18. Gramnegativní nefermentující mikroorganismy

Tato skupina mikroorganismů je rodově poměrně nehomogenní, nicméně společným znakem je neschopnost fermentovat glukózu. Podle schopnosti štěpit další cukry je možno nefermentující mikroorganismy rozdělit na sacharolytické a nesacharolytické. Některé rody však glukózu umí odbourávat aerobně respiračním mechanismem a využívat jako akceptora elektronů kyslík. Některé kmeny mohou elektrony předávat na dusíkaté látky, což jim umožňuje růst i v mikroaerofilní nebo anaerobní atmosféře. Z dalších biochemických vlastností této skupiny mikroorganismů je významná tvorba katalázy a ve většině případů také oxidázy, mohou tvořit také lipázy, proteázy, elastázy i další enzymy, kterých je využíváno při biochemické typizaci. Také jejich morfologie je kaleidoskopicky rozrůzněná od koků a kokobakterií až po rovné nebo mírně zahnuté štíhlé tyčinky Inkubační teploty kolem 30°C bývají pro tuto skupinu mikrobů v mnoha případech vhodnější než obvykle používané optimum 35-37°C. Z hlediska nároků na média je většina příslušníků této skupiny méně náročná. Narostou na běžně používaných půdách jako je krevní agar, řada z nich i na obyčejném živném agaru, Endově agaru nebo Mac Conkeyově agaru, vyžadují však dostatečnou vlhkost prostředí. Některé rody nefermentujících mikroorganismů jsou typické svým zbarvením, tvarem kolonií i pachem (Pseudomonas sp., Acaligenes sp., Chrysobacterium sp., Sphingobacterium sp. a další). Patogenita nefermentujících mikroorganismů je obvykle nízká a jejich prosazení se v hostitelském organismu vyžaduje většinou koexistenci imunosuprese. Mohou pak vyvolávat onemocnění prakticky všech orgánů a orgánových soustav a přerůstat i v sepse. Z terapeutického hlediska je třeba u některých rodů nebo druhů upozornit na přirozené rezistence k antimikrobním látkám. Typickým představitelem multirezistentních nefermentujících tyček je Pseudomonas aeruginosa.

18.1. Čeleď Alcaligenaceae
18.1.1. Rod Alcaligenes
Tento rod prodělal v posledních 30 letech celý řetěz nomenklaturních změn a z původně 15 druhů byl redukován na pouhé dva a to A. aquatilis a A. faecalis. A. aquatilis je spojen s vodou a vodními sedimenty,  A. faecalis bývá běžnou součástí mikrobiomu trávicího traktu a bývá často izolován z fekálií lidí i zvířat, z odpadních vod, půdy. A. faecalis roste na krevním agaru v šedavých drsných nehemolytických koloniích, které výrazně páchnou po zahnívajícím ovoci nebo po borůvkách. Mně osobně připomíná spíše pach nějakého čistícího prostředku obsahujícího alkohol, aceton nebo jiná organická rozpouštědla. Tento mikrob bývá kontaminantou infúzních roztoků, respirátorů, katetrů, implantátů atd. Bývá také občasným původcem infekcí urogenitálního traktu člověka a zvířat, ve vetreinární medicíně bývá i původcem onemocnění sliznic dutiny ústní, nosní, spojivkové, může být kontaminantou ran. K terapii lze použít fluorochinolony, fenikoly a cefalosporiny 3. a 4. generace.

18.1.2. Rod Achromobacter 
Tento rod dnes zahrnuje 7 druhů, z nichž někteří původně patřili do rodu Alcaligenes. Z nejvýznamnějších lze jmenovat A. denitrificans, A. piechaudii, A. ruhlandii, A. insolitus a A. xylosoxidans. Jejich výskyt a případná patogenita jsou podobné jako u rodu Alcaligenes. Bývají izolovány z moče, hnisu, krve, likvoru, u zvířat bývají izolovány z nosní, ústní a spojivkové sliznice a také z vnějšího zvukovodu. K terapii lze použít fluorochinolony, fenikoly a cefalosporiny 3. a 4. generace.

18.1.3. Rod Bordetella 

Do tohoto rodu dnes řadíme celkem 8 striktně aerobních druhů opouzdřených koků nebo kokobakterií. Z hlediska patogenity mají největší význam B. pertussis, B. parapertussis, B. bronchiseptica, B. holmesii a B. avium. První jmenovaný druh bývá řazen mezi kultivačně náročnější druhy, které vyžadují speciální kultivační média, zbylé čtyři druhy je možné vykultivovat i na obyčejném krevním a Mac Conkeyově agaru. B. bronchiseptica je na rozdíl od B. pertussis, B. parapertussis pohyblivá a bývá častěji izolována z různých respiračních infekcí u zvířat, zejména u prasat, psů, koček, hrabavé drůbeže a hlodavců, kde může vyvolávat záněty horních cest dýchacích, průdušek a výjimečně i plic. Bordetely mívají drobné kolonie páchnoucí jako hnijící košťálová zelenina. Bývají také komplikujícím faktorem a přidruženým patogenem u sípavky prasat. B. avium je původcem vysoce kontagiózních respiračních onemocnění drůbeže. K léčbě lze použít fenikoly, tetracykliny, fluorochinolony, nebo cefalosporiny vyšších generací. 

18.1.3.1. Specifická onemocnění způsobená bordetelami

18.1.3.1.1. Pertuse (dávivý kašel, černý kašel)
Původcem pertuse je B. pertussis, která je nepohyblivá, neroste na běžných půdách, ale vyžaduje agary obohacené krví, albuminem, škrobem, nikotinamidem, aminokyselinami a aktivním uhlím. K tomuto účelu dobře slouží například Bordet-Gengouův agar, inkubace trvá 3-5 dnů. Kolonie jsou drobné s perleťovým leskem, mohou mít i úzkou zónu hemolýzy. Z biochemických testů je pozitivní kataláza, oxidáza, test na ureázu je negativní. Z faktorů patogenity lze jmenovat vláknitý hemaglutinin a pertusový toxin, které odpovídají za adhezi mikroba k epitelu dýchacích cest. Tracheální cytotoxin vyvolává horečku, poškozuje řasinkový epitel, podporuje uvolňování interleukinu-1. Hemolyzin/adenylátcykláza zvyšují intracelulární hladinu adenylátcyklázy, inhibují fagocytózu a migraci monocytů. Lipopolysacharid aktivuje komplement a stimuluje uvolnění cytokinů, letální (dermonekrotický toxin) poškozuje epitel dýchacích cest. Onemocnění má 3 stadia. Katarální stadium začíná po 7-10 dnech inkubace a projevuje se vodnatou rýmou, únavou, nechutenstvím a zvýšenou teplotou. Po 1-2 týdnech choroba přechází do paroxysmálního (záchvatovitého) stadia, které se projevuje těžkým záchvatovitým kašlem s projevy sípání, dušení a cyanózy (promodrání) kůže a viditelných sliznic pacienta. Po 2-4 týdnech nastává rekonvalescentní období trvající až 1 měsíc i déle, kdy dochází k ústupu těžkých příznaků kašle a pacient se začíná zotavovat, pokud přežije druhé stadium a pokud onemocnění není komplikováno přidruženou infekcí. Diagnosticky mají největší význam kultivace klinického materiálu a typizace původce. Rychlou a přesnou metodou je detekce s pomocí PCR. Z nepřímých metod lze použít aglutinaci nebo metodu ELISA k průkazu IgA a IgG. Léčba bývá nejúčinnější v katarálním stadiu. Preventivně se provádí vakcinace dětí polyvalentními vakcinami. Ve světě každoročně pertuse postihuje kolem 60 milionů lidí. 
18.1.3.1.2. Parapertuse 
Původcem parapertuse je B. parapertussis, která roste i na obyčejném krevním a čokoládovém agaru (někdy i na Mac Conkeyově agaru), kde naroste po 1-3 denní inkubaci, kolonie jsou obklopeny tmavě hnědým pigmentem a širší zónou hemolýzy. Původce je nepohyblivý, má pozitivní katalázový a negativní oxidázový test, tvoří ureázu. Onemocnění má podobné příznaky jako pertuse, mívá však mírnější průběh a trvá kratší dobu. 
18.2. Čeleď Cytophagaceae

Do této čeledi řadíme rody Flavobacterium, Sphingobacterium, Chryseobacterium a Weeksella, jejichž společnou vlastností je rezistence k polymyxinu B a slabý nebo žádný růst na Mac Conkeyově agaru.

18.2.1. Rod Chryseobacterium
Druhy rodu Chryseobacterium se hojně vyskytují ve vodě, v půdě, na rostlinách a mohou kontaminovat i potraviny a v dnešní době je jich popsáno 58. Charakteristická je pro tento rod tvorba zlatožlutých pigmentů, pozitivní katalázová a negativní oxidázová reakce. Nejdůležitějším druhem je Ch. meningosepticum, které může být původcem novorozených nevyzrálých dětí, u kterých způsobuje většinou meningitidy s mortalitou až 55 %. U dospělých lidí s imunosupresí může způsobit fatální pneumonii. Podobně se může uplatnit i u zvířat, kde se s Ch. meningosepticum vzácně setkáváme na sliznicích spojivky, nosu nebo močových cest. Kromě tohoto druhu bývá často izolováno i Ch. indologenes z různých klinických materiálů od lidí i zvířat.  Ch. piscicola bývá izolován z nemocných lososovitých ryb.

18.2.2. Rod Flavobacterium
Tento rod zahrnuje 76 druhů mikroorganismů, vyskytujících se především ve vodním prostředí, vodních sedimentech, na vodních rostlinách a živočiších. Nejvýznamnějším druhem je Flavobacterium columnare způsobující kolumnarózu ryb a F. psychrophilum způsobující flexibakteriózu lososovitých ryb. 

18.2.2.1. Specifická onemocnění způsobená flavobakteriemi
18.2.2.1.1. Kolumnaróza ryb

Původcem je Flavobacterium columnare, případně jiná flavobakteria, která mají specifický klouzavý pohyb a shromažďují se ve formě pilířů na kůži a žábrech postižených ryb. Původce má několik serotypů. Onemocnění probíhá u ryb lososovitých i akvarijních ve vodě s vyšším obsahem organických látek, v přehuštěných obsádkách a při teplotách vody nad 12°C a projevuje se šedavými zduřeninami na kůži hlavy a na žábrech, které se šíří, splývají, později se mění v zarudlé léze, vředy, nekrózy které mohou přerůstat plísněmi. Dochází k rozpadu ploutví. Na žábrech léze přerostou v nekrózy, žaberní lístky odpadají, zkracují se, ryby se dusí a hynou. Původce se v nativním preparátu jeví jako delší tyčka až vlákno pohybující se klouzavým pohybem a tvořící vatovité nebo palisádovité shluky. Na pevných půdách (Cytophaga agar, Ordal agar, Anacker agar) tvoří žlutavé menší kadeřavé kolonie s nerovnými okraji. Typizaci lze provádět molekulárně biologickými metodami nebo serologickými aglutinačními metodami. Léčbu lze provádět sulfonamidy, fenikoly  salinickými koupelemi, v akvaristice lze použít i malachitovou zeleň ve formě koupele ředěnou 1:15000 po dobu 10-30 vteřin nebo koupel v CuSO4 v ředění 1:2000 po dobu 1-2 minut.
18.2.2.1.2. Flavobakterióza (Flexibakterióza, Cytofagóza) lososovitých ryb

Původcem je Flavobacterium psychrophilum (může se uplatnit také Chrysobacterium piscicola). Onemocnění probíhá při teplotách vody pod 13°C a má podobné příznaky jako předchozí onemocnění, provázené světlými skvrnami na kůži kolem hřbetní a ocasní ploutve. Kromě toho se mohou přidružit i symptomy nervové projevující se otáčením ryb v podélné ose a vyskakováním nad hladinu, apetit zůstává dlouho zachovalý, apatie a úhyn může nastat až po několika týdnech. Léčbu je možno provést jako u předchozího onemocnění, zvýšením hygieny chovu a také zvýšením teploty vody nad 15°C. Flavobakterióza žaber je jednou z možných verzí flavobakteriózy a jejím původcem je Flavobacterium branchiophilum, případně i jiná flavobakteria. Příčinou je přítomnost původce v prostředí, voda s velkým množstvím organických nečistot, poškození žaberního epitelu, parazitární invaze, usazování jemných součástí krmiva na žábrech, nedostatek vitaminu B5. Hlavními příznaky jsou zduření a překrvení a zahlenění žaber, inapetence, dušení, světlé zbarvení těla, odchlípnutí žaberních víček, může docházet až k nekrózám žaber. Diagnostika se provádí jako u kolumnarózy. K léčbě lze použít koupel v Chloraminu (20 mg/l po dobu 20 minut).
18.2.3. Rod Sphingobacterium

Zástupci tohoto rodu (dnes 14 druhů) jsou charakterizováni rovněž tvorbou žlutých pigmentů, pozitivní katalázovou i oxidázovou reakcí, nepohyblivostí a neschopností tvořit indol. S. multivorum může příležitostně působit závažné infekce, peritonitidy i sepse u člověka, vzácně i u zvířat. S. spiritivorum bývá izolováno z infekcí urogenitálních i z hemokultur.
18.2.4. Rod Weeksella

Rod dnes zahrnuje 1 druh a to W. virosa. Příslušníci tohoto rodu mají pozitivní katalázovou a oxidázovou reakci a netvoří pigment. Jejich kolonie jsou našedlé drobné a často unikají pozornosti, nicméně se s nimi setkáváme v humánních i veterinárních materiálech jako jsou moč a stěry z genitálních sliznic, ze sliznic spojivky, nosu, úst. Jest otázkou, do jaké míry participují na patologických procesech. 
18.2.5. Rod Bergeyella
B. zoohelcum původně patřila do rodu Weksella. Má podobné charakteristiky a parametry jako Weeksella. Často bývá izolována kromě sliznic z infikovaných ran u psů, koček, hlodavců a koní. U lidí bývá izolována z ran po pokousání a vzácně z meningitid.

18.3. Čeleď Pseudomonadaceae
Je z medicínského, veterinárního, hydrobiologického i potravinářského poměrně významnou čeledí a zahrnuje štíhlé gramnegativní tyčky kataláza i oxidáza pozitivní. Pro mnoho z nich je typická produkce barevných pigmentů od žlutavých přes zelené, modré až po červené a hnědé a také produkce pachů od hnilobných až po velmi příjemné vůně ovocné nebo květinové. Typickým producentem těchto příjemných vůní a celé škály pigmentů je například druh P. aeruginosa, který asi můžeme zařadit mezi vůbec nejpůvabnější mikroorganismy na světě.

18.3.1. Rod Pseudomonas
S rozvojem genomiky prodělal tento rod v posledních dvou až třech desetiletích obrovské nomenklaturní zemětřesení, při kterém mnoho z původních 195 druhů přešlo pod rody Burkholderia, Acidovorax, Delftia, Comamonas, Brevundimonas, Chryseomonas a dalších. Z nejvýznamnějších druhů pseudomonád lze jmenovat P. aeruginosa, P. putida, P. fluorescens, P. alcaligenes, P. pseudoalcaligenes, P. mendocina a P. fluorescens. Pseudomonády jsou gramnegativní tyčky, kataláza i oxidáza pozitivní. P. aeruginosa je medicínsky nejvýznamnějším druhem. Vyskytuje se hojně v prostředí, zejména ve vodách a půdě, často bývá nalézán u ryb, hmyzu, plazů a ptáků. Častým nálezem bývá i u obratlovců včetně člověka. Kolonizuje katetry a další lékařské pomůcky a u imunosuprimovaných jedinců může způsobovat pestrou škálu onemocnění od infekcí kůže, přes orgánové infekce až po závažné a obtížně léčitelné sepse díky své přirozené antimikrobní multirezistenci. Velmi mladé porosty voní lehce po vápně nebo asfaltu, starší po malinách, jahodách, jasmínu, lipovém květu, fialkách. Velmi staré porosty bývají červené až hnědé a mohou páchnout po amoniaku. Barva porostů je dána pigmenty, zejména pyocyaninem (modrý pigment), pyoverdinem (zelený pigment), pyorubrinem (červený pigment) nebo pyomelaninem (hnědý pigment), které jsou faktory patogenity a odpovídají za tvorbu hnisu. Vyskytují se však i kmeny, které pigment neprodukují (5-20 % izolátů). P. aeruginosa disponuje somatickými, bičíkovými i fimbriálními antigeny s jejichž pomocí lze izoláty rozdělit až do 17 serotypů. Kromě těchto faktorů patogenity se uplatňuje v patogenezi například lipopolysacharidový komplex, extracelulární polysacharid alginát, proteázy štěpící kolagen, elastin, fibrin, které odpovídají za nekrotické změny, krvácení, inhibici fagocytózy a zabraňují opsonizaci. Dále je P. aeruginosa producentem hemolyzinů, cytotoxinů, leukocidinů a dalších substancí. Je obávaným původcem nosokomiálních infekcí, infekcí operačních ran, popálenin, infekcí oka, ucha, kostní dřeně. P. aeruginosa velmi dobře přijímá geny pro rezistence k antimikrobním látkám, proto se v dnešní době setkáváme s rezistencemi vůči gentamicinu, piperacilinu, kolistinu, fluorochinolonům a také karbapenemům. Bakteriologická diagnostika je poměrně snadná pro typické vlastnosti růstové a biochemické. Léčba se provádí obvykle aminoglykosidy (netilmycin, amikacin, gentamicin), antipseudomonádovými peniciliny (azlocilin, piperacilin včetně forem chráněných tazobaktamem), fluorochinolony (levofloxacin, ciprofloxacin), některými cefalosporiny (ceftazidim, cefoperazon, cefepim), karbapenemy (imipenem, meropenem) nebo polypeptidy (kolistin). P. alcaligenes a P. pseudoalcaligenes bývají původci lokalizovaných infekcí oka, kůže, urogenitálního traktu savců včetně člověka, plazů, ptáků, méně často i infekcí ryb a hmyzu. U člověka může být P. alcaligenes původcem fatálních endokarditid. P. fluorescens bývá často izolován z humánního klinického materiálu, méně často i z veterinárního (urogenitální infekce, infekce ran). Tyto infekce mívají těžký průběh. P. fluorescens je schopen růst i při teplotách 4°C. P. mendocina bývá v humánní medicíně izolován z klinického materiálu imunodeficientních jedinců a pacientů s mnohočetným myelomem, u zvířat bývá izolován z urogenitálního aparátu savců a orgánů a sliznic plazů, hmyzu a ryb. P. putida je svými vlastnostmi podobný druhu P. fluorescens, neroste však při teplotě 4°C, nýbrž kromě tepelného optima i při 42°C. P. stutzeri je u lidí původcem hnisavých zánětů zvukovodů, středouší, kloubů, spojivek, může způsobovat i sepse. U zvířat se rovněž podílí na různých onemocněních kůže, sliznic a orgánů a to především u plazů a hmyzu. 

18.3.1.1. Specifická onemocnění způsobená pseudomonádami
18.3.1.1.1. Septikémie včel

Toto onemocnění vyvolává P. aeruginosa (původně P. apisepticus). V případě vysoké vlhkosti v úlu a jeho kontaminace původcem v kombinaci s oslabením imunity a čistícího pudu může dojít k průniku původce do hemolymfy vzdušnicemi nebo potravou. Oslabujícím faktorem může být i jiné parazitární (varoáza, braulóza) nebo mykotické (nosematóza, aspergilóza) onemocnění. Včely jsou zpočátku neklidné, postupně slábnou, nejsou schopny letu, ztrácejí drobné chloupky na povrchu těla, tmavnou a hynou. Hynoucí včely leží na zádech a mívají křečovité záškuby končetin. Uhynulé včely mohou mít až nazelenalé nebo namodralé zbarvení díky produkci bakteriálních pigmentů. Septikémie není nebezpečnou nákazou a samo o sobě nepůsobí velké ztráty. Diagnostiku lze provést kultivačními metodami na běžných půdách včetně krevního agaru a typizací porostu biochemickou (Nefermtest 24, API-test, Biolog test) nebo molekulární cestou (MALDI-TOF MS, PCR) Léčba se neprovádí, je však třeba odstranit příčinu, zvýšit hygienu v úlu, napájet včely nezávadnou vodou a přikrmovat nezávadnou potravou. Původcem septikémie včel mohou být i jiné mikroorganismy, například Serratia marcescens nebo Bacillus cereus a další. 
18.3.2. Rod Burkholderia
Rod Burkholderia vznikl v roce 1993 a následně do něj byly přeřazeny některé druhy z rodu Pseudomonas. Dnes zahrnuje 64 druhů, z nichž nejvýznamnější jsou asi B. mallei, B. pseudomallei a B. cepacia. 

B. mallei je původcem vozhřivky. Toto onemocnění postihuje nejčastěji lichokopytníky (koně, osly a jejich křížence). Může postihnout také ovce a člověka. U člověka má onemocnění podobu lymfadenitidy a sepse a má obvykle fatální průběh. Nejčastěji se vyskytuje v tropech a subtropech a v dnešní době existuje díky celosvětově svobodnému pohybu osob, zvířat a zboží možnost zavlečení vozhřivky i do Evropy. B. pseudomallei lze poměrně snadno vykultivovat v podobě nažloutlých svraštělých kolonií, které pevně lpí na povrchu agaru.  U zvířat a lidí způsobuje onemocnění, které se nazývá melioidóza nebo pseudomaleus a probíhá ve formě akutní sepse s tvorbou abscesů. Subakutně může onemocnění probíhat jako pneumonie a lymfadenopatie, při chronickém průběhu může také vyvolávat celulitidu. Mortalita u neléčených jedinců může být až 95 %. S druhem B. cepacia se v medicínské i veterinární praxi potkáváme poměrně často. Původně byl parazitem cibulovin (Allium cepa), ale adaptoval se také na živočišný organismus. Je to poměrně rezistentní mikroorganismus způsobující u člověka nosokomiální a urogenitální infekce a sepse zejména v nemocničním prostředí a je schopen množit se i v destilované vodě a gynekologických gelech. Často bývá tento mikrob izolovaný ze sputa lidí s cystickou fibrózou a může ohrožovat také osoby s chlopňovými a cévními implantáty. Diagnostika burkholderií je poměrně snadná díky růstu na běžných půdách, jakými jsou krevní, Endův nebo Mac Conkeyův agar. K antimikrobní terapii jsou volena antibiotika jako při léčbě infekcí způsobených P. aeruginosa, tedy piperacilin/tazobaktam, fluorochinolony, ceftazidim, cefoperazon a karbapenemy. Na rozdíl od P. aeruginosa bývá rezistentní k aminoglykosidům, polymyxinu B a kolistinu.
18.3.2.1. Specifická onemocnění způsobená burkholderiemi
18.3.2.1.1. Maleus

Původcem onemocnění je gramnegativní nepohyblivá tyčka s nízkou biochemickou aktivitou B. mallei. Neroste při 5 ani 42°C, oxiduje glukózu a redukuje nitráty na nitrity. Roste na půdách obohacených glycerinem nebo sérem. Kolonie jsou šedavě bílé hladké, se stářím porostu se stávají zrnitými a dostávají hnědavý nádech, netvoří hemolýzu. Kataláza je pozitivní, oxidáza je v 75 % negativní Ve vnějším prostředí je poměrně málo odolná, přestože v hnijícím materiálu přežije 2-3 týdny. Vstupní branou infekce je trávicí trakt, méně častá je respirační nebo perkutánní cesta. Inkubační doba je několik týdnů až měsíců. V zažívacím traktu pronikne do podslizniční vrstvy a odtud do lymfatického systému a mízních uzlin. Po dalším pomnožení v mízních uzlinách se dostává do krevního oběhu a způsobuje bakteriémii s vzestupem tělesné teploty. Původce se dostává do vnitřních orgánů, především plic, kde vyvolává specifické granulační změny. Ty se mohou opouzdřit nebo se může onemocnění rozvíjet dále s invazí do dalších tkání a orgánů, zejména do dutiny nosní a do kůže. Infikované zvíře kontaminuje vodu, krmivo, stelivo a stájové prostředí a nákazu rozšiřuje. Vnímaví jsou lichokopytníci, šelmy i člověk, experimentálně lze nakazit i přežvýkavce. Akutní průběh vozhřivky se popisuje nejčastěji u mul, mezků, oslů a koní, u kterých bývá horečka, hnisavý výtok z nosu, na sliznici nosní dutiny a na kůži jsou drobné uzlíky, které se mění ve vřídky. Ty se hojí specifickou hvězdicovitou jizvou. Zvířata mají ztížený dech a do 2-3 týdnů hynou. Chronická průběh vozhřivky se vyskytuje u koní a má formu nosní, kde se uzlíky opět mění ve vřídky a ty se hojí hvězdicovitou jizvou. Podčelistní mízní bývají tuhé, ale nebolestivé Kožní forma je typická tvorbou uzlíků, vřídků v kůži a podkoží, které se obtížně hojí a také zvětšením regionálních mízních uzlin. Plicní forma se projevuje kašlem, dušností, únavou, kolísavými teplotami. Chronická vozhřivka může skončit i uzdravením. Zaznamenány jsou i latentní infekce. Diagnostika spočívá v kultivaci původce z lézí, sputa, hnisu nebo změněných mízních uzlin a jeho typizací biochemickou, respektive molekulárně biologickou. Je možno použít i alergenový test, jako u tuberkulózy nebo brucelózy, kdy se takzvaný mallein vpraví do oční spojivky nebo do kůže a sleduje se případná lokální alergická reakce po 12-16 hodinách. Serologicky je možno detekovat protilátky pomalou aglutinací, nebo reakcí vazby komplementu. Vozhřivka se u zvířat neléčí, vakcinace se neprovádí. U lidí je možno k terapii použít fluorochinolony, ceftazidim, karbapenemy nebo piperacilin-tazobaktam. V ČR byl zaznamenán nárůst onemocnění po roce 1945, ale v roce 1950 byla nákaza u nás vymýcena. Dnes se vyskytuje především na Blízkém Východě, v Indii, Pakistánu, Číně a Mongolsku a mnoha dalších rozvojových zemích. S volným obchodem, pohybem zvířat a zboží není možnost zavlečení nákazy vyloučena, před několika lety byl zaznamenán výskyt v Německu.
18.3.2.1.2. Melioidóza (pseudomaleus)

Je onemocnění lidí i zvířat způsobené B. pseudomallei, roste na krevním agaru a Mac Conkeyově agaru, má hnilobný pach, je pohyblivá, roste při 42°C, je kataláza i oxidáza pozitivní, utilizuje glukózu, laktózu, arginin a redukuje nitráty až na molekulární dusík. Kolonie narostlé na agarových půdách jsou zpočátku mukoidní, hladké až drsné, svraštělé a je obtížné je nabrat kličkou. Se stářím barva kolonií přechází do žluté až žlutohnědé. Onemocnění se vyskytuje endemicky v jihovýchodní Asi a Austrálii, kde je široce rozšířen i ve vodě a půdě. Vstupní branou infekce je trávicí, respirační trakt nebo kůže. Predispozičním faktorem je stres, imunosuprese. Onemocnění může probíhat i subklinicky. Protože po infekci dochází k rozesevu původce po celém organismu, jsou i klinické a patologické příznaky velmi různorodé, od abscesů v plicích až po postižení sleziny, jater, kloubů a centrálního nervového systému a mohou imitovat vozhřivkové změny. Úmrtnost u lidí v případě, že onemocnění není léčeno, může dosáhnout až 95 %. Diagnostiku lze provádět kultivačně s biochemickou a molekulárně biologickou typizací, léčba je analogická jako u maleu.  
18.3.3. Rod Comamonas a Delftia
Rod Comamonas zahrnuje 11 druhů a Delftia 3 bakteriální druhy. Nejčastěji se s nimi setkáváme ve vzorcích vody, půdy, v odpadech a kontaminovaných potravinách a krmivech. V klinických materiálech bývají nejčastěji nalézány C. testosteroni a D. acidovorans, bývají u oslabených jedinců izolovány ze sepsí, lokálních infekcí, endokarditid. U zvířat bývají nalézány zcela výjimečně a jejich patogenita je ve veterinární medicíně spíše otázkou. 

18.3.4. Rod Chryseomonas
Tento rod zahrnuje v současné době jen jeden druh a to Ch. luteola, tvořící žlutý pigment, a katalázu. Negativní je oxidázový test. Mikroorganismus je pohyblivý a roste dobře na krevním a Mac Conkeyově agaru. V humánní medicíně bývá tento druh dáván do souvislosti se sepsemi, peritonitidami a endokarditidami.

18.3.5. Rod Ralstonia
Tento rod dnes zahrnuje 5 druhů, které původně patřily do rodu Pseudomonas, mají pozitivní katalázovou a negativní oxidázovou reakci a jsou rezistentní k polymyxinu B. Je častým nálezem ve vodách, půdách, stěrech z prostředí, kontaminovaných krmivech a potravinách. Tvoří biofilm, často kolonizuje katetry a tracheální rourky, roste velmi pomalu. Bývá příčinou nemocničních infekcí. Nejčastěji se vyskytujícím druhem je R. pickettii.

18.3.6. Rod Shewanella
Zástupci tohoto rodu bývají rovněž izolováni z vody, půdy a prostředí. Bývá poměrně často izolována z ryb, vodních živočichů, méně často ze savců jako původce urogenitálního aparátu a sepsí. Dnes rod zahrnuje až 55 druhů. Z klinického hlediska má největší význam asi S. putrefaciens, která produkuje menší množství sulfanu a bývá izolována z urogenitálního traktu, kožních a slizničních lézí a dekubitů. Ve veterinární medicíně bývá příčinou sepsí akvarijních i volně žijících ryb a dalších vodních živočichů. U savců způsobuje také urogenitální infekce a kontaminuje rány.

18.3.7. Rod Stenotrophomonas
Příslušníci tohoto rodu mají opět pozitivní katalázovou a negativní oxidázovou reakci. U oslabených jedinců může způsobit nasokomiální infekce, které mohou být pro pacienta fatální až ve 43 % případů. Ve veterinární medicíně se s tímto mikrobem setkáváme u ryb a plazů, kde působí kožní nebo orgánové infekce, případně sepse. U masožravců i dalších zvířat bývá původcem infekcí urogenitálního traktu, kůže, zvukovodů, vzácně může být i původcem sepsí. Dnes rod zahrnuje 11 druhů, z nichž největší medicínský význam má S. maltophilia.

Další veterinárně a medicínsky významné nefermentující bakterie
18.3.8. Rod Acinetobacter
Acinetobaktery jsou nepohyblivé gramnegativní kokobakterie kataláza pozitivní a oxidáza negativní vyskytující se ve vodě, půdě, prostředí, trávicím traktu živočichů, na rostlinách a v dalších organických substrátech. Rod dnes zahrnuje asi 28 druhů a je poměrně problematické je rozlišit pomocí běžně používaných fenotypových vlastností. U pacientů s poruchami imunity bývají infekce způsobené těmito mikroby velkým problémem a to díky jejich multirezistencím k antimikrobním látkám. Z nejvýznamnějších druhů lze jmenovat A. calcoaceticus a A. baumannii tvořící takzvaný ABC komplex (komplex Acinetobacter baumannii-calcoaceticus). Z dalších lze jmenovat A. lwoffii, A. ursingii nebo A. schindleri, které jsou v humánním i veterinárním materiálu asi nejfrekventovanější. Tyto mikroorganismy bývají často izolované z lézí na kůži a sliznicích, z urogenitálního traktu a z hemokultur. K léčbě onemocnění lze s úspěchem použít aminoglykosidy (amikacin, isepamycin), karbapenemy (imipenem, meropenem), někdy i fluorochinolony. Některé kmeny produkují široká spektra betalaktamáz, a proto nelze při terapii použít peniciliny. 
18.3.9. Rod Eikenella
Tento rod reprezentuje jediný druh a to E. corrodens vyskytující se běžně v trávicím, urogenitálním traktu a v dutině ústní člověka. Bývá izolována z gingivitid, periodontálních lézí a abscesů, v horších případech i z mozkových a plicních abscesů, může zapřičiňovat i prostatitidy, endokarditidy, kožní infekce i sepse. Porosty na pevných agarových půdách rostou anaerobně i aerobně za přítomnosti heminu (X-faktoru) a bývají dvojího typu. Jedny jsou tzv. nekorodující a jedny korodující, což znamená, že vrůstají do agaru a jejich růst bývá někdy doprovázen chlorovým zápachem. Kmeny jsou citlivé k cefuroximu a cefoxitinu, rezistentní jsou k aminoglykosidům, linkosamidům, vankomycinu a metronidazolu. 
18.3.10. Rod Kingella a Suttonella
Zástupce obou rodů lze izolovat z dýchacího a urogenitálního traktu člověka, kde jsou součástí běžné mikroflóry. V preparátech tvoří větší dvojice koků připomínající kávová zrna, někdy bývají i ve formě tetrakoků. Můžou se však uplatnit jako původci sepsí u dětí, endokarditid, arthritid a osteomyelitid. Rostou na obohacených půdách včetně čokoládového a Thayer-Martinova agaru, kde mohou imitovat porost Neisseria gonorrhoeae, která je původcem kapavky. Rod Kingella zahrnuje dnes 4 druhy, z nichž nejvýznamnější je K. kingae a K. denitrificans. Rod Suttonella zahrnuje 2 rody a to S. indologenes a S. ornithocola. Citlivost kmenů výše uvedených druhů je poměrně dobrá, k léčbě lze použít peniciliny, cefalosporiny, aminoglykosidy, fenikoly, kotrimoxazol a ciprofloxacin. Ve veterinárním klinickém materiálu jsou zcela vzácné.
18.3.11. Rod Oligella, Moraxella, Branhamella
Rod Oligella zahrnuje dva druhy a to O. urethralis a O. ureolytica. Oligely bývají izolovány z urogenitálního traktu člověka a jako původci onemocnění jsou spíše vzácné, mohou snad způsobovat sporadické infekce močových cest, byly popsány i sepse nebo celulitidy u lidí.

Moraxely jsou kataláza i oxidáza pozitivní mikroorganismy tvořící v preparátech dvojice hranatých kokobakterií, některé mají schopnost tvořit částečnou betahemolýzu na krevním agaru. V současné době je známo 18 druhů v rámci tohoto rodu. Z humánních druhů je významná M. lacunata, M. nonliquefaciens, které mohou vyvolávat konjunktivitidy a endoftalmitidy. Další druhy M. osloensis a M. phenylpyruvica mohou u lidí vyvolat meningitidy, bronchitidy, konjunktivitidy a sinusitidy. M. bovis, M. bovoculi, M. equi jsou významné ve veterinární medicíně, kde způsobují keratokonjunktivitidy skotu a koní.

Rod Branhamella zahrnuje 1 druh a to B. catarrhalis, který může být příčinou konjunktivitid obvykle u přežvýkavců. 

18.3.11.1. Specifická onemocnění způsobená moraxelami 
18.3.11.1.1. Infekční keratokonjunktivitida skotu
Je to sezónní onemocnění skotu chovaného především pastevním způsobem. Původcem je gramnegativní kataláza i oxidáza silně pozitivní mikroorganismus Moraxella bovis. Z vlastní zkušenosti mohu říci, že velmi často bývá z klinických změn u skotu izolován také druh M. bovoculi, který odborná literatura také uvádí jako původce onemocnění spojivky a rohovky i u lichokopytníků. M. bovoculi má poněkud hutnější a o něco větší kolonie, intenzivněji zabarvené do šeda s o něco výraznější betahemolýzou. Rozdíly však postřehne spíše oko dlouhodobě cvičeného mikrobiologa s letitou praxí. Faktorem patogenity jsou fimbrie. Na základě O a K antigenů lze provést také sérotypizaci kmenů. Odolnost moraxel vůči vnějším vlivům je poměrně nízká, výskyt keratokonjunktivitidy je nejvyšší v červenci a srpnu. V tomto období je poměrně hodně slunečných dní a s nimi i větší přísun UV záření a také hmyzu (much), což může hrát významnou roli v patogenezi. Setkal jsem se ale i se sporadickými případy onemocnění u telat a ustájeného mladého skotu v podzimních a zimních měsících. Také jsem sám prováděl asi ve dvou případech na pastvě odchyt much vyskytujících se přímo na zvířatech s příznaky onemocnění a suspenzi z nich zhotovenou jsem kultivoval, výsledek byl však vždy negativní. Mohlo to být způsobeno tím, že kultivace byla provedena až v laboratoři s odstupem několika hodin a vzhledem k nízké odolnosti moraxel mohlo dojít k jejich devitalizaci. Choroba postihuje obvykle jen jedno oko. V iniciálním stádiu dochází k zarudnutí sliznice spojivky, výraznému slzotoku, sekret je zpočátku čirý. Dostavuje se bolestivost oka, blefarospasmus (světloplachost), otok víček a 3. až 4. den se začíná vyvíjet i zánět rohovky provázený jejím mléčným zkalením. Změny přerůstají v poškození rohovkového epitelu, které vede ke vzniku vředu. To může přerůst až v perforaci rohovky, výtok tekutiny z přední komory oka, případně výhřez čočky. Následuje hojení rohovky, vaskularizací a zacelením poškození. Po vyhojení léze může zůstat na rohovce různě velká bílá jizva, nebo může rohovka zůstat zcela zkalená, což má za následek slepotu. Onemocnění má za následek i nechutenství, snížení užitkovosti a hubnutí. Diagnostika spočívá v klinickém posouzení změn a kultivaci čerstvě provedených stěrů na krevní agar, pokud možno, přímo na pastvě. Izolované kmeny jsou cítit po vařených ječných kroupách a mají drobivou konzistenci, která by se dala přirovnat k vlhkému moučkovému cukru. Porosty je možno konfirmovat biochemicky a mikroskopicky. Přesnější jsou však metody molekulárně biologické (MALDI-TOF MS a PCR). Podrobnou typizaci lze provést serotypizací. Léčba je účinná jen v iniciálním stadiu onemocnění, stejně jako kultivace materiálu a provádí se lokální aplikací antibiotických preparátů na bázi aminoglykosidů (gentamicin, framykoin) nebo fenikolů, případně tetracyklinů. Preventivně je možné stáda vakcinovat několik týdnů před vyhnáním na pastvu nejlépe autogenní vakcínou.  

18.3.12. Rod Riemerella 

Tento rod zahrnuje dva druhy a to R. anatipestifer a R. columbina. R. anatipestifer je původcem infekční serozitidy kachen, R. columbina způsobuje respirační onemocnění u holubů. Riemerely jsou gremnegativní nepohyblivé nehemolytické a asacharolytické koky, kokobakterie i tyčky o velikosti přibližně 0,2-0,4 x 1-5 μm, kataláza i oxidáza pozitivní a rostoucí na krevním agaru, nejlépe v přítomnosti 5-10 % CO2, nerostoucí na Mac Conkeyově agaru. Kolonie jsou šedavé mukózní nehemolytické a jejich velikost je po 24 hodinách inkubace při 37°C jen 1-2 mm. Riemerely tvoří fosfatázu a mají želatinolytickou aktivitu, obvykle utilizují dextrin, maltózu, glukózu, manózu, méně často i fruktózu. Dle jejich specifické biochemické aktivity je možno je řadit do 8 biotypů a dle serologické typizace do 21 serotypů. Porosty jsou šedavé, obvykle mukózní a mohou slabě páchnout po másle. Diagnostika se opírá o morfologii v preparátu barveném dle Grama, dále o serologické a molekulární metody detekce (PCR, MALDI-TOF MS). K léčbě se používají obvykle peniciliny nebo tetracykliny. 

18.3.12.1. Specifická onemocnění způsobená riemerelami

18.3.12.1.1. Infekční bakteriální serozitida kachen (riemerelóza)

Původcem je R. anatipestifer. Vyvolávajícím faktorem bývá velmi často stres, oslabení imunity nebo paralelně probíhající jiné onemocnění, zejména virová. Infekce má podobu sepse s tvorbou otoků, zejména na hlavě a s tvorbou serofibrinízních zánětů v respiračním aparátu, vzdušných vacích, osrdečníku, pobřišnici, kloubech, vejcovodech a dalších orgánech. Lze se setkat také s meningitidami a následnými nervovými příznaky, jako je třes, ataxie, mortalita může být až 70 %. V současné době je známo až 21 serotypů, které mohou infikovat především kachny a husy nad 6 týdnů stáří a také další druhy vodní drůbeže. Onemocnění bývá popisováno také u krůt, bažantů, slepic, perliček, křepelek, koroptví, papoušků i u jiných volně žijících vodních druhů ptáků. V jednom chovu se může vyskytovat i více serotypů původce. Onemocnění má inkubační dobu 2-12 dní, přenos je realizován pravděpodobně aerogenní nebo perkutánní cestou, předpokládá se i vertikální přenos na potomstvo. Při transmisi se mohou uplatňovat také vektory (zejména členovci). Nejvnímavější jsou mladí ptáci ve věku 2-8 týdnů, průběh bývá perakutní nebo akutní, u starších zvířat i chronický. Mortalita bývá obvykle do 10%. Rekonvalescentní jedinci získávají rezistenci k následným infekcím. Jak již bylo řečeno, diagnózu lze potvrdit kultivačním vyšetřením, serotypizací porostů a molekulárními metodami konfirmace (PCR, MALDI-TOF MS). Izoláty bývají citlivé vůči penicilinu, novobiocinu, chloramfenikolu, linkomycinu, streptomycinu, erytromycinu, ampicilinu, bacitracinu, neomycinu a tetracyklinu.  
19. Kultivačně náročné gramnegativní koky, kokobakterie a tyčky

19.1. Rod Brucella
Brucely jsou drobné gramnegativní kokovité nepohyblivé a pomalu rostoucí mikroorganismy, které nemají pouzdra a jsou většinou aerobní, jen některé druhy vyžadují inkubaci v mikroaerofilních podmínkách. V hostitelském organismu jsou nitrobuněčnými parazity. Vykazují pozitivní katalázovou i oxidázovou reakci a redukují nitráty. Neštěpí cukry a mají variabilní schopnost tvořit ureázu a sulfan. Endotoxin brucel je podobný endotoxinu enterobakterií. Narůstají na speciálních sérem obohacených médiích, z vlastní zkušenosti mohu říci, že jsou schopny většinou narůst i na krevním agaru, kde však rostou pomaleji a drobněji. Kolonie bývají nejprve průhledné, později mléčně zbarvené, opaleskující, starší kultury mohou mít i nažloutlý nádech. Inkubační doba růstu se pohybuje mezi 2 a 7 dny. Rod zahrnuje dnes 10 druhů, z toho 4 druhy jsou zoonotické a to B. abortus, B. suis, B. canis a B. mellitensis. Z dalších veterinárních druhů lze jmenovat B. ovis, B. ceti, B. microti, B. pinnipedialis, B. neotomae a B. inopinata. Do hostitelského organismu proniknou poraněním na kůži nebo sliznici, respiračním traktem, trávicím traktem nebo přes sliznici pohlavních orgánů. V místě průniku jsou pozřeny fagcytujícími leukocyty a rozneseny po celém organismu. Způsobují horečnatá onemocnění s postižením systémovým nebo lokálním, orgánovým. V orgánech mohou vytvářet granulomy a tkáně parenchymů mohou i destruovat. Klinické projevy mohou být velmi pestré od kolísajících horeček přes postižení jater, ledvin, srdce, sleziny, mozku a mozkových plen, pohlavních orgánů až po sepse. U zvířat je v samičích pohlavních orgánech a placentách obsažena látka erythritol, která podporuje nitrobuněčný růst, a proto mívají brucely afinitu k pohlavním oránům. V české republice byla B. abortus eradikována z chovů hospodářských zvířat v roce 1968. Díky volnému pohybu osob a zboží v Evropě není vyloučena možnost návratu této choroby do našich chovů. Čeští cestovatelé si občas z dovolených přivážejí jako trofej maltskou horečku (B. mellitensis). Laboratorní průkaz se provádí přímou kultivací klinického materiálu, krve, u zvířat přednostně materiálu z pohlavních orgánů, mízních uzlin a sleziny na krevní agar a selektivní půdy (Brucella agar). Ta však nemusí být spolehlivá. Konfirmace se provádí metodou PCR. Touto metodou lze agens detekovat i přímo v klinickém materiálu. Z nepřímých metod diagnostiky brucelózy se uplatňuje reakce vazby komplementu (RVK, KFT), ELISA a pomalá aglutinace. Serologicky může docházet k falešně pozitivním reakcím po kontaktu hostitele s jersiniemi, mannheimiemi, vibrii nebo franciselami. 
19.1.1. Specifická onemocnění způsobená brucelami

19.1.1.1. Bangova choroba

Toto vysoce kontagiózní zoonotické onemocnění je vyvoláno gramnegativním kokobacilárním mikroaerofilním původcem B. abortus (Bangův bacil). Uvnitř druhu je možno rozlišit 9 biotypů. Teplotu 60°C mohou přežívat až 30 minut, v půdě, vodě, hnoji a plodových obalech mohou přežívat až 4 měsíce. Primárním hostitelem B. abortus je skot, můžou však onemocnět i další zvířata, například ovce, kozy, koně, masožravci a hlodavci a také člověk, v živočišných produktech mohou přežít také několik měsíců. Problémem mohou být nepasterované sýry, mléko, máslo, smetana a další potraviny. České chovy hospodářských zvířat jsou od roku 1964 prosté B. abortus, nicméně v dalších státech Evropy se onemocnění stále vyskytuje (Itálie, Francie, Polsko, Balkán) a díky volnému pohybu lidí, zvířat i zboží může dojít k jejímu opětovnému zavlečení. U lidí může dojít k nakažení v průběhu cestování nebo požitím ilegálně dovezených nepasterovaných potravin ze zemí s výskytem onemocnění. Jak již bylo řečeno, vstupní branou infekce je trávicí trakt, sliznice pohlavních orgánů poranění na kůži nebo sliznicích, respirační trakt. Inkubační doba je 30-230 dní (u lidí 5-60 dní). V organismu se šíří lymfogenní cestou do mízních uzlin, kde jsou v závislosti na kvalitě imunitního systému likvidovány, nebo se pomnoží a následně se dostanou do krevního oběhu, kde setrvávají 10-21 dnů. Bakteriémie vede ke zvýšení tělesné teploty, a v jejím průběhu se mikroorganismy dostávají do různých orgánů a tkání, kde infekce proběhne latentně, nebo se rozvine a dojde k vývoji klinických příznaků reprezentovaných specifickými granulačními záněty. Vysokou afinitu má B. abortus k pohlavním orgánům, kde vyvolává zánětlivé změny, potraty, zadržení lůžka, záněty dělohy, varlat a nadvarlat. Plodem a plodovými obaly je vylučováno obzvláště velké množství brucel. Ke zmetání dochází obvykle v poslední třetině gravidity, pokud se narodí živá mláďata, bývají neduživá a hynou po porodu. Plody prasnic mohou být i mumifikované. K vylučování dochází hojně i močí, trusem, spermatem a mlékem. Z vulvy odtéká čirý nepáchnoucí sekret, chronické záněty dělohy mohou vést i k neplodnosti. Z extragenitálních projevů se mohou objevovat abscesy v podkoží, záněty kloubů (především karpálních), burzitidy, záněty mléčné žlázy. U lidí probíhá Bangova choroba zpočátku jako chřipkové onemocnění provázené horečkou, bolestí svalů a kloubů, pocením, následně dochází ke zvětšení jater a sleziny. V chronickém stádiu horečky ustupují a prohlubují se nekrotické léze v parenchymatózních orgánech, játrech, slezině, plicích, ledvinách, močových cestách a pohlavních orgánech, může docházet k potratům u žen. U mužů dochází k zánětům varlat a nadvarlat. Při likvidaci ohniska onemocnění zvířat je nutno depopulovat všechna zvířata včetně drůbeže. Z diagnostických přímých metod se používá kultivační vyšetření na speciálních obohacených půdách s antibiotickými suplementy v mokroaerofilní atmosféře při 37°C po dobu 2-5 dnů s následnou molekulárně biologickou typizací původce (PCR). Ke kultivačnímu vyšetření se používají plodové obaly a tekutina, zmetaný plod, punktáty, sperma, obsah abscesů a kostní dřeň. Metoda MALDI-TOF MS ani biochemické testy nedokážou jednotlivé duhy spolehlivě odlišit. K typizaci lze použít i specifických antisér, nicméně ani serotypizace nebývá neomylná, může docházet ke křížovým a falešně pozitivním reakcím. Biologické pokusy na morčatech se používaly v minulosti k purifikaci původce, dnes se nepoužívají z důvodu nehumánnosti. Z nepřímých metod diagnostiky lze použít rychlou sklíčkovou aglutinaci, pomalou aglutinaci, reakci vazby komplementu a Coombsův test. Výjimečně se dá použít i alergodiagnostický test s pomocí takzvaného F-alergenu. Zvířata by se v případě pozitivního nálezu neléčila. U lidí se provádí léčba tetracykliny, rifampicin nebo alternativně kotrimoxazolem. K preventivní ochraně chovů lze použít vakcinaci, ta se však v ČR neprovádí.     
19.1.1.2. Maltská (undulující, vlnivá, kolísavá) horečka

Původcem onemocnění je zoonotická B. melitensis, která roste na rozdíl od B. abortus a B. ovis v aerobních podmínkách na obohacených půdách s antibiotickým suplementem. B. melitensis má 3 biotypy (1-3), které se mírně liší biochemicky a geneticky a je primárně patogenem ovcí a koz. Žádný z biotypů neprodukuje sulfan. Vstupní branou infekce je opět trávicí trakt, poraněná kůže, méně často respirační systém. Velmi častý je přenos s pomocí vektorů, bodavého hmyzu a klíšťat. K infekci jsou vnímavější kozy než ovce, nakazit se může i člověk. Inkubační doba je opět 5-60 dní. U zvířat se onemocnění prezentuje horečkami, apatií, záněty kloubů, záněty varlat, nadvarlat, potraty, případně onemocněním dalších parenchymatózních orgánů. U člověka se onemocnění projevuje celkovým horečnatým onemocněním, únavností, somnolencí, chřipkovými příznaky. Pacienti udávají v anamnéze cesty do rizikových oblastí, pobodání hmyzem nebo konzumaci tepelně neošetřených mléčných výrobků. Následně onemocnění může přejít do chronického stádia, horečky mizí a v desetidenních intervalech se mohou vracet a pak opět mizet (undulující průběh – vlnivá horečka). V případech, kdy není včas provedena léčba a s přechodem do chronicity, může dojít k postižení orgánů, zejména parenchymatózních a také kloubů. Diagnostické metody jsou shodné s ostatními brucelami, stejně tak léčba. U zvířat se léčba neprovádí.
19.1.1.3. Infekční epididymitida beranů

Toto onemocnění je způsobeno nezoonotickým druhem B. ovis. Původce byl poprvé identifikován u beranů na Novém Zélandu a Austrálii v roce 1953. U nás bylo onemocnění popsáno v roce 1955 na Slovensku. Původcem je nepohyblivá gramnegativní kokobakterie se zašpičatělými póly. Vstupní branou infekce je trávicí trakt, sliznice pohlavních orgánů nebo poraněná kůže. Po průniku do hostitelských tkání dojde k pomnožení původce, který je lymfou a krví zanesen do pohlavních orgánů. Inkubační doba je 6-17 týdnů. U beranů se brucely usidlují v kaudální části nadvarlat, kde vyvolávají jednostranné nebo oboustranné patologické změny. Tělesná teplota nebývá zvýšená. Onemocnění může někdy proběhnout i bezpříznakově (inaparentně) za současného vytvoření protilátek. Nadvarlata jsou při transparentním průběhu choroby zvětšená, tuhá, bolestivá, s výskytem uzlovitých změn. Ovce jsou vůči onemocnění odolnější, nicméně i u nich se můžou projevit potíže, obvykle potraty. Kultivace se opět provádí na speciální obohacená selektivní média v mikroaerofilních podmínkách při 37°C po dobu 3-15 dní. Ke kultivaci se používá sperma, plodové vody a obaly, zmetané plody. Konfirmace se provádí metodou PCR, která je nejpřesnější. K nepřímé diagnostice se obvykle používá komplement fixační test a ELISA. Nemocná zvířata se neléčí.
19.2. Rod Francisella
Tento rod zahrnuje 5 druhů se 7 poddruhy. Největší epidemiologický a epizootologický význam mají F. tularensis, která je dnes rozdělena do 4 poddruhů a to F. tularensis ssp. tularensis, F. tularensis ssp. holarctica, F. tularensis ssp. mediasiatica a F. tularensis ssp. novicida. Z dalších druhů je to F. hispaniensis, F. noatunensis se 2 poddruhy a to F. noatunensis ssp. noatunensis, F. noatunensis ssp. orientalis, a dále F. philomiragia ssp. philomiragia a F. piscicida jsou asociovány s onemocněními ryb. Francisely jsou malé aerobní pleomorfní koky až kokobakterie, které mohou tvořit pouzdra, dle Grama se barví špatně, kultivace je třeba provádět na médiích obohacených o cystin nebo cystein a glukózu. Z vlastní zkušenosti ale mohu říci, že narostou drobněji i na obyčejném krevním agaru, protože krev vždy obsahuje menší množství cysteinu, cystinu a glukózy. Rostou v drobných mukózních a mírně zkalených koloniích, mají slabě pozitivní katalázu a nepatrnou biochemickou aktivitu. Do hostitelského organismu se dostává různými cestami, poškozenou kůží, sliznicemi, spojivkou, respirační cestou, což ovlivňuje formu onemocnění. Detekci a stanovení diagnózy lze provést přímými metodami kultivačně a následnou sérotypizací nebo molekulárními metodami (MALDI-TOF MS, PCR). Nepřímá diagnostika spočívá v rychlé sklíčkové aglutinaci, pomalé aglutinaci nebo ELISA. Léčbu je možno provést aminoglykosidy, tetracykliny nebo fluorochinolony.
19.2.1. Specifická onemocnění způsobená franciselami

19.2.1.1. Tularémie

Původcem je F. tularensis, v našich podmínkách poddruh tularensis. Tularémie je učebnicové onemocnění s přírodní ohniskovostí. Rezervoárem bývají drobní hlodavci, jako jsou zajíci, divocí králíci, veverky, myšovití hlodavci, hraboši a křečci. Mohou jimi však být i lišky, jezevci a srny. K přenosu může dojít přímo při manipulaci s nemocným nebo uhynulým zvířetem, kontaminovanou vodou nebo potravou, kůžemi z nemocných zvířat, častý bývá i přenos pomocí vektorů jako jsou klíšťata, pijáci a další. Ulceroglandulární forma onemocnění se projeví po 3-5 dnech inkubace horečkou, třesem a nevolností. V místě vstupu vzniká na kůži nebo sliznici vřídek a následně zduří regionální mízní uzliny. Orofaryngeální forma vzniká po pozření kontaminované potravy nebo vody. Postižením tonzil vzniká anginózní onemocnění, tyfoidní neboli tyflická forma vzniká po průniku původce do organismu sliznicí trávicího traktu, což se projeví těžkými zánětlivými změnami, bolestí břicha, krvácením, horečkou, nevolností, průjmy. Následně může dojít k multiorgánovému onemocnění s tvorbou granulomů nebo k sepsi. Plicní forma vzniká vdechnutím infikovaného prachu např. ze sena, slámy, pilin kontaminovaných sekrety a exkrety nemocných zvířat. Okuloglandulární forma vznikne po infekci přes spojivku a projeví se bolestivou hnisavou konjunktivitidou a následným otokem regionálních mízních uzlin. Diagnostika, jak již bylo řečeno, spočívá v kultivačním vyšetření a typizaci porostu molekulárními nebo sérologickými metodami, přímým průkazem metodou PCR v materiálu. Na honech se u ulovených zajíců používá nepřímá metoda průkazu protilátek v krvi rychlou sklíčkovou aglutinací, v laboratoři pak pomalou aglutinací nebo ELISA metodou. Léčbu je možno provést aminoglykosidy, tetracykliny nebo fluorochinolony.  
19.3. Rod Legionella
Tento rod zahrnuje dnes 53 druhů se 3 poddruhy. Nejvýznamnějším druhem je L. pneumophila, která je původcem legionářské choroby a která se projevuje těžkými záněty plic, nebo může být původcem tzv. pontiacké horečky, která má příznaky velmi podobné chřipce. Přestože mohou být patogenní všechny druhy legionel, 85 % registrovaných infekcí způsobuje L. pneumophila. Legionely jsou pleomorfní aerobní gramnegativní tyčky, které mají ve své stěně zabudované unikátní mastné kyseliny, které u jiných mikrobů nenalézáme. V hostitelském organismu působí jako intracelulární paraziti a hostitelskou buňku svými enzymy ze skupiny proteáz, lipáz, nukleáz a fosfatáz postupně destruují, ve vodních zdrojích mohou parazitovat i na amébách. Většina legionel produkuje betalaktamázy. Velmi špatně se kultivují a vyžadují kromě speciálních půd s obsahem aktivního uhlí, cystein, železo a kvasničný extrakt (BCYE agar) a vysokou vlhkost inkubační atmosféry. Inkubace probíhá týden, teplotní růstové rozmezí je 25-43°C. Někteří autoři doporučují inkubovat půdy v atmosféře se zvýšenou tenzí CO2. Kolonie jsou ploché, modrošedé, zrnité, ostře ohraničené s rovnými okraji a v šikmo dopadajícím světle opaleskují. Kmeny jsou kataláza pozitivní, nefermentují cukry, zkapalňují želatinu a hydrolyzují močovinu. Mají také poměrně rozmanitou antigenní strukturu, což umožňuje serotypizaci a identifikaci až několika desítek serotypů. Nejčastěji jsou infekce vyvolány serotypy 1 a 6. Infekcím vnímaví jsou starší lidé, alkoholici, kuřáci, onkologičtí pacienti, lidé po transplantacích, chemoterapii a také jedinci imunosuprimovaní a stresovaní. Nakažení probíhá vdechnutím aerosolu. Rezervoárem bývají sprchy nebo neudržovaná klimatizační zařízení. Diagnostika spočívá v kultivaci klinického materiálu, kmeny jsou identifikovány molekulárními metodami (MALDI-TOF MS, PCR). Nepřímý průkaz lze provést s pomocí testů ELISA nebo nepřímou fluorescencí.
19.3.1. Specifická onemocnění způsobená legionelami

19.3.1.1. Legionářská nemoc

Toto onemocnění bylo poprvé popsáno u účastníků konference amerických legionářů ve Philadelphii v roce 1976, kteří se infikovali aerosolem z hotelové klimatizace. Aerosol způsobil sérii těžkých respiračních onemocnění a 34 účastníků setkání v jeho důsledku zemřelo. Právě díky kumulaci těchto případů došlo k objevení jejich původce s druhovým názvem L. pneumophila. Jak již bylo řečeno, predisponovanými pacienty jsou lidé se slabší imunitou, starší jedinci, lidé po transplantacích, chemoterapii, kuřáci, alkoholici, onkologičtí pacienti, HIV pozitivní jedinci atd. K nakažení dojde aerosolem a po 2-10 denní inkubaci se objeví horečka, suchý, neproduktivní kašel, třesavka, bolest na prsou, dostavuje se bolest, zmatenost. V plicích vznikají drobné abscesy. Postiženy mohou být i ledviny, centrální nervový systém, trávicí trakt a také horní cesty dýchací. Pacient může průjmovat a zvracet. Úmrtnost bývá u této choroby 15-20 %, nicméně u imunosuprimovaných pacientů bývá vyšší. Diagnostika již byla popsána v předchozí kapitole a soustředí se na kultivaci, kmeny jsou identifikovány molekulárními metodami (MALDI-TOF MS, PCR). Nepřímý průkaz lze provést s pomocí testů ELISA nebo nepřímou fluorescencí. Léčbu je možno provést makrolidy nebo chinolony (azitromycin, levofloxacin), v lehčích případech erytromycinem nebo tetracyklinem. Léčba musí být rychlá a musí být nasazena, pokud možno, v co nejčasnějším stadiu onemocnění.
19.3.1.2. Pontiacká horečka

Epidemie pontiacké horečky způsobené legionelami proběhlo ve městě Pontiac v USA v roce 1968. Nákaza se projevuje vysokými teplotami, nevolností, zimnicí, bolestí svalů. Plicní tkáň postižena nebývá. Po 2-5 dnech onemocnění samovolně odezní a dojde k uzdravení. Diagnostika je podobná jako u legionářské nemoci. Léčbu je proto možné omezit jen na potlačení symptomů.
