NA STOPE PACHATELE

Dil Sesty:
1) Gramnegativni bakterie II*

2) Gramnegativni bakterie [I1**
*G— nefermentujici tyCinky, Celed
Pasteurellaceae

** G— koky a ostatni G— tyCinky

Autor prezentace: Ondrej ZahradniCek (kontakt:
zahradnicek@fnusa.cz). K praktickému cviceni pro Bi7170c
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PO4 roste |Enterobacteriaceae (GLC +, OXI -)
PO4 roste |Vibrionaceae (GLC +, OXI +)

P04 ne Campylobacter a Helicobacter

G- nefermentujici bakterie (GLC -)

Pasteurellaceae

Dalsi G- tyCinky
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Celed Pasteurellaceae a Gram—
nefermentujici bakterie




Klinicka
charakteristika —
Pasteurellaceae



Pribéh 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 hrtanove — nemoc, ktera se
dnes uz moc casto nevidi...



Kdo to Kubikovi udélal?

* Vinik: Haemophilus influenzae ser. b (Hib)

 Hemofily jsou kratké gramnegativni tycCinky.

Hemofily patri do celedi Pasteurellaceae spolecné
s rodem Pasteurella (viz
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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

vV eV 7/

meningitis a sepse. Zpusobuje je hlavné
Haemophilus influenzae, serotyp b.
» Dalsi ¢asté choroby jsou otitis media a sinusitis (zde

po Streptococcus pneumoniae a spolecné n
s Moraxella catarrhalis)

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



Hemofilové onemocnéni

http://www.immune.org.nz




www.fmt.am.gov.br

Ulcus molle

e 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 pfrilis silny.
Pes utekl ven a narazil pravé na Janu. A tak skoncila
Jana s pokousanou nohou.

* Majitelé prokazali, ze pes je ockovan proti vztekline.
Avsak v ranée se brzy objevil hnis. Ten pak byl poslan
do laboratore. A zlo€incem 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 (nékteri
ho spise prirovnavaji k pachu starého hadru), ale na rozdil
od néj roste na krevnim agaru (nikoli vSak na Endové
pudé)

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
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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 stér. Diky tomu se podarilo najit
cilenou terapii a pana Zapalku vylécit — do doby,
nez zase néco 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, napr. Acinetobacter, Burkholderia
cepacia nebo Stenotrophomonas maltophilia

e Tyto bakterie jsou vetsinou striktne 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
pigmentovane, 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 clovéka. Jejich tercem jsou pacienti s
popaleninami, klienti ARK, JIP, transplantacnich center a
podobne.

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

Jde tedy o dulezité puvodce nozokomialnich nakaz

Nékdy je ale tézke odlisit pouhou kolonizaci od skutecné
infekce — zvlasté u povrchovych ran casto nema smysl
pouzivat celkovou antibiotickou IéCbu pfi nalezu nékteré
z téchto bakterii



U oslabenych
osob mohou
zpusobovat
napr. i zanét
nehtového
l0zka.

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 ¢asto nemocna.

* Posledné to byl Staphylococcus aureus. Tentokrat to
oylo jiné: puvodcem byla Burkholderia cepacia,
jedna z G— nefermentujicich tycinek




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

* Nejcastéjsimi 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
ard bloced by mucus

Healthy lungs 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

http://www.microbelibrary.org ‘ B L )

ASM MicrobeLibrary.org © Buxton



Burkholderia pseudomallei

Burkholderia pseudomallei je puvodcem mellioiddzy.
Pribuzna B. mallei zpusobuje zoon6zu zvanou

maIIeus CI|I vozhrlvka (SK soplavka)
- JI- i




Stenotrophomonas maltophilia

http://www.scielo.cl http://clinicalmicrobiology.stanford.edu http://www.microbelibrary.org

ey

tropho je dlouhé jméno, ale
snadno si ho zapamatujete: je to , Uzké-vyzivy-
jednotka maltozu-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 provadéji aerobni
respiraci. Porovnejme nyni dvé bakterie:

* Escherichia coli zije ve strevé. Ma dost zivin, ale malo
kysliku (i kdyZ jinych plyn0 si uzije dost ©) preferuje
fermentaci glukdzy i jinych cukrd. Escherichia coli je

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

* Naopak pseudomonady maji kysliku habadeéj, 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 striktné aerobni bakterie, nikoli
fakultativné anaerobni jako napriklad Escherichia coli (kmen
I11), natoz striktné anaerobni jako kmen Il (Bacteroides
fragilis, viz PO7).

Kmen VL-bujon |Vysledek

neroste Striktné aerobni bakterie

neroste




Diagnostika hemofilu
a pasteurel



Prehled metod pouzitelnych k dopadeni
bakterii Celedi Pasteurellaceae

* Primé metody
— Mikroskopie — kratké G— tyCinky

— Kultivace — Pasteurellaceae nerostou na Endove 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 temer 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 (biochemické, 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 cokoladovém 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 fenomén 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 ¢okoladovém
agaru, vpravo jako satelit na KA

Foto: Mikrobiologicky ustav (stranky






o Hemofily jsou rezistentnéjsi
DEte kce he mOfI | U nez bakterie bézné flory,
takze rostou uvnitr zony,
ovsem jen kolem
stafylokokové cary
(satelitovy fenomén)




RUstoveé 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.
e 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 smes obou



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




Antigenni analyza hemofilu

* Antigenni analyza se u hemofilu provadi obdobnym
zpusobem jako u jinych bakterii. Dnes jsou zpravidla
k dispozici komercni soupravy, obsahujici napft. i
latexové 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.

kolaz s pouzitim:
wWwWwW. microbes-edu ora



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 stafylokokUu a enterokoku je
citliva.

Na druhou stranu, jen malo bakterii je citlivych na
penicilin, zvlast mezi G— tycinkami.

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
lecbu hemofilovych infekci

Antibiotikum Zkratka |Referenc. zona

Penicilin (penicilin) P C>12/R<12

Ko-amoxicilin (penicilin) | AMC C>15/R< 15

Cefuroxim (CS Il. gen.) |CXM C>26/R<25

KyS. nalidixova (chinolon)** NA C=>23 / R<23
Tetracyklin (tetracyklin)* | TE C>25/R<22
Ko-trimoxazol (smés) | SXT C>23/R<20

*plati i pro doxycyklin **plati pro vSechny chinolony

Sestava pro pasteurelly je mirne jina, podobna



Diagnhostika
gramnegativnich
nefermentujicich

bakterii



Prehled metod pouzivanych u G—

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

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

— Biochemicka identifikace — mozna, ale je potreba pouzit
testy, zjisStujici 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 zmeény na
Hajnové pudé (zustava cervena,



Blizsi urCeni jednotlivych rodu a
druhu G— nefermentujicich

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

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

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

napfiklad 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.

* VSe zelené, 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

* 7 nejbéznejsich G— nefermentujicich tyCinek ma
Pseudomonas oxidazu pozitivni, Burkholderia
zpravidla také; Stenotrophomonas vétsinou ne a
Acinetobacter také nikoli.

Chidase ¢ (nadase
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).

* Je to trojstrip (ne dvojstrip jako minuly tyden)

e Kod se tu tvori ponékud jinym zpusobem:

— prvni Cislice je O (oxidaza —) nebo 1 (oxidaza +)
— dalSich 6 Cislic pochazi ze sloupcu 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 nejruznéjsich
médiich

* Pro testovaniilécbu pouzivame pomeérneé silna antibiotika,
nevhodna pro IéCbu infekci zplusobenych béznymi
bakteriemi

 Konkrétneé se tu pouzivaji
— cefalosporiny 3. generace™ (ale jen nékteré, tzv.

,protipseudomonadové”, 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 C>18 / R<18
gentam|C|n (amonoglykosid) CN C Z 15 / R < 15
ofloxacin (chinolon) | OFL C>16/R< 13
ciprofloxacin (chinolon) | C|P C>26/R<26
ceftazidim (CS Il gen.) | CAZ C>17/R<17
kolistin (polypeptid) |CT C>11/R<11

“protipseudomon. 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 ustav



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)

* Puvodci: 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 hlavnée Staphylococcus aureus (jako u
jinych zanetu kuze), lecba 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=2ZZPMV6DI1A
Cé&sub_cat=544



Vysetrovani a |écba
infekci stredniho ucha

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

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

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



G— BAK-
TERIE I



Prehled témat




Klinicka
charakteristika —
G— koky



Pribeh paty

* Honza byl mamincin mazlicek a s holkami to
neumeél. Tak se stalo, ze jesté ve dvaceti nemel
zadnou sexualni zkusenost. Kamaradi z néj méli
legraci. Jednou se na nej domluvili, opili ho a
zaplatili mu ,,spolecnici” na vecer. Honza mel
pocit, ze je konecné muzem... jenze pak prislo
svedéeni a odkapavani hnisu z mocové trubice.



Urcite tusite, kdo je vinikem

 Samozrejmé, je to Neisseria gonorrhoeae
(gonokok), puvodce kapavky.

* Kapavka se projevuje jako zanét uretry, u zen
také cervixu; asymptomaticky ¢i symptomaticky
se gonokoky vyskytuji i ve faryngu a v rektu.

* U zen naopak nejde o kolpitidu (zanét pochvy) a
proto pochva neni mistem, odkud by bylo
doporuceno odebirat u podezreni na kapavku
vytéry



Pribeh sesty

* Lucie se uz ctyri tydny ucila na zkousku
z fyziologie. Vubec nevychazela zdomu a jen
sedéla na zadnici. U zkousky méla pocit, ze ze
sebe nic nevydoluje, ale nakonec si na cosi
vzpomnela a prolezla s E-Ckem

e Vecer to s kamaradkami Sla oslavit na tanecni
party. Bylo tam nakoureno a tancovalo se do
hluboké noci. Druhy den Lucce nebylo dobre,
zacala mit teploty a pak se objevila i vyrazka.
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(pokracovani)

* Az tehdy se nechala odvézt do nemocnice na
infekcni oddeleni. V sanitce upadla do bezvédomi a
|ékari konstatovali rozvrat metabolismu. Po deseti

hodinach marné snahy o zac
zivotnich funkci Lucka zemre

* Takovy prubéh muze bohuze

novani zakladnich
a.

nekdy mit infekce

zpusobovana velmi zakernym pachatelem. Nékteré
jeho kmeny jsou pritomny v krku zcela zdravych

0s0b...



A timto vinikem je...

... Neisseria meningitidis neboli meningokok

Meningokok zpUsobuje meningitidy,
ale i sepse a jiné zavazne stavy; to vse se tyka
tzv. klonalnich kmenu.

« Jiné kmeny jsou ale docela nevinné a udava se, ze asi
deset procent populace ma meningokoka v krku

« Virulence souvisi zrejmeé predevsim s vybavou
proteinovymi antigeny. Naopak polysacharidové
antigeny urcuji predevsim to, zda kmen je
preventabilni ockovanim



ProC nekdy infekce nastane a jindy se nic
nestane

e Kinvazivni infekci dojde pouze pokud je kmen vysoce
virulentni (specifické klony mikroba) a hostitelsky
organismus je vnimavy

* Meningokok se prenasi tesnym kontaktem. Invazivni infekci
napomaha naruseni sliznice, napr. i kourenim ci predchozi
virovou infekci.

* Infekce propukne ¢asto tehdy, kdyz je télo oslabeno
neumernou fyzickou namahou po predchozi inaktivitée

Navzdory zavaznosti je meningokokova infekce u nas
pomérne vzdcnad, na rozdil od nekterych jinych casti sveta,
jak je videt na nasledujicim obrazku.



Meningokokova meningitida je
celosvetove velmi zavaznou nakazou

,Meningitis belt, kde se
hodné vyskytuje
meningokokova meningitis

vS8echny obrazky: http://www.infektionsbiologie.ch



Lécba

e Klicove je zabezpecit preziti pacienta (hlidat
krvaceni a acidobazickou rovnovahu)

e Zaroven se podavaji antibiotika

* Lékem volby dle guidelint je i dnes klasicky
penicilin, ale realné by se pouzil spise na mirnéjsi
infekce. U meningitid dnes prevazuji
cefalosporiny treti generace (ceftriaxon — dobry

prunik do likvoru) nebo dalsi antibiotika
(makrolidy, tetracykliny, chinolony)



Prevence ockovanim

e Vzhledem k nizké incidenci se v Evropé (navzdory
vysoké smrtnosti) zpravidla neockuje cela populace,
ale jen rizikové skupiny (vojaci, lidé v kontaktu
s rizikovymi kmeny)

* Problémem je seroskupina B, jejiz antigenni
determinanta je slaba. Dlouhou dobu nebyla
k dispozici zadna univerzalni vakcina proti této
skupiné (pouze proti jednotlivym typum). Nyni jiz
univerzalni vakcina existuje, ale jeji ucinnost je
nejista (prvni data hovori o ucinnosti kolem 74 %).



Vakciny

 Mezi vakcinami jsou rozdily. Staré polysacharidové
vakciny chrani hure nez nové konjugované vakciny

e Jsou také rozdily v seroskupinach (samotné C, A + C
nebo tetravakcina A+ C+ W135 +Y)

* Ba Cjsou zdaleka nejbéznéjsi v Cesku, ale napftiklad
pri hadzdzi do Mekky ( ) by se poutnici méli
nechat ockovat proti W135

www.baxter-ecommerce.com Hﬂ ‘.{n



RUzné serotypy v ramci svéta

http://www.phac-aspc.gc.ca/publicat/ccdr-rmtc/09vol35/acs-dcc-4/index-eng.php

e




Porovnejme neisserie:

In vVivo In vitro

Gonokok Nejchoulostivejsi, | Nejchoulostiveéjsi,
prenos jen sexualni |roste jen na
cokoladovém agaru

Meningokok | Méné choulostivy, |Méné choulostivy, je-li
prenos na kratke krevni agar obohacen,

vzdalenosti i muze na ném rust
kapénkami
Tzv. ,Ustni” Nejmeéné Roste i na chudém

neisserie choulostiveé krevnim agaru




Pribeh sedmy

Anicka plakala a chytala se za ucho. Maminka ji
zmerila teplotu, a ta byla zvysena

V ordinaci praktického |ékare pro déti a dorost byla
vysetrena a stanovena diagnoza zanétu stredniho
ucha

Jelikoz bubinek jiz byl praskly, hnis byl zaslan
k vysSetreni

Okamzité byl nasazen AMOCLEN (amoxicilin),
nasledné byl vykultivovan citlivy patogen



A tim patogenem byla

e Moraxella (podrod Branhamella) catarrhalis

e Tento organismus byva pritomen u zdravych osob v
malém mnozstvi ve faryngu

e V Cisté kulture zpusobuje sinusitidy, otitis media,
faryngitidy a podobneé.

e Jméno podrodu (puvodné rodu) Branhamella je
odvozeno od Sary Branhamové, jedné z prvnich zen-
badatelek. Byla to jedna ze statecnych zen, které
ukazaly muzum, ze nejen oni mohou byt dobrymi
vedci



Moraxella (Branhamella) catarrhalis

.‘ ", Photo Inst. for Microbiology




Klinicka
charakteristika —
,jiné G—tycinky“



Pribéh osmy

* Toho dne bylo v nemocnici velké hemzeni: dalsi tri
pacienti, vSichni seniori, onemocnéli, a u vsech to
bylo totéz — problémy s dechem a horecka

* Po dukladném vysetreni laborator nalezla patogena
nejen ve vzorcich od pacientd, ale i ve vodovodnim
vedeni nemocnice. Vodovod musel byt predélan, a
teprve pak se dalsi infekce definitivné zastavily.



Legionarska nemoc

e Tuto nemoc pusobi Legionella pneumophila

* Legionarska nemoc je tézsi variantou nemoci; existuje
jesté mirnéjsi varianta, Pontiacka horecka.

e Bakterie ma Casto rezervoar ve vodovodech, klimatizaci,
atd.

* Pristavbé novych ¢asti nemocnic (ale i domovl dichodcd,
hoteld, 13zni...) se musi podniknout opatfeni na prevenci
legioneldzy, predevsim pri planovani vodovodni sité
(problémem jsou zejména slepé odbocky, které pak nelze
proplachnout horkou vodou ¢i desinfekci)




Legionella




Legionarska
nemoc
(anglicky:
Legionaire’s
disease)

http://aapredbook.aappublications.org



Legionella a teplota
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Néekteré zpusoby dezinfekce vody

Multi fidicl jednotica Pulse

http://www.koncept-
ekotech.com

1 horka teplota
2 UV paprsky
3 filtrace

4 chlorace

& B ﬁ The Legionella Control
— Association
'h‘ ‘A Recommended Code of Conduct for Service Providers
| ® cortene i

ertificate of Registration

Name of Company : AWT (Water Treatment) Ltd

Registration Number ; 2000609  Cetificate valid until: 31 August 2007

Registration under the following categories:

I http://www.awtwater.co.uk




,Dalsi gramnegativni bakterie”

* Neni to zadna skupina, natoz Celed. Jsou to ale
vsechno pomeérné vzacnéjsi bakterie, zpravidla
nerostouci na Endove agaru, nékteré z nich
rostouci na agaru krevnim, a zpusobujici rizné

nemocil.

* Vedle rodu Legionella zminme alespon tri
rody: Bordetella, Brucella a Francisella



Rod Bordetella

B. pertussis a B. parapertussis
zpusobuji ¢erny kasel
B. bronchiseptica zpusobuje

rizné patologické stavy u
Clovéka i zvirat

Cerny kasel je velmi vzacny
diky ockovani

Pernasalni vyteér slouzi

k diagnostice (odbér

z nosohltanu bez dotyku
okolnich sliznic)

.
EOLLECT TwU FERNAZAL
HNALZDFHARYNGEAL EWAD

http://www.dsf.health.state.pa.us
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Rod Brucella

° Je to pGVOd ce Zoonolz www.poslovniforum.hr

* Brucella abortus je kravi patogen. Casto napada
hovézi placenty, zpusobujic zmetani (potraty) skotu.
U lidi zpusobuje Bangovu nemoc (horecka,
organova postizeni atd.)

* DalSimi brucelami jsou Brucella suis z prasat,

Brucella melitensis z ovci a koz a Brucella canis ze
psu
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Brucella bacteria is usually
transmitted to humans by
contact with infected

farm animals.

Digestive system
http://www.nlm.nih.gov m




Rod Francisella

Nejdulezitéjsim druhem je F. tularensis
Zpusobuje tularémii — ,,zajeci mor”
Myslivci, ale jesté vice kuchari pripravujici
zverinu jsou v riziku infekce

Tento organismus muze napadat rany, ale také
je mozné jej vdechnout, coz vede k zapaliim

plic



www.stedim.com
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/ hlaseni KHS o epidemiologické situaci
(zari 2008) — | (zkraceno)

e Tularémie — A21: Zena nar. 1970 z Valtic, zahradnice 20. 6.
navstéva OL pro T 38 °C, bolest v krku, zdureni uzlin nad
klickem vpravo. Provedena exstirpace uzliny v nadklicku.
Prvni sérologickeé vysetreni na tularémii negativni, dalsi 2. 7.
potvrzena tularémie

* Bruceldoza— A23: Muz nar. 1972, Brno. 10. 5. zazivaci
obtize, febrilie, hepatopatie, dg. potvrzena sérologickym
vysetrenim. Brucella abortus pozitivni, KFR 1:8. V anamnéze
od 15.4.-25.4. zajezd do Indonésie — Borneo (Kalimantan) —
zajezd do pralesa. Dodatecné vykazované onemocnéni



Z hlaseni o epidemiologické situaci
(zari 2008) — I

* Pertussis (A37.0): Hlasena 4 onemocnéni z BO
2x, HO 2x, ve veku 14 az 17 let, vSichni
ockovani a jeden nepreockovan.

* Parapertussis (A37.1): Onemocnéni ve 3
pripadech, BO 1x, HO 2x jako koinfekce.




Diagnostika
G— koku



Neisseria gonorrhoeae — odbéry

U podezreni na kapavku je velmi dulezité provést
spravne odbeéry. Navzdory veskeré péci je Casté, ze
patogen neprezije transport. Proto je doporucovano
poslat také nater na sklicko z cervixu a urethry
(avSak ne z rekta a faryngu)

Takze ,komplexni vysetreni na kapavku“ zahrnuje
— vytér z urethry na Amiesovu pudu + natér
— vytér z cervixu na Amiesovu pudu + natér
— vytér z rekta na Amiesovu pudu (bez natéru)
— vytér z faryngu na Amiesovu pudu (bez natéru)



Odbeéry a akutni diagnostika u
purulentni meningitidy

U podezreni na purulentni meningitidu se zpravidla
odebira mozkomisni mok, pripadné také krev na
hemokultivaci. Mozkomisni mok Ize vysetrit
biochemicky, cytologicky a mikrobiologicky.

UZ odebirajici |ékar si ale mUze povSimnout, ze likvor je
zkaleny a vytéka pod tlakem

V laboratori pripadaji v uvahu dveé rychlé metody:
* mikroskopie

e primy prukaz antigenu

Bez ohledu na diagnostiku a jeji vysledky je ovsem

VVVVVV



Verankerung
Enge

Adharenz
Invasion und

http://www.infektionsbiologie.ch %

Od bé r I i kvo ru Epitheliale Zellen

http://www.infektionsbiologie.ch

Takto pronikaji do Kapsel

V 4 V 4
t ka n | Eltcl:eri?gdhd‘ler Genehmigung Endotheliale Zellen



Neisserie a moraxely —
charakteristika 1

http://medicine.plosjournals.org

 Mikroskopie: G —
diplokoky tvaru
kavového zrna, casto
intrecelularné
lokalizované (vizte
dalsi snimek)

Nekteré neisserie a moraxelly mohou byt protahlé a
muze jit o kokobacily az tyCinky (napr. Neisseria
elongata)



Microscopic Pictures Of Neisseria
(Gram-negative Diplococci)

elsseria Meningitides
intracellularis in spinal fluid

Gram-negative bacterial wall

Fig. 33-3 KMe

www.mfi.ku.dk




Prohlédnuti natéru kapavky

* Gonokoky (alei
meningokoky) jsou
gramnegativni diplokoky
tvaru kavového zrna, c¢asto
ulozené intracelularné.
Intracelularni ulozeni je
jejich typickou vlastnosti.
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Od Foto: Mikrobiologicky
ustav

Ponékud se lisi vzhled prepardtu
muze a od zZeny






Neisserie a moraxely —
charakteristika 2

e Kultivace: drobné, bezbarvé nebo nazloutlé (podle
druhu) kolonie, rostouci (podle druhu) na krevnim

Ci Cokoladovém agaru
* Krevni agar Ci cokoladovy agar je nezbytny i pro
difusni diskovy test

Gonokok =2
< Meningokok

http://www.ratsteachmicro.com |



Kultivace

Rust na ruznych pudach
rozlisi
eGonokoky (GO), které rostou
jen na cokoladovém agaru)
eMeningokoky (ME), které
rostou na bohatsich krevnich,
ale samozrejmeé i na
cokoladovych agarech
eUstni neisserie a M.
catarrhalis (U+M), které rostou
na chudém i bohatém krevnim
agaru i na cokoladovém agaru

GO

ME

U+M




Gonokok
testovani atb
citlivosti




Neisserie a moraxely —
charakteristika 3

* Biochemie: katalaza pozitivni, oxidaza pozitivni;
Moraxella catarrhalis pozitivni ve specifickém
testu, zvaném INAC (indoxylacetatovy test)

* Antigenni analyza: zpravidla provadéna jako
latexova aglutinace, velmi dulezita u meningokoku
k urceni seroskupiny (kvuli o¢kovani)



Zakladni biochemické testy

usnadnuji diagnostiku

* Moraxely se poznaji pod
* U INAC testu se postupu

e

e

Rychlé testy s diagnostickymi prouzky velmi

Neisserie jsou oxidaza pozitivni, moraxely take, ale
mohou mit opozdénou rea

KCi.
nozitivhiho INAC testu

jako u oxidazy, ale

prouzek je nutno zvlhcCit a je nutno pét minut
pockat. Zbarveni je modrozelené.



Druhové urceni neisserii

K druhovému urceni neisserii se pouzivaji
biochemické testy ruzné provenience, u nas
zpravidla NEISSERIAtest, v jinych zemich jiné testy
(jako ten dole nebo na dalsi obrazovce)

* Pomérné malo biochemicky aktivni jsou obé
patogenni neisserie: gonokok stépi jen glukozu,
meningokok jen glukézu a maltozu.

Neissaria meningi bdis Neisseria gonomhoeas
Glucose and Maltose are oxidized to acids. Qnly Glucose is axkidized to acid.

M. menitgizidis

Yol Glucose and Malose for MC, Glucoze only forGC.

www.ratsteachmicro.com






Neisserie a moraxely — diferencialni
diagnostika 1

e Gramovo barveni: G — (diplo)koky

e Oxidaza rozlisuje nekteré jiné G— koky (napr.
acinetobaktery ze skupiny G— nefermentujicich
bakterii jsou také kokoidni)

* Rust na ruznych pudach rozlisi
— gonokoky (rostou jen na ¢okoladovém agaru),

— meningokoky (rostou na bohatsich krevnich, ale
samozrejme i na cokoladovych agarech)

— ustni neisserie (rostou na chudém i bohatém krevnim
agaru i na cokoladovém agaru)

— M. catarrhalis (rust jako u Ustnich neisserii)



Neisserie a moraxely — diferencialni
diagnostika 2

* INAC test (prouzkovy test podobny oxidazovému) —
pozitivni u Moraxella catarrhalis

* Komplexni biochemicky test (NEISSERIAtest) se
pouziva hlavné k vzajemnému rozliseni ustnich
neisserii

* Antigenni analyza (urceni seroskupiny meningokoku
u invazivnich infekci)



Testovani antibiotické citlivosti u
neisserii a podobnych bakterii

* Antibioticka citlivost se u patogennich neisserii
urcuje na pudach, na kterych jsou schopny rust, tj.
nikoli na MH agaru

* V posledni dobé se ¢im dal vice uplatnuji E-testy,
protoze u nékterych antibiotik neni difusni
diskovy test dostatecné spolehlivy

* Léekem volby u meningokoka je stale klasicky
penicilin. Ten se osvedcuje i u gonokoka. Nicméne
rezistence nejsou vylouceny! Dalsi moznosti jsou
makrolidy, chinolony Ci ceftriaxon.



\"4

U neisserii jsou €asto zony citlivosti
velkeé a splyvajici.

Jsou-li zony tak velké,
Ze se nedaji zmerit, tak
je nemeérime a rovnou
hodnotime, ze kmen je
na dané antibiotikum
citlivy.

Zelené jsou vyznaceny
hypotetické okraje zon
— vsimneéte si, ze

Z naprosté vetsiny bud’
splyvaji, nebo jsou
mimo misku

Foto: Mikrobiologicky ustav, foto O. Z.



Sada antibiotik proti Neisseria

meningitidis

Antibiotikum Zkratka | Referencni zona
/ MIC*

Penicilin (penicilin) — E-test P C<0,06 R>0,25

Cefotaxim (cefalosporin 3G) CTX C>234R<34

Meropenem (karbapenem) MEM |[C>30R<30

Azithromycin (azalid) AZM C>20R<20

Ciprofloxacin (fluorochinolon) |CIP C>35R<33

*U difusnich diskovych testu zéna v mm, u e-testu
breakpoint v mg/I




Sada antibiotik proti Neisseria

gonorrhoeae
Xntibiotikum Zkratka |Referencni zona
/MIC*
Penicilin (penicilin) — E-test P C<0,06R>1
Cefuroxim (cefalosporin 2G) CXM C>31R<26
Cefotaxim (CS 3G) — E-test CTX C<0,12R>0,12
Azithromycin (azalid) AZM C>25R< 25
Tetracyklin (tetracyklin) TE C>38R<30
Ciprofloxacin (fluorochinolon) |CIP C>41R<28

*U difusnich diskovych testu zéna v mm, u e-testu
breakpoint v mg/I




E-test

www.actu-pharo.com




Prikaz antigenu / Antigenni analyza

m Soupravu na aglutinaci mozkomisniho moku se
pouziva pro zachyceni nékolika nejbéznéjsich
puvodcl meningitid. U meningokoku odhali i
jednotlivé seroskupiny. Da se tedy pouzit i
k antigenni analyze jiz vypéstovaného kmene.

www.baxter-ecommerce.com




Antigeny detekované pri
prukazu antigenu v likvoru

Neisseria meningitidis A
Neisseria meningitidis B . teenageri, batolata
Neisseria meningitidis C

N. meningitidis Y/W135

Haemophilus influenzae b batolata (drive)
Streptococcus pneumoniae seniori
Streptococcus agalactiae novorozenci

Zelené vzdy uvedena vékova skupina, u které je

vvvvvv



Diagnostika ,jinych
G- tyCinek”



,Dalsi G- bakterie” — charakteristika

Mikroskopie: G — tyCinky, casto kratke

Kultivace: zpravidla specialni ptudy (BG pro bordetely,
BCYE pro legionely atd.)

Biochemicka identifikace: nékteré znaky mohou byt
vyuzity

Antigenni analyza: nekdy uziteCna

Neprimé metody se vyuzivaji, nejspis u tularémie
Diferencialni diagnostika tu neprobiha algoritmicky:.
Zpravidla jsou vzorky zasilany na vysetreni primo

s podezrenim na legionelozu, davivy kasel, Bangovu
chorobu apod.



Bordetella: Ockovani na BG agar

Tento zvlastni zpusob se
pouziva proto, ze
zkuSenost ukazala, ze
zZvysuje zachyt
bordetel.

B 1) Naockovani

stredového pole do
kapky penicilinu

M 2) Spirala smérem
k okraji

M 3) Radialni paprsky



BCYE agar pro legionely

L -

Buffered
Charcoal
Yeast
Extract

http://medecinepharmacie.univ-fcomte.fr



Diagnostika rodu Francisella:

Odecitani titru
* Spocita se titr, tedy

nejvyssi redéni

s pozitivni reakci

(,,oblacek”, ne tecka)
Jakykoli titr (tj. vSechny
pripady, kde je néjaky titr)
povazujte za pozitivni!

Foto: Mikrobiologicky us




Diagnostika brucelozy

Pouzivaji se serologické reakce, napriklad
ELISA, ale provadi se to pouze ve
specializovanych laboratorich

)Anu\suomc AUTOMATION, INC.
i
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Konec




Stavebne technicka opatreni

v prevenci hozokomialnich nakaz

e zabezpeceni stavebni dispozice
zdravotnického zarizeni (dost prostoru pro
personal, jeho hygienu, pro oddélené
skladovani apod.)

e zabezpeceni teplé i studené vody

e zabezpeceni odpadnich vod i pevnych
odpadu

e zabezpeceni topeni ¢i klimatizace apod.

Osviceneé nemocnice jiz pfi volbée architekta dbaji

na to, aby architekt mel zakladni povédomi o
poZadavcich na zdravotnické stavby.




Zv1ast pro legioneldzy

Infekci, kterd je obzvlast spjatd se stavem budovy, ve
které se vyskytla, je legioneloza.

V radé pripadu je vyskyt legioneldzy dusledkem
sSpatného projektu vodovodni sité, klimatizace a
podobné

V pripadé vodovodu jsou nebezpecna zejména
slepa ramena, ktera nelze proplachnout a mohou se
v nich hromadit legionely

Naprava je vtomto pripadé mozna jen formou




