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Obsah cviceni

» Co je acidorezistence?
» Rod Mycobacterium
» Actinomyces spp., Nocardia spp.



Acidorezistence (1)

» Odlisna stavba bunécne stéeny acidorezistentnich bakterii
vs. G+ a G-.

» Vysoky obsah lipidii a mykolovych kyselin >
bunécna sténa je silné hydrofobni = nelze ji barvit
béznymi organickymi (hydrofilnimi) barvivy.

» Stavba BS zarucuje také vysokou odolnost ke
kyselinam, zasadam a alkoholum.

» Acidorezistentni tedy nebarvime Gramem, ale Ziehl-
Neelsenovym barvenim.

» Plné acidorezistentni: mykobakterie
» Casteéna acidorezistence: aktinomycety, nokardie



Acidorezistence (2)
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Rod Mycobacterium

» Aerobni G+(dle taxonomie), netvori spory, nepohyblive.
» Acidorezistentni, alkalorezistentni.

» Maji velmi dlouho generacni dobu (az 24 hodin, ostatni
bakterie cca 30 minut) = kultivace probiha az v radu
tydnu.

» Velmi odolné vudi vyschnuti a dezinfekénim latkam.

» Schopnost prezivani uvnitf makrofagu (potlaceni
bunécné imunity = produkce minima protilatek).

» M. tuberculosis — TBC

» M. leprae — lepra

» M. bovis a oCkovaci kmen M. bovis BCG (Bacil Calmettiv-Guerinav)

» Atypicka mykobakteria



Tuberkuloza (TBC) (1)

» Pavodce: Mycobacterium tuberculosis (Kochuv bacil),
vzacne Mycobacterium bovis

» Vstup: nejCastéji pres plice, vzacné pres ranu nebo GIT
» Vyvoj hemoci:
Vznik primarniho komplexu = zanétlivé lozisko v plicnim
parenchymu, manifest zanétem a zvetSenim prislusné mizni
uzliny.
Zapojeni bunécneé imunity = hojeni loziska kalcifikaci
nebo fibrotizaci.



Tuberkuloza (TBC) (2)
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BLOOD-STREAKED SPUTUM
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Postprimarni TBC (1)
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Dojde k spontannimu celkovému zhojeni, ale loziska
infekce (granulomy neboli tuberkuly) kaseifikuji =
rozpad jadra a jeho zkapalnéni - uvolneni infekCniho
obsahu do bronchu - vykaslavani = otevrena forma
TBC.

Moznost sireni krvi - infekce kteréhokoliv organu =
miliarni TBC.

Vyviji se nékolik tydnu, ale klidné az mnoho let po
prodélani primarni infekce.

K reaktivaci dojde po opakované infekci mykobatekriemi,
u progradujici primarni infekce (oslabeni jedinci, tézka
respiracni infekce aj.).

Priznaky otevirené TBC: kasel, vykaslavani krve
(hemoptyza), hubnuti, zvySena teplota. Vzacné
bezpriznakove.



Postprimarni TBC (2)

TBC

(tuberculosis)

tuberculous infection initial
in the right upper lobe

the initial plaque progresses
digging a hole

formation of numerous cavities
and bronchial erosions
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Lécba TBC

» Antituberkulotika — vzdy v kombinaci vice IéCiv = Casty
a snadny vznik rezistenci.

» 1. rada antituberkulotik: izoniazid, rifampicin,
pyrazinamid, etambutol, streptomycin

» 2. rada: amikacin, kanamycin, capreomycin, ofloxacin,
ciprofloxacin, cykloserin, rifabutin, ...

» Vyvoj vysoce rezistentnich kmenu:
MDR (multidrug-resistant): izoniazid a rifampicin

XDR (extensively drug-resistant): izoniazid, rifampicin,
alespon 1 chinolon, amikacin/kanamycin/capreomycin

» Lécéba 4 az 12 mésicu:
inicialni: ctyrkombinaci po 2 mésice (snizeni mnoz.)
pokracovaci: dvojkombinaci (sterilizace loziska)



Ockovani proti TBC

» Do roku 2010 povinne oCkovani vSech déti a povinny
nasledny tuberkulinovy test.

» OCkovani: BCG vakcina (kalmetizovany kmen
Mycobacterium bovis BCG, vakcina z ngj pripravena
pasazovanim).

» Od roku 2010 oCkovani pouze selektivhé u ohrozenych
jedincu (vyskyt v rodiné, delSi pobyt v zemich s vysokou
indicenci TBC, ...).

» Vzacne dochazelo po naoCkovani ke generalizované
infekci oCkovacim kmene, av8ak pouze u novorozencu s
defektem imunity.



Estimated TB incidence rates, 2013
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Percentage of new TB cases with MDR-TB
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Number of patients with Iabnratnry-cnnflrmed XDR-TB started on treatment in 2013

w2 '?m - =]
_,-_":;J. -g_.—""w_ ——\___,-f"'_"" _H__:-'-\.-'"_'-H..__ 1
@, _g\g% =
_'b_ W A
5

b o o
) - 4
Mumber of ‘2:5.__75 . o o

patients

L Lo /Qﬁ\ s

I:l Mo data

[ Not applicable

The boundaries and names shawn and the designations used on this map dao not imply the exprassion of Data Source: Global Tuberculosis
any opinion whatsosver on the part of the World Health Organization concemning the legal status of any Raport 2074, \WHQ, 2014,
country, territory, city or area or of its authorities, or conceming the delimitation of its frontiers or boundaries,

Dotted and dashed lines on maps represent approximate border lines for which there may not yet be full agreement. EWHO 2014, All rights reserved.

/7% World Health
¥ Organization




Lepra (malomocenstvi) (1)

» Pavodce: Mycobacterium leprae (Hansenuv bacil)

» Extrémné dlouha generacni doba (az dva tydny),
iInkubacni doba az nekolik let.

» Rostou pfi nizsi teploté (30 °C) - napada predevsim
okrajové casti tela.

» Casto probiha bezpfiznakové, neni pfili§ nakaZliva (aZ na
kozni formu s viedy), avSak muze se vyvinout

destruktivni forma napadajici Schwannovy bunky a
makrofagy).

» OCkovani: neexistuje vakcina, avsak ochranny ucinek
ma ockovani proti tuberkuloze.

» Lé€ba: dapson, rifampicin, clofazimin v kombinaci po
dobu mésicu az let.



Lepra (malomocenstvi) (2)
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Atypicka mykobakteria

v

Podminene patogenni (tzv. mykobakteriozy)
» Rezistentni na radu antituberkulotik

v

M. avium komplex (M. avium ssp. avium, M. avium ssp.
paratuberculosis, M. intracellulare) — lymfadenitidy, plicni
procesy podobne TBC

» M. kansasii, M. Xenopi — plicni infekce

» M. marinum — kozni leze (fish tank granuloma, swimming
pool granuloma)

» M. ulcerans — burulsky vred
» M. smegmatis — nepatogenni, soucast mikroflory



Primy prukaz TBC

» Mikroskopie: Ziehl-Neelsenovo barveni (mozna
modifikace dle Kinyouna)

» Kultivace: specialni pudy (pevné — pridavek vaje¢ného
bilku misto agaru), nutné moreni louhem kvuli usmrceni
ostatnich, rychleji rostoucich bakterii.

» Automaticka kultivace: kultivace v automatech, které
detekuji pozitivitu drive

» Pokus na zvireti: jiz se nepouziva, drive morce

» PCR: velmi vyznamna

» Biochemie: pouze specializovane laboratore



Neprimy prukaz TBC

» Protilatky: jejich tvorba je minimalni (pozitivni nalez je
znamkou infekce, negativni nalez nema hodnotu)
» Testovani bunécné imunity:
kozni (tuberkulinovy) test dle Mantouxové: testovani po
vakcinaci. Pozitivni nalez: mirne zarudnuti a zatvrdnuti v
okoli mista vpichu po 3 dnech
» Test uvolnovani INFy (reakce pacientovych bunek na
antigen) — test QuantiFERON-TB Gold.



QuantiFERON-TB Gold

» VySetreni indukovaneého uvolnovani INFy.

» Pri TBC (i latentni) tuberkulozni antigeny aktivuji T-
lymfocyty, které tvori velké mnozstvi INFy

» Odebira se nesrazliva (heparinizovana) krev do ftri
zkumavek:

1. zkumavka: obsahuje mitogen (MIT) phytohemagglutinin

— zde by mélo dojit ke stimulaci tvorby INFy vzdy (kromé
nedostatku/snizené aktivity lymfocytu)

2. zkumavka: obsahuje antigeny TBC (TB) — ke stimulaci
tvorby INFy dojde pfi infekci TBC

3. zkumavka: pro odecet pozadi (NIL)(nespecificky INFy,
heterofilni protilatky)



QuantiFERON-TB Gold — hodnoceni
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Pozitivni: ve zkumavce TB T-lymfocyty reaguji na
stimulaci antigenem, ve zkumavce NIL (pozadi)
nedochazi k tvorbé interferonu

Negativni: T-lymfocyty reaguji na stimulaci mitogenem
(MIT) ale nereaguji na stimulaci antigenem mykobakterie
(TB)

Neurcity vysledek: T-lymfocyty nereaguji na stimulaci
mitogenem (MIT) nebo ve zkumavce NIL (pozadi)
dochazi k tvorbé interferonu



Actinomyces spp.

» Anaerobni vlaknité grampozitivni bakterie (Castecné
acidorezistentni Spatne se barvi Gramovym barvenim).

» Bézné v dutiné ustni, nosohltanu, streve, vaging -
endogenni nakazy.
» Aktinomykoéza (A. israeli, A. naeslundi).
cervikofacialni, intrathorakalni, abdominalni, kozni, délozni
abscesy (chronické podkozni abscesy) a pistele

» Osteomyelitida (A. israelr) m’l T




Nocardia spp.

G+ aerobni tyCky az vlakna, CasteCne acidorezistentni.
Pudni bakterie (subtropy, tropy) - exogenni nakazy.
Chronické kozni abscesy

N. asteroides — plicni infekce (mozna diseminace,
mozkové abscesy) |

N. brasiliensis — podkozni absce =

v




Ukol &. 1 - Mikroskopie, barveni dle
Ziehl-Neelsena (1)

» 1a) Barveni dle Ziehl-Neelsena:

Barvime karbolfuchsinem (Gabbet) za horka az do
vystupu par (po odpareni ¢asti barviva ho doplnime a opét
zahfivame, opakujeme celkem 3x).

Zahrivani provadime v dostateCné vzdalenosti, aby v
prabéhu neprasklo podlozni sklicko!

Odbarvujeme cca 15 sekund kyselym alkoholem (smes
ethanolu s HCI nebo s kyselinou sirovou).

Oplachneme vodou.

Dobarvujeme pozadi malachitovou zeleni nebo
metylénovou modri cca 30 sekund.

» Barveni lze pouzit i pro stfevni kokcidie (kryptosporidia a
cyklospory).



Ukol &. 1 - Mikroskopie, barveni dle
Ziehl-Neelsena (2)

» 1b) Pripraveny preparat mykobakterii barveny Ziehl-
Neelsenem.

» 1c) Pripraveny preparat aktinomycet, nokardii barveny
Gramem.

» Pozorujeme v mikroskopu preparaty, vse, co vidime,
peclive zakreslime!



Ukol &. 1 - Mikroskopie, barveni dle
Ziehl-Neelsena (3)




Ukol &. 1 - Mikroskopie, barveni dle
Ziehl-Neelsena (4)




Ukol &. 2 - Kultivace (1)

» M. tuberculosis:
pred kultivaci moreni louhem
tekuté pady: Sulova, Baniéova (narGst na dné zkumavky
— modry/bily)
pevné pudy: Ogawova ¢i Lowenstein-Jenssenova (pudy
neobsahuji agar — tuhost dodava vajecny bilek)

» Pevné pudy se nalévaji do zkumavek a uzaviraji zatkou

(vyschnuti pudy pfi dlouhé kultivaci)

» Odegéitani vysledku: za 1 tyden (kontrola kontaminace),
3 (rychle rostouci mykobakterie), 6 (obvykle pozitivni
nalezy) a 9 (pomalu rostouci mykobakterie) tydnu
kultivace.

» Nokardie — krevni agar, aerobni podminky
» Aktinomycety — anaerobni podminky, VL agar, bujon



Ukol &. 2 - Kultivace (2)
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Ukol &. 2 - Kultivace (3)
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Ukol &. 3 — Uréovani citlivosti na
antimikrobialni latky

» 3a: Test na citlivost na antituberkulotika se neprovadi
jako difuzni diskovy, ani jako E-test. Jednotliva
antituberkulotika se pridavaji primo do média - roste:
rezistentni, neroste: citlive.

» 3b: Klasicky difuzni diskovy test pro nokardie a
aktinomycety.



Ukol é. 4 - PCR

1, 2, 3, 4 = pacienti Cislo 1, 2, . 4
9 = pozitivni kontrola 6 = negativni kontrola
7 = ladder (Zebficek)

horni radek = vlastni reakce, dolni = IC
—
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Ukol &. 5 - Diagnostika lepry

» pasovec devitipasy

» Lepromin = antigen z usmrcenych bakterii M. Leprae,
ziskavany z tkani infikovanych lidi nebo pasovce

» Leprominovy test = kozni test (obdoba tuberkulinového
testuu TE )




Ukol ¢é. 6 - QuantiFERON-TB Gold -
neprfimy prukaz TBC

NIL TB minus MIT minus Konecna Pritomnost
NIL NIL interpretace infekce
testu M. tuberculosis
< 8,0 < 0,35 > 0,5 negativni Nepravdépodobna
= 0,35 jakakoli pozitivni Pravdepodobna
hodnota
< 0,35 < 0,5 nejista Nelze urcit
> 8,0 jakakoli jakakoli

hodnota hodnota



Po tomto cviceni byste méli znat:

» Co je acidorezistence a jaky ma dopad na diagnostiku.
» Definice rodu Mycobacterium.

» Prubéh, diagnostika, Iécba TBC.

» Zakladni charakteristika nokardii a aktinomycet.



