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Acidorezistentni
bakterie




e Jake je slozeni G+ bunecné steny?
Peptidoglykan (murein), retézce kys. teichoove

e Jake je slozeni G- bunecné steny?
Tenka vrstva mureinu, nad ni vnejSi membrana

o Ktere bakterie se nebarvi podle Grama?
Ty, které nemaji bunécnou stenu, nebo ji maji hodnée
jinou nez ostatni (acidorezistentni bakterie, spirochéty)

e Jaké znate zpusoby ziskani anaerobiozy?

Mechanicky ve VL bujénech, fyzikalni u anaerobnich
boxu, chemicky u anaerostatu



e Které rody bakterii tvori endospory?
Bacillus, Clostridium

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

e Ktery toxin se prokazuje na zloutkovem agaru?
Lecitinaza Clostridium perfringens

e Uvedte par prikladu nesporulujicih anaerobu.

Bacterides fragilis, Porphyromonas, Prevotella,
Fusobacterieum, Velllonella, atd.



Rod Mycobactetrium i

L X
» G+ nepohyblivé kratké rovné Ci lehce zahnuté tycCky,
vzacné veétvici se formy

» obligatne aerobni, acidorezistentni i alkalorezistentni

» dlouha generacni doba (15-20 hodin), rust na specialnich
kultivacnich pudach nékolik tydnu (4-6)

» vysoce hydrofobni bunécna sténa s tzv. mykolovymi
kyselinami, nelze barvit dle Grama

> schopnost pfezivat uvnitf makrofagu —
vyznamnou roli pri infekci hraje tedy

bunécna 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:
podminéne patogeny Ci
saprofyticke
druhy (M. fortuitum, M. chelonae)
cca 7 dni



Tuberkuléza (TBC)

Puvodci TBC:

> Mycobacterium tuberculosis (Kochuv bacil, BK)

» M. bovis - tuberkuldza krav, vzacné i lidi —
infekce z nepasterizovaného miéka,
TBC krcnich a mesenterialnich lymfatickych
uzlin

» M. africanum- vzacne, TBC v tropické Africe

> Asi 1/3 populace nakazena.
> Infekce se projevi jen asi u 10% | | ¥}




Patogeneze onemocnéni

|.  Primarni TBC l}f

- mykobakterie se dostavaji do plic
(méne Casto pres zazivaci trakt Ci rany)
a zde se mnozi do rozvoje bunecné imunity, pote

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

- mykobakteria se Siri do regionalnich miznich uzlin
a vytvari se tzv. Primarni tuberkulozni
komplex

- za klinické priznaky je zodpovedna imunitni
reakce organismu

AL



DalSi prubéh primarni TBC:

« Spontanni celkoveé zhojeni

« Granulom v plicich kaseifikuje Ci kavernizuje-
latentni forma

« Hematogenni Sifeni- do ruznych organu. Miliarni
tuberkuloza- napada
nekolik mist zaroven
(v ledvinach, mozku
a kostech)

| Tuberculosis Affects Many Parts of the Body } \




Il. Postprimarni TB

- U osob infikovanych rfadu let po primoinfekci (asi u
10%)
- vznika za predpokladu:

« Exogenni infekce- inhalaci mykobakterii

* Progrese primarni infekce

- tzv. otevrena tuberkul6za (tuberkulom)

- muze probihat bezpfiznakové, ale u vétSiny
viditelné symptomy (kasel, hemoptysa,
zvysSena teplota, hubnuti,...), zasahuje
vetsinou plice



[.é¢ba TBC :

> Podavani kombinace nékolika antituberkulotik
— zamezeni vzniku rezistentnich mutant

» NejCasteji pouzivana: isoniazid, rifampicin,
pyrazinamid, ethambutol, streptomycin
> Obvykle 4- 12 meésicu- faze:
> Inicialni- snizeni poctu bakterii
» PokracCovaci- sterilizace loziska

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

> OcCkovani- BCG vakcina




Estimated TB incidence rates, by country, 2009
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Mpycobacterium leprae

> Puvodce lepry

> Jeho generacni doba je jeste vyrazne delsi (12-
14 dni)

> Postihuje periferni nervy- vaze se na povrch
Schwannovych bunék a ty kolonizuje (v kuzi,
podkozi, na obliCeji, v kostech prstu)

» Zakladni |éCba lepry neni draha (dapson,
rifampicin) bohuzel v zemich, kde se lepra
vyskytuje, je | tato pomerne nizka cena prilis
vysoka



Lepra
Dlouha ID- 2-3, 7 a vice let

Tuberkuloidni lepra
- na kuzi necitlivé depigmentované
skvrny, zdureleé periferni nervy
- vyrazna celularni imunita
- spontanni zhojeni

Lepromatozni lepra

- nedostatecna celularni imunita

- dochazi ke splyvani a zdureni
koznich lezi

- obocCi vypadava, propada se nos,
slepota, ztrata prstu




Atypicka mykobakteria :

» Krome M. tuberculosis a M. leprae existuje | spousta
dalSich mykobakterii. Nektera, napf. Mycobacterium
marinum, patri mezi tzv. atypicka mykobakteria, ktera
obcCas zpusobuji infekce ran a jiné problémy (fish tank
granuloma, swimming pool granuloma).

» Nektera jina mykobakteria jsou
nepatogenni a jsou normalni
soucasti lidské mikroflory,

napr. M. smegmatis




Actinomyces Israelii

> jsou to anaerobni bakterie T sl

> vlaknité bakterie, v podstate grampozitivni, ale barvi
se Gramem Spatne, protoze jejich bunecna sténa je
hodne hydrofobni a obsahuje hodne mykolovych
kyselin

» bézné se vyskytuji v ustni dutiné zdravych osob,
odtud se za ruznych okolnosti mohou dostat do
mekkych tkani krku, tvare Ci hrudniku- aktinomykoza
(abscesy)

» vV posledni dobé hlavné infekce délohy u zen s
nitrodeloznimi telisky



Nocardia asteroides

» G+ aerobni, pudni bakterie

> U lidi s oslabenou T-imunitou - lokalizované
Infekce plic, diseminace - mozkové abscesy

> Tropy (N. brasiliensis) — podkozni abscesy




Detekce mykobakterii :

» Mikroskopie: Pouziva se Ziehl-Neelsenovo barveni

>

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

a4 LD N 4

[NV 4

Alkalirezistentni mykobakteria moreni preziji.

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

Biochemicke rozlisSeni je mozne, je vsak vyhrazeno
specializovanym laboratorim

v VAL "4V 4
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Ukol 1a: Barveni dle Ziehl-Neelsena | 5.
>V prvnim kroku barvime fé < ;é\)
karbolfuchsinem za horka ,:%Q;\ /
az do vystupu par, bez I - ¥
FvAnT - Tomemnt, 2 damsine 3 S,
zahrivani by mykobakterla over boiing water or & acid-akcoholfor briefly with water.
vubec neslo obarvit. - | &
> V druhém kroku odbarvujeme <% el >
’ “ A \\‘Q('\’*‘\ ‘;&%\\ S S \
,kyselym alkoholem®, coz je S A\ N\ ey B
smés alkoholu s mineraini 4 ggme  Summme  6Emm.

blue. under oil immersion.

kyselinou, nejcasteji HCI | |
Ziehl-Neelsen acid-fast staining procedure
» Ve tretim kroku dobarvujeme pozadi, tj. vSe, co jsme ve druhém
kroku odbarvili. Dobarvujeme malachitovou zeleni nebo
metylenovou modri.
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 1¢ — mikroskopie nokardii a
aktinomycet

e V Ukolu 1c popiste preparaty barvené podle
Grama. Uvedomte si, ze Castecne rezistentni
aktinomycety a nokardie se dle Grama barvi, i

kdyz Spatné. Jsou také pleomorfni (ruznotvare).
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Ukol 2: kultivace mykobakterii, 33

aktinomycet a nokardii -4

» Pred kultivaci musi byt provedeno moreni

> Pouzivame tekutou ptidu Sulovu &i Banicovu a
vajecné pudy Ogawovu i Lowenstein-Jenssenovu.

» Dlouha generacCni doba (>20 hod) - vysledky se
odecitaji po 3, 6 a pro jistotu i 9 tydnech kultivace.

» Aktinomycety —VLA, za anaerobnich podminek,
nokardie KA




K tekuté Sulové padé

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




Ukol 3a: testy antituberkulotické

citlivosti

Nelze pouzivat difuzni diskove testy

Antituberkulotika pfidavame pfimo do kultivaéni pudy

Antituberkulotika jsou zvlastni latky, az na vyjimky odlisSné

od antibiotik

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

Mykobakterium roste = je rezistentni
Mykobakterium neroste - je citlivé

Antibiotikum Zkratka
Isoniazid H, INH
Rifampicin R
Pyrazinamid Z




Ukol 3b: Testy antibiotické citlivosti

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 spatne




Ukol 4: PCR pro diagnostiku TBC i

1, 2, 3,4 = pacienti
Cislo1, 2, 4

5 = pozitivni

kontrola 6 =
negativni kontrola

7 = ladder (zebricek)

horni radek =
prouzek vzorku (c),
dolni =1IC (b)

www.medmicro.info

Posudte, kteri pacienti jsou pozitivni a kteri negativni v
PCR TBC. Jsou patrny nejaké pripady inhibice reakce?



Ukol 5: diagnostika lepry

» Pasovec devitipasy

» Produkuje lepromin, ktery se pouziva k
leprominovému testu- obdoba
tuberkulinoveho testu




Test uvolneni interferonu gama oo
(Quantiferon® TB-GOLD)

> Moderni moznosti k ovéreni bunééné imunity je vySetreni
indukovaného uvolnovani interferonu gama, v praxi
se pouziva prakticky vyhradne komercné dostupny test
Quantiferon TB-GOLD, proto budeme dale hovorit jen o
nem

> Bylo prokazano, ze pri tuberkuloze, a to i latentni,
dochazi k tomu, ze tuberkul6zni antigeny aktivuji T-
lymfocyty a ty tvori velka mnozstvi interferonu gama

» Podobné Ize tyto T-lymfocyty aktivovat nespecificky napr.
takzvanym mitogenem, ten se proto pouziva jako
pozitivni kontrola



Quantiferon — tri zkumavky

> Odebira se nesrazliva krev do tfi zkumavek
(potrebujeme 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 meélo dojit ke stimulaci tvorby interferonu gama
pouze u infekce TBC

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



Quantiferon — hodnoceni

» Za pozitivni Ize povazovat vysledek, kdy T-
lymfocyty reaguji na stimulaci antigenem
mykobakteria, avSak ve zkumavce neobsahujici nic
nedochazi k tvorbe inferferonu

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

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



Ukol 6: Interpretace vysledku testu
Quantiferon TB Gold

Pomoci tabulky ve svem protokolu se pokuste
iInterpretovat nasledujici vysledky testu Quantiferon TB
Gold examination u Ctyf pacientu:

Anna:
Berta:
Cecll:
Dimos:

MIT = 4,8
MIT = 5,3
MIT =0,9
MIT = 8,4

TB=1,2
TB=4,8
TB=0,9
B =8,3

(vsechny hodnoty jsou uvedeny IU/ml)

NIL=1,1
NIL=2,1
NIL =0,8
NIL = 8,2



Ukol 6 — tabulka

*zjednoduseno; vysledek se take
muze liSit podle varianty testu

, ; Konecna Pritomnost
NIL TB minus | MIT minus interpretace infekce
NIL NIL testu M. tuberculosis
L Nepravde-
<035 >05 | negativni pravee
podobna
fakakoli . Pravde-
< 8,0 > 0,35 Jaxaxo pozitivni )
hodnota podobna
< 0,35 < 0,5
nejista Nelze urcit
—ap | akikol jakakoli )
’ hodnota hodnota




