Lékarska
mikrobiologie pro
ZDRL

Tyden 18:
Prehled anaerobli a mykobakterii

Upraveno podle Ondreje Zahradnicka



Co nas dnes ceka?

e Nesporulujici anaerobni bakterie

e Klostridia (G+ sporulujici anaerobni
tyCinky)

e Mykobakteria (puvodce tuberkuldzy,
puvodce lepry, netuberkuldzni
mykobakteria);

e Aktinomycety a nokardie



Jesté nez zacheme...

e ..meli bychom si cosi uvedomit.
Doted (minulé dve prednasky) jsme si
povidali vétsinou (az na vyjimky,
napfr. pdvodce kapavky) o bakteriich,
které se projevi pri bézné diagnostice.



Takze:

* Pokud chce osetrujici lIekar, aby byl jeho
vzorek proveren na pntomnost
anaerobu mykobakteru Ci aktinomycet,
musi to uvest na zadance. Musi se uzit

specialni postupy.

e U dalsich puvodcu (treba spirochet Ci

cwlamydll) se navic zpravidla odeblra
sérum a provadi se nepfimy prukaz

e Laborant si toho musi byt vedom a
prlpadne upozornit na vhodny zpusob
odbéru & oznadeni pruvodky
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Co jsme znali doted’

e Zatim jsme se seznamili
se Ctyrmi skupinami
mikrobu, které rostou za
aerobnich podminek -
at uz jsou striktné
aerobni jako napr.
pseudomonady, nebo
fakultativhe anaerobni
jako treba Escherichia
colli.




Nyni si pridame dalsi Ctyri
skupiny

e Kazda z onéch ctyr
skupin ma totiz svoje
anaerobni , bratricky".
Jejich vlastnosti se
vyrazne lisi od aerobnich
bakterii a naopak
vykazuji nekterée
spolecné charakteristiky. [P
Vymyka se jen rod
Clostridium, protoze umi
tvorit spory

G= koky
erob aerobni




Spolecné charakteristiky
nesporulujicich anaerobu

e \/yskytuji se jako beézna flora:

- v tlustém streve, kde tvori 99 az 99,9 % (dle
ruznych Udaju) celkového objemu mikrobu, je jich
tam kolem jednoho kilogramu

- v ustech, kde mohou zit diky biofilmu - jsou do né&j

zavzaty tak, aby nemély primy pristup ke vzduchu,
ktere by je ohrozoval

- v pochvé, kde nejsou pritomny u vSech zen, ale
uvadi se, ze asi 70 % zZen néjaké anaeroby v pochvé
ma a povazuje se to za normalni stav; jen pokud se
zde premnozi, jde o dysmikrobii, kterou je nutno
leCit



Veillonova flora

Pfi zadnétu obvykle neexistuje jeden puvodce, ale
uplatnuje se smeés. Nékdy se pouziva termin
,Veillonova flora"

Velmi Casto se ovsem na takovych infekcich
podileji vedle striktné anaerobnich bakterii také
bakterie fakultativné anaerobni (napr. ze streva)

Chronické infekce i s aeroby, ty spotrebuji kyslik

Casto bakterie nemuseji aktivné provadét invazi
(napr. do brisni dutiny) — dostanou se tam spise
pasivneé narusenim stéeny zanetem, nadorem Ci
Urazem

Anaerobni infekce nemaji specifické priznaky
(typické u klostridii a aktinomykozy), zapach



Kde se tedy typicky vyskytuji
anaerobni infekce?

e\/ pdnevni oblasti (prunik z pochvy)

oV bFidni dutiné (prunik bakterii ze stfeva)

e\e tkanich krku a hrudniku (z dutiny Ustni - tyka
se také aktinomykozy, viz dale)

o\/ pI|C|ch (z dutiny ustni nebo ze streva, casto pri
tonuti nebo pFi vdechnuti zvratku - casto u alkoholiku

a lidi v kolapsovém stavu)

oNékdy i v samotné dutiné ustni, pochve,
vyjimecne i ve streve

eCasto ohrani¢end loziska, abscesy

Toto se tyka nesporulujicich anaerobl - klostridiové anaerobni
infekce mivaji jiné lokalizace (vétsinou se sifi z ran)



Anaerobni infekce z Ustni
dutiny

aapredbook.aappublications.org



Novorozenecka anaerobni
pneumonie

aapredbook.aappublications.org

Bacteroides and -
Prevotella infections.
Bacteroides fragilis
pneumonia in
newborn (B. fragilis
isolated from the
placenta and blood
culture from the
newborn). Anaerobic
cultures were
obtained because of
a fecal odor in the
amniotic fluid




Gingivostomatitis:

WWW.mamagums.com

Prevotella gingivalis




Prenos infekce

e \/yznamny je endogenni prenos (= v
ramci téla pacienta)

e Jiny nez endogenni prenos je malo
bézny; do rany se mohou anaeroby
dostat pri pokousani, do streva s
potravou

e Nezpusobuji velké nemocniéni
(nozokomialni) epidemie, nozokomialni
endogenni infekce jsou vSak pomeérné
caste, profylaxe pred chirurgickymi
zakroky



y Ny

Lecba
Penicilin je dle literatury leékem volby
anaerobnich infekci krome infekci
zpusobovanych rodem Bacteroides, ktery je
primarné rezistentni. V praxi se ale Casteji
vyuzivaji aminopeniciliny, pripadne i
s inhibitorem betalaktamazy
Metronidazol se pouziva napr. u anaerobnich

posevnich infekci, jeho vyhodou je zde
soucasna ucinnost na trichomonady

Z dalsich antibiotik se uplatnuji napriklad
linkosamidy

Antibiotika dlouhodobé a ve vyssich davkach
Chirurgicka odstranéni nekrotické tkanée



Prehled nesporulujicich anaerobu
(u Cloveka nejbéznéjsi druhy)

http://www.geocities.com

Koky TycCinky
G+ Peptococcus Propionibacterium ***
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Fusobacterium, Leptotrichia™*

Bacteroides, Prevotella,
Mobilumcus,
Porphyromonas™*

*se zaspicatélymi konci **s rovnymi konci ty€inky

***neni stoprocentni anaerob




Rozdily mezi gramnegativnimi
anaerobnimi tyCinkami

Rod Bacteroides Prevotella a
Porphyromonas

Prevazne v tlustém Prevaznée v ustni dutiné

streve, nektere druhy

pohyblivé

Rezistentni na penicilin a Byvaji citlivé na penicilin
ampicilin

Biochemicky aktivnéjsi Biochemicky mene
aktivni

Netvoii pigment Casto tvorfi pigment

PGvodné véechny patfily do rodu Bacteroides
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Pribéh

e Pani Rakova byla prijata pro
horeCnaty stav a intenzivni bolesti bric
e Zobrazovaci metody ukazaly na absces malé

panve. Ukazaly vsak takeé nador na deloznim
Cipku — pozdéji se ukazalo ze jde o karcinom

e U pani Rakoveé se nastésti podarilo operacné
vyresit nejdfive absces a poté i nador, byt za
cenu provedeni hysterektomie. Metastazy se
nastesti neobjevily.



V abscesu se nasla...

e ...smes striktné anaerobnich, ale i
fakultativhé anaerobnich bakterii

e Tato smes se zrejme vyskytovala
v pochvé pani Rakove, aniz by ji
Cinila sebemensi problemy

e Nador vsak porusil anatomickou

bariéru, a mikroby se dostaly do
mist, kde zpusobily absces.



Anaeroby v téle

; 2, Multiplication
4, Disease

Abscess
Preumonia ————~ .

Gangrerne — |

Coelulitis _---‘_'_""""---.._._
Intraabdominal

infections :
Pelvic \

inflarmmataory
disease

1. Entry
{panetration of
muccus membrang}

3, Spread
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Bacteroides fragilis
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Bacteroides sp.

Dfive se pouzival pro tyto Utvary nazev L
,ophaerophorus necrophorus®, tedy :
,Kulonos smrtonosny" 1 L £
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Porphyromonas Prevotella
gingivalis melaninogenica

.




revotella melaninogenica
(Cerny pigment)




~ http://www.geocities.com

Fusobacterium sp.

i ]

Vretenovity tvar, vyskytuje se hlavné v orofaryngu, méné ve streve a vaginé



Fusobactenum nucleaturn ==
s R
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Peptosfreptococcus sp.
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Peptostreptococcus
magnus

el B Pecptostreptococcus

magnus

pm N anaerobius







Zakladni charakteristika

e Klostridia jsou G+ sporulujici tyCinky.

- striktné anaerobni, néktera aerotolerantni napr. C.
histolyticum, tvori spory - prezivaji nejen kyslik,
vyschnuti, vysokeé teploty Ci desinfekci.

— 0 néco méné odolné neZ spory bacill.
Y 4 A4 0
e Endospory mohou mit v bunce ruznou polohu,
coz lze vyuzit v diagnostice



Klinicka charakteristika

e Mnoha klostridia se vyskytuji ve streve
za normalnich okolnosti. Skodit zacnou
pri premnozeni, pokud jde o kmen
produkujici strevni toxiny

e Jejich patogenita se odviji predevsim od
toxinu pusobicich na nervovou soustavu
(tetanus, botulismus), ve tkani (plynata
snét) ¢i ve stfevé (ruzné toxiny ruznych
klostridii)



Prenos infekce

V' 4 P 4 V' 4 O n
Na rozdil od nesporulujicich anaerobu je
mnohem jednodussi prenos, nebot spory
mohou prezivat ve vnejsim prostredi

U tetanu dojde k infekci hlavné pri bodné
rané, kterd je kontaminovana pudou ¢
hnojem a je spatny pristup kysliku (trn, vidle)
U plynaté sneti je zpravidla nutné
rozsahlejsi poranéni s narusenim cev (valka,
zivelni pohromy)

U botulismu clovek zkonzumuje botulotoxin



Prevence, profylaxe a |lécba

e Prevence tetanu se deje pomoci ockovani
(anatoxinem Cili toxoidem = toxinem, ktery je
zbaven toxicity, ale ma zachované antigenni
pusobeni)

e Profylaxe tetanu se kromeé ockovani déje i
pasivni imunizaci protilatkami. Existuje take
pasivni imunizace u plynaté snéti

e Také v lécbé lze pouzit antitoxiny, z antibiotik
se pouziva casto penicilin. U plynatych sneti
je zasadni okysliceni loziska. U botulismu a
tetanu je nutno pecCovat o celkovy stav
pacienta



Neurotoxicka klostridia -
Clostridium tetani

e Tato dvé klostridia maji spole¢né to, Ze pusobi
A4 n Y 4 u O
prostrednictvim neurotoxinu.

e Ve tkani vyvolavaji jen maly (u tetanu) nebo
zadny (u botulismu) zanet.

e Clostridium tetani je puvodcem tetanu.

- nemoc je typicka mistnim drobnym zanétem, a
celotélovym Sirenim toxinu.

- toxin vyvolava krece (spasmy)



Tetanus B

Both musdes fully contract. The arm flexes
because biceps brachii is larger and stronger.

: "L,_ ) o ( |

(b)

Copyright & 2006 Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings.



Tetan us www?2.bc.cc.ca.us







Jesté jednou tetanus




Trismus (kfeé Celistnich svalu)




Ny )" 4
Pribeh

e Pani Kapustova byla celé dny k vidéni
v zahrade. Byl to jeji velky konicek. Jednou se
zranila na ruce, kvuli $picatému zbytku néjaké
rostliny, ukrytému v pudé. Sla ke svému
obvodnimu lékari.

e Obvodni lekar lokalné osetril ranu, a pak ji
doporucil preockovani proti tetanu

e Kromé $Spicatych kousku rostlin se uplatfiuji
take zemédelske nastroje, zejmeéna vidle



Neurotoxicka klostridia -
Clostridium botulinum

puvodce botulismu
bakterie vubec nevstupuje do téla

jen toxin (zpravidla z nedostatecne upraveneho
onzervovaneho masa)

ucinkuje jako neurotoxin, zde vsak vyvolava
obrny (parezy)

ID 6-72 h

Prvni pfiznaky polykaci obtize, sucho v ustech,
dvojite videni

Botulotoxin se pouziva lokalné v kosmetice
(botox)



Cytoplasmic
membrane
of muscle cell

www2.bc.cc.ca.us

http://www.naturaI-health-news.com/botuIism-rare-Iife-threatening-illness/



Botox: pouziti jedu Clostridium
botulinum pro miadistvy vzhled

How Botox Works
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Klostridia ' 3’
' v, 7 F . 2
plynatych sneti . :
Clostridium perfringens (nejvice patogenni) je spolus
C. novyi, C. septicum nejcastéj$im puvodcem
Plynata snét (klostridiova myonekroéza) je typické

valeéné onemocnéni. Muze se vdak vyskytnout i v
dobach miru, napriklad pri zivelnych pohromach

\'E AN 4

Napadny je otok, ktery se rychle Siri a beéhem nékolika
hodin muze postihnout celou konéetinu

Klostridia plynatych snéti - se uplatnuji jako patogeny ve
strevée, produkce enterotoxint

’
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N £ 4 ) 4
ribeh
e Mustafa, kosovsky Albanec
navstivi sveho bratrance v
Pole, pres ktere se vydal, jiz melo byt
odminovano. Presto se jedna nevybuchla mina
jesteé nasla. Strepina, spinava od blata, se
Mustafovi zasekla hluboko do stehna.
e Za nekolik dni byl Mustafa prijat do jedné
z polnich nemocnic. Stehno mél zdurele a pfri

poklepu byl slysitelny zvuk praskajicich
bublinek. Mustafa byl hned operovan.




Vznik plynaté
sneti

oblast nezasobena
kyslikem



Nekrotizujici enterokolitida - i to
Ov -
muze zpusobovat C. perfringens




Clostridium difficile

Tento mikrob se vyskytuje ve streve celkem beézng,
problem vsak je, kdyz zacne produkovat toxin, a
predevsim, kdyz mu nekdo odstrani konkurenci a on se
premnozi.

Odstranéni konkurence zpusobi nejéastéji 1é€ba
nekterymi typy antibiotik, nejcastéji linkosamidy
(ale v posledni dobé i napr. ko-amoxicilinem).
Linkosamidy jsou ucinné proti vetsine striktné
anaerobnich bakterii, nikoli vsak proti C. difficile.

Prijmové onemocnéni az enterokolitida

Postihuje hlavné hospitalizované pacienty -
nozokomidlni puvod

Dnes se k |éCbé pouziva nejcasteji bakterialni
chemoterapeutikum metronidazol



Pribéh treti

e Pan Kostecka lezel uz treti tyden v
nemocnici pro bakterialni zanéet kostni
drene. Zanet mu lécili klindamycinem,
linkosamidovym antibiotikem. Nahle pan
Kostecka dostal té&zky prujem. Na
oddéleni zrovna nemeli metronidazol, a
tak sahli po starée metodeé: dali panu
Kosteckovi vypit ampulku vankomycinu,
antibiotika, které se normalné podava
pouze injekcné€, protoze se nevstrebava
ze streva.



Clostridium difficile a jeho ¢innost I

www.cdiff-support.co.uk

Clostridium difficile
spores and vegetative
cells are ingested

@ Spores
== Vegetative cells

A C.difficile

\ multiplies in
Most vegetative cells are / the colon
killed in the stomach, but i
spores can survive the acid

environment

facilitates

) Gut mucosa

adherence to
_ Flagellae facilitate C. dffﬁ-;r'.-‘e e i
C. difficile spores germinate movement; a polysaccharide epithelium
in the small bowel upon capsule discourages phagocytosis

exposure to bile acids



Clostndlum difficile a jeho ¢innost |

~ Pseudomembrane
= (o

ww.cdif -support.co.uk

Mucosa

Blood _'_.a_'iease]

‘ and mon

C. difficile vegetative cells produce toxins A and B and opening of epithelial cell junctions (3) and epithelial cell
hydrolytic enzymes (1). Local production of toxins A and apoptosis (4). Local production of hydrolytic enzymes

B leads to production of tumour necrosis factor-alpha leads to connective tissue degradation, leading to colitis,
and proinflammatory interleukins, increased vascular pseudomembrane formation (5) and watery diarrhea.

permeability, neutrophil and monocyte recruitment (2),



Toxiny Clostridium difficile

Toxiny Clostridium difficile www.zuova.cz
0 Toxiny B
. h ™
i [~ !_ﬁ"'""—'—-- Toxiny A o

ﬂ 0 - Pseudomembrana
O = fibrin, mucin, mritvé polymorfonukieary

® o0 £ DISRUPCE STREVNI SLIZNICE

A A e
=t Ei___ Polymorfonukleary

se vai na toxiny A

bﬁhﬁ# ZANET STREVNI SLIZNICE

Toxiny B zabijeji
bunky stfevni sliznice




Pseudomembranozni kolitida

wWww.zuova.cz

sitemaker.umich.edu
. =g

Figure 2. Colon Specimen Obtained during a Colectomy in a Pa-
tient with Pseudomembranous Colitis.
Characteristic raised, adherent yellow plagues that vary in size
from 2 to 10 mm are visible on the colonic mucosa. The interven-
ing mucosa is hyperemic but not ulcerated.



Klostridia — prehled

C. tetani Puvodce tetanu

C. botulinum WS D - cent botulotoxinu

Clostridium perfringens,  Klostridia plynatych snéti
C. septicum, C. welchii a |(+ enteropatogenita)
aj.

C. difficile Enteropatogenni

Klostridia jsou soucasti bézné stfevni mikry. Problém nastava,
pokud se pfemnozi, dostanou tam, kam nemaji, vyskytne se

kmen produkuijici velké mnozstvi toxinu apod.



Prehled zlodincu:
Clostndlum tetani




Clostridium tetani




C. botulinum

—r— Vegetative cells

= Endospore-bearing
cells

www2.bc.cc.ca.us



Clostridium &
perfringens



CIOStridium sitemaker.umich.edu http://www.health.qld.gov.au
difficile AR ey

http://medecinepharmacie.univ-fcomte.fr "\ \ f"" g y.






Jak patrat po téch divnych typcich z
Anaerobni ctvrti (diagnostika) - I

- - 7 v, V7 Vs v (o)
° M|kroskoEle: Ma vetsi vyznam nez u aerobu,
vzhledem k morfologicke ruznorodosti

e Kultivace: Je nutno zajistit anaerobiozu pomoci
anaerostati ¢i anaerobnich boxu. U tekutych
pud postacuje preliti parafinem. Pouzivg se VL
(viande levure) bujon, VL krevni agar a ruzne
specialni pudy

e Biochemie: katalaza a oxidaza vetsinou
negativni, mozne vzajemne rozliseni biochemicky,
i analyza plynu chromatogafii (jsou biochemicky
aktivnt)

e Prukaz antigenu se pouziva pri dokazovani
nekterych toxinu (C. perfringens, C. difficile)

 Neprimy prukaz se v diagnostice anaerobu pfilis
nepouziva



Jak patrat po téch divnych
typcich z Anaerobni Ctvrti - II

e Pokus na zwretl se pouziva u tetanu a
botulismu k prukazu prisludnych toxinu. U
tetanu se mys sviji v kreci, u botulismu jsou
naopak patrne parézy.

Tetanicka mys

http://intranet.tdmu.edu.ua



Mikroskopie anaerobd

e Zpravidla se pouziva Gramovo barveni.
Anaeroby cCasto maji rozmanité tvary.

e Pozor! Studenti nékdy zameénuji sporu (utvar,
ktery je neprobarveny, resp. jen slabé se rysuji
jeho okraje) a ztlusteni tycCinky (kterée se
vyskytuje u nékterych tycinek, ktere jsou
nesporulujici a zpravidla gramnegativni).

e U skuteénych sporulujicich mikrobud ma vyznam
sledovat umisteni spor. U Clostridium tetani
je spora terminalni (na konci umisténa)

C. tetani -) vistenovite ztlustén - bl R
("hodinkova forma”, : 2
jine klastrid.o LA

Bacteroides)




Pozndmka ke kultivaci anaerobq:
Jak ziskat anaerobidzu

e Mechanicky - VL bujony prelijeme
parafinovym olejem

e Fyzikalne - v anaerobnlm boxu se
nahradi vzduch smési anaerobnich plyng,
vhanénych z bomby. Je také moznost
vhanét plyny do kapsy, do kterée se
umisti prislusné misky.

e Chemicky - v anaerostatu se
- z organickych kyselin tvori vodik a CO,

- v druhé fazi na palladiovem katalyzatoru
reaguje vodik s kyslikem za vzniku vody,
takz7e se kvslik shotrebovava



, o
Kultivace anaerobu

e Nejcasteji se pouziva VL bujon (preléva
se parafinem) a VL agar (= VL krevni
agar, vkldda se do anaerobnich boxu a
anaerostatu)

e Dalsi pady (puda na kultivaci
Clostridium difficile, zloutkovy agar na
prukaz toxinu Clostridium perfringens)
maji sve specifické urceni

e Kultivace trva déle nez u aerob,
zpravidla dva aZ pét dnu. U aktinomycet
(viz dale) se prodluzuje.



Prelévani VL-bujond
parafinem




X0q IugoJareuy



Anaerostat
(podrobnéjsi popis)

vzduchotésné vicko

palladiovy kalalyzator
(pod vickem)

konstrukce pro
ukladani Petriho misek

Generator anaerobidzy
(sacek s chemikaliemi)




Propionibacterium acnes Fusobacterium sp.




Identifikace

e Biochemickeé testy
e MALDI



Testy antibiotické citlivosti

e Antibiotickd citlivost se u anaerobu uréuje na
pudach, na kterych jsou schopny rust, tj. nikoli
na MH agaru, ale zpravidla na VL krevnim
agaru

e \/ soucasne dobe se nepouziva diskovy difusni
test evropska organizace EUCAST vubec pro
anaerobni bakterie neuvadi hodnoty hranicnich

zon.
- Kmeny neinvazivni (napr. posevni)

netestovat a spoléhat na obvyklou citlivost
- Kmeny invazivni testovat pomoci E-testu



Typickeé citlivosti

e Typické je, ze mnohé anaeroby jsou
rezistentni na vankomycin. Zaroven
jsou pritom citlivé na ,slabsi"
antibiotika, jako je penicilin Ci
metronidazol (na snimku)




Prukaz tvorby lecitindzy - specialita v
diagnostice C. perfringens

e Tvorba lecitinazy se projevi precipitaci kmene na
zloutkovém agaru. Protoze vsak lecitinaz je mnoho
a nas zajima pouze lecitinaza Clostridium
perfringens, proverujeme, zda je lecitinaza
inhibovatelna specifickym antitoxinem.

,Negativni |*
vubec
neprodukuje
lecitinazu.
,Negativni [I*
produkuje, ale
néjakou jinou,
nez nas
zajima

pozitivni
hegativni |
hegativni Il

pulka s antitoxinem



Imunochromatografi cky
prukaz toxinu C. difficile

e Imunochromatograficke testy jsou zalozeny
na navazovani jednotlivych komponent,
podobné jako u reakci ELISA ci a
imunofluorescence

e \/ pfipadé Clostridium difficile je dulezité
najit toxin, protoze samotna pritomnost
bakterie neni priliS vyznamna (ve streve ji ma
mnoho zdravych).

e Nicméné nektereé varianty testu zachycuji
nejen toxin, ale i struktruralni antigen
klostridia



Prikaz antigenu i toxinu
Clostridium difficile
- E C -

A | Tox A IEI Tox Ag o = & Tox

C. OFF COMPLETE | C.CIFF COMPLETE C. OIFF COMPLETE
e Pozitivni pouze e Pozitivni e Toxin i antigen




3. Mykobakteria, aktinpmycet, nokardie

L




Uvod: Plivatka v bOJI proti TBC

V dobé prvni republiky
vyvinula spolecnost za
osobni angazovanosti
prezidenta Masaryka a
jeho ,,Ligy proti
tuberkuloze™ velke usili
v boji proti této nemoci. =
Vyznamnou soucasti byla FEg
osveta, aby lide neplivali
na zem, ale pouzivali
plivatka.

www.bikupan.se



Zakladni charakteristika

o Acidorezistentni bakterie se vyznacuji
zvlastnim typem bunécné stény. Je odvozena
od grampozitivni stény, ale obsahuje velké
mnozstvi mykolovych kyselin, které jsou
hydrofobni.

e Mezi acidorezistentni tyCinky patri zejména
mykobakteria, tedy puvodci TBC i jinych
nemoci

e Castecné acidorezistentni jsou rody
Actinomyces a Nocardia



Klinicka charakteristika
e Zpusobuiji specifickd onemocnéni, odli$na od
onemocnéni pusobenych jinymi mikroby

e Zejména tuberkuléza ma specificky prubéh,
take imunitni reakce je zvlastni (prevazuje
bunécna imunita)

e Lepra je rovnéz velmi zvlastni onemocnéni

e Netuberkul6zni mykobakteria (NTM) zpusobuji
choroby s nalezem tzv. granulomu

e Aktinomycety a nokardie vyvolavaji hnisava
A4 Y 4 O Y 4 4 Y 4
onemocneni ruznych tkani

e \/Sechna zminéna onemocneéni trvaji dlouho



Prenos infekce

e Tuberkuloza se prenasi zejmeéna

kaslanim Ci kapénkovou infekci

NTM a nokardie se prenaseji nejspise

rimym kontaktem s kontaminovanou
(o) v

oudou, vodou a podobne

o Aktinomykoza je casto endogenniho

puvodu, jelikoz puvodce je anaerobni



Lécba
e K lecbé TBC se pouzivaji
antituberkulotika. Jen néktere z nich se
pouzivaji zaroven i jako antibiotika.
Specialni preparaty se pouzivaji i k lécbe
epry
e U aktinomykozy a nokardiozy se pouzivaji
bézna antibiotika, zejména penicilin.
_eCba vsak musi byt dlouhodoba




Mycobacterium tuberculosis

e Mycobacterium tuberculosis - je
nejdulezitéjsi puvodce TBC, i kdyZ tuto nemoc
muze zpusobovat i Mycobacterium bovis
(vzacne)

e M. tuberculosis komplex — M. tuberculosis, M.
bovis, M. africanum

e Zajimavosti tohoto mikroba je zaliba v zivoté uvnitr
bunek. S tim také souvisi skutecnost, ze na
mykobakteria se spatne tvori protilatkova odpoved’
a hlavni slovo ma bunécna imunita - i pri vakcinaci.

e Jelikoz pri HIV infekci je prave bunécna imunita
postizena, je TBC jednou z oportunnich infekci.




e Fluorescencni
barveni smeési
auraminu a
rhodaminu







Tuberkuldza

e Pri prvotnim styku s infekci dojde ke vzniku tzv.
primarniho komplexu. Je to lozisko (obvykle
v plicich) a k nému priléhajici mizni uzlina. - vétsinou
se vyhoji kalcifikaci, nekdy mohou mykobakteria
prezivat roky

e Pri dalsi infekci vznika tzv. postprimarni TBC, ktera
je horsi. Zpravidla vznikne granulomatozni utvar,
ktery pozdéji podléha kasedzni nekroze
(,zesyrovaténi®) a pak uz se déle nezvétsuje.
Paradoxné za vetsinu skod v organismu muze reakce
hostitelského organismu (pozdni precitlivélost -
vlastné druh alergie)

* Po letech se muze lozisko znovu aktivovat, zeJména
ve stari, pri podlomeni imunity, nebo i Dri abuzu
alkoholu Takovy ¢lovék muze byt velmi nebezpedny
pro sve okoli



Tuberkuldza

e Miliarni TBC
- hematogenni rozsev mykobakterii do tkani

(plice, slezina, ledviny apod.), kde vznikaji
drobnée uzliky

e TBC dychaciho ustroji
— suchy drazdivy kasel produktivni

— tvorba kaveren - sputum s primeési krve,
ubytek vahy

e TBC CNS - bazilarni meningitida
e Jiné mimoplicni formy TBC
- postizeni kUZe, urogenitalniho traktu
— kosti, klouby (pater)



e Honza jiz nekolik let vedel, ze
je HIV pozitivni. Dobre vedél,
ze je mnohem zranitelnéjsi nez
ostatni lide, ze ho kazda
infekce dostihne rychleji nez
jiné

e Presto ho zaskocilo, ze
v posledni dobeée zacal
kaslat. Jeho oSetrujici Iekari
zkouseli ruzné moZnosti, az
nakonec na zakladé rentgenu,
PCR vysetreni a kultivacniho
vysetreni dospéli k nazoru, ze
se jedna o miliarni
(zrnkovitou) formu
tuberkulozy.




Skutecny pribéh

19. zari 2007 15:17

Plzensti kriminalisté nasli muze, ktery ma zrejme TBC. Lekari
priznaky nemoci identifikovali u sedmactyricetiletého
Marcela Pfeifera v pondéli, pacient jim slibil, ze prijde druhy
den, ale uz se neobjevil. Proto po ném bylo vyhlaseno
patrani.

"Nemocny muz se dnes pohyboval po Slovanskeé tride, v
blizkosti krizovatky s Liliovou ulici," uvedl mluvci plzenskeé
policie Jaroslav Ibehej.

Kriminalistim po zverejnéni patrani volala fada lidi. Posledni z
nich policisty skutecné naved| na misto, kde Pfeifer byl. Nyni
ho Ceka prevoz do zdravotnického zarizeni v Janové na
Rokycansku.

Tuberkuldza je nebezpecne nakazlivé onemocnéni. Lécba
pomalu se rozvijejici nemoci je velmi zdlouhava Po celou
dobu je tfeba byt pod dohledem odbornikd.

Kvuli zamezeni $ifeni ndkazy musi zdravotnici vyhledavat také
lidi, kteri byli v kontaktu s tuberkuldznim pacientem.

P, "TNNITFCY



Vyvoj poctu pripadd TBC v CR

Vyvoj poétu hlasenych onemocnéni TBC
na 100 tis. obyvatel

60
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Pocet hlasenych onemocnéni TBC na 100 000 obyvatel
Notified cases of TB per 100 000 inhabitans

bez vyskytu (4)

01- 1,7 (9)
1,8= 37 (17)
3,8- 7.7 (31)
7.8-10,9 (14)
B i1.0+ (2)

V r. 2009, zdroj UZIS



Mycobacterium uvnitf buﬁky

MIC

MHG class ||
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hMycobacterial vacuole —

MNature Reviews | Molecular Cell Biology



Tuberkuldza

=imon foci.

T=hilarlymph

noaes

@005 nedicalartstudic.com/ 1ac

cavermas
tuberculosas

www.tusalud.com.mx

http://www.stockmedicalart.com



Neni jen plicni forma
TBC

sitemaker.umich.edu (2x)

Tuberculosis Affects Many Parts of the Body

Liver, spleen,
peritoneum

pE0ss musde

infesline

[ﬂnﬁmwlte Tﬁ other parts

ofzame lung
Pericardium



Estimated TB incidence rates, by country, 2009

http://www.healthytravelblog.com/2010/12/08/who-announces-milestone-test-for-tuberculosis/

Estimated new TB
cases (all forms) per
100 000 population

0-24

25-49
50-99
100-299
=300

No estimate

00068

JINCNE

The boundaries and names shown and the designations used on this map do not imply Source: Global Tuberculosis
the expression of any opinion whatsoever on the part of the World Health Organization Control 2010. WHO, 2010.

concerning the legal status of any country, territory, city or area or of its authorities,
Ar rancarnina tha dalimitatinn af ite frantiare ar hanindariae Nattad linac An manc

TBC ve svété

©WHO 2010. All rights reserved.




Jesté jednou
TBC

http://www.lung.ca

http://www.cbc.ca

z rr___ 5 --

Every person is born with
hzalthy lungs

Many of ua hecome Infected
Irom other paople as we grow
up.

The firat Infection usually
heals, The peraon 18 well and
no germs osacaps f(rom his
Innge. It ia Important to find
this firat infactlon in children,

——

]

Tuberculusls Develnps by Stages

If later & person DECOMIES iR-
fected again, the serlous dis-
ease tuberculosis may begin,
The germe that escapea Irom
the lungs are lkely to {nfect
others.

is not dia-
the disease
spreads, A hola {cavity) may
form in the lung which is an
Incubator of germsa that es-
capa and menace evervbhody
who comes In contact with the
sick person.

It tuberculosis
coverad early,



Dalsi zvlastnosti mykobakterii

Jejich bunééna sténa je vysoce hydrofobni,
jsou v ni tzv. mykolové kyseliny. Témer se
nebarvi podle Grama, jsou nutna specialni
barveni.

Roste pomalu, ma dlouhou generacni dobui,
proto jsou pro kultivaci nutné specialni pudy
Jsou velmi odolna k desinfekénim
prostredkim. Nelze pouzit prostredky
spektra ,,A“, proti béznym bakteriim, je nutné
w1 (proti TBC), pfipadné ,,M“ (proti atypickym
mykobakteriim)

Jsou téZ odolna k béznym antibiotikum
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Gram-Negative
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Zminky o TBC ve znamych
isnich...

...tuberkuloza, no Po je parada...
(Jaromir Nohavica: Pochod marodu)

Znami lidé, ktefi zemfreli na TBC

Napr.: Vaclav ll., Eliska Pfemyslovna, Bozena
Némcova, Jifi Wolker, Karel Havlicek Borovsky,
Stanislav Rolinek (autor soch v Rudce u Kunstatu),
Franz Kafka, George Orwell, Frederic Chopin,
Anders Celsius (°C), Louis Braille (pismo), Gavrilo
Princip (pachatel atentatu na naslednika trinu
v Sarajevu), Beethovenova maminka, obr Drasal,
sv. Terezie z Lisieux €i svaty Kazimir



i .

e

3200 - 500 pr. n. |. M. tuberculosis, M. africanum



Terapie

e Antituberkulotika

e [sonizad, rifampicin, pyrazinamid,
ethambutol, streptomycin

e Standardizovaneé kombinace
antituberkulotik

e Lé¢ba 6 - 8 mésicu

e Nové onemocnéni TBC

ctyrkombinace, pokracuje se
dvojkombinaci



Epidemiologie

e Clovék s otevienou TBC
e Vdechnutim infekéniho aerosolu

e V CR incidence 4,8/100 000 v r.
2013

e \/ uteceneckych taborech, mezi
(o) VAV
narkomany, u bezdomovcu vyssi



Diagnostika
e Anamnéza
e Rentgenoveé vysetreni
e Tuberkulinovy test v CR dle Mantoux



Mycobacterium leprae

e Je to mikrob jeste zvlastnejsi nez tuberkulozni
mykobakterium

e PUvodce nadkazy objevil v roce 1873 norsky
ékar Gerhard Henrik Armauer Hansen, proto
DyVa Mycobacter/um leprae take oznacovan
jako Hansenuv bacil.

e Jeho generacni doba Je Jeste vyrazne deIS| In
vitro kultivace se pry podaL

jeden rok (pro praxi nepo




Mycobacterium leprae

e Nemoc dasto probihd bez pfiznaku a neni pfili$
nakazliva. Vyjimkou je kozni forma s vredy,
ktera nakazliva je. Obcas se vyvine destruktivni
forma, ktera napada Schwannovy bunky a
makrofagy v perifernich nervech. Znetvoruje
oblicej i dalsi Casti téla.

e Zakladni lécba lepry neni draha, bohuzel
v zemich, kde se lepra vyskytuje, je i tato
pomerné nizka cena prilis vysoka

e Proto se problémem lepry zabyva rada nadaci,
nevladnich a charitativnich organizaci a
podobné.



Mycobacterium leprae

e Podle stupné imunitni odpoveédi

e Tuberkuloidni a lepromatozni lepra a
prechodna stadia

e Tuberkuloidni
- Na kuZi depigmentované skvrny

— Lze nahmatat zdurelé nefunkcni
periferni nervy

- Vétsina nemocnych se muze spontdnné
uzdravit



¥ ) 4

ribeh
e Pan Hassan zil v poustni casti Sudanu,

zmitané neustalymi valkami a nepokoji.

e \ posledni dobé se od n€j zacali odvracet i ti
bratele, kteri jesté neuprchli ani nebyli
bovrazdéeni. Znetvoreni obliceje pana
Hassana bylo neklamnou znamkou, ze pan
Hassan trpi onemocnénim, které se v téchto

zemeplsnych sirkach Jeste stale vyskytuje
az prilis casto.

e Nastesti se pan Hassan setkal s pracovnlky
jedné nevladni organlzace kterym rovnéez
oyla diagnoza jasna. Pomoci dapsonu se
hodarilo panu Hassanovi pomoci.







www2.bc.cc.ca.us (2x%)




Netuberkuloznl mykobakteria -
pUvodci mykobakterioz

e Krome M. tuberculosis a M. leprae existuje i
spousta dalsich mykobakterii. Nektera, napr.
M. marinum, M. xenopii, M. fortuitum, M.
abscessus, M. chelonae patri mezi tzv.
Netuberkuldzni mykobakteria, ktera obcas
zpusobuji infekce ran a jiné problémy

e Néektera jina mykobakteria jsou




Mycobacterium
xenopii

Mycobacterium haemophilum




Pribéh

e Pan Pirana byl zurivym akvaristou.
Posledni mésic mel problém: musel do
akvarii norit jen levou ruku, protoze na
prave mel vred.

e Po vysetrovani byl jeho pripad uzavren
jako tzv. fish tank granuloma, bézny

. (o) Vé (o)
u akvaristu. Podobna nemoc plavcu se
nazyva swimming pool granuloma



Infekce M. marinum

ALDAM.



Aktinomycety

e Jsou to vlaknité bakterie, v podstatée
grampozitivni, ale barvi se Gramem Spatnge,

brotoze jejich bunécna sténa je hodne

nydrofobni a obsahuje hodné mykolovych

Kyselin

e Aktinomycety (Actinomyces sp.) se bézné
vyskytuji v ustni dutiné zdravych osob.
Odtud se za ruznych okolnosti mohou dostat
do mekkych tkani krku, tvare Ci hrudniku.
Jsou to anaerobni bakterie

o A. israelii, A. viscosus




Pribéh

Pan| Pistélkova si uz delsi dobu hmatala pod
kuZi krku drobné Utvary

Nedavno se stalo, Ze jeden z téchto Utvaru se
otevrel na povrch a v usti se objevil velmi
husty, zluty pachnouci hnis. To uz pani
Pistelkovou donutilo zajit k lekari.

Lekari poslali hnis na mikrobiologickée
vysetrem Vysetrem trvalo dlouho - pan|
Pistelkova uz spilala m|krob|ologum ze si tam
nekde valeji sunky. Nakonec se ukazalo, ze ma
aktmomykozu takze dlouha doba byla
zpusobena dlouhou kultivaci t&chto mikrobu



Nokardie

e Nokardie jsou podobné aktinomycetam. Na
rozdil od nich vsak jsou naopak striktnée
aerobni. Jinak vsak maji hodné podobné
vlastnosti, s vyjimkou prenosu. Aktinomykoza
byva endogenni, naopak nokardidza exogenni,
¢asto z pudy, rostlinné zbytky

e Hnisave infekce, postihuje jakykoliv organ

e Existuji je$té ruzné dalsi pribuzné & podobné
bakterie, napr. rothie, dermatofily, rhodokoky a
daldi. PUvodci lidskych onemocnéni se vsak
stavaji jen zridka

e N. asteroides, N. brasiliensis



Aktinomykoz

A




pathmicro.med.sc.edu




Nokardiova pneumonie se sepsi

A previously well 57-
year-old man ... 3-day
history of severe
dyspnoea. We conclude
that N. asteroides
infection can present as
a fulminant community-
acquired pneumonia with
bacteraemia in the
absence of
immunosuppression or
coexistent infection.
(From the article related
to the picture)

http://www.mja.com.au



Nokardioza mozku
na CT

http://www.appliedradiology.com



Acidorezistence a alkalirezistence

Aby mohly na néco puUsobit (jiné nez ty nejsiln&jsi)
kyseliny Ci alkalie, musi to ,néco" byt hydrofilni, tedy
komunikovat s vodnym prostredim. Pro mykobakteria
vsak tohle neplati.

Nejsme tedy schopni je kyselinami Ci alkaliemi nicit (leda
temi

Nejsme také schopni je kyselinami odbarvovat, pokud
tedy se je neéjakym zazrakem podarilo obarvit

Totiz: veétsina barviv je také hydrofilnich, a tudiz se
mykobakteria i Spatné barvi, zpravidla je nutno barvit je
za horka, aby se vubec obarvila

Nokardie a aktinomycety jsou na rozdil od mykobakterii
acidorezistentni jen zcCasti. Barvime je proto podle Grama,
ale musime pocitat s tim, ze se barvi nerovhomeérné a
Spatné.



Co z toho vyplyva pro
klinika?

e Pokud klinik posle vzorek (sputum, moc, hnis Ci
cokoli jiného) , na bakteriologickou kultivaci®,
nemuze olekavat, Ze vysetfeni odhali pfipadnou
pritomnost mykobakterii

e Chce-li klinik zjistit, zda ma pacient TBC, musi
poslat vzorek zvlast a na pruvodce vyrazné
oznacit, ze ma byt vysetren kultivacne Ci PCR na
tuberkulozu. V tom pripadé laborator provede
prislusneé procedury

e Serum na protilatky proti TBC take posilat nelze,
(presnéji: Ize, ale je to vcelku na kocku), protoze
protilatkova odpovéd' je velmi spatna.



Acidorezistentni bakterie
Mycobacterium tuberculosis




Nocardia asteroides

LIRS e
i A
3 #E{k-%r - N »
B A -

https://labmedicineblog.com/tag/nocardia



http://microbe-canvas.com



Jak patrat po mykobakteriich

Mikroskopie: Pouziva se Ziehl-Neelsenovo
parveni a fluorescencni barveni

Kultivace: Pouziva se specialnich pud, pfi¢emz
ored vlastni kultivaci predchazi moreni,
obvykle louhem. Cilem morem je usmrtit
ostatm bakterie, ktere by pri svém rychlém
rustu byly kultivaéné s DESNE]S.
Alkalirezistentni mykobakteria moreni snadno
preziji. Kultivacni vysledky se zpravidla
odecitaji po 1, 3, 6 a 9 tydnech; prvni
odecitani slou2| hlavne k vyrazeni
kontamlnovanych pud mykobakteria vyrostou

minimalné za 3, ¢asté&ji 6, ob&as i 9 tydnu.




Ziehl-Neelsenovo barveni

Cover smear with 2 After slide has cooled Stop decolorization
carbolfuchsin.steam decolorize with action of acid-rinsing
over boiling water for 8 acid-alcohol for briefly with water.
minutes. additional 15 to 20 seconds.

stain if stain boils off.

Counterstain with 5 Rinse briefly with 6 Blot dry with

methylene blue water to remove bibulous paper.

for 30 seconds. excess methylene Examine directly
blue. under ail immersion.

Ziehl-Neelsen acid-fast staining procedure

www.spjc.edu



Kultivace

foto DVH



Kultivace

foto DVH



Moznosti identifikace -
chromatografické testy




Sulova pida

e I pozitivni
zkumavka je na
prvni pohled Cira,
protoZe narust
mykobakterii je
patrny jen u dn




J

ak patrat po mykobakteriich II

Automaticka kultivace: PouZiva se ruznych
typU kultivaénich automati: mohou detekovat
kultivacni pozitivitu mnohem drive nez
klasicka kultivace

Biochemické rozliseni je mozne, je vsak

vy
Po

Nrazeno specializovanym laboratorim
KUus na zvireti: obCas se pouziva morce

PC

R diagnostika se stava &m dal dalezitéjsi

Prukaz protildtek naopak nepouziva: vzhledem
k prevazujici bunécné imunité nema
vysetrovani protilatek prakticky smysl



Jak patrat po
mykobakteriich III

BACTEC"
MicroMGIT "%

foto DVH



PCR kit pro diagnostiku TBC

™ -

http://www.cinnagen.com



Pokus na zvireti

e Zcela vyJ|mecne vzdy soucashe s

kultivaci 5% s
Tuberkuldzni jatra B__ssi i
pokusného
morcete

Foto L. Mezensky a J. Svobodova



Neprimy prikaz TBC

Nejdulezit&j$im typem imunity u TBC je
bunécna imunita. Tvorba protilatek se
vyskytuje, ale méritelna mnozstvi jsou
pritomna jen u ¢asti pfipadu. Pozitivni nalez
protilatek |ze povazovat za znamku infekce,
zato vsak negativni nalez ma minimalni
informacni hodnotu.

Bunécnou imunitu Ize testovat
— koznim (tuberkulinovym) testem, zvlasté po
vakcinaci

— quantiferonovym testem (reakce
pacientovych bunék na antigenni vyzvu)



Kozni testy (Mantoux)

e Pouziva se pro overeni ucinnosti
\ Y 7 ” 7 (0 v 7 7
ockovani, ale take k prukazu pripadne
latentni infekce

e Na testy je potreba cely pacient, nejde
tedy o laboratorni test. Test provadeji
dermatovenerologicka Ci jina
specializovana pracovistée

e Pozitivni jsou tyto testy v pripadé, ze
je aktivovana bunécna imunita; jde
vlastné o jisty typ opozdénée alergie



e Aktivni vyhledavani a ucinna léct
e \Vakcinace = kalmetizace

e BCG vakcina (bacille Calmete-
Guerine) z M. bovis



Provokovana tvorba interferonu

Moderni moznosti k ovéreni bunécne imunity je
test produkce interferonu po aktivaci

Bylo prokazano, ze pri tuberkuloze, a to |
latentni, dochazi k tomu, ze tuberkulozni
antigeny aktivuji T-lymfocyty a ty tvori velka
mnozstvi interferonu gama

Podobné lze tyto T-lymfocyty aktivovat

nespecificky napr. takzvanym mitogenem, ten
se proto pouziva jako pozitivni kontrola

Dvé moznosti

— Quantiferon TB gold

— T- spot test (technicky narocnéejsi na
provedeni)



Quantiferon - tfi zkumavky

e Odebira se nesrazliva (heparinizovana) krev do
tri zkumavek (potrebujeme lymfocyty!)

e prvni zkumavka obsahuje mitogen (,,M") -
zde by mélo za normalnich okolnosti vzdy dojit
Ke stimulaci tvorby interferonu gama

e druha zkumavka obsahuje antigeny TBC
(,,A") - zde by mélo dojit ke stimulaci tvorby
interferonu gama pouze u infekce TBC

e treti zkumavka neobsahuje nic (,,NV) - zde
by za normalnich okolnosti nemelo dochazet
ke stimulaci tvorby inferferonu gama




Quantiferon - hodnoceni

e Za pozitivni lze povazovat vysledek, kdy T-
lymfocyty reaguji na stimulaci antigenem
mykobakteria, avSak ve zkumavce neobsahujici
nic nedochazi k tvorbé interferonu

e Za negativni Ize povazovat vysledek, kdy T-
lymfocyty reaguji na stimulaci mitogenem, ale
nereaguji na stimulaci antigenem mykobakteria

e Neurcity vysledek se objevi v pripadé, ze T-
lymfocyty nejsou aktivovany ani mitogenem,
nebo naopak se tvorba interferonu objevi i ve
zkumavce, kde nic nebylo



Quantiferon - odbérovky

foto DVH



Testy antituberkulotické
citlivosti (nikoli antibiotické!)

e Nelze pouzivat difizni diskoveé testy

e Antituberkulotika pridavame primo do
kultivacni pudy

e Antituberkulotika jsou zvlastni latky, az
na vyjimky odlisné od antibiotik

Fy m A4

e Vzdy se uzivaji kombinace tri Ci Ctyr:
rychle totiz vznikaji rezistence, navic nektera
(o) rar . . 7 7 v
pusobl jen intra- a jina zase extracelularne



Prehled bézné uzivanych
antituberkulotik

Antituberkulotik | Zkratka
um

Isoniazid H, INH
Ethambutol E

Rifampicin R
Pyrazinamid |Z
Streptomycin |S, STM




Diagnostika nokardii a
aktinomycet

e Jsou jen castecne
acidorezistentni. Barvi
se i podle Grama, ale
pomerne spatneé. Jsou to
grampozitivni az
gramlabilni viakna D _e—blom

e Nokardie jsou aerobni, 4. %
aktinomycety anaerobni

- -'ﬂ..., ‘ l
¢ """ http://filebox

.edu



Testy antibiotické citlivosti

o Antibioticka citlivost se na rozdil
od mykobakterii da u nokardii a
aktinomycet stanovit difusnim
diskovym testem.

e Musime ale pocitat s tim, ze rostou
pomalu a Spatne - to se tyka nejen
testU citlivosti, ale i kultivace jako
takoveée



Logo jednoho
kongresu o TBC

Dékuji za |
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