Acidorezistentni
bakterie




e Jaké je slozeni G+ bunccné stény?

Peptidoglykan (murein), feté¢zce kys. teichoové

o Jaké je slozeni G- bunécné steny?

Tenka vrstva mureinu, nad nf vnéjsi membrana

o Které bakterie se nebarvi podle Gramar
Ty, které nemaji bunécnou sténu, nebo ji maji hodné

jinou nez ostatni (acidorezistentni bakterie, spirochéty)

e Jaké znate zpusoby ziskani anaerobi6zy?
Mechanicky ve VL bujénech, fyzikalni u anaerobnich
box1, chemicky u anaerostatti



e Které rody bakterii tvofi endospory?
Bacillus, Clostridium

e Jaka znate patogenni klostridia?
C. tetani, C. botulinum, C. perfringens ad.

o Ktery toxin se prokazuje na zloutkovém agaru?

Lecitinaza Clostridium perfringens

e Uvedte par priklada nesporulujicih anaerobu.

Bacterides fragiles, Porphyromonas, Prevotella, Fusobacterienm,

Veillonella, atd.



Rod Mycobacterium -

> G+ nepohyblivé kratké rovné ¢i lehce zahnuté tycky,

vzacne vetvici se formy

> obligatné aerobni, acidorezistentni 1 alkalorezistentni

> dlouha generacni doba (15-20 hodin), rast na specialnich
kultivacnich piadach nckolik tydnt (4-6)

> vysoce hydrofébni bunécna sténa s tzv. mykolovymi kyselinami,
nelze barvit dle Grama

> schopnost prezivat uvnitt makrotagh —

vyznamnou roli pfi infeket hraje tedy

bunécéna imunita

> odolné k vysychani a chemickym latkam

> patogenni druhy: M. tuberculosis, M. bovis, M.leprae



e Pomalu rostouci druhy:

M. tuberculosis, M. leprae

e Rychle rostouci druhy:
podminéné patogeny ci saprotytické
druhy (M. fortuitum, M. chelonae)

cca 7 dni



Tuberkuldza (TBC)

Pavodci TBC:
> Mpycobacterium tuberculosis (Kochuv bacil, BK)

> M. bovis - tuberkuldza krav, vzacnée 1 lidi —
infekce z nepasterizovaného mléka,
TBC krcnich a mesenterialnich lymtatickych

uzlin

> M. africanum- vzacne, TBC v tropické Africe

> Asi 1/3 populace nakazena.

> Infekce se projevi jen asi u 10% osob. |




Patogeneze onemocnéni

I. Primarni TBC

- mykobakterie se dostavaji do plic
(mén¢ casto pres zazivaci trakt ¢i rany)
a zde se mnozi do rozvoje bunécné imunity, poté

dochazi k centralni nekroze, vznika granulacni
tkan — granulom (lymfocyty, epiteloidni b.),

- mykobakteria se Sifi do regionalnich miznich uzlin
a vytvafi se tzv. Primarni tuberkul6zni
komplex

- za klinické pfiznaky je zodpoveédna imunitni reakce
organismu




Cavemas
tuberculosas

* Spontanni celkové zhojeni
* Granulom v plicich kaseifikuje ¢i kavernizuje-latentni

forma

Dalsi pribéh primarni TBC:

* Hematogenni §ifeni- do riznych organa. Miliarni

tuberkuloza- napada
nckolik mist zaroven
(v ledvinach, mozku
a kostech)

| Tuberculosis Affects Many Parts of the Body }
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I1. Postprimarni TB

- u osob infikovanych radu let po primointekeci
(ast u 10%)
- vznika za pfedpokladu:

* Exogenni infekce- inhalaci mykobakterii

* Progrese primarni infekce

- tzv. otevfena tuberkul6za (tuberkulom)

- muze probihat bezpfiznakove, ale u
vetsiny viditelné symptomy (kasel,
hemoptysa, zvysena teplota,
hubnuti,...), zasahuje vetsinou plice



L.écba TBC 33

> Podavani kombinace n¢kolika antituberkulotik —
zamezeni vzniku rezistentnich mutant

> Nejcastéjt pouzivana: isoniazid, rifampicin,
pyrazinamid, ethambutol, streptomycin
> Obvykle 4- 12 mésict- taze:
> Inicialni- snizeni poctu bakterii
» Pokracovaci- sterilizace loziska

> Multirezistentni TB (MDR TB)- onemocnéni
vyvolané kmenem M. # rezistentnim minimalné na
kombinaci isoniazid a rifampicin

> Ockovani- BCG vakcina



Estimated TB incidence rates, by country, 2009
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Mycobacterium leprae

> Plvodce lepry
> Jeho generacni doba je jesté vyrazné delsi (12-14 dni)
> In vitro kultivace se podaftila teprve nedavno a trvala

cely jeden rok

> Postihuje periterni nervy- vaze se na povrch
Schwannovych bunck a ty kolonizuje (v kazi, podkozi,
na obliceji, v kostech prstd)

> Zakladni lécba lepry neni draha (dapson, rifampicin)
bohuzel v zemich, kde se lepra vyskytuje, je 1 tato
pomeérne nizka cena pfilis vysoka



Lepra
Dlouhia ID- 2-3, 7 a vice let
Tuberkuloidni lepra

- na kizi necitlivé depigmentované
skvrny, zdurelé periferni nervy

- vyrazna celularni imunita

- spontanni zhojeni

Lepromato6zni lepra

- nedostatecna celularni imunita

- dochazi ke splyvani a zdufeni koznich
1éz1

- obodi vypadava, propada se nos,
slepota, ztrata prsta




Atypicka mykobakteria :

> Kromé M. tuberculosis a M. leprae existuje 1 spousta dalsich
mykobakterii. Néktera, napt. Mycobacterium marinum, patii

vl

mez1 tzv. atypicka mykobakteria, ktera obcas zptasobuyi
infekce ran a jiné problémy (fish tank granuloma,
swimming pool granuloma).

> Ncktera jina mykobakteria jsou
nepatogenni a jsou normalni
soucasti lidské mikroflory,

napt. M. smegmatis




Actinomyces israelii 3T

> vlaknité bakterie, v podstaté grampozitivni, ale banvi se

Gramem $patné, protoze jejich bunécna sténa je hodn¢
hydrofobni a obsahuje hodné mykolovych kyselin
> bezné se vyskytuji v tstni dutiné zdravych osob, odtud

se za ruznych okolnosti mohou dostat do mekkych tkani

> jsou to anaerobni bakterie
> podobné aktinomycetam jsou
nokardie, které jsou naopak

striktné aerobni, jinak vsak maji

hodné¢ podobné vlastnosti



Nocardia asteroides

» G+ aerobni, padni bakterie
» U lidi s oslabenou T-imunitou - lokalizované
infekce plic, diseminace - mozkové abscesy

> Tropy (IN. brasiliensis) — podkozni abscesy




Detekce mykobakterii e

/

» Mikroskopie: Pouziva se Ziehl-Neelsenovo barveni
> Kultivace: Pouziva se specialnich ptd, pficemz pred
vlastni kultivaci predchazi mofeni, obvykle louhem.

Cilem mofeni je usmrtit ostatni bakterie, které by pfi
svém rychlém rastu byly kultivacné aspesnési.
Alkalirezistentni mykobakteria mofeni preziji.

> Automaticka kultivace: Pouziva se riznych typt

kultivacnich automati: mohou detekovat kultivacni
pozitivitu mnohem dfive nez klasicka kultivace

> Biochemické rozliseni je mozné, je vsak vyhrazeno
specializovanym laboratofim

> PCR diagnostika se stava ¢im dal dualezité)si



> Pokud klinik posle vzorek (sputum, moc, hnis ¢i cokoli
jiného) ,,na bakteriologickou kultivaci®, nemutze ocekavat,
ze vysetfeni odhali pfipadnou pfitomnost mykobakterii

> Chce-li klinik zjistit, zda ma pacient TBC, musi poslat
vzorek zvlast’ a na pravodce vyrazné oznacit, ze ma byt
vysetien kultivacné ¢1 PCR na tuberkul6zu. V tom pfipade
laboratof provede pfislusné procedury

> Sérum na protilatky proti TBC také posilat nelze, (presnéji:
Ize, ale je to na kocku), protoze protilatkova odpoved’ je
velmi Spatna.



Ukol 1a: Barveni dle Ziehl-Neelsena -4

> V prvnim kroku barvime

karbolfuchsinem za horka

az do vystupu par, bez

o ey & ekl So e
zahtivani by mykobakteria minites A0d addtonal 15020 seconds. =
vubec neslo obarvit. | - ﬁ\ f’#{,k, % ‘

> V druhém kroku odbarvujeme @ T > TE ﬁ;
’ 144 VA . ? e
»kyselym alkoholem™, cozje 4 cumin 5 prmie G,
v . , , for 30 seconds. excess methyleng Examim_a_dire-ct'h;_
smeés alkoholu s mineralni e e

Ziehl-Neelsen acid-fast staining procedure

kyselinou, nejcastéjr HCI
> Ve tretim kroku dobarvujeme pozadji, tj. vSe, co jsme ve druhém
kroku odbarvili. Dobarvujeme malachitovou zeleni nebo
metylenovou modfi.
Vysledkem jsou Cervené acidorezistentni tycinky na modrém nebo
zeleném pozadi


http://www.spcollege.edu/hec/vt/VTDE/ATE2639LGS/images/image40.jpg

Ukol 1b: Mikroskopie mykobakterialni
kultury




Ukol 1c — mikroskopie nokardii a
aktinomycet

e V ukolu 1c popiste preparaty barvené podle Grama.
Uveédomte s1, ze castecné rezistentni aktinomycety a
nokardie se dle Grama barvi, 1 kdyz spatné. Jsou také

pleomortni (riznotvaré).
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Ukol 2: kultivace mykobakterii,
aktinomycet a nokardii

> Pred kultivaci musi byt provedeno mofeni

> Pouzivame tekutou plidu Sulovu ¢i Banicovu a vajecné

pudy Ogawovu ¢1 Lowenstein-Jenssenovu.

> Dlouha generacni doba (>20 hod) - vysledky se odecitaji po

3, 6 a pro jistotu 1 9 tydnech kultivace.

> Aktinomycety —VLA, za anaerobnich podminek, nokardie




K tekuté Sulové pudé

e | pozitivni zkumavka je na prvni pohled
Cira, protoze narust mykobakterii je
patrny jen u dna




Ukol 3a: testy §§f
antituberkulotické citlivosti .o

Nelze pouzivat diftzni diskové testy
> Antituberkulotika pfidavame pfimo do kultivacni ptdy

Antituberkulotika jsou zvlastni latky, az na vyjimky odlisné od

antibiotik .
. o , ... . |Antibiotikum | Zkratka
Vzdy se uzivaji kombinace tii ¢i Ctyf:

ryvchle totiz vznikaii rezistence. navic .
y ) ’ Tsoniazid H, INH

ncktera pusobi jen intra- a jina zase

extracelularnée

. . . . | Rifampicin R
Mykobakterium roste = je rezistentni P

Mykobaktetrium neroste =2 je citlivé Pyrazinamid 7




Ukol 3b: testy antibiotické

citlivosti oo

Antibioticka citlivost se na rozdil od mykobakterii da
u nokardii a aktinomycet stanovit difusnim
diskovym testem. Musime ale pocitat s tim, ze

rostou pomalu a Spatn¢




Ukol 4: PCR pro diagnostiku TBC | $:::

1, 2, 3, 4 = pacienti
Cislo 1, 2, 4

5 = pozitivni kontrola 6
= negativni kontrola

7 = ladder (Zebficek)

horni fadek = prouzek
vzorku (c), dolni = IC
(b)

Posud'te, ktefi pacienti jsou pozitivni a ktefi negativni v

PCR TBC. Jsou patrny né¢jaké ptipady inhibice reakce?



Ukol 5: diagnostika lepry T

> Pasovec devitipasy

> Produkuje lepromin, ktery se pouziva k
leprominovému testu- obdoba tuberkulinového
testu




Test uvolnéni interferonu gama
(Quantiferon® TB-GOLD)

> Moderni moznosti k ovéfeni bunécné imunity je vySetfeni

indukovaného uvolfiovani interferonu gama, v praxi se

pouziva prakticky vyhradné komercné dostupny test

Quantiferon TB-GOLD, proto budeme dale hovofit jen o

nem

> Bylo prokazano, ze pfi tuberkul6ze, a to 1 latentni, dochazi k
tomu, ze tuberkuldzni antigeny aktivuji T-lymfocyty a ty

tvofi velka mnozstvi interferonu gama

> Podobné lze tyto T-lymfocyty aktivovat nespecificky napf.

takzvanym mitogenem, ten se proto pouziva jako pozitivni

kontrola



Quantiferon — tfi zkumavky

> Odebira se nesrazliva (heparinizovana) krev do tfi
zkumavek (potfebujeme lymfocyty!)

> prvni zkumavka obsahuje mitogen (MIT) — zde by
melo za normalnich okolnosti vZdy dojit ke stimulaci
tvorby interferonu gama

> druha zkumavka obsahuje antigeny TBC (TB) —
zde by mélo dojit ke stimulaci tvorby interferonu
gama pouze u infekce TBC

> tfeti zkumavka neobsahuje nic (NIL) — zde by za
normalnich okolnosti nemélo dochazet ke stimulaci
tvorby interferonu gama



Quantiferon — hodnoceni

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

> Za negativni lze povazovat vysledek, kdy T-lymfocyty
reaguyi na stimulaci mitogenem, ale nereaguji na
stimulaci antigenem mykobakteria

> Neurcity vysledek se objevi v pfipadé, ze T-
lymfocyty nejsou aktivovany ani mitogenem, nebo
naopak se tvorba interferonu objevi 1 ve zkumavce,
kde nic nebylo



Ukol 6: Interpretace vysledku testu | $2
Quantiferon TB Gold

Pomoci tabulky ve svém protokolu se pokuste
interpretovat nasledujici vysledky testu Quantiferon
TB Gold examination u ¢tyf pacientt (mate je 1 v
protokolu):

e Anna: MIT =48 TB=12 NIL=1.1
e Berta: MIT =53 TB =48 NIL =21
e Cecil: MIT =09 TB=0,9 NIL=0,8
e Dimos: MIT =8,4 TB=8,3 NIL =282

(vSechny hodnoty jsou uvedeny IU [ nl)
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