“ Mikrbbiologicky ustav uvadi

NA STOPE PACHATELE

(@ Dil desaty:

‘ Pachatele houboviti




Opéet zacheme testikem...

“m Jaké se barvi G+ bunécéna sténa a pro¢?

Fialové, kvuli tlusté vrstvé peptidoglykanu

m Jak se barvi G- bunecCna stena a proc?

Cervené, jen tenky murein, odbarveni.

m Jak barvime mykobakteria a proC?

Pro hydrofobnost ne Gramem, ale Ziehl-Neels.

m Jake jsou tvarové moznosti bakterii?

Koky, kokotycCinky, tyCinky, vlaknité tyCinky az
vlakna, spirochety, beztvaré (mykoplasmata)




Testik pokracuje... a koncCi

“m Které jsou klinicky vyznamné spirochety?
Borrelie, treponemata a leptospiry

m Ktere testy se pouzivaji ve screeningu syfilis?
Netreponemove — RRR, treponemove — TPHA
m Které testy se uzivaji ke konfirmaci syfilis?
FTA-ABS, ELISA, Western blotting, popr. PCR
m Které testy se uzivaji k diagnostice borrelii?

ELISA jako zaklad, Western blot ke konfirmaci,
pripadne PCR







Pribeh prvni

m Ellen se trapila. Jeji pritel ji vycCital, ze s nim
nechce spat. Ve skutecnosti ji pritel pritahoval,
jenze pokazdé, kdyz se milovali, zacalo ji to
,2fam dole” neprijemne svedit.

= Coz o to, uz byla za svou gynekolozkou, a ta ji
predepsala vaginalni Cipky. Cipky vsak
pomonhly jen na chvili.

m Ellen se uz doopravdy nastvala. Zmenila
gynekologa. Novy gynekolog, vyslechnuyv jeji
pribeh, pochopil, ze lokalni terapie nebude
stacit. Az celkova terapie vyhnala puvodce
jejich potizi nejen z pochvy, ale | ze strevniho
rezervoaru. Tim jeji potize pominuly.




Vinikem byla

m Candida albicans, nejbéznejsi z kvasinek. Vaginalni
mykozy jsou Ccasto uporne a velice neprijemné. Jsou
dobFe adaptované na pfitomnost v organismu. Casto
necini zadne obtize, Jindy naopak dela problémy
velice uporne.

m Na posSevnich kandidozach se podili mnoho faktoru.
Vyznamné jsou dietni vlivy (kvasinky jsou misng, a je-
i misna i jejich hostitelka, s povdekem to uvitaji), ale
take hormonalni vlivy, tehotenstvi, cukrovka a mnoho
dalSich vlivu.

m Vaginalni mykoza by tedy nikdy nemela byt resena
bez kontextu celkového stavu zeny.







PFib&h druhy

m Pan Leopold byl archivar. Celé dny travil ve
vihkém a zaprasenéem archivu. Postupne
zacal Cim dal vice pokaslavat. Chvili se uz
obaval, jestli snad nema tuberkulozu, ale
tuberkuloza to nebyla. Po zjisteni prave
priciny jeho potizi zacaly Leopoldovy potize
ustupovat — pomalu, ale jiste.




Vinikem zde byl
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m Aspergillus niger, neboli kropldlak Cerny

m Kropidlaky napadaji casteji lidi oslabené,
mohou vsak napadnout | Cloveka zdravého.
Casto se aspergildza vyskytuje jako profesni
onemocneni lidi, pracujicich ve vihkych,
zaprasenych provozech, kde neustale poletup

ruzne plisnove spory.







Obecna charakteristika hub

Houby jsou eukaryotni organismy, na rozdil

od prokaryotnich bakterii

Jejich bunecna sténa je tvorena
polysacharidy, ma jinou stavbu a slo
bunecna stena bakterii. Barvi se ale
(,grampozitivhe")

Vetsinou maji pomalejsi bunecny cy

bakterie = infekce byvaji zdlouhavej

Zeni nez
flaloveée

Klus nez
Si

Nepusobi na né vétSina antibakteria
a musime pouzivat zvlastni skupinu
antimykotika, ktera zase nejsou ucCin
lecbe bakterialnich infekci

nich latek
|atek —
na pri




Houby a zdravi

Kromeé mikroskopickych hub, o kterych je rec v tomto
praktiku, nesmime zapomenout ani na houby, ktere
maji makroskopicke plodnice

Otravy plodnicemi velkych hub (muchomurka zelena,
vlaknice Patouillardova, zavojenka olovova,
muchomurka panterova, lysohlavky) kazdoro¢né
znamenaji zdravotni obtize desitek lidi. V pripade
muchomurky zelené jde Casto o smrtelné pripady.




Nektere J_edovate velke houbv

1 Muchomurka
zelena

2 Vlaknice
% Patouillardova

3 Muchomurka
panterova
(tygrovana)

. 4 Zavojenka
~ ¥ olovova




Klinicky vyznamne houby

Mikroskopické houby v téle pusobi
Mykozy — houbove zanety
Mykotoxikozy — toxické pusobeni
Mykoalergozy — alergie na houby
Mycetismy — houba pfitomna v téle, pusobi jen
utlakem okolnich tkani
NejdulezitejSi jsou mykozy, které délime na povrchové
(kozni a sliznicni ) a systemove




Povrchove mykozy 1

Kromeé rodu Candida (viz dale) se na nich
podileji specializovani zastupci rodu
Trichophyton, Epidermophyton a Microsporum
Nektere druhy se prenaseji mezi lidmi, jine ze
zvirat Ci z prostredi

Rostou velmi pomalu in vivo i in vitro. Kultivace
trva nekolik tydnu. Take prubeh a [éCba je
zdlouhava




Povrchove mykozy 2

m Odbéry: Supiny z kuze, ustfizky nehtu, vlasu
apod.; vzdy je potreba odebrat vzorek tak, aby
bylo zachyceno misto, kde je zanet aktivni, a
zaroven nezachytit kontaminace; doporucuje
se | povrchova desinfekce (likvidace
kontaminant z povrchu kuze)

m Vlastni diagnostika: mikroskopicka (nalez
viaken ve tkani) a kultivacni. Mikroskopicka je

W = AL AW 4

m Lecba je zpravidla lokalni (masti, Sampony)




Nekteri
puvodci

1 Epidermophyton floccosum
2 Trichophyton rubrum
3 Trichophyton mentagrophytes

B




Systemové mykozy 1

Zasahuji vice organu, Casto celé télo

Jsou témer vzdy dusledkem néjakeho zakladniho
onemocneni:

Diabetes mellitus
Poruchy imunity, nadory bilych krvinek aj.
Transplantovani pacienti

Puvodci: Candida, Penicillium, Aspergillus,
Histoplasma, Pneumocystis a dalsi




Systemove mykozy 2

Krome vlastni diagnostiky mykozy je treba vzdy
vypatrat (pokud to neni znamo), co je primarni
pricinou (imunodeficit, diabetes, nador apod.)

Diagnostika:

pro primy prukaz jakykoli relevantni material: krev na
hemokultivaci, punktaty, excize apod.

moderni metody umoznuji napf. pfimy prukaz antigenu

(manany, glukany) v krvi

neprimy prukaz — protilatky v séru (aspergily)
Lecba: pouzivaji se silna, sirokospektra a vysoce
ucinna antimykotika (amfotericin B, vorikonazol,
itrakonazol, flucytosin)




Né&ktefi ptvodci

A Pneumocystis
Jiroveci

Mucor sp.




Rod Candida 1

¥

' Nejbeznejsi houbovy pa'togen
Zpusobuje lokalni (kozni i sliznicni) mykozy
U oslabenych zpusobuje i systémové mykozy
Casty vyskyt ve stfevé, vétSinou bez pFiznaki
Akutni i chronické zanety pochvy a vulvy
Nejbeznejsi je Candida albicans
Dale C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C.
parapsillosis a dalsi
U nekterych typické prirozene rezistence
(napr. C. krusel na flukonazol)




Rod Candida 2

o U kozni a slizniéni formy se pouzivaji vtéry nejlépe
v transportni pudé FungiQuick nebo (pouze u vytéru
z genitalii) C. A. T.

e U systemove formy také vytery, anebo se zasila krev,
punktat apod.

C.A T.




Rod Candida 3

Zakladem diagnostiky je kultivace. K identifikaci
kandidy pouzivame chromogenni pudy a biochemicke

metody (vyuzivaji se vzajemne rozdily v metabolismu
mezi kandidami)

Mikroskopicky v nativnim preparatu (C. A. T.), v
Gramove Ci Giemsove Ci jineém barveni vidime ovalné
bunky, Casto pucici, nekdy tzv. pseudomycélia

Lze i testovat in vitro citlivost, ale testy jsou méne
spolehlive nez u bakterii

Lecba: antimykotika (lokalne, celkove)




Nekteri dalsi zlocCincl
Vpravo: Geotrichum candidum

Dole: Rhodotorula rubra
g
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Ukol 1: Popis kolonii na krevnim
agaru. Popiste kmeny | az |V

m Prestoze pouzivame pro houby specialni pudy,
mnohé houby rostou | na bakteriologickych
pudach. A nejen to: nektere, hlavné kandidy,
voli rafinovane podobu temer nerozeznatelnou

od kolonii bakterialnich

m Rozeznat kolonie kandid od kolonii stafylokoku
je nekdy obtizné. Pomoci muze vuné (po
chlebu Ci burcaku); kdyz nepomuze nic jiného,
volime zpravidla nater (mikroskopii)




Ukol 2: Gramovo barveni | az IV

m Gramovym barvenim jasne odhalime, co je
kvasinka, a co (jaka) bakterie. Mimochodem,
pokud by slo jen o odliseni kvasinek, stacil by
nativni preparat Ci jednoduche barveni.

m Pokud vsak mikrobiolog v praxi vaha napr. mezi
stafylokokem, kvasinkou a jeste gramnegativni
nefermentujici tyCinkou, je Gramovo barveni na
miste k vyjasneni cele situace.

m Pro ty, kteri si ani v desatem tydnu podzimniho
semestru nepamatuji postup (coz je ostuda):
Violet 30 s, lugol 30 s, alkohol 15 (az 20) s,
oplach vodou, safranin 60 s, oplach




®

Upozornénl' (nechci strasit, ale...): >V<

m Neznalost postupu Gramova barveni (a vysvetleni
jeho principu) muze byt duvodem k vyhozeni
dotycneho jedince od praktické zkousky!

m Dalsi podobnée otazky:
zakladni kultivacni pudy (KA, Endo, MH, NaCl)
oxidazova a katalazova reakce (provedeni)
znalost, ktere beznée bakterie jsou G+ / G-

(Toto je obecny prehled, jednotlivi asistenti mohou

pripadné klast vétsi ¢i mensi duraz na ruzné dalsi
véci ©)




Ukol 3: Selektivni ptida — | az IV

. Typicka puda pro kvasinky, Sabourauduv agar,
neni sama o sobe selektivhi a mohly by na ni
rust i mnohé bakterie

m Pro kultivaci na mykoorganismy ovsem
pouzivame Sabourauduv agar s antibiotiky,
ktery rust bakterii témeér vylucuje. (V praxi
ovsem narazime na velmi drzé kmeny
pseudomonad, ktere na veskera antibiotika
kaslou a rostou si kde chteji ©)




Ukol 4 — difuzni diskovy test
citlivosti na antimikrobialni latky

m Az na vyjimky plati, ze antibakterialni latky
Jsou u mykotickych onemocneni... enm...
zkratka na houby ©

s Obdobné, antimykotika nepusobi na
naprostou vetsinu bakterialnich agens

m | ento fakt si muzeme demonstrovat ve
ctvrtém ukolu

m V/Simnete si, ze houby nekultivujeme na
MH, ale na Sabouraudove agaru




K odectu testu na antimykotika

m U amfotericinu B se za citlivy povazuje |
kmen, ktery ma malou zonu, pokud uvnitr teto
zony nejsou viditelné kolonie

m U ostatnich antimykotik (tech, co konci na ,,-
konazol®) naopak musi byt zona dost velka,
ale pripousti se i pritomnost ,Cehosi” uvnitr
zony, pokud to ,cosi” svou intenzitou
nepresahuje 20 % intenzity rustu kolem zény




Nez prejdeme k ukolu 5: Co jsou
to vlastné chromogenni pudy?

s CHROMOGENNI ptidy obsahuiji latku, ktera je
puvodné nebarevna (chromogen)

m Barevnost se objevi jen pri specificke reakci
(odstepeni substratu)

m PUda muze obsahovat vice chromogenu
s navazanymi substraty specifickymi pro ruzné
bakterie nebo houby

s FLUOROGENNI pudy jsou principialné
podobne, ale s fluorescencnim barvivem




Ukol 5b — chromogenni ptida pf
diagnostice kandid

m Pouzivaji se ruzné chromogenni pudy.
Nekteré odlisi pouze Candida albicans od
ostatnich, jiné rozlisi vzajemne nekolik
druhu kandid.

m Budeme provadet pouze ukol 5 b, nebot
Candiselect nemame k dispozici. Na
CHROMagaru je C. albicans zelenava, C.
tropicalis modra, C. glabrata hladka ruzova
a C. krusei drsna ruzova.

aUkol 5a se nedéla




—

N C. kruseiZ”




Ukol 6 — biochemicka identifikace
kvasinek

Tak jako bakterie, | kvasinky (ne vsak vlaknité
houby) se daji identifikovat biochemicky. (VSak
ostatné i pouziti chromogenni pudy je zalozeno na
selektivnim $tépeni raznych substratu.)

Pokuste se urcit predlozené kmeny pomoci
prilozeneho navodu a porovnanim s tabulkou.

Krome testu POX je zluta pozitivni, modra negativni
U testu POX je hneda pozitivni, bezbarva negativni
LV = variabilni — muze vyjit ,+“ i -




Ukoly 7 a 8 — mikroskopie a

kKultivace vlaknitych hub
m Diagnostika vlaknitych hub se ponekud lisi od
diagnostiky kvasinek. PovsSimnéme si rozdilu:

= Mikroskopie tu ma vetsi vyznam. Lze pozorovat
ruzné typy spor a konidii. Prohlizejte bez imerze,
objektivem zvets. 4x Ci 10x, 20x, popfripade 40 x

= VVzhled vysledku kultivace je znacne odlisny, jak na
Sabouraudove agaru, tak pripadnée i na agaru
krevnim. Nekteré z nich, zejména dermatofyty,
rostou velmi pomalu. To kvuli nim se Sabourauduv
agar naleva do zkumavek. Vyberte si libovolne fri
kmeny a pokuste se je popsat.

= Biochemické rozliseni se u nich, na rozdil od
kvasinek, zpravidla neuplatnuje.




Uz mne nebudete potrebovat!
Vypnuli jste mne,  oCistili a zakryli?

|




Ukol 9 — mikroprecipitace v agaru

i prbStFedniho dﬁl-ku
difunduje antigen (Cervene)  <zi- - 1 Shr i

m Z pozitivniho dllku se sérem {3 %
cislo 2 difunduje protilatka
(modre) S

m Z negativnich dulku (séra Antigden
cislo 1, 3, 4) samozrejme (7 S

zadna protilatka nedifunduje =z - 3

m V miste stretu antigenu
s protilatkou vznika
precipitacni linie (zelené)

Serm 4




Ukol 9 — nepfimy prakaz mykéz
Barva dulku neni rozhodujici!

Jednou z mnoha Dulky se sery . POZitivNi
moznostl, jak je] pac|entu 1- 400 N
provadet, je /,

mikroprecipitace

v agaru. Probiral

jsme ji uz v tématu

J 07. Precipitacni

linie se tvori mezi

dulkem s antigenem

a dulkem \ -

s protilatkou. Dulek - SR
s antigenem”

| Precipitacni linie
| — kvUli ni je to
pozitivni




8 Nez opustite
By praktikarnu. ..

...plaste laskave nepohazujte po
praktikarne, nybrz je poveste na

A" A 4

vesak tak, aby nespadly.




Nashledanou pri
dalsim dilu!

E Ve Ln - K 5 - ]

Dnes pouzity obrazky z técho zdroja:

archiv as. Zahradnicka
03 (foto

na této strance)




