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Opéet zacheme testikem...

“m Jakeé je slozeni G+ bunééné stény?
Peptidoglykan (murein), retezce kys. teichoove
m Jake je slozeni G- bunecné steny?

Tenka vrstva mureinu, nad ni vnejsi membrana

m Ktere bakterie se nebarvni podle Grama?

Ty, ktere nemaji bunecnou stenu, nebo ji maji
hodne jinou nez ostatni

m Jakeé bakterie jsme vidéli ve vzorcich sputa’?
G+ koky ve shlucich a retlzc:|ch G- tydinky




Testik pokracuje... a koncCi
“m Jaké znate zpusoby ziskani anaerobiézy?
Mechanicky ve VL bujonech, fyzikalni u
anaerobnich boxu, chemicky u anaerostatu

m Které anaerobni mikroby se snadno prenaseji
z Cloveka Ci prostredi na Cloveka?

Klostridia, protoze tvori spory

m U kterych anaerobu se uziva pokusna mys?
U Clostridium tetani a Clostridium botulinum

m Ktery toxin se prokazuje na zloutk. agaru?
Lecitindza Clostridium perfringens




Uvod: Plivatka v boji proti TBC
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vyvinula spoleCnost za
osobni angazovanosti
prezidenta Masaryka a
jeho ,Ligy proti
tuberkul6ze™ velke L’Jsill'
v boji proti teto nemoci.
Vyznamnou soucasti
byla osvéta, aby lidé E;:'
neplivali na zem, ale
pouzivali plivatka.
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m Honza jiz nekolik let vedel, ze je
HIV pozitivni. Dobre vedel, ze je
mnohem zranitelnejsi nez ostatni

_lidé, e ho kazda infekce '
dostihne rychleji nez jine

m Presto ho zaskoclilo, ze
v posledni dobe zacal kaslat.
Jeho osetrujici lekari zkouseli
ruzné moznosti, az nakonec na
zaklade rentgenu, PCR vysetreni
a kultivacniho vysetreni dospéeli
K nazoru, ze se jedna o miliarni
(zrnkovitou) formu tuberkulozy.

Pribeh prvni




Vinikem zde bylo

m Mycobacterium tuberculosis, i kd</Lz TBC phuze
zupsobovat i napriklad Mycobacterium bovis.

m Zajimavosti tohoto mikroba je zaliba v zivote
uvnitr bunék. S tim také souvisi skutecnost, ze
na mykobakteria se spatne tvori protilatkova
odbpoved (takze se neda prokazovat antigen
ani protilaky) a ze hlavni slovo ma bunecna
Imunita — 1 pri vakcinaci.

m Jelikoz pri HIV infekci je prave bunecna imunita
postizena, je TBC jednou z oportunnich infekci.
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Neni jen plicni
forma TBC

Tuberculosis Affects Many Parts of the Body
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Jeste jednou
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Every person is born with
hzalthy lungs

Many¥ of us become Infected
Irom other paople as we grow
.

The firat Infection usually
heals, The parson 18 well and
no germs oescapes from his
lunge. It is important to find
thia first infactlon in children,

velops by Stages
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If later 4 person becOmEs in-
fected again, the serlous dis-
ease luberculosis may begin.
The germe that escapa Irom
the lungs mra likely to Infect
others.

If wwberculosis is not dia-
covered early, the disease
spreads, A hole (cavity) may
form in the lung which 18 an
incubator of germs that es-
cape and menace everybody
who comes in contact with the
sick person.




Dalsi zvlastnosti mykobakterii

m Jejich bunécna sténa je vysoce hydrofobni, jsou
v ni tzv. mykolove kyseliny. Temer se nebarvi
podle Grama, jsou nutna specialni barveni.

m Roste pomalu, ma dlouhou generacni dobu,
proto jsou pro kultivaci nutné specialni pudy

m Jsou velmi odolna k desinfeCnim prostredkum.
Nelze pouzit prostredky spektra ,A", proti
beéznym bakteriim, je nutne ,T" (proti TBC),
pripadne ,M" (proti atypickym mykobakteriim)

m Jsou téz odolna k antimikrobialnim latkam.
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Pribeh druhy
m Pan Hassan zil v poustni casti Sudanu,
“zmitane neustalymi valkami a nepokoji.

m V posledni dobe se od nej zacali odvracet | i
pratele, kteri jeste neuprchli ani nebyl
povrazdeni. Znetvoreni obliceje pana Hassana
bylo neklamnou znamkou, ze pan Hassan trpi
onemocnenim, ktere se v techto zemepisnych
Sirkach jeste stale vyskytuje az prilis casto.

m Nastesti se pan Hassan setkal s pracovniky
jedné nevladni organizace, kterym rovnez byla
diagnoza jasna. Pomoci dapsonu se podarilo
panu Hassanovi pomoci.







Vinikem je

m Mycobacterium leprae, mikrob jeste zvlastnejsi nez
“tuberkulozni mykobakterium
m Jeho generacni doba je jeste vyrazne delsi. In vitro

kultivace se podarila teprve nedavno a trvala cely
jeden rok

m Zakladni leCba lepry neni draha, bohuze v zemich,
kde se lepra vyskytuje, je | tato pomerne nizka
cena prilis vysoka

m Proto se problemem lepry zabyva rada nadaci,
nevladnich a charitativnich organizaci a podobne.




Jina
mykobakteria

m Krome M. tuberculosis a M. leprae eX|stu1e |
spousta dalsich mykobakterii. Nektera, napr.
Mycobacterium marinum, patri mezi tzv.
atypicka mykobakteria, ktera obCas zpusbobuiji
infekce ran a jiné problemy. Nektera
mykobakteria jsou nepatogenni a jsou normalni
soucasti lidske mikroflory, napr. M. smegmatis
— viz obrazek |




Pribeh treti

= Pani Pistélkova si uz delsi dobu hmatala pod
kbzi krku drobné utvary

s Nedavno se stalo, ze jeden z techto utvaru se
otevrel na povrch a v usti se objevil velmi
husty, zluty pachnouci hnis. To uz pani
Pistelkovou donutilo zajit k lekari.

m Lekari poslali hnis na mikrobiologickée
vysetreni. Vysetreni trvalo dlouho — pani
Pistélkova uz spilala mikrobiologum, ze si tam
nekde valeji sunky. Nakonec se ukazalo, ze...




...Jde o aktinomykozu

m tedy ze vinikem je Actinomyces sp.

m Aktinomycety jsou vilaknité bakterie, v podstate
grampozitivni, ale barvi se Gramem Spatne,
protoze jejich bunecna stena je hodne hydrofobni a
obsahuje hodne mykolovych kyselin

m Aktinomycety se bezne vyskytuji v ustni dutine
zdravych osob. Odtud se za ruznych okolnosti

mohou dostat do mekkych tkani krku, tvare Ci
hrudniku. Jsou to anaerobni bakterie

m Podobné aktinomycetam jsou nokardie, ktere jsou
naoak strikine aerobni. Jinak vsak maji hodne
podobné vlastnosti. . "




Nokardioza
mozku na CT




AC|doreZ|stence a alkalirezistence

m Aby mohly na neco pusoblt kyseliny Ci alkalie, musi to
,neco” byt hydrofilni, tedy komunikovat s vodnym
prostredim. Pro mykobakteria, ale do znacne miry ani
pro nokrakdie a aktinomycety, vsak tohle neplati.

m Nejsme tedy schopni je kyselinami Ci alkaliemi nicCit
m Nejsme take schopni je kyselinami odbarvovat, pokud
tedy se je nejakym zazrakem podarilo obarvit

m Totiz: vetSina barviv je take hydrofilnich, a tudiz se
mykobakteria | Spatne barvi, zpravidla je nutno barvit
je za horka, aby se vubec obarvila




Co z toho vyplyva pro klinika?

m Pokud kI|n|k posle vzorek (sputum, moc, hnis Ci
cokoli jiného) ,na bakteriologickou kultivaci®,
nemuze ocekavat, ze vySetreni odhali pripadnou
pritomnost mykobakterii

m 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
prislusne procedury

m Serum na protilatky proti TBC také posilat nelze,
protilatkova odpoved je velmi spatna.




Defilé zloCincu:
Mycobacterium tuberculosis




Jak patrat mykobakteriich

Mikroskopie: Pouziva se Ziehl-Neelsenovo barveni

Kultivace: Pouziva se specialnich pud, prficemz pred
vlastni kultivaci predchazi moreni, obvykle louhem.
Cilem moreni je usmrtit ostatni bakterie, ktere by pri

a4 AL a4
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Alkalirezistentni mykobakteria moreni ruce preziji.

Automaticka kultivace: Pouziva se ruznych typu
kultivacnich automatu: mohou detekovat kultivacni
pozitivitu mnohem drive nez klasicka kultivace

Biochemicke rozliSeni je mozne, je vSak vyhrazeno
specializovanym laboratorim

Pokus na zvireti: obCas se pouziva morce

7 u AL a4




PCR kit pro diagnostiku TBC




Ukol 1: Barveni dle Ziehl-Neelsena
Ukol 2: Prohlédnuti preparatu

=\ prvnim kroku barvime karbolfuchsinem
(Gabbetem) za horka az do vystupu par. Bez
zahrivani by mykobakteria vubec neslo obarvit.

m \V druhém kroku odbarvujeme ,kyselym alkoholem®,
coz je smes alkoholu s mineralni kyselinou,
nejCasteji kyselinou chlorovodikovou

m Ve tretim kroku dobarvujeme pozadi, tj. vse, co
jsme ve druhém kroku odbarvili. Dobarvujeme
malachitovou zeleni nebo metylenovou modri.

m \ysledkem jsou Cervene acidorezistentni tyCinky na
modrem nebo zeleném pozadi




Zlehl-Neelsenovo barveni
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Ukol 3: Kultivace mykobakterii

s Pred kultivaci musi byt provedeno moreni

m Pouzivame tekutou padu Sulovu & BaniGovu a
vajecné pudy Ogawovu Ci Lowenstein-

Jenssenovu. Vajecné pudy jsou tuhlé vzhledem
ke koagulaci vajecneho bilku — neobsahuji agar

m | pevné pudy se nalévaji do zkumavek a
uzaviraji zatkou. Neni to jen kvuli ohrozeni
personalu, ale predevSim kvuli vyschnuti pudy.

m Vysledky se odecitaji po 3, 6 a.pro jistotu19 _
tydnech kultivace.




Vzhled kolonii mykobakterii




Ukol 4 — testy antituberkulotické
citlivosti (nikoli antibioticke!)

m Nelze pouzivat difuzni diskove testy

m Antituberkulotika pridavame primo do
kultivacni pudy

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

m Vzdy se uzivaji kombinace fri Ci Ctyr: rychle
totiz vznikaji rezistence, navic nektera
pusobi jen intra- a jina zase extracelularne




Prehled bezne uzivanych
antltuberkulotlk

Antlblotlkum Zkratka

Isoniazid H, INH
Ethambutol |E
Rifampicin R
Pyrazinamid |Z
Streptomycin |S, STM

ly "
Tuberkulozni jatra a
pokusného moréete \ﬁ:\

".




Ukoly 5 a 6 — mikroskopie a
Kultivace nokardii

= \/ (ikolu 5 popiste
preparaty barvene podle
Grama

m V ukolu 6 popiste
kolonie na KA a krevnim
VL agaru. Vsimnete si,
které bakterie rostou za
aerobnich podminek a
které za anaerobnich




Ukol 7 — testy antlblotlcke citlivosti

m Antlblotlcka Cltllvost se na rozdil od
mykobakterii da u nokardii a aktinomycet
stanovit difusnim diskovym testem. Musime ale

Rocitats tim,_ze rostou pomalu a Spatne.




Tabulka zon Cltllvostl — doplnit!!!

Antlblotlkum Zkratka |Referend.

zona
Penicilin (zaklad. penicilin) [P 28 mm
Ko-amoxicilin (potenc. am) [AMC XX mm
Klindamycin (linkosamid) | DA XX mm
Cefoxitin (cefamycin) CXT XX mm
Doxycyklin (tetracyklin) DO 19 mm
Ko-trimoxazol (smes) SXT 16 mm
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Logo jednoho
kongresu o TBC ”

Nashledanou pri
dalsim dilu!




