durum - tvrdy vied — jeden z pfiznaku
syfilis, zplisobené Treponema pallidum

www.fmt.am.gov.br



Hemofily - rustové faktory

» Hemofily vyZaduji z erytrocytu urcité rustové faktory,
jejichz potreba je druhové specificka:
H. parainfluenzae vyzaduje faktor V (= NAD)
H. aphrophilus vyzaduje faktor X (= hemin)
H. influenzae vyzaduje oba faktory.

www.medmicro.info



Celed Pasteurellaceae — rod Pasteurella

Pasteurella multocida
» Bézna soucast mikroflory psich tlam.
» Clovék — zhnisani ran zpdsobenych pokousanim od psa.

» ,Pry” charakteristicky pach (podobny hemofilovému,
mozneé prirovnani k zapachu starého hadru).

» Neroste na Endu, roste na KA v koloniich podobajicich
se streptokokum a enterokokum.

» Rezistentni na vankomycin (pozor na VRE!) a citliva na
penicilin = indikator.



G- nefermentujici bakterie -
charakteristika (GNFB)

» Obecneé:
striktni aerobové

bakterie z vnéjsiho prostredi (saprofyté), Casto rostlinné
patogeny

nefermentuji — degraduji cukry aerobni respiraci, a jejich
adaptace na vnejsi prostredi se projevuje i jinak — Casto
maji nizké teplotni optimum a Casto jsou pigmentovane,
tim vzdoruji slunci ve vnejSim prostredi

» Patfi sem (mimojine): Pseudomonas aeruginosa, rody
Acinetobacter, Burkholderia nebo Stenotrophomonas



G- nefermentujici bakterie: patogenita

» Bakterie z vnejsiho prostredi — zdravého Clovéeka
vetsinou nenapadaji.

» Cilem jsou imunokompromitovani pacienti — s
popaleninami, pacienti JIP, po transplantacich atd.

- U dlouhodobé hospitalizovanych nezpusobuiji jen infekce
ran, ale Casto je nachazime i napr. v dychacich cestach
Ci dokonce v krevnim rec€isti. Zanéty nehtového luzka.

- Jde tedy o dulezité puvodce nozokomialnich nakaz.

- Nekdy je ale tezké odlisit pouhou kolonizaci od skutecné
infekce — zvlasté u povrchovych ran Casto nema smysl
pouzivat celkovou antibiotickou IeéCbu pri nalezu nekteré
z techto bakterii.



G- nefermentujici bakterie -
Pseudomonas aeruginosa

» G- rovna tycCinka.

» Charakteristicky zapach (jasmin) a barva (zeleny
pigment, vzacne modry).

» Vyskytuje se v odpadni vodé, stfeve obratlovcu, na
rostlinach a v pudé.

» Vyznamny puvodce nozokomialnich nakaz, kolonizuje
vlhka mista pacienta (usi, podpazi,..). -

» Vyznamny puvodce infekci popalenii /
téZkych operativnich vykond, kolonizac: |
katétrl, napadaji pacienty s malignitam :
cystickou fibrézou atd.

Foto: archiv ustavu



G- nefermentujici bakterie a cysticka
fibroza
» Cysticka fibroza je tézke, vrozené onemocneni plic s
poruchou produkce normalniho plicniho surfaktantu. To
vede ke zménénym charakteristikam plic, v€etné
mnohonasobné zvySeneho rizika infekce.
» NejcastéjsSimi puvodci jsou:
Pseudomonas aeruginosa
Burkholderia cepacia
Staphylococcus aureus

» Kmeny zpravidla ziskaji polyresistenci.



G- nefermentujici bakterie:
Pseudomonas fluorescens

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

www.bact.wisc.edu



G- nefermentujici bakterie - rod
Burkholderia

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

- % o
B ——
22 = T - beLibrary.org ® Buxton

» Burkholderia pseudomallei je puvodcem tézkého
onemocnéni: melliodiozy.

» Burkholderia mallei zpusobuje zoon6zu zvanou
malleus (Cesky vozhfivka). Je nebezpecna i pro Clovéka.

http://www.microbelibrary.org



G- nefermentujici bakterie:
Stenotrophomonas maltophilia a
Acinetobacter sp.

» Stenotrophomonas maltophilia — respiracni infekce,
infekce ran, infekce mocovych cest.

Pozn. k nazvu - Stenotrophomonas maltophilia — jméno
dle uzkého spektra vyzivy, ,maltozu-milujici®.

» Acinetobacter sp. — nepohyblivy (z rectiny — a-kineto).

http://clinicalmicrobiology.stanford.edu
http://www.bakteriologieatlas.de



http://clinicalmicrobiology.stanford.edu/
http://clinicalmicrobiology.stanford.edu/

Diagnostika hemofilu a pasteurel

» Kultiva€ni puda:

Pasteurely rostou na KA x hemofily nerostou na KA, ale
na cokoladovém agaru.

» Rust hemofilll na KA:

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

» Velikost kolonii:

Velmi drobné kolonie - pouziva se disk napustény k
bacitracinem k odcloneni ostatnich bakterii (ve vyssi
koncentraci nez v bacitracinovém testu).



Diagnostika hemofilu -
satelitovy fenomeén

» Hemofily potfebuji pro zisk rustovych faktoru z erytrocytu
tyto erytrocyty rozrusit. To je moznée:
Zahratim agaru = cokoladovy agar
Pritomnosti jiného mikroba = satelitovy fenomén —
vyoCkovani hemofil pres celou misku a vprostfed misky

naoCkovany pruh Staphylococcus aureus -> rozrusi
erytrocyty a umozni tak rust hemofili na KA.




Diagnostika hemofilu -
rustové faktory

» Rustové faktory hemofilu:
H. parainfluenzae vyzaduje faktor V (= NAD)
H. aphrophilus vyzaduje faktor X (= hemin)
H. influenzae vyzaduje oba faktory.




Diagnostika hemofilu a pasteurel -
antigenni analyza

» Komercni soupravy, vCetne latexovych castic.

» Koaglutinace = reakce se stafylokokem = aglutinat byl
hustsSi diky navazani stafylokoka na Fc konec protilatky
proti hemofilovi.

> = m
- f kolaz s pouZitim:
W microbes-edu.org



Diagnostika pasteurel -
vzorce citlivosti na ATB

» G- nejsou citlivé na vankomyecin (ten vSak pusobi na
v8echny streptokoky, vétSinu stafylokoku a enterokoku).

» Malo G- je takeé citlivych na penicilin.

—> citlivost na penicilin a rezistence k vankomycinu -
rod Pasteurella.

» Pozn. k hemofilum: Hemofily se na ATB citlivost testuji na
Levinthalové agaru (prefiltrovany Cokoladovy agar).



Diagnostika GNFB

» Mikroskopie — az na rod Acinetobacter jde o G- tyCinky.
» Kultivace - rust na vétsiné pud, nefermentuji glukézu a
vetsinou ani laktozu.

» Biochemie — |ze pouzit, ale pouze u testu zjistujicich
aerobni respiraci. Nutna kultivace testu pri snizené
teplote a prodlouzené dobe.

» Antigenni analyza, detekce DNA - rutinné se
nepouziva.



Diferencialni diagnostika GNFB (1)

» Gramovo barveni: G- tyCinky x jiné bakterie

» Endova puda: rostou

» Nefermentujici se odlisi od enterobakterii/vibrii tim, ze
nefermentuji glukozu. > na Hajnové pudé nedochazi k
zadné zméné barvy = zustava cela €ervena (muze byt
lehce nahnedla — pigmenty).



Diferencialni diagnostika GNFB (2)

» Pseudomonady:
Mladé kultury maiji typickou vuni

Tvori pigmenty (hlavne zelené — pigment pyoverdin, vzacnée
modre, narezavele)

Kolonie jsou nejlépe viditelné na MH, ale rostou i na KA,
Endo (zde maji perletovy lesk)

Oxidaza poazitivni
» Ostatni nefermentujici, pripadné sporne pseudomonady

- biochemie > NEFERMtest 24 (v kombinaci s
oxidazovym testem).



Diferencialni diagnostika GNFB (3)

» Oxidaza:
Pozitivni: Pseudomonas, Burkholderia
Negativni: Stenotrophomonas, Acinetobacter

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



NEFERMtest 24

» Trojstrip (minuly tyden byl dvojstrip)
» Tvorba kodu:
- Prvni Cislice je 0 (oxidaza negativni) nebo 1 (oxidaza
pozitivni).
- Dalsich 6 &islic pochazi ze sloupcti H az C. .
Sloupce A a B se nepoCitaji (pouzivaji se
jen pro pripadné dalsi rozliseni. LG
Jedna desti¢ka — 4 kmeny po tfech Fadcich, ;& = =
pro kazdy kmen 24 reakci. 2




ATB citlivost GNFB

» GNFB rostou na véetsiné medii.
» Pro leCbu i testovani se pouzivaji silna ATB nevhodna k
pouziti u béznych bakterii =
cefalosporiny 3. generace, Casto v kombinaci s inhibitory
betalaktamaz.

pseudomonadove cefalosporiny: protipseudomonadoveé
peniciliny, monobaktamy a karbapenemy (imipenem,
piperacilin/tazobactam)

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



Ukol é. 1 - Gramovo barveni

» Obarvéte podle Grama 12 podezielych kmenu (pro
zopakovani: natrit - nechat uschnout - fixovat
plamenem - pote barvit: Gram 30 s - Lugol 20-30 s =
oplachnout vodou - alkohol 15-20 s - oplachnout
vodou > safranin 60 - oplachnout vodou - osusit
filtracnim papirem (nedrhnout bunicinou ani nicim
jinym!) - imerzni objektiv - olej)

» OdliSite G+ bakterie od G- ty€inek/koku.



Ukol ¢. 2 — Kultivace na agarovych

pudach

» PopiSte narust kolonii na KA, ty které zde nerostou
popiste na Coko agaru.

» Popiste rast na Endové pudé — rostou x nerostou.
Neposuzujte fermentaci laktozy — nemame izolovaneé
kolonie.

» U jednoho kmene rostouciho na MH agaru si povSimnéete
tvorby pigmentu (pokud néjaké jsou). Tuto misku vyuzijte
| pro ukol 6b.

» Rust na KA: nerostou na ném hemofily



Ukol é. 3 - Identifikace Pasteurellaceae a
jejich presnéjsi urceni (1)

» 3a) Satelitovy fenomén — rust hemofili na KA kolem
linie naoCkovaneho stafylokoka > satelit. Zakreslete,
popiste.

» 3b) Identifikace hemofilu podle potreby rustovych
faktoru:

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



Ukol ¢. 3 - Identifikace Pasteurellaceae a

jejich presnéjsi urceni (2)

» 3¢) Detekce kapsularnich antigent H. Influenza:
Koaglutinace = reakce se stafylokokem - aglutinat byl

hustSi diky navazani stafylokoka na Fc konec protilatky
proti hemofilovi.

» 3d) Detekce P. multocida pomoci
typického vzorce citlivosti:

citlivost na penicilin a

rezistence k vankomycinu - rod Pasteurella.




Ukol é. 4 - Hajnova puda

» Zapiste si, které kmeny fermentuji glukdzu a které ne.
sStépeni laktézy (A = negativni, B = pozitivni)
stépeni glukdzy (C = negativni, D = pozitivni)
produkce H,S (pozitivni = z€ernani pudy)

tvorba plynu (pozitivni = potrhana puda il
bublinky, puda vysunuta nahoru) Al IBl|C|ID




Ukol é. 5 - Uréeni G- glukézu
nefermentujicich bakterii a G- koku (1)

» 5a) Oxidazovy test:

GNFB: Pseudomonas je vzdy pozitivni, Burkholderia
vétSinou pozitivni, Stenotrophomonas byva zpravidla
negativni. Oxidaza pozitivni bakterie s typickou vuni a
pigmentem (zpravidla zelenym, ridCeji modrym Ci zrzavym)
je prakticky s jistotou Pseudomonas aeruginosa (neni nutno
provadet biochemii 5a



Ukol é. 5 - Uréeni G- glukézu
nefermentujicich bakterii a G- koku (2)

» Sb) Podrobné biochemickeé testovani:
NEFERMtest 24:

» Tvorba koédu:
Prvni Cislice je 0 (oxidaza negativni) nebo 1 (oxidaza
pozitivni).
DalSich 6 Cislic pochazi ze sloupcu H az C.
Sloupce A a B se nepocitaji (pouzivaji se jen pro pripadné
dalsi rozliseni.
Jedna destiCka — 4 kmeny po trech radcich, pro kazdy kmen
24 reakci.



Ukol &. 6 — Testy citlivosti patogenti
na antibiotika

» 6a, b, ¢): Odectete difuzni diskovy test pro kmen urceny
jako Haemophilus influenzae, pasterela a
pseudomonada.

» 6d): Kontrola primarnich rezistenci u kmenu burkholderie
a stenotrofomonady — pouze na bocCnim stole.



Ukol &. 7 - Vztahy bakterii ke kysliku

» Porovnejte rust bakterii v bujonech (masopeptonovy a
VL bujon) kultivovanych za aerobnich a anaerobnich

podminek

» GNFB jsou striktné aerobni
» Enterobacteriaceae fakultativné anaerobni
» Anaeroby striktné anaerobni



Po tomto cviceni byste méli znat:

» G- tyCinky Celedi Pasteurellaceae — hemofily, pasterely:
vyznam, diagnostika, léCba

» GNFB - pseudomonady, rody Acinetobacter,
Burkholderia a Stenotrophomonas: vyznam, diagnostika,
léCba



