Bi7170c — Lékatska mikrobiologie, prakticka cviceni. Protokol k tématu P08

Téma PO08: Laboratorni diagnostika tuberkulozy a infekci zptsobenych

aktinomycetami, nokardiemi a spirochetami
Ke studiu:Mycobacterium, Actinomyces, Nocardia, Borrelia, Treponema, Leptospira (uCebnice, WWW atd.);
mikroskopie, kultivace, antimikrobidlni citlivost, PCR, metody prtkazu protilatek

U 08/1: Mikroskopie acidorezistentnich a vlaknitych mikroorganismi

Zatimco acidorezistentni mikroorganismy (Mycobacterium) nelze barvit dle Grama, mikroby acidorezistentni
pouze castecné (Nocardia) nebo vubec (Actinomyces) mohou byt Gramem obarveny. Nokardie a aktinomycety
maji podobu grampozitivnich vétvenych vlaken, ale casto vidime i kratsi tyCinky nebo dokonce koky.

a) Barveni (negativniho) klinického vzorku barvici metodou dle Ziehl-Neelsena
Ziehl-Neelsenovo barveni se pouziva u mykobakterii (M. tuberculosis, M. leprae), ale zejména ve ,,studené*
variant¢ dle Kinyounataké u né&kterych parazitt (Cryptosporidium parvum, Cyclospora cayetanensis).
Acidorezistentni organismy se barvi pouze pii zahfati (nebo ve ,studené” varianté pii pouziti vysoce
koncentrovaného karbolfuchsinu a vysoce koncentrovaného fenolu). Zato je pak neodbarvi ani kysely alkohol
(alkohol s anorganickou kyselinou). Poté je odbarvené pozadi obarveno kontrastni barvou.

Z ¢asovych diivodi nebudete barveni provadét. Popiste vSak alespon barvici proceduru — do nasledujici tabulky
zapiste nazvy Cinidel pouzivanych pii barveni

1. Béhem barveni se preparat , dokud
2. Cinidlo je smési a
3. Misto tohoto barviva lze pouzit také

b) Mikroskopie mykobakterialni kultury
Prohlédnéte si v mikroskopu (imerze, imerzni objektiv)
mykobakterialni kulturu barvenou dle Ziehl-Neelsena.
Zaznamenejte zejména piitomnost acidorezistentnich
tyCinek. Zakreslete pozorované.

Nezapomente obrazek popsat (za pouziti fadkt vedle
obrazku).

¢) Mikroskopie kmeni aktinomycet a nokardii
Prohlédnéte si mikroskopicky Gramem barvené sklicko.
Popiste a zakreslete pozorované objekty. PovSimnéte si
velkého polymorfismu organismt (od kokovitého tvaru
pres tyCinky az po vlakna, Casto vétvend); grampozitivni,
ale Casto az gramlabilni).

Opét obrazek i popiste.

Ukol 08/2: Kultivace mykobakterii, aktinomycet a nokardii
Kultivaéni naroky acidorezistentnich a ¢astecné acidorezistentnich bakterii jsou velmi riznorodé.

% Pro Mycobacterium tuberculosis pouzivame tekuté (Sula) a pevné pudy (Ogawa, Lowenstein-Jenssen).
Pevné pudy se lisi od vétsiny pid pouzivanych v bakteriologii, protoze neobsahuji agar; jejich
»pevnost® je dana koagulovanou vaje¢nou bilkovinou. Pfed kultivaci je nutno vzorky mofiti.

Pro rod Nocardia postacuje bézny krevni agar.
Pro rod Actinomyces je nutny VL-agar a kultivace v anaerostatu ¢i anaerobnim boxu (viz P07), protoze

jsou mikroaerofilni s tim, Ze jejich potieba kysliku je tak nizkd, ze jim vyhovuje anaerobni prostiedi.
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a) PopiSte pudy pro kultivaci mykobakterii

Nazev pudy tekutd/pevna barva poznamky

b) PopiSte a zakreslete rist kolonii rodi Mycobacterium, Actinomyces a Nocardia na
(v) danych médiich

Baktérie Nazev pudy Pritomnost/neptitomnost ristu, pripadné charakterizace ristu
(charakterizujte rist vlastnimi slovy)
Mycobacterium
Actinomyces krevni agar
anaerobni WCHA agar
Nocardia krevni agar
anaerobni WCHA agar

Ukol 08/3: Uréeni citlivosti na antimikrobialni latky

K 1écbé mykobakteridlnich infekci se pouzivaji specidlni léky zvané antituberkulotika. Lisi se také zpisob
testovani citlivosti: antituberkulotika se ptimo piidavaji do pudy. Zato infekce plsobené rody Actinomyces a
Nocardia se 1é¢1 ,,normalnimi* antibiotiky a citlivost se testuje ,,normalnim* difusnim diskovym testem.

a) Urceni citlivosti mykobakterii na antituberkulotika
Porovnanim s kontrolni zkumavkou odectéte testy citlivosti kmenli mykobakterii na antituberkulotika.

Antituberkulotikum Kontrola rastu

Ruast A/N

Interpretace

b) Citlivost na antibiotika u kmenu Nocardia a Actinomyces
Z casovych duvodu se neprovadi. Odecitalo by se jako bézné difusni diskové testy u jakékoli jiné bakterie.

Ukol 08/4: PCR v diagnostice TBC
Jelikoz je kultivace mykobakterii obtizna, stava se PCR velmi dulezitou diagnostickou metodou.
Odectéte vysledek PCR TBC (z prezentace), zapiste a interpretujte vysledky

Pacient ¢. Prouzek vzorku | Interni kontrola | Interpretace

1

2

3

4

Ukol 08/5: Diagnostika lepry
Lepra je nemoc, ktera stale postihuje miliony lidi v mén€ rozvinutych zemich. Jeji diagnostika je obtizna.
Prohlédnéte si nasledujici tabulku.

Toto zvife se jmenuje pdsovec devi‘ripdsy

Pouziva se k vjrobd Iep rominu

a tato latka se pouziva pri Iepr‘ominovém testu
v diagnostice lepry

Zdroj obrazku: http://www.1-costaricalink.com/costa_rica_fauna/nine_banded_armadillo.htm
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Ukol 6: Nep¥imy priikkaz TBC pomoci testu QUANTIFERON®-TB Gold

Jde o test vySetieni indukovaného uvoliiovani interferonu gama k ovéfeni bunééné imunity. Princip testu: Bylo
prokazano, ze pri tuberkuloze, a to i latentni, dochazi k tomu, Ze tuberkuldzni antigeny aktivuji T-lymfocyty a ty
tvori velkd mnozstvi interferonu gama. Podobné Ize tyto T-lymfocyty aktivovat nespecificky napi. takzvanym
mitogenem, ten se proto pouziva jako pozitivni kontrola (MIT). Jako negativni kontrola je pouzita zkumavka,
ktera nic neobsahuje (NIL). Hodnota ,,TB* piedstavuje mnozstvi uvolnéného interferonu po stimulaci vlastnim
antigenem TBC. Samotny interferon je pfitom detekovan pomoci reakce ELISA.

Interpretujte vySetfeni testem Quantiferon-TB Gold u Ctyf pacientl s vyuZzitim interpretacni tabulky.

Anna: MIT=4,8 TB=1,2 NIL =1,1 Vase interpretace:
Berta: MIT=53 TB=4,.8 NIL =2,1 Vase interpretace:
Cecil: MIT=09 TB=0,9 NIL =0,8 Vase interpretace:
Dimos: MIT=84 TB=38)3 NIL =8,2  Vase interpretace:

(vSechny hodnoty jsou uvedeny IU/ml)

Interpretacni tabulka (podle doporuceni k testu, zjednoduseno!)
NIL TB minus NIL MIT minus NIL interl[()l(‘)::lteaécl::étestu PF;;?;r;gﬁi;rlj;l;ce
<0,35 >0,5 negativni Nepravdépodobna
<80 >0,35 jakakoli hodnota pozitivni Pravdépodobna
<0,35 <0,5 o =
>80 | jakakoli hodnota | jakakoli hodnota nejista Nelze urcit

Poznamka: Vylepsend verze testu QUANTIFERON zahrnuje ctyri (a ne tri) zkumavky, jelikoz ,,TB* je
nahrazeno dveéma typy antigenii. Nicméné pro zjednoduseni zde pocitame s klasickou variantou testu.

Lymeska borrelioza
Spolecna tabulka pro ukoly 09/1, 2 a 3

9 Kratky klinicky ELISA (Ukol 09/1) W.blot (U09/2) | PCR Zaver:

2 g popis IgM 1eG IgM 12G (U09/3) koneéné

5 & | (I-3slova (+-) (+) +-) interpretace,

® © | charakterizujici Abs. | (+/-) | Abs. | (+/-) dopor. pfipadné
situaci) 1écby

AH_ERE
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Ukol 09/1: Priikaz protilitek proti Borreliagarinii metodou ELISA

Odectéte podle vykladu vyucujiciho vysledek reakce u pacientli s podezienim na lymeskouborreliozu. UrCujeme
protilatky ve tfide¢ IgG a IgM. V poli Al (odpovida dilku Al v mikrotitracni desticce) naleznete hodnotu CAL
(hrani¢ni hodnotu; vSechny hodnoty absorbance nad CAL jsou positivni, vS§e pod CAL budiz negativni).
V polich B1 a Cl1 jsou kontroly. Pacienti oznaéeni pismeny J az N jsou v barevné oznacenych polich.

Zapiste hodnotu CAL, zkontrolujte, jestli negativni a pozitivni kontrola je v poradku. Pak odeététe a vyhodnot'te
vysledky ELISA reakce pro pacienty No. J, K, L, M, N (ty nepiste sem, pouzijte hlavni tabulku nahote).

Hodnota CAL Hodnota absorbance K+ O K+ je OK é

(dillek Al): (ditlek B1): 0 K+ neni OK

IsM Hodnota absorbance K- OK- je OK zaskrinéte,
g (dilek C1): K- neni OK co plati

Hodnota CAL Hodnota absorbance K+ O K+ je OK é

(dillek Al): (ditlek B1): 09 K+ neni OK

1sG Hodnota absorbance K— OK-je OK zaskrtnéte,
g (dillek C1): K- neni OK co plati

Ukol 09/2: Priukaz protilatek proti Borrelia garinii pomoci Western blottu

U pacienti feSenych v ukolu ¢. 1 se vzorky séra ¢i likvoru testovaly také Western blottem. Odeététe vysledky dle
instrukci. Pro odeéteni reakce pouzijte kontrolni prouzek. Diagnostické schéma je vzdy stejné: ELISA je pouzita
ke screeningu, Western blot ke konfirmaci jejich vysledk. Odectéte Western blot u pacientl J az N a zapiste
vysledky do hlavni tabulky.

Ukol 09/3: Diagnostika Lymeské borreliozy pomoci PCR
Pomoci dané fotografie PCR produktu na agar6zovém gelu zakreslete a zaznamenejte ktery z testovanych
vzorki je pozitivni. Poté proved'te celkové zhodnoceni vSech tii ukold a zapiste zaveér.

Syfilis

Pavodce syfilis, Treponema pallidum subsp. pallidum, NENI in vitro kultivovatelny organismus. Diagnostika zavisi na stadiu nemoci.

Ukol 09/4: P¥imy priikaz syfilis.

Piimy prukaz syfilis je mozny pouze v ptipad¢ zaslani vhodnych vzorkl do laboratofe. V nékterych staduch

nemoci vSak neni k mani zadny vhodny vzorek pro tento ucel. vé
a) Rabbit infectivity test — RIT Ty
Zapiste nazev kralika pouzivaného pro tento test. 5
(Je odvozen z tohoto souostrovi: 2 2>2>2>2>2>2>2>>>) Jar 794
Exudat z podezielého viedu je zpravidla vyhodnocovan t,/}
zastinovou mikroskopii a ockovan do krali¢ich varlat. P
Testované zvife zatind trpét orchitidou 10 dni po & /
nao¢kovani. Nazev kralika: ad

b) Mikroskopie v zastinu
Podivejte se na mikrofotografii treponemat ze zastinové mikroskopie. Pro urychleni mate tento kol jiz vyplnén.

¢) Prima imunofluorescence
Pro urychleni méte i tento tikol uz vyplnén.

09/4b) princip

09/4b) vysledek (zdroj: MiU LF MU)

09/4c¢) (zdroj: MiU LF MU)
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Neprimy prikaz syfilis
Spolecna tabulka pro ukoly 09/5 a 09/6.
Tkol 09/5 [Ukol 09/6

g
g creening |konfirmace Zaver:
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Ukol 09/5: Screening syfilis - RRR a TPHA

Tehotné Zeny a darci krve jsou screeningové vySetfovani rychlou reaginovou reakci (RRR) a Treponema
pallidum pasivni hemaglutinaci (TPHA). Posud’te vysledky screeningu u piedlozené skupiny osob a stanovte, u
koho je tieba jesté zajistit podrobngjsi, tzv. konfirmacni (potvrzovaci) vysetfeni. Vysledky zapiste pfimo do
tabulky.

RRR: pozitivni je vyvlo¢kovani. TPHA: pozitivni je tvorba aglutinatu.

Ukol 09/6: Konfirmace syfilis — FTA-ABS, ELISA a Western blotting

Vyhodnot'te vysledky FTA-ABS, ELISA a western blottingu (WB — vizte vyklad v protokolu PO7a) u pacienti
se suspektni syfilis (viz pfedchozi tkol). Spocitejte cut-off a porovnejte s nim hodnoty pozitivni a negativni
kontroly a vysledky pacientu.

V poli/dilku A1 je pfitomen blank.

Hodnota cutoff Hodnota absorbance K— OK- je OK é

(C1+DI1)/2 (pole/dilek B1): OK-—neni OK

IsM Hodnota absorbance K+ 0 K+ je OK zaskrtnéte,
g (pole/diilek E1): 3 K+ neni OK co plati

Hodnota cutoff Hodnota absorbance K— OK- je OK é

(C1+DI1)/2 (pole/dilek B1): OK-—neni OK

I G Hodnota absorbance K+ 0 K+ je OK zaskrtnéte,
g (pole/diilek E1): O K+ neni OK co plati

Leptospiroza

Ukol 09/7: P¥imy priikaz Leptospirasp.
Prohlédnéte si morfologii leptospir kultivovanych na tekutém Korthoffové médiu po dva tvdny. Pro test byla
pouzita moc pamenta s podezienim na leptospir6zu. Pro urychleni

't
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