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I Osnova

acidorezistence

rod Mycobacterium (TBC, lepra,
mykobakteridzy)

Actinomyces spp., Nocardia spp.
 Ukoly
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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

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)
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 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

9]
o patients
° ]
[ 10-99
1 100-499
I 500 A
[ ] Nodata ho s
- Not applicable
The boundaries and names shown and the designations used on this map do not imply the expression of Data Source: Global Tuberculosis s World Health
any opinion whatsoever on the part of the World Health Organization concerning the legal status of any Report 2014. WHO, 2014. g orid nea
country, territory, city or area or of its authorities, or concerning the delimitation of its frontiers or boundaries. Orgamzatlon
Dotted and dashed lines on maps represent approximate border lines for which there may not yet be full agreement. © WHO 2014. All rights reserved.

12/32



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
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j Piimy priikaz TBC

 mikroskopie: Ziehl-Neelsenovo barveni
(dle Kinyouna)

. kultivace: specialni vaje¢né pudy (moreni 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

« vySetreni indukovaného uvolnovani INFy

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

e 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

19/32



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 tycky az vlakna, CasteCne acidorezistentni
« pudni bakterie (subtropy, tropy) = exogenni ndkazy
« chronické kozni abscesy

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

 N. brasiliensis
(podkozni abscesy)
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I Ukol 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 cca 30 sekund

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




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

!  aktinomycety - vétveni

| ve variabilni Uhlu

nokardie - Casté vetveni
Vv pravém uhlu



I Ukol 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 2: Kultivace mykobakterii,
aktinomycet a nokardii (2)

uaz.edu.mx

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

aktinomycety - nepravidelné kolonie
s laltcky a vybézky
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nokardie - nepravidelné : ~
kolonie, suchy vzhled | & g R . .«
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I Ukol 3a+b: Uréeni citlivosti na
antimikrobialni latky
« kombinace tri ¢tyr 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: citlivé

odectete difuzni diskovy test pro kmeny Nocardia a
Actinomyces
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Ukol 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 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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Ukol 6: NepFrimy prukaz TBC
pomoci QUANTIFERON®©-TB Gold

« pokuste se interpretovat vysledky testld u pacientu

(hodnoty uvedeny v IU/ml)

NIL

< 8,0

> 8,0

TB minus NIL MIT minus NIL

< 0,35
> 0,35
< 0,35

jakakoli
hodnota

> 0,5

jakakoli
hodnota
<0,5

jakakoli
hodnota

Konecna
interpretace
testu

negativni
pozitivni

nejista

Pritomnost
infekce

M. tuberculosis

Nepravdépodobna

Pravdépodobna

Nelze urcit
Nelze urcit
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I Po tomto cviceni byste meéli umet:

« vysvetlit co je to acidorezistence a jak se projevuje

« popsat zastupce acidorezistentnich bakterii vc.
diagnostickych postupu, které vedou k Uspésné
identifikaci

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