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Gram-negativ palcak

1. Fermentalé Gram-negativ palcak: Enterobacteriaceae
- a cukrok bontasa fermentalassal torténik
- oxidaz negativok
- nitratokat nitritekké bontjak
2. Nem fermentalé Gram-negativ palcak: pseudomonas,
acinetobacter
- a cukrokat nem fermentacié utjan bontjak
- altalaban oxidaz pozitivok
- a nitratokat vagy egyaltalan nem bontjak le, vagy elemi
nitrogénné bontjak




Pseudomonas Group

Pseudomonas P. aeruginosa P

Burkholderia B. mallei P
B. pseudomallei P

B. cepacia

Stenotrophomonas S. maltophilia
(Xanthomonas)

P = obligate pathogen



Pseudomonas aeruginosa

Morphology and culture: : -~ am
Gram-negative rods 1-2 um, : -
no demands; Biofilm forming!




Pseudomonas aeruginosa

Pathogenesis, Infekcid:

Elghely:

Talaj, novények, viz (felszini vizek, uszoda), szennyviz

Human gastrointestinalis traktus (Atmeneti kolonizacio)
Légutak: esetenként

Fert6zés forrasa:

Fert6zott kornyezet
Fert6zott beteg, kolonizalt személy

Nedves kornyezet — csapviz, killonb6z6 kdrhazban hasznalt oldatok

AtVitE'Z altalaban direkt kontaktus




Pseudomonas aeruginosa

Green pigmented colonies of
Pseudomonas aesruginosa

Pigments:
1. Pyocyanin
2. Fluorescein

Haemolysis ()

ASM MicrobelLlbrary.org@Delisle



Pseudomonas aeruginosa

VERY RESISTANT !

- to
Heat
Light

Disinfectants

Antibiotics

www.fiu.edu



Pseudomonas aeruginosa

ANTIGENS AND VIRULENCE FACTORS:

Adhaesion and Colonisation

-"0", "H"

-Pili/Fimbriae

- Capsule = Glycocalyx (adhesion, protection)

- Alginate slime = mucoid Exopolysaccharide =2 Biofilm
-Invasion, Penetration

- Extracellular Proteases, Exoenzymes (many!)

- Cytotoxin = Leukocidin and Haemolysins

- Pigments

Dissemination

- Exotoxin A — inhibit Protein synthesis (EF2=» Diphtheria)
-Exotoxin/Exoenzyme S — cytotoxic

-Endotoxin




Pseudomonas aeruginosa — Structure
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Flagellum (cystic fibrosis isolates)
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Hinding Proteins and Capsules
Fimbriae

WPy ochelin Toxins and Pigments
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Erzymes and Proteases No single factor is decisive for
@ Eiastase virulence.
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{:'z: www.ratsteachmicro.com




Pseudomonas aeruginosa
Toxin-A — mode of action

MAD nicotinamide

TOXIN A e

EF-2 ADP-ribosyl-EF-2

Blocked
Frotein
Synthesis

Pseudomonas aeruginosa — elmi



Pseudomonas aeruginosa

Clinical findings:

Nosocomial infections

- Meningitis, Pneumonia (Respirator!)
- Sepsis

- Burns! = skin, wounds

- Urogenital Infections (catheter),
Community acquired infections
- Gl tract (!), newborn/babies

- Otitis externa

- EYE + Contact lenses

Cystic Fibrosis (mucoid strains)




e

Fig. 13-6 Ecthyma gang

renoéum. Necrotic round lesion on the buttock of a child with

Pseudomonas septicaemia associated with immunodeficiency.



- W
Fig. 12.46 Bacterial keratitis. Contact lens-associated keratitis due to Pseudomonas

aeruginosa. By courtesy of Dr. A.N. Carlson




Diffuse
infiltrate

Thinned corneal stoma

Edge of
epithelium

Fig. 12.47 Bacterial keratitis, in this case due to P. aeruginosa. An infiltrate is seen
with corneal thinning. By courtesy of Mr. P.A. Hunter



Fig. 12.48 Bacterial keratitis. A massive inflammatory response in anterior uveitis
leads to precipitation of the cells as pus in the anterior chamber. This is called

hypopyon. By courtesy of Mr. S. Harding



Fig. 12.49 Bacterial keratitis. P. aeruginosa eye infection showing corneal ulceration
and hypopyon formation in this rapidly progressive eye infection.
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Pseudomonas aeruginosa

Slima biefilm with embedded
bacteria

‘ Gram-negative bacill
| surrounded by hale (capsule)




Pseudomonas aeruginosa

Diagnosis:

Isolation of pathogen, identification: oxidase +,
pigment production, motility

Therapy and Prophylaxis:
Antibiogram!!!

aminoglycosides

wide spectrum penicillins

antipseudomonas cephalosporines
carbapenems

fluoroquinolones
Panresistance does occur




Pseudomonas aeruginosa

e Legfontosabb antibiotikum rezisztencia
mechanizmusok

- B-laktamazok: szélesspektrumu B-laktamaz
metallo-B-laktamaz

- efflux systems

- membran proteinek megvaltozasa

e Vakcina: fibrosis cysticaban szenvedd betegek
részére



Stenotrophomonas (Pseudomonas)
maltophilia

Aerob Gram-negativ csillos palca
Nem tapanyag igényes; telepek pigmentaltak
Nedves kornyezetben talalhato

A betegeket gyakrabban csak kolonizalja;
fertézést els6sorban immunszupresszalt
betegeknél képes okozni

Szamos antibiotikummal szemben természetes
rezisztenciaval rendelkezik



Stenotrophomonas maltophilia

FertOzés forrasai: nedves korhazi kornyezet; gyakran
Oblitésre parasitasra hasznalt oldatok

Kolonizacio kialakulhat katéter, vénas kanul korul

Gyakran fert6z meg fibrosis cystica-ban szenvedd
betegeket



Figure 8. Ultrastructural
analysis of

Stenotrophomonas
maltophilia adhering to

plastic. (A) Scanning electron
micrographs showing the tight
adhesion of SMDP92 to the
plastic surface. (B) Structures
resembling flagella seem to be
protruding and interconnecting
bacteria (arrowheads) or
connecting bacteria to the
plastic (arrows). (C) In addition
to the flagellalike filaments
(arrowheads), high-power
magnification shows the
presence of thin fibrillar
structures connecting bacteria
to the abiotic surface. Bars: A 10
mm,B1mm,C2mm.

www.cdc.gov/.../web%20images/01-0535-8t.jpg



Stenotrophomonas maltophilia




Melioidozis - Kérokozoé /1/

Burkholderia pseudomallei

Gram-negativ vékony palca, csillés, oxidaz: +
Tenyésztés: nem tapanyag igényes, inkubacio: 37C
24-48 oOra

Telepmorfologia: a kornyezettdl fliggben erbsen
valtozo — rendkivil alkalmazkoddképes mind az

élettelen kornyezetben, mind a szervezetben. Hétféle
telepmorfologia ismert. ,,0Okos baktérium”.




Melioidozis - Korokozoé /2/

Reservoir: élettelen kérnyezet /talaj, viz/ - szabadon él6
amoeba?, allati, emberi szervezet

Amennyiben a talaj fertozotté valik, igen nehezen lehet a
betegséget visszaszoritani

Endémias teruletek: Thaifold, Burma,
Vietnam, Mal3jzia, Eszak-Ausztralia

Sporadikus el6fordulas: Indonézia, India, Iran,
Mexico, Venezuela, Kolumbia,
Madagaszkar




Melioidosis - kdrokozo /3/

 Genetika: hatalmas, kiilonleges genom
- két kromoszomaval rendelkezik
- szamos ,genetikai szigetet” tartalmaz
- tulélés
- virulencia

- igen nagyfoku a gének ,,aramlasa” az egyes
torzsek kozott

- igen magas a repetitiv szekvenciak — mutaciora
hajlamos helyek - szama




Melioidosis - tunetek

Fert6zés modja: borfeliilet - hamhianyokon keresztiil
levegd utjan
emberrdl-emberre /igen ritka esetben/
Acut betegség forma: mar néhany oraval a fert6zést
kovet6en magas laz, elesettség, nyirokcsomo
megnagyobbodas — ha a fertozés leveg6 utjan tortént, sulyos
tidogyulladas
Subacut forma
Tuberculosisra emlékezteté forma
Recidiva évtizedek mulva is el6fordul, a termel6d6
ellenanyagok nem hatdsosak. Valosziniileg a
nyirokszervekben perzisztal.




Burkholderia pseudomallei

Clinical finding: Melioidosis
(pseudoglanders)

— Pneumonia, Sepsis

subtropical and tropical
area

Inhalation

Cutaneous
inoculation

CHNS invalvement

Acute suppurative parotitis

Foaumona

Bone and joint infections
Liver and spleen abscesses

Genito-urinary infection

Skin infections

Skeletal muscle

Copyright @ 20046 Nature Publishing Group
Nature Heviews | Microblology




Melioidozis — diagnozis, therapia

Diagnazis: - tenyésztés /fontos a taptalajok
hosszu inkubacidja/
- ellenanyagok kimutatasa (nem teljesen
specifikus)
- PCR (nem megbizhato)
Therapia: - ceftazidim
- meropenem
A kezelés idotartama tobb honap.

Eleve rezisztens a fluorokinolonokra, aminoglikozidokra,
tetracyclinre

Oltéanyaggal egyelére nem rendelkeziink.




Cutaneous Melioidosis in a Man Who Was Taken as
a Prisoner of War by the Japanese during World
War Il

Ngauy, V. et al.: J. Clin. Microbiol. 2005, 43, 97Q.

"We report a case of a man who was taken as ananso
of war by the Japanese during World War Il who
presented with a nonhealing ulcer on his right hand
62 years after the initial exposure. ,,




B. pseudomallei

www.co.collin.tx.us



WWWw.asm.org

B. pseudomallei

B. pseudomallei on Ashdown's
agar after incubation at 37°Cin
air for 3 days

Copyright © 2006 Neture Publishing Group
Nature Reviews | Microbiology
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Malleus (glanders) - korokozo

Burkholderia mallel

Gram-negative nem mozgo palca

Genetikailag kozel all a B. pseudomallei-hez
Tenyesztés: nem tapanyag igényes; inkubacio 4
nap

Telep morfoldgia: kezdetben feher-sargas, kébb
zOldes

Tenyésztéshez: Biosafety level laboratory 3 szikss




Malleus /1/

Iparilag fejlett orszagokban ritka

Szamos allatfajnal és embernél sulyos acut megbetegedést
okoz; lovaknal chronikus infekciot

Allatokban fordul el é: nincs természetes reservoir

A B. pseudomallei-®l alakult ki gén redukcioval,
elvesztette azokat a geneket, amelyek a mornyezetben valo
tuléléshez sziikségesek (pl. antibiotikum rezisztencia

genek)
Jelenleg is evolvalddik; egyre jobban alkalmazkodik az
intracellularis eletmoédhoz




Malleus /2/

~ertozés: kontakt; leved utjan
nkubacio: 1-14 nap
Klinikal kép gyakran melioidozisra emlékeztet;

szemtdl gyakran siiri valadek Grdl; minden
esetben igen sulyos

Diagnozis: tenyeésztés, ellenanyag kimutatas /nem
teljesen specifikus/, real-time PCR

Antibiotikum rezisztencia: erzekeny
Oltéanyag nincs
Az |. es Il. Vilaghaboruban biologiai fegyverkent

hasznaltak; Afganisztanban jelenleg is
alkalmazzak




Burkholderia mallet

Clinical finding: Malleus (glanders) — horse, donkey
Humans: often fatal!
Occupational disease
Bioterror category B!

A horse with glanders
and with positive
mallein test

microbewiki.kenyon.edu/images/3/39/Horse.jpg www.vef.hr/vetarhiv/papers/68-5/alani2.jpg



Burkholderia mallei




Acinetobacter genus

Morfologia: Gram-negativ coccobacillus; nem mozog

Elofordulas: ubiquiter (ember, allatok, novények, talaj)

Szaraz koriilmények kozott is huzamos ideig életképesek (coccoid alak
csokkenti a feliilet nagysagat)

Tenyésztés: nem tapanyag igényesek, obligat aerobok

Biokémiai reakciok: inaktiv; anyagcseréjiik komplex,
oxidaz negativok
A. baumannii: glukozt oxidativ bontja
A. lwoffii: glukozt sem bont



Acinetobacter genus IT

Fertozes: kontakt; levego utjan — intenziv osztalyokon
gyakori

Pathogenitas: elsGsorban immunszupresszalt
betegeket képesek megfertdzni

- Pneumonia
- Sebfert6zés

Az infekciot gyakran hosszabb kolonizacio el6zi meg
(pl. katéter, kaniil, felso légutak — intubacio)



Acinetobacter spp.

Antibiotikum rezisztencia:

o Altaldban polirezisztens; természetes rezisztenciaval
rendelkezik: chloramphenicol-lal, penicillinnel,
gyakran egyes aminoglycosidokkal szemben

* A végso valaszhato szerek altalaban: carbapenemek
e Panrezisztens torzsek el6fordulnak



Acinetobacter spp.

Gram-negative dimorphic
rods, coccobacilli
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Legionellosis
Legionella pneumophila

Morphology: T T T TRV &
Gram-negative rods :L N~ R SN

www.lf3.cuni.cz
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Legionella

www.waterscan.co.yu



Legionella pneumophila

Flagellum,
Fimbriae




Legionella
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Legionella pneumophila

Cultivation: Special Media!

BCYE (Buffered, charcoal yeast extract)
(temperature 35°C; 3 days,

CO2 atmosphere)

Blood agar




Legionella
Culture

www.lf3.cuni.cz




Legionella
Culture

www.contractlaboratory.com



medecinepharmacie.univ-fcomte.fr

Legionella



Legionella pneumophila

Pathogenesis-1:
Source of infection, habitat:
Wet environment
(air-conditioner, water-showers, fountains,
humidity (floor),
Biofilms!
transmission:
Airborne - aerosol!




Sources of Legionellosis
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Legionella pneumophila

Pathogenesis-2:
Facultative intracellular!

In water: in protozoon
In humans:

in leukocytes,
nflammatory reaction,
Proteases,
Phospholipases




Legionella and
amoeba

FIGURE 40-7
Electron
micrograph
showing

L. pneumophila
serogroup 1 in the
process of dividing
(arrows) within a
vesicle of an
amoeba
(Hartmanella
veriformis) cell.




Pathogenic cycle of Legionella

Coiling phagocytosis
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Legionella pneumophila

Clinical findings:

Legionellosis

1) Pneumonia — Legionaire’s disease
2) Pontiac-Fever (non-pneumonia)

Diagnosis:

detection — BAL: direct IF

Cultivation

Direct antigen detection — Urine!
Antibody detection — Serology; ELISA
Direct detection of DNA: PCR

Therapy:
Macrolides, Tetracyclin, Rifampicin, FQ

Never B-lactams




Fig. 2.29 Legionnaires’ disease. Chest radiograph showing extensive
consolidation affecting parts of all lobes of the lungs.



Diagnosis

X

Fig. 2.28 Legionella pneumophila. Specimen from bronchial biopsy taken through fibreoptic
bronchoscope in a patient with fulminant Legionnaires’s disease. The organism can be isolated on
selective culture media or by guinea pig inoculation. By courtesy of Dr. S. Fischer-Hoch




Fig. 2.30 Legionnaires’ disease. Autospy specimen showing consolidation of
upper and lower lobes of right lung.




A garat és trachea normal fléraja lényegében
megegyezik a szaj normal florajaval

o-hemolizalo streptococcusok (viridans
group)

anaerobok

apathogen staphylococcusok
apathogen neisseriak
apathogen corynebaktériumok




Potencialisan pathogén aerob kérokozok a felsé
légutakban

haemophilusok
mycoplasmak
Streptococcus pneumoniae
Moraxella catarrhalis
Neisseria meningitidis

Streptococcus pyogenes - a hordozast minden esetben meg
kell sziintetni /a masodlagos autoimmun koérképeket
megel6zése érdekében/

 Bordetella pertussis

A bakterialis fert6zések gyakran virus fert6zést kovetéen
alakulnak ki




A normal fléra korokozo szerepe

A normal flora egyes tagjai feleloések a caries
és a periodontitis kialakulasaért, amelyek a
Nyugati orszagokban a lakossag 80 %-at
érintik

A normal flora anaerob tagjai szerepet
jatszhatnak lagyszoveti mélyebb fert6zések —
altalaban abscessusok - kialakulasaban
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A tdptalaj csekély pepton tartalmd; 1% glukdzt és
bromtimolkék indikatort tartalmaz.

Beoltds: tlvel. a tdptalaj aljdig szdrni

A cso fels6 része /ill. a le nem zart csé/ levegét
tartalmaz; az oxidativ bontas csak itt lathato
(pl: pseudomonas).

Kizdrdlag a csé aljan bontanak: obligat anaerobok.

A cs6 egész hosszdban bontanak: enterobacteriaceae
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- Egyes baktériumok végsé elektronakceptorként
nem oxigént, hanem nitrogén oxidokat, ill. elemi
nitrogént haszndlnak: a nitrdatot nitritté, ill.
nitrogénné redukal jak.

- Vizsgdlat: 1% kdliumnitratot tartalmazo tdplevesbe
oltjuk a baktériumot /a tdaptalajba a gdzképzddés
kimutatdsdra csovet tesziink/. 24 h-s inkubacio
utdn a Griess-Ilosvay két komponens(i reagenst
hasznal juk:

.A" oldat: szulfanilsav

.B" oldat: alfa-naftilamin ecetsavas oldata



Pozitiv /nitrit képzédés/: piros elszinezédés
(enterobacteriaceae)
Negativ: nincs szinvdltozads

Ha elszinez6dést nem tapasztalunk cinkport
adunk a tdptalajhoz és 45 percig szobahdn
alIni hagyjuk.

Pozitiv: a tdptalaj szine nem vdltozik - a
baktérium a nitratot nitrogén gazig lebototta,
amely a cs6bdl eltavozott ?pl : Pseudomonas
aeruginosa)

Negativ: piros elszinezédés (a Zn redukdlja a
csoben megmaradt nitratot)



Results after addition of Sulfanilie
Acid and a-naphthalamine
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A baktériumok légzési lancdban fontos szerepet jatszo
citokrom oxidaz enzim kimutatdsan alapszik.

A termindlis oxidacid soran a NADH-rdl a hidrogén protonok és
elektronok formdjdban keril a termindlis oxiddciés ldncba. Vas
tartalmd citokromok adjdk at egymdsnak az eletronokat; az
utolsé citokrom C redukdlédik és a citokrom oxiddz enzim adja
at elektronjait az oxigénnek; a citokrom C-t ugyanakkor
visszaoxiddlja. Az oxigén NADH protonjaival vizzé, vagy
hidrogén-peroxidda egyesiil.

A reakcidval nem magat az enzimet mutatjuk ki, hanem a
jelenlétére indirekt mdédon kovetkeztetiink. A parafenilén-
diamin szdrmazékok az oxiddcids ldncban a citokrom oxiddz
helyére lépnek és irreverzibilis reakcioban szines termékké
oxidalédnak.



Vizsgdlat végzése:. sz(ir6papiron

Reagens elkészitése. 10 mikrogram PFD-t feloldunk
1 ml desztilldlt vizben; felhaszndlds elétt 20-30
percig dllni hagyjuk. A baktériumokat liveg targgyal
Vissziik fel; szinezék mentes tdptalajrol

Pozitiv reakcio. piros elszinezddés

Reagens tdroldsa. hiivos helyen 2-3 napig tarolhato
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A desoxiribonukledaz DNS-t bonté extracelluldris enzim.

Kimutatds: DNS tartalmd szildrd tdptalajon

Két napos inkubdcio utdn a telepekre 1 N sésavat
ontiink; a sésav a DNS-t kicsapja; ahol elbomlott, a
telepek koril feltisztult terilet ldthatd.

Haszndlatos. - serratiakndl
- pseudomonasokndl
- staphylococcusokndl
- moraxelldkndl



DN-az proba
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B. cepacia www.uni-ulm.de















