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I Osnova

acidorezistence

rod Mycobacterium (TBC, lepra,
mykobakteridzy)

Actinomyces spp., Nocardia spp.

spirochety
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I Acidorezistence

- vysoky obsah lipidu v bunécné sténé
- vysoce hydrofobni
- tvori fosfolipidy, glykolipidy a lipoproteiny
- mykolové kyseliny

« obtizna barvitelnost (hydrofilnimi) organickymi
barvivy (nebarvi se Gramovym barvenim)

« odolnost ke kyselinam (vyuziti pri Ziehl-Neelsenové
barveni), zasadam (vyuziti pri kultivaci) i alkoholim

« typicka pro mykobakterie

« CastecCne pozorovano u aktinomycet a nokardii
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I Acidorezistence (2)
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I Rod Mycobacterium

« povazovany za G+, nepohyblivé, nesporulujici, aerobni
- dlouha generacni doba — kultivace az v radu tydnu
» acidorezistence, alkalirezistence

- pFezivani uvnitf makrofagu (hlavni roli ma bunécna
imunita - minimum protilatek)

« odolné k vyschnuti a dezinfekCnim latkam (nestaci
spektrum A; T = TBC, M = atypické mykobakterie)

« M. tuberculosis - TBC
M. leprae - lepra (malomocenstvi)
M. bovis; M. bovis BCG (ockovaci kmen)

« atypické mykobakterie
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| Tuberkuléza (TBC)

« Mycobacterium tuberculosis (bacil Kochtv, BK),
vzacne M. bovis

« obvykle vstup pres plice (vzacneée pres GIT nebo ranou)

« vznik primarniho komplexu (zanétlivé lozisko v
plicnim parenchymu, zanét a zvétsSeni prislusné
regionalni mizni uzliny) - bunécna imunita - hojeni
fibrotizaci nebo kalcifikaci

« spontanni celkové zhojeni

 loziska infekce (granulomy neboli tuberkly)
kaseifikuji (latentni forma) — jadro se rozpadne a
zkapalni = infek¢ni obsah se uvolniuje to bronch(
— vykaslavani (otevrena TBC)

 Sireni krvi (inf. kteréhokoli organu) - miliarni TBC
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I Postprimarni TBC

 za nékolik tydnd az mnoho let po priméarni infekci
(reaktivace primarni infekce, nekdy superinfekce)

* reaktivace po opakované infekci mykobakteriemi,
progrese primarni infekce napr. po tézké respiracni
infekci, u oslabenych jedincu (stéari, alkoholici,
imunokompromitovani)

— ——p— o —

 oteviena TBC f/ .] My [
- kasel, hemoptyza f-rﬂ%”/—r"“* e
(chrchlani krve), Vj;‘&__ffjw vl
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- nékdy bezpriznakl

infekce v hornim tvorba tuberklu progrese TBC
plicrim laloku



| Lééba TBC

« vzdy kombinace antituberkulotik (vznik rezistence)

« 1. rada: izoniazid, rifampicin, pyrazinamid,
etambutol, streptomycin

« 2. rada: amikacin, kanamycin, capreomycin, ofloxacin,
ciprofloxacin, cykloserin, rifabutin, ...

« MDR (multidrug-resistant): izoniazid a rifampicin

« XDR (extensively drug-resistant): izoniazid, rifampicin,
fluorochinolony, amikacin/kanamycin/capreomycin

» |éCba 4 az 12 mésicu:
- inicialni: ¢tyrkombinaci po 2 meésice (snhizeni mnoz.)
- pokracovaci: dvojkombinaci (sterilizace loziska)
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J oc¢kovani proti TBC

- doneddvna povinné ockovani novorozencu zivou
vakcinou BCG (kalmetizace, bacille Calmette-Guérin)

- pfipraveno z kmene M. bovis pasazovanim

« donedavna povinné preockovani pri negativhim vysledku
kozniho tuberkulinového testu

« 2010 - plosné ockovani zruseno - selektivni ockovani

- povinné ockovani jen ohrozeni novorozenci
(napr. predchozi vyskyt v rodiné, rodice udavaji delsi
pobyt v zemich se zvysenou incidenci TBC)

- ve vzacnych pripadech defektu imunity dochazelo po
kalmetizaci ke generalizované infekci ockovacim
kmenem
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Estimated TB incidence rates, 2013

Estimated new TB
cases (all forms) per
100 000 population
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Percentage of nhew TB cases with MDR-TB
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Number of patients with laboratory-confirmed XDR-TB started on treatment in 2013
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I Lepra (malomocenstvi)

« Mycobacterium leprae (Hansenuv bacil)

« extrémneé dlouha generacni doba (cca 2 tydny),
inkubacni doba nékolik let

« rUst pri nizsi teploté (30 °C) - okrajové c¢asti téla

 Casto bez priznakl, malo nakazlivd (kromé kozni formy s
vredy)

« muze se vyvinout destruktivni forma (napadd
Schwannovy bb. a makrofagy v PNS, ni¢i imunitni bb.)

* neexistuje vakcina, ale ochranny ucinek ma ockovani
proti tuberkuldze

« |écba: dapson + rifampicin + clofazimin (mésice az léta)
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I Lepra (projevy)

vredy a nekréza na
tvari (facies leontina)

|éze na koncetinach

health.wikinut.com
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I Atypicka mykobakteria

« podminéene patogenni (tzv. mykobakteriézy)

rezistentni na radu antituberkulotik

M. avium komplex (M. avium ssp. avium, M. avium
ssp. paratuberculosis, M. intracellulare)

- lymfadenitidy, plicni procesy podobné TBC

M. kansasii, M. xenopi (plicni infekce)

M. marinum - kozni léze (fish tank granuloma,
swimming pool granuloma)

M. ulcerans - burulsky vred

M. smegmatis - nepatogenni, soucast mikroflory

15/57



j Pfimy prikaz TBC

 mikroskopie: Ziehl-Neelsenovo barveni
(modifikace dle Kinyouna)

. kultivace: specialni vaje¢né pudy (mofeni louhem
kvUli usmrceni ostatnich bakterif)

« automaticka kultivace: kultivace v automatech,
které detekuji pozitivitu drive

« biochemické rozliseni: pouze specializované laboratore
« pokus na zvireti: morce (na ustupu)

- PCR diagnostika: nabyvéa na dllezitosti
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I Neprimy prukaz TBC

« tvorba protilatek je minimalni (pozitivni nalez je
znamkou infekce, negativni nalez nema hodnotu)

« testovani bunécéné imunity
« kozni (tuberkulinovy) test dle Mantouxové
- testovani po vakcinaci

- pozitivni nalez: mirné zarudnuti a zatvrdnuti v okoli
mista vpichu po 3 dnech

« test uvolnovani INFy (reakce pacientovych bunék na
antigen) - test QuantiFERON-TB
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| QuantiFERON-TB

« vysSetreni indukovaného uvolnovani INFy

« pri TBC (i latentni) tuberkul6zni antigeny aktivuji
T-lymfocyty, které tvori velké mnozstvi INFy

« odebira se nesrazliva (heparinizovana) krev do tri
zkumavek:

- 1. zkumavka: obsahuje mitogen (MIT)
phytohemagglutinin - zde by mélo dojit ke stimulaci
tvorby INFy vzdy (kromé nedostatku/snizené aktivity

lymfocytd)

- 2. zkumavka: obsahuje antigeny TBC (TB) - ke
stimulaci tvorby INFy dojde pri infekci TBC

- 3. zkumavka: pro odecet pozadi (NIL)

(nespecificky INFy, heterofilni protilatky)
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I QuantiFERON-TB - hodnoceni

« pozitivni: ve zkumavce TB T-lymfocyty reaguji na
stimulaci antigenem, ve zkumavce NIL (pozadi)
nedochazi k tvorbé interferonu

« negativni: T-lymfocyty reaguji na stimulaci mitogenem
(MIT) ale nereaguji na stimulaci antigenem
mykobakterie (TB)

« neurcity vysledek: T-lymfocyty nereaguji na stimulaci
mitogenem (MIT) nebo ve zkumavce NIL (pozadi)
dochazi k tvorbé interferonu
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I Actinomyces spp.

« anaerobni vlaknité grampozitivni bakterie (Castecné
acidorezistentni —» spatné se barvi Gramovym barvenim)

« bézné v dutiné Ustni, nosohltanu, streve, vaging, ...
- endogenni nakazy

« aktinomykadza (A. israeli, A. naeslundi)
- cervikofacialni, intrathorakalni, abdominalni,
kozni, délozni
- abscesy (chronické podkozni
abscesy) a pistele

« osteomyelitida (A. israeli)




j Nocardia spp.

« G+ aerobni ty¢cky az vlakna, castecné acidorezistentni
- pldni bakterie (subtropy, tropy) - exogenni nakazy
« chronické kozni abscesy

« N. asteroides - plicni infekce (mozna diseminace,
mozkové abscesy)

 N. brasiliensis
(podkozni abscesy)
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I Spirochety

« rody Borrelia, Treponema, Leptospira

« spiralni pohyblivé bakterie (axialni bicCiky
v periplazmatickém prostoru)

* bunécna stena podobna G- bakteriim, ale nebarvi se
podle Grama, velice obtizna kultivace

« mikroskopie v zastinu, fluorescencni mikroskopie

ppdiétiana ry.com
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I Rod Borrelia

« plvodci lymské boreliézy
- B. burgdorferi sensu lato

 B. burgdorferi sensu stricto (USA + Evr,;
postizeni kloubtd a myokardu)

 B. afzelii (Evr. + Asie; kozni priznaky)
« B. garinii (Evr. + Asie; neurologické projevy)
« plvodci navratnych horecek
- B. recurrentis
- B. duttoni
- B. hermsii
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I Lymeska borelioza

- zoondza, prenos kligtaty (v CR Ixodes ricinus),
rezervoar hlodavci, ptaci

« incidence v CR: 40/100 000 obyvatel
« Casto spontanni uzdraveni
« protilatky asi u 10 % zdravych osob

e prodelané onemocneéni —
chrani jen Castecné
« ATB: beta-laktamy, %\ ﬂ

tetracykliny

niaid.nih.gov
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I Stadia lymskeé boreliozy

« casné lokalizované
- erythema migrans (3-30 dni)
- nespecifické priznaky

e casnhe diseminovaneé

- borreliovy lymfocytom (¢asto usi) ocatechidrenshosptl
- neurologické, kardialni, revmatologické projevy

« pozdni diseminované
- chronicka encelafomyelitida, artritida

- acrodermatitis chronica atrophicans (degenerace
podkozi, ztenc¢ena klze)
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I Rod Treponema

« Treponema pallidum
- ssp. pallidum - syfilis (pohl. nemoc, prenos sex.)
- ssp. endemicum - endemicka syfilis (bejel) - 1éze na
ustni sliznici
- ssp. carateum - pinta - kozni léze (Lat. Am.)

- ssp. pertenue - framboesie - kozni léze (Afr., |V
Asie, . Am.)

« Treponema denticola - nepatogenni, popr.
periodontitida
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J Syfilis (lues)

 T. pallidum ssp. pallidum
« klasicka pohlavni nemoc (prenos sexualné)
« Ccasna syYfilis
- primarni (ulcerace v misté vstupu - na genitalu,
ulcus durum, tvrdy vred

- sekundarni (diseminace, horecka, bolesti hlavy,
artralgie, anorexie, generalizovana vyrazka +
kondylomata - kozni a sliznicni 1éze)

- €asna latentni (béhem 1. roku po prekonani
sekundarniho stadia, asymptomatické obdobi, mozné
relapsy sekundarniho stadia)
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| syfilis (2)

¢ pozdni
- pozdni latentni (neni
epidemiologickeé riziko,
mozné pozdni priznaky)

- tercialni
« gummata - mékké zanéty
(nejcastéji jatra, kosti, klze)
« neurosyfilis - meningitida, progresivni paralyzy,
demence, tabes dorsalis (poruchy polohocitu,
chuze, citi, ...)

e kardiovaskularni zanéty, aneurysma (aorta)

« vrozena syfilis (potrat nebo sekundarni stadium)
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y 4

I Diagnostika syfilis - primy prukaz

- primy prukaz se provadi zridka

« mikroskopie: nativni preparat (mikroskopie v
zastinu, fluorescencni mikroskopie

« kultivace a biochemie: nepouziva se
- prukaz antigenu imunofluorescencné

« pokus na zvireti: rabbit infectivity test (RIT), ockovani
do varlat novozélandského bilého kralika (orchitida za
10 dni) - dnes raritni

 PCR diagnostika
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y 4

I Diagnostika syfilis - nepfimy prukaz

 netreponemové testy:

- RRR (rychla reaginova reakce) RPR (rabbit-plasma
reagin test) VDRL (venereal disease research
laboratory)

- zjistuje se pritomnost nespecifickych protilatek
proti kardiolipinu
- detekovatelné cca 4 tydny po infekci

« treponemoveé testy
« antigen je z T. pallidum

« TPHA - T. pallidum pasivni hemaglutinacni test
(TPPA - T. p. particle agglutination), anti-TP

« ELISA, FTA-ABS, western blotting
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I Prehled testu na syfilis

Historicky BWR - Bordet ,
Wassermann Netreponemové
. RRR/RPR/VDRL
Screening |
TPHA/TPPA/anti-TP
ELISA
Konfirmace FTA-ABS
Western blotting Treponemove
: LY, TPIT (Treponema
Z'St%rﬁﬁgﬁﬁrmace) Pallidum Imobiliza&ni
P Test) = Nelson

31/57



I Leptospira interrogans

¢ jemné zavity, na koncich ohnuté

 nakaza kontaktem s moci infikovaného zvirete -
hlodavci, prase, skot, ... (koupani v prirodnich vodnich
zdrojich, konzumace kontaminované vody)

 vstup kUzi (pravdépodobné i neporusenou) nebo
sliznicemi (typicky spojivkou)

« serovar Grippotryphosa - polni/znova/blatacka
horecka

- chripkovité priznaky, aniktericka forma

 serovar Icterohemorrhagiae - Weilova nemoc

- nejdrive podobné blatacké horecce, poté ikterus,
krvacivé projevy na kizi a sliznicich, renalni selhani
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I Ukol 08/1a+b: Barveni dle
Ziehl-Neelsena, mikroskopie

« barveni dle Ziehl-Neelsena

barvime karbolfuchsinem (Gabbet) za horka az do
vystupu par (po odpareni casti barviva ho
doplnime a opét zahrivame, opakujeme celkem 3x)

zahrivani provadime v dostatecné vzdalenosti, aby v
pribéhu neprasklo podlozni skli¢ko)

odbarvujeme cca 15 sekund kyselym alkoholem
(smeés ethanolu s HCI nebo H,S0,), oplachneme
vodou

dobarvujeme pozadi malachitovou zeleni nebo
metylénovou modri

barveni Ize pouzit i pro strevni kokcidie
(kryptosporidia a cyklospory)
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Ukol 08/1a+b: Barveni dle
Ziehl-Neelsena, mikroskopie (2)




I Ukol 08/1c: Mikroskopie kmenu
aktinomycet a nokardii (Gram)

!  aktinomycety - vétveni

| ve variabilni Uhlu

nokardie - Casté vetveni
v pravém uhlu



I Ukol 08/2: Kultivace mykobakterii,
aktinomycet a nokardii

M. tuberculosis:
« pred kultivaci moreni louhem

. tekuté pady: Sulova, Baniéova (nardst na dné
zkumavky - modry/bily

- pevné pudy: Ogawova ¢i Lowenstein-
Jenssenova (pudy neobsahuji agar - tuhost
dodava vajecny bilek)

« pevné pudy se nalévaji do zkumavek a uzaviraji
zatkou (vyschnuti pudy pfi dlouhé kultivaci)

- odeditani vysledku: za 1 tyden (kontrola
kontaminace) 3 (rychle rostouci mykobakterie),
6 (obvykle pozitivni nalezy) a 9 (pomalu rostouci
mykobakterie) tydnu kultivace
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I Ukol 08/2: Kultivace mykobakterii,
aktinomycet a nokardii (2)

uaz.edu.mx

rist na pevné pladé
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I Ukol 08/2: Kultivace mykobakterii,
aktinomycet a nokardii (3)

aktinomycety - nepravidelné kolonie
s lalG¢ky a vybézky
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I Ukol 08/3a: Uréeni citlivosti
mykobakterii na antituberkulotika

kombinace tri ctyr antituberkulotik (rychly vznik
rezistenci, nékterd pUsobi jen intraceluldrné nebo
extracelularné)

nelze pouzivat difuzni diskové testy

antituberkulotika pridavame primo do (pevné) kultivacni
pldy + zaradime kontrolu rdstu

mykobakterium roste: rezistentni

mykobakterium neroste: citlivée
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Ukol 08/4: PCR v diagnostice TBC

1, 2, 3, 4 = pacienti €islo 1, 2, . 4
5 = pozitivni kontrola 6 = negativni kontrola
7 = ladder (Zzebficek)

horni fadek = vlastni reakce, dolni = IC

6 7

www.medmicro.info




I Ukol 08/5: Diagnostika lepry

« pasovec devitipasy
 lepromin

- antigen z usmrcenych
bakterii M. leprae

- ziskavany z tkani
infikovanych lidi
nebo pasovce

« leprominovy test

- kozni test (obdoba tuberkulinového testu u TBC)
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I Ukol 08/6: NepFimy priukaz TBC
pomoci QUANTIFERON®©-TB Gold

« pokuste se interpretovat vysledky testld u pacientu

(hodnoty uvedeny v IU/ml)

NIL TB minus NIL MIT minus NIL

< 8,0 < 0,35
> 0,35
< 0,35
> 8,0 jakakoli
hodnota

> 0,5

jakakoli
hodnota
<0,5

jakakoli
hodnota

Konecna Pritomnost
interpretace infekce
testu M. tuberculosis
negativni Nepravdépodobna
pozitivni Pravdépodobna
nejista Nelze urcit
Nelze urcit
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I Ukol 09/1: Priakaz protildtek proti
B. garinii metodou ELISA
« Pacient J: klinicky definované erythema migrans
(jasny obraz, ne jen podezreni)
« Pacient K: citi se ospaly, v 1été mél klisté; jiné potize
nejsou pritomny

« Pacient L: neurologové nalezli typickeé klinické
priznaky neuroborelidzy

 Pacient M: zdrava osoba, ale v Iété mel kliste, a citi
se ohrozen rizikem borreliézy, protoze si precetl o
tomto riziku.

 Pacient N: je u néj podezreni na neuroborelidzu,
avsak neni jasné
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I Ukol 09/1: Priakaz protildtek proti
B. garinii metodou ELISA (2)

« prukaz protilatek ve tridach IgM a IgG
« vysledky reakce ve formé absorbance

« pozitivni hodnoty jsou vyssi nez hodnota
kalibrace (CAL) (K+ a K- jsou kontroly, dtlky B1 a C1)

IeM IgG
CAL J CAL J
K+ K K+ K
K- L K- L
N N
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Ukol 09/2: Priakaz protildtek proti
I B. garinii pomoci WB
« konfirmace pokud je pozitivni reakce ELISA nebo
klinické duvody (J - klinické d@vody)
e pozitivnhi WB:
- IgM: pozitivita v pruhu p25 a OspC
- 1gG: pozitivita v pruhu VIsE
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J Ukol 09/3: Dg. borreliézy PCR

« PCR je primy prukaz (prtkaznéjsi nez hledani
protilatek) zvlasté u Cerstvé infekce, kdy jesté nejsou
vytvoreny protilatky

« k PCR jsou indikovani pacienti La N
« pozitivita: svitici prouzek

* |C nebyla pouzita, vpravo je ladder
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| vysledky tkolG 09/1-3

ELISA WB PCR

igM IgG igM IgG
J (erythema migrans) - - - _

K (kliste v lete) - + - +
L (priznaky neurobor.) + + + +
M (zdravy) - + - +

N (podezfeni neurobor.) + - i i
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| Zavéry k ukolim 09/1-3

J: nutno lécit doxycyklinem (i presto, ze je
seronegativni, klinické priznaky jsou dostatecné
pddnym duvodem k 1é¢bé)

« K: zfrejme jen pameétoveé protilatky, nutna dalsi
diferencialni diagnostika

« L: skutecné jde o neuroborelidozu, lécba ceftriaxonem

« M: pacient je v poradku (kdysi mozna prodélal
bezpriznakovou borreliézu, 10 % populace ma
pozitivni IgG)

« N: pozitivni IgM v ELISA nepotvrdil WB ani PCR, zrejme
zkrizena reakce, nutno patrat po jinych
neuroinfekcich
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I Ukol 09/4a+b+c:
Primy prukaz syfilis
« rabbit infectivity test (RIT), ockovani do varlat
novozélandského bilého kralika (orchitida za 10 dni)

« zastinova mikroskopie (pozorujeme svétlo které se
ohnulo ¢i odrazilo na preparatu)

objective lens

« prima imunofluorescence
(detekce antigenl pomoci
znacenych protilatek)

1 stage

condenser
lens

m ruf.rice.adu
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] Ukol 09/5+6:
Neprimy prukaz syfilis

- ukolu 09/5: screening pacientu vybereme ty, které
je treba konfirmovat

« ukolu 09/6: potvrzeni dg., konecny zavér
« vySetrované osoby:
« A = téehotna zena (bézny screening, neni
zvyseneé riziko syfilis)
B = pacient s dva dny trvajici lézi, ktera
vypada jako ulcus durum
C = pacient se suspektni lues latens
D = darce krve (pouhy screening)
E = dite s pravdépodobnou vrozenou syfilis
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J Ukol 09/5: RRR a TPHA

« RRR: pozitivni je dllek se zdkalem
« TPHA

pozitivni kontrola

negativni kontrola

vlastni reakce

pacienti1l,2a 3

technické dalky negativni kontrola
kazdého pacienta 51/57



J Ukol 09/5: RRR a TPHA

« screeningoveé reakce se deélaji pri kazdém
testovani na syfilis (vC. téhotnych)

e screeningoveé reakce se zpravidla provadéji jen
kvalitativné ¢i semikvantitativné

e indikace ke konfirmaci:

- jakykoli pozitivni ¢i alespon hranic¢ni vysledek
reakce RRR a/nebo TPHA
- pritomnost suspektnich lézi na téle, nebo

anamnéza rizikového sexualniho styku (zde i
v pripadé negativity obou reakci)
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I Ukol 09/5: RRR a TPHA (vysledky)

A (téhotna)

B (Iéze)

C (susp. lues)

D (darce krve)

E (dite, vroz. lues)

RRR

TPHA

zaver
konfirmace
konfirmace
konfirmace
bez konfirmace
konfirmace
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] Ukol 09/6: Konfirmace syfilis

« vysledky reakce FTA-ABS:

A B C
- konﬁrmace se

 hodnoceni reakce ELISA:
- cut off hodnota: (C1 + D1)/2
- IgM: hodnoty vyssi nez 0,494 jsou pozitivni

- IgG: hodnoty vyssi nez 0,366 jsou pozitivni

« hodnoceni Western blottu: za pozitivni vIgG i v IgM
povazujte vsechny pasky, na kterych umisténi a
usporadani prouzkd zhruba odpovida pozitivni kontrole
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Ukol 09/5+6:
Neprimy prukaz syfilis (vysledky)

FTA ELISA WB zaver
ABS IgM IgG IgM IgG

nejde o lues (falesné

A e ] ] ] ] - poz., mozna po ockovani)

PCR nutne, u Cerstvé
B (Iéze) - - - - - infekce mozna
seronegativita

C (susp. lues) + - + - + lues latens

o (irce | << je v porsdku

E (dite, vroz. kongenitalni syfilis,

lues) + T T + vysetrit krev matky
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Ukol 09/7: Pfimy prikaz
Leptospira spp.

en. wiki ﬁédiabrg

#




I Po tomto cviceni byste meéli umet:

« vysvetlit co je to acidorezistence a jak se projevuje

« popsat zastupce acidorezistentnich bakterii a spirochet,
vC. diagnostickych postuptl, které vedou k Uspésné
identifikaci

« zhodnotit vyznam primych a neprimych metod v
diagnostice acidorezistentnich bakterii a spirochet, vc.
vhodnosti jejich pouziti pro konkrétni pripady
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