GRAMNEGATIVNI
BAKTERIE II.




Rod Haemophilus

e Hemofily jsou kratke
G- tyCinky
e V mikroskopu- od malych
kokobacilu po dlouhé tyCky
e Nerostou na ENDU, dokonce ani na KA,

protoze nejsou schopne ziskat z krvinek
rustové faktory, které potrebuiji.




Klasifikace hemofilu 33

e Haemophilus influenzae
pouzderny typ b (Hib)
pouzderné typy a, c, d, e, f
neopouzdreneé kmeny

a4 AL a4

mnohem meéne patogenni), Haemophilus aphrophilus a
mnoho dalSich druhu

e Haemophilus ducreyi, puvodce pohlavné pfenasené
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 soss

e Dlouho povazovan za puvodce chripky.

e Virulentni kmeny maji polysacharidove pouzdro
(a ai f) nejc“:astéji typ b (Hib)

v vy

predskolnich deti - epiglotitida, meningitida,
pneumonie a sepse.

e Dalsi Caste choroby jsou otitis medla a
sinusitida. ==

e Odr. 2001 oCkovani déti




Rustoveé faktory hemofilu

e Hemofily vyzaduji faktory z krvinek, avsak

jejich potfeba konkrétnich faktoru je
specificka:

H. parainfluenzae vyzaduje faktor V (= NAD)

. aphrophilus vyzaduje faktor X (= hemin)
. Influenzae vyzaduje oba faktory.




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




Pasteurella multocida 33

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 Endoveé pudé)

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



=



Gramnegativni nefermentujici | s:

bakterie

e Nejbeznejsi bakterie ze skupiny gramnegativnich
nefermentujicich bakterii je Pseudomonas
aeruginosa

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

e Striktne aerobni bakterie

e Obecné: Jsou to bakterie z vnéjSiho prostredi
(saprofyté). Jejich terCem jsou pacienti s
popaleninami, klienti ARK, JIP, transplantacnich
center a podobné




Pseudomonas aeruginosa

e G- rovna tyCinka
e Charakteristicky zapach (jasmin)
a barva (zeleny pigment)

e \Vyskytuje se v odpadni vodé, stfevé obratlovcu,
na rostlinach a v pudé

e Vyznamny puvodce nozokomialnich nakaz,
Kolonizuje vlhka mista pacienta (usi, podpazi,..)
e Infekce popalenin, tezkeé operativni vykony,
Katéetry, maligni procesy, cysticka fibréza atd.







PS



Nefermentujici a cysticka fibroza

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

surfaktantu. To vede ke zmenenym
charakteristikam plic, vCetné mnohonasobné

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



Burkholderia cepacia

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




Burkholderia pseudomallel

 Burkholderia pseudomallei je puvodcem
tezkého onemocnéni- melliodidzy
 Pfibuzna B. mallei zpusobuje zoondzu
zvanou malleus cili vozhrivka

NebezpecCne i pro
cloveka




Stenotrophomonas maltophilia

PuUvodci respiracnich infekci, ranné
infekce, infekce mocCovych cest




Acinetobacter sp.
Z rectiny: a-kineto- =,,nepohybli

V 4

vy

11




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 fenomen). 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)



Hemofily na
cokoladovém agaru




Satelitovy fenomeén

e Jak uz vime, hemofily potrebuji faktory
z erytrocytu, ale nejsou samy schopny je
narusit. NaruSeni muze obstarat
zahrati agaru (Cokoladovy agar)
pritomnost jineého mikroba

e Satelitovy fenomen predstavuje tu druhou
moznost, jak muze hemofil ziskat faktory
z krvinek. Znamena rust hemofila pouze
kolem stafylokokove cary.






Detekce hemofilu

PS

Hemofily jsou
rezistentnéjSi nez
bakterie bezné flory,
takze rostou uvnitr
zony, ovsem jen kolem
stafylokokové Cary
(satelitovy fenomén!)



Diferencialni diagnostika G- 43
nefermentujicich

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 €ervena, nezméni vubec barvu)



K diagnhostice nefermentujicich

e Pseudomonady se zpravidla poznaji:
Maji typickou vuni (mladé kultury)
Tvori pigmenty, nejCastegji , nekdy modre Ci
rezave. Nejlepe jsou viditelné na MH, ale trochu | na
KA Ci Endove agaru

Maji pozitivni oxidazu

e Ostatni nefermentujici musime rozlisit
biochemicky, napriklad NEFERMtestem 24



Ukol 1: Barveni kultur podle s
Grama

e Obarvete podle Grama podezrelé 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.)

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 cokoladovem agaru, krevnim agaru, Endove a
MH pudé. PopiSte morfologii kolonii na krevnim
agaru. U bakterii, které na krevnim agaru nerostou,
popiste kolonie na cokoladovem agaru.

e Hemofily potrebuiji faktory z erytrocytu, ale nejsou
samy schopny je narusit, nerostou na KA

e Pasteurely na KA rostou, na Endu vsak nikoli

e G— nefermentujici naopak rostou na vsech
pudach




Ukol 3a: Satelitovy fenomén :

e Jak uz vime, satelitovy fenomén znamena
rust hemofila pouze kolem stafylokokové
cary.

e Pritomnost satelitového fenomeénu je

dukazem, Ze jde opravdu o prisluSnika rodu
Haemophilus

e Kolonie jsou mrnave, prohlizejte je dukladné!



Ukol 3b: Test riistovych faktor
hemofilu

Jeden disk obsahuje faktor X, druhy faktor V, treti smés ob

ou



Ukol 3¢ — antigenni analyza —
demonstrace vysledku

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

kolaz s pouzitim:
WWW. microbes-edu ora



Ukol 3d: detekce Pasteurella | 2
typickym vzorcem citlivosti

e Zadné gramnegativni bakterie nejsou citlivé na
vankomycin. Vankomycin lze pouzit jen u
grampozitivnich,

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 pomerneé specificka pro rod
Pasteurella.







Ukol 4: Hajnova ptida pro detekgil &::

G- nefermentujicich bakterii :

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

e Typické pro G— nefermentuijici je
chybeni jakekoli zmeny na Hajnove
pudé (zustava cervena




Ukoly 5a: Oxidazovy test

e Provedte oxidazovy test

e Z nejbéznegjsich G— nefermentujicich tyCinek
ma Pseudomonas oxidazu pozitivni,
Burkholderia zpravidla take;

Stenotrophomonas vetsinou ne a
Acinetobacter také 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 tvori jinym zpusobem:

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

sloupce B a A se nepocitaji (pouzivaji se jen pro
pripadné dalsi rozliseni



Ukol 6 — testy antibiotické 3
citlivosti

e Hemofily nerostou na MH agaru

e Zpravidla se pouziva Levinthaluv agar
(prefiltrovany Cokoladovy agar), na kterém jsou
zony lépe viditelné nez na klasickem
cokoladovém agaru

e G— nefermentujici naopak rostou ochotne na
nejruznéjSich médiich



6a Tabulka zon citlivosti —

Pasteurellaceae

Antibiotikum Zkratka |Referenc.
zona*
Ampicilin (aminopenicilin) AMP 16 mm
Ko-amoxicilin (am.+inhib.) AMC 16 mm
Cefuroxim (cefalosp. 2G) CXM 25 mm
Tetracyklin (tetracyklin) DO 25 mm
Ko-trimoxazol (smeés) SXT 23 mm
Chloramfenikol C 28 mm




6b Tabulka zon citlivosti —

pseudomonada
Antibiotikum Zkratka | Referenc.
zona*

Piperacilin + tazobaktam TZP 18 mm
Gentamicin (aminoglykos.) |CN 15 mm
Ofloxacin OFL 13 mm
Ciprofloxacin (chin 3 gen) CIP 25 mm
Ceftazidim (CS 3 gen) CAZ 16 mm
Colistin CT 11 mm




Z6ény u hemofilul jsou €asto velké
a splyvajici, coz studenty mate!

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

Zelené jsou vyznaceny
hypotetické okraje zon
— vsimneéte si, ze

Z naproste vetsiny bud’
splyvaji, nebo jsou
mimo misku




6¢) Kontrola primarnich rezistenci | 22
u kmenu burkholderie a
stenotrofomonady

Kmen S. maltophiia by mel byt primarne
rezistentni na tato antibiotika....

Kmen B. cepacia by mél byt primarne rezistentni
na tato antibiotika....



Ukol 7: Vztahy bakterii ke kysliku

e Pseudomonada je striktné 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




