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Co nas dnes ceka

= Nesporulujici anaerobni bakterie

= Klostridia (grampozitivni sporulujici
anaerobni tyCinky)

= Mykobakteria (puvodce tuberkulézy,

puvodce lepry, atypicka mykobakteria);
zminka o aktinomycetach a nokardiich



Jesté nez zacheme...

= _..meli bychom si cosi uvedomit. Doted
(minulé dve prednasky) jsme si povidali
vetsinou (az na vyjimky, napr. puvodce
kapavky) o bakteriich, které se projevi pri
bezne diagnostice.

= Doktor proste posle vzorek ,na kultivaci®, a
ONo Z néj ,neco vyroste".

= S tim uz je ale KONEC! Dal uz nas cekaji
jen mikroby, pro které tohle nepilati.



Takze:

= Pokud chce osetrujici lekar, aby byl jeho
vzorek provéren na pritomnost anaerobu,
mykobakterii Ci aktinomycet, musi to uvest na
zadance. Musi se uzit specialni postupy.

= U dalsich puvodcu (tfeba spirochet Ci
chlamydii) se navic zpravidla odebira serum a
provadi se nepfrimy prukaz

= | aborant si toho musi byt vedom a pripadnée

upozornit na vhodny zpusob odbéru Ci
oznaceni pruvodky



1. Nesporulujici anaeroby
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Co jsme znali doted

= Zatim jsme se seznamili
se ctyrmi skupinami
mikrobu, které rostou za
aerobnich podminek — SR G- koky
at’ uz jsou striktneé
aerobni jako napr.
pseudomonady, nebo
fakultativné anaerobni

jako treba Escherichia
coll.

G+ tycky
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Nyni si pridame dalsi Ctyri skupiny

= Kazda z onéech Ctyr skupin
ma totiz svoje anaerobni
,oratricky“. Jejich
vlastnosti se vyrazné lisi S G G- koky
od aerobnich bakterii a aerobni BTGl
naopak vykazuji nektere
spolecné charakteristiky.
Vymyka se jen rod
Clostridium, protoze umi
tvorit spory

anaerobni anaerobni
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G+ tycky
aerobni




Spolecné charakteristiky
nesporulujicich anaerobu

= \yskytuji se jako bezna flora:
= v tlustém stievé, kde tvofi 99 az 99,9 % (dle ruznych

udaju) celkového objemu mikrobu, je jich tam kolem
jednoho kilogramu

» v ustech, kde mohou zit diky biofilmu — jsou do ngj
zavzaty tak, aby nemely primy pristup ke vzduchu, které
by je ohrozoval

= v pochve, kde nejsou pritomny u vsech zen, ale uvadi se,
ze asi 70 % zen néjaké anaeroby v pochvé ma a povazuje
se to za normalni stav; jen pokud se zde premnozi, jde o
dysmikrobii, kterou je nutno Iécit



Velllonova flora

= Pri zanetu obvykle neexistuje jeden
puvodce, ale uplatfiuje se smés. Nékdy
se pouziva termin ,Veillonova flora®

= Velmi Casto se ovSem na takovych
infekcich podileji vedle striktne
anaerobnich bakterii take bakterie
fakultativne anaerobni (napr. ze streva)

= Casto bakterie nemuseji aktivné
provadet invazi (napr. do brisni dutiny) —
dostanou se tam spise pasivne narusenim
steny zanetem, nadorem Ci Uurazem



Kde se tedy typicky vyskytuji
anaerobni infekce?
=V brisni dutiné (prunik bakterii ze streva)
=V panevni oblasti (prunik z pochvy)
=Ve tkanich krku a hrudniku (prunik z dutiny ustni —
tyka se take aktinomykozy, viz dale)
=V plicich (prunik z dutiny ustni nebo ze streva, Casto

tonuti nebo pfi vdechnuti zvratku — ¢asto u alkoholikt
a lidi v kolapsovem stavu)

=Nekdy i v samotné dutiné ustni, pochve,
vyjimecne i ve streve

Toto se tyka nesporulujicich anaerobu — klostridiovée
anaerobni infekce mivayji jiné lokalizace (vetsinou se
Siri z ran)



Anaerobni infekce
Z ustni dutiny




Novorozenecka
anaerobni pneumome

aapredbook.aappublications.org

Bacteroides and
Prevotella infections.
Bacteroides fragilis
pneumonia in
newborn (B. fragilis
isolated from the
placenta and blood
culture from the
newborn). Anaerobic
cultures were
obtained because of
a fecal odor in the
amniotic fluid




Gingivostomatitis:
Prevotella gingivalis
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Prenos infekce

= \/yznamny je endogenni prenos (= v ramci
tela pacienta), jak jiz bylo receno

= Jiny nez endogenni prenos je malo bezny, do
rany se mohou anaeroby dostat pri
pokousani, do streva s potravou

= Nezpusobuji velké nemocnicni (nozokomialni)
epidemie, nozokomialni endogenni infekce
jsou vS8ak pomeérne Caste, nekdy se i kvuli nim
provadi profylaxe pred chirurgickymi zakroky

Diagnostika

= Bude probrana az po probrani rodu
Clostridium pro obé skupiny dohromady



Lecba

= Penicilin je dle literatury Iékem volby
anaerobnich infekci krome infekci
zpusobovanych rodem Bacteroides, ktery je
primarne rezistentni. V praxi se ale Casteji
vyuzivaji aminopeniciliny, pripadne i
s inhibitorem betalaktamazy

= Metronidazol se pouziva napr. u anaerobnich
posevnich infekci, jeho vyhodou je zde
soucasna ucinnost na trichomonady

= Z dalsich antibiotik se uplatnuji napriklad
linkosamidy



Prehled nesporulujicich anaerobu
(u Cloveka nejbéznegjsi druhy)

http://www.geocities.com

Koky TyCinky

G+ | Peptococcus Proplon/bacter/um
Peptostreptococcus | Eubacterium

G- Velllonellahttp i e b Fusobacterium,

TR u Leptotrichia

*se zasplcatelyml konC|
**s rovnymi konci tyCinky
***neni stoprocentni anaerob



Rozdily mezi gramnegativnimi
anaerobnimi tyCinkami

Rod Bacteroides

Prevotella a
Porphyromonas

Prevazneé ve streve

Prevazne v ustni dutine

Rezistentni na penicilin

Byvaiji citlivée na penicilin

Biochemicky aktivnejsi

Biochemicky méne aktivni

Netvori pigment

Casto tvofi pigment

Puvodné vsechny patrily do rodu Bacteroides
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Pribeh

= Pani Rakova byla prijata pro
horecnaty stav a intenzivni bolesti bric 2

= Zobrazovaci metody ukazaly na absces malé
panve. Ukazaly vsak také nador na deloznim
Cipku — pozdéji se ukazalo ze jde o karcinom

= U pani Rakoveé se nastesti podarilo operacne
vyresit nejdrive absces a poté | nador, byt za
cenu provedeni hysterektomie. Metastazy se
nastesti neobjevily.



V abscesu se nasla...

m __.smes striktné anaerobnich, ale i
fakultativné anaerobnich bakterii

= Tato smes se zrejme vyskytovala
v pochve pani Rakove, aniz by ji Cinila
sebemensi problemy

= Nador vsak porusil anatomickou barieru,

a mikroby se dostaly do mist, kde
zpusobily absces.



Anaeroby v tele

: 2, Multiplication
4, Disease

Abscess
Preumonia ————

Gangrene — |

Cellulitis Hﬁ"‘“ﬁ-‘.
Intraabdominal

infections
Pelvic \

inflammatony
disease ®

1. Entny
{paneiration of

‘Iﬂ muceus membrans)

3, Spread
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Bacteroides fragilis




Bacteroides sp.

Dfive se pouzival pro tyto utvary nazev
,Sphaerophorus necrophorus®, tedy
,2Kulonos smrtonosny"
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www.medmicro.info, foto O. Z.
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Frevotelfa
melfaninogenica



Prevotella melaninogenica
(Cerny pigment)

http://pharmacie.univ-lille2.fr



Fusobacterium sp.
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Peptostreptococcus sp. » %




www.zuova.cz

Pepftostreptococcus
magnus

Hm




Peptococcus constellatus

www.cebtechservices.co



Veillonella sp.
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“Uvod: Mikulecké pole trochu jinak

Mikuleckéeé pole S takym klostridiem

hluboko zoraneé Nedobre koCkovat

Nejedno Clostridium tetani Nechaj sa, synecku zavcasu
v tom poli je schované poradne preockovat...

V poli je schovaneé

Ceka az synedek néjaky t :

zalezle ve spore

to pole zas poore... ﬁ
(Zpiva se jako

normalni Mikulecké 0 2, "
pOIe od Fanosa Copyright @ 2001 Dennis Kultkel Microscopy, Inc. / Dennis Kunkel

Mikuleckeho)

www.biotox.cz



Zakladni charakteristika

= Klostridia jsou G+ sporulujici tycinky. Jsou
take striktneé anaerobni, nektera dokonce ve
vegetativni forme snaseji jeste mene kysliku
nez nesporulujici anaeroby. Tvori ale spory, a
ve stadiu spory mohou prezivat nejen kyslik,
ale i ,mnohem horsi veci*

= Mohou takto prezit dlouhodobé vyschnuti,
vysoke teploty Ci desinfekci. Jsou ale o neco
mené odolné nez spory bacilu.

= Endospory mohou mit ruznou polohu, coz Ize
vyuzit v diagnostice



Klinicka charakteristika

= Mnoha klostridia se vyskytuji ve streve za
normalnich okolnosti. Skodit zaénou pfi
premnozeni, pokud jde o kmen produkujici
strevni toxiny

= Jejich patogenita se odviji predevsim od
toxinu pusobicich na nervovou soustavu
(tetanus, botulismus), ve tkani (plynata snét)
Ci ve streve (ruzné toxiny ruznych klostridii)

Vice v dalsim povidani u jednotlivych klostridii



Prenos infekce

"= Na rozdil od nesporulujicich anaerobu je
mnohem jednodussi prenos, nebot spory
mohou prezivat ve vne|Sim prostredi

= U tetanu dojde k infekci hlavne pri bodnée
rane, ktera je kontaminovana pudou Ci
hnojem a je Spatny pristup kysliku (trn, vidle)

= U plynateé snéeti je zpravidla nutné rozsahlejSi
poranéni s narusenim cev (valka, zivelni
pohromy)

= U botulismu cClovek zkonzumuje botulotoxin



Prevence, profylaxe a leCba

" Prevence tetanu se deje pomoci ockovani
(anatoxinem Cili toxoidem = toxinem, ktery je zbaven
toxicity, ale ma zachované antigenni pusobeni)

= Profylaxe tetanu se krome oCkovani de€je | pasivni
Imunizaci protilatkami. Existuje take pasivni
Imunizace u plynaté sneti

= Take v lecbe Ize pouzit antitoxiny, z antibiotik se
pouziva casto penicilin. U plynatych sneti je zasadni
okysliCeni loziska. U botulismu a tetanu je nutno
pecovat o celkovy stav pacienta



Neurotoxicka klostridia

= Tato dvé klostridia maji spolec¢né to, ze pusobi
prostrednictvim neurotoxinu. Ve tkani vyvolavaji jen
maly (u tetanu) nebo zadny (u botulismu) zanet.

= Clostridium tetani je puvodcem tetanu. Nemoc je
typicka mistnim drobnym zanetem, a celotélovym
Sifenim toxinu. Toxin vyvolava krece.

= Dalsi neurotoxické klostridium je Clostridium
botulinum, puvodce botulismu. Zde puvodce vubec
nevstupuje do tela. Jen jeho toxin vstupuje do tela
(zpravidla z nedostateCne upraveného
konzervovaného masa) a opet ucinkuje jako
neurotoxin, zde vsak vyvolava obrny.



Tetanus

Both muscles fully contract. The arm flexes
because biceps brachii is larger and stronger.

%

Spinal cord | \
| .}
\ ]

(b)

Copyright © 2008 Peargon Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings.



Tetanus




A0 ®o Tetanicky
T]Q * muz




Jeste jednou tetanus
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Trismus (krec Celistnich svalu)

http://pharmacie.
univ-lille2.fr




Pribeh prvni

= Pani Kapustova byla celé dny k videni
v zahrade. Byl to jeji velky konicek. Jednou se
zranila na ruce, kvuli Spicatému zbyvtku
néjaké rostliny, ukrytému v pudé. Sla ke
svému obvodnimu Iékari.

= Obvodni lekar lokalne osetfril ranu, a pak ji
doporucCil preockovani proti tetanu

= Krome SpiCatych kousku rostlin se uplatnuji
take zemedelske nastroje, zejmeéna vidle



Botulismus

Muscle cell

\
Synaptic |
cleft Il

of muscle cell

(a) Normal neuromuscular junction

(b) Neuromuscular junction with botulism
toxin present



Typicky vzhled jazyka pri botulismu

" http://pharmacie.univ-lille2.fr



Botox: pouziti jedu Clostridium
botulinum pro mladistvy vzhled

How Botox Works

3
=
tnfographic by Rende Gordon

www.fda.gov



Klostridia
plynatych
snéti

= Clostridium perfringens je spolu s C. novyi, C.
septicum nejCastéjsim puvodcem

" Plynata snét je typicke valeCné onemocneni.
Muze se vsak vyskytnout i v dobach miru,
napriklad pri zivelnych pohromach

= Klostridia plynatych sneti — respektive jejich
enterotoxiny — se také uplatnuji jako patogeny
ve streve



http://pharmacie.univ-lille2.fr

P¥ib&h druhy

* Mustafa, kosovsky Albanec, se T ze
navstivi svého bratrance v soused n"l._
Pole, pres které se vydal, jiz melo byt
odminovano. Presto se jedna nevybuchla mina
jeste nasla. Strepina, spinava od blata, se
Mustafovi zasekla hluboko do stehna.

= Za nekolik dni byl Mustafa prijat do jedné
Z polnich nemocnic. Stehno mel zdurelé a pri
poklepu byl slysitelny zvuk praskajicich
bublinek. Mustafa byl hned operovan.




Vznik plynaté -
sneti

oblast nezasobena
kyslikem



Nekrotizujici enterokolitida — i to

muze zpusobovat C. perfringens
EDIRFEIES X (Necrotic enteritis)

EPBEEOLTEYRBBICIIEOELE LA RAICLLA2EREARLSRS.
A ZE0MAE R, SETEFEICHEY, BEERBICIEARZELSIZERNARLNAS,




Clostridium difficile

= Tento mikrob se vyskytuje ve streve celkem béezne,
problem vsak je, kdyz zacne produkovat toxin, a
predevsim, kdyz mu nekdo odstrani konkurenci a on
sSe premnozi.

= Qdstranéni konkurence zpusobi nejCastéji Ié€ba
néekterymi typy antibiotik, nejCasteji linkosamidy (ale
v posledni dobe i napr. ko-amoxicilinem). Linkosamidy
jsou ucinné proti vetsine striktne anaerobnich bakterii,
nikoli vSak proti C. difficile.

" Dnes se k leCbé pouziva nejCasteji bakterialni
chemoterapeutikum metronidazol, drive se pouzival
ponékud zvlastni zpusob — viz pfibéh



Pribeh treti

= Pan Kostecka lezel uz treti tyden v nemocnici
pro bakterialni zanet kostni drene. Zanet mu
leCili klindamycinem, linkosamidovym
antibiotikem. Nahle pan Kostecka dostal
tézky prujem. Na oddéleni zrovnha nemeli
metronidazol, a tak sahli po stare metode:
dali panu KostecCkovi vypit ampulku
vankomycinu, antibiotika, které se normalne
podava pouze injekCne, protoze se
nevstrebava ze streva.



Clostridium difficile a jeho Cinnost |

www.cdiff-support.co.uk

Clostridium difficile
spores and vegetative
cells are ingested

@ Spores ] ’ C. difficile
== Vegetative cells multiplies in

Most vegetative cells are
killed in the stomach, but
spores can survive the acid
environment

| the colon

Gut mucosa

facilitates
adherence to
_ Flagellae facilitate C. difﬁ-;r'.-‘e o
C. difficile spores germinate movement; a polysaccharide epithelium

in the small bowel upon capsule discourages phagocytosis

exposure to bile acids



Clostridium difficile a jeho Cinnost ||

Mucosa

quadr??sse]

e
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C. difficile vegetative cells produce toxins A and B and opening of epithelial cell junctions (3) and epithelial cell
hydrolytic enzymes (1). Local production of toxins A and apoptosis (4). Local production of hydrolytic enzymes

B leads to production of tumour necrosis factor-alpha leads to connective tissue degradation, leading to colitis,
and proinflammatory interleukins, increased vascular pseudomembrane formation (5) and watery diarrhea.

permeability, neutrophil and monocyte recruitment (2),



Clostridium difficile

Toxiny Clostridium difficile
0 Tu.'-EinvE-
ﬁ»" & ﬁ" ——— Toxiny A 9
. Sl =

L+ I Pseudomembrana
= fibrin, mucin, mrivé polymorfonukieary

,,,,,
llllllllll
"""""

Polymorfonukleary
se vai na toxiny A

hhﬁ L ZANET STREVNI SLIZNICE

Toxiny B zabijeji
buniky stfevnli sliznice




Pseudomembranozni kolitida

www.zuova.cz

sitemak_er.umich.edu _ _
0 ..'_ il

Figure 2. Colon Specimen Obtained during a Colectomy in a Pa-
tient with Pseudomembranous Colitis.
Characteristic raised, adherent yellow plagues that vary in size
from 2 to 10 mm are visible on the colonic mucosa. The interven-
ing mucosa is hyperemic but not ulcerated.



Klostridia — prehled

WWW. biotox.cz

C. tetani PuUvodce tetanu

C. botulinum nr, Producent botulotoxinu

Clostridium perfringens, C. |Klostridia plynatych sneti
septicum, C. welchii a aj. (+ enteropatogenita)

Je potreba si uvédomit, ze i klostridia se uplneé
normalné podileji na bézné strevni mikroflore.
Problem nastava, pokud se premnozi, dostanou tam,
kam nemaji, vyskytne se kmen produkujici velke
mnozstvi toxinu apod.




Prehled zlocincu:
Clostridium tetani




Clostridium
tetani

www.ova.inecnet.cz



acpcommunity.acp.edu/ !

C. botulinum

www?2.bc.cc.ca.us

-

F .,.-..,“‘*--f Vegetative cells

2

Endospore-bearing







Clostridium s+
septicum ol

»

http://pharmacie.univ-lille2.fr
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Clostridium difficile
sy




Clostridium
scindens
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Jak patrat po tech divnych typcich
Zz Anaerobni Ctvrti — |

Mikroskopie: Ma vetsi vyznam nez u aerobu,
vzhledem k morfologickeé ruznorodosti

Kultivace: Je nutno zajistit anaerobiozu pomoci
anaerostatu Ci anaerobnich boxu. U tekutych pud
postacuje preliti parafinem. Pouziva se VL (viande
levure) bujon, VL krevni agar a ruzne specialni pudy
Biochemie: katalaza a oxidaza vetsinou negativni,
mozne vzajemne rozliseni biochemicky, | analyza
plynu chromatogafii (jsou biochemicky aktivni)

Prukaz antigenu se pouziva pfi dokazovani
nékterych toxinu (C. perfringens, C. difficile)

Neprimy prukaz se v diagnostice anaerobu prilis
nepouziva



Jak patrat po tech divnych typcich
Zz Anaerobni Ctvrti — ||

= Pokus na zvireti se pouziva u tetanu a botulismu
kK prukazu prislusnych toxinu. U tetanu se mys sviji
v Kreci, u botulismu jsou naopak patrne parezy.

Tetanicka mys

microvet.arizona.edu



Mikroskopie anaerobu

= Zpravidla se pouziva Gramovo barveni. Anaeroby
casto maji rozmanite tvary.

= Pozor! Studenti nekdy zamenuji sporu (utvar, ktery je
neprobarveny, resp. jen slabe se rysuji jeho okraje) a
ztlustéeni tyCinky (které se vyskytuje u nékterych
tyCinek, ktere jsou nesporulujici a zpravidla
gramnegativni).

= U skuteénych sporulujicich mikrobu ma vyznam
sledovat umisténi spor. U Clostridium tetani je spora
terminalni (na konci umistéena)

C. tetani -) vietenovité ztlusténi -
("hodinkova forma”,
jine I{Iﬂstrid.o &asto U rodu

Bacteroides)



Poznamka ke kultivaci anaerobu:

Jak ziskat anaerobiozu

= Mechanicky — VL bujony prelijeme
parafinovym olejem

" Fyzikalne — v anaerobnim boxu se nahradi
vzduch smesi anaerobnich plynu, vhanénych
z bomby. Je take moznost vhanet plyny do
kapsy, do které se umisti prislusne misky.

= Chemicky — v anaerostatu se

= z organickych kyselin tvori vodik a CO,

» v druhé fazi na palladiovém katalyzatoru reaguje
vodik s kyslikem za vzniku vody, takze se kyslik
spotrebovava



Kultivace anaerobu
= NejCasteji se pouziva VL bujon (preleva se
parafinem) a VL agar (= VL krevni agar, vklada
se do anaerobnich boxu a anaerostatu)

= Dalsi pudy (puda na kultivaci Clostridium
difficile, zloutkovy agar na prukaz toxinu
Clostridium perfringens) maji sve specificke
urceni

= Kultivace trva déle nez u aerobu, zpravidla

dva az pet dnu. U aktinomycet (viz dale) se
prodluzuje.



Prelevani VL-bujonu parafinem




Anaerobni box

www.medmicro.info, photo O. Z.



Anaerostat

(uvidite ho jeSté jednou)

Palladiovy kalalyzator
(pod vickem) nezbytny
pro druhou fazi reakce

Generator anaerobiozy
(saCek s chemikaliemi)
nutny pro celou reakci

www.medmicro.info, photo O. Z.



sroubovaci

Anaerostat Ve

podrobnejsi popis

vzduchotésné vicko

palladiovy kalalyzator
(pod vickem)

konstrukce pro
ukladani Petriho misek

Generator anaerobiozy
(saCek s chemikaliemi)

www.medmicro.info, photo O. Z.
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Anaerostat jine
provenience

Fusobacterium sp.




Biochemicke rozliseni

® Pouzivaji se ruzneé testy, v nasich podminkach
predevsim ANAEROtest 23 Lachema.

N

Kodova kniha je rozdelena na
nekolik Ccasti podle morfologie
anaerobnich bakterii. Je treba
hledat v té spravnée casti kodove
knihy



Anaerotest - priklad odecitani
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Testy antibioticke citlivosti

= Antibioticka citlivost se u anaerobu ur€uje na
pudach, na kterych jsou schopny rust, {j.
nikoli na MH agaru, ale zpravidla na VL krevnim
agaru

= \/ soucasné dobe se upousti od difusnich
diskovych testu vubec, evropska organizace
EUCAST vubec pro anaerobni bakterie neuvadi
hodnoty hraniCnich zon. Trendem je tedy

= Kmeny neinvazivni (napfr. posevni) netestovat a
spolehat na beznou citlivost

= Kmeny invazivni testovat pomoci E-testu



Typicke citlivosti

= Typicke je, ze mnohé anaeroby jsou
rezistentni na vankomycin. Zaroven jsou
pritom citlivé na ,slabsi® antibiotika, jako je
penicilin Ci metronidazol (na snimku)

4 _I_-FJ F www.microbes-edu.org
iy -
&

VA MTR




llustracni
foto

B. fragilis ATCC 25285
http://pharmacie.univ-lille2.fr




Prukaz tvorby lecitinazy — specialita
v diagnostice C. perfringens

= Tvorba lecitinazy se projevi precipitaci kmene
na zloutkovem agaru. Protoze vsak lecitinaz je
mnoho a nas zajima pouze lecitinaza
Clostridium perfringens, proverujeme, zda je
lecitinaza inhibovatelna specifickym
antitoxinem.
»,Negativni I*

vubec
neprodukuje
lecitinazu.

,Negativni Il
produkuje, ale
nejakou jinou,
nez nas zajima




Imunochromatograficky prukaz
toxinu C. difficile

" |munochromatograficke testy jsou zalozeny na
navazovani jednotlivych komponent, podobne
jako u reakci ELISA Ci a imunofluorescence

LI " 4 LD a4

= V pripadé Clostridium difficile je dulezité najit
toxin, protoze samotna pritomnost bakterie neni
priliS vyznamna (ve streve ji ma mnoho zdravych).

= Nicmeéne néekteré varianty testu zachycuji nejen
toxin, ale i struktruralni antigen klostridia



Princip (priblizne)

Testo- (elpluge]
vaci ni
oblast oblast

b B

YY)




Prukaz
toxinu
Clostridium
difficile

Podobne jako u

tehotenskeho testu i zde
jeden prouzek (pouze
CTRL = kontrola) zna
negativni vysledek a d
prouzky (CTRL i TEST)
pozitivitu. Pokud by se
nevytvoril zadny prouzek
test spatny.

http://www.oxoid.com/CZ/blue/pressl/j



Prukaz antigenu i toxinu
Clostridium difficile

G -
] T [ 1
Ag I: Tox Ag H Tox » | Tox
C. OFF COAFLETE C CiFF DOMPLETE | . pirF COMPLETE
II'— 2
" Pozitivni " Fozitivni = Toxin i
pouze antigen | antigen

antigen toxin negativni






Uvod: Plivatka v boji proti TBC

V dobé prvni republiky
vyvinula spolecnost za
osobni angazovanosti
prezidenta Masaryka a
jeho ,,Ligy proti
tuberkuléze* velke usili
v boji proti této nemoci. = |
Vyznamnou souéasti byla = |
osveta, aby lidé neplivali | 4
na zem, ale pouzivali
plivatka.

www.bikupan.se



Zakladni charakteristika

= Acidorezistentni bakterie se vyznacuji
zvlastnim typem bunecne steny. Je
odvozena od grampozitivni steny, ale obsahuje
velke mnozstvi mykolovych kyselin, ktere jsou
hydrofobni.

" Mezi acidorezistentni tyCinky patri zejmena
mykobakteria, tedy puvodci TBC i jinych
nemoci

= Castecné acidorezistentni jsou rody
Actinomyces a Nocardia



Klinicka charakteristika

= Zpusobuji specificka onemocnéni, odliSna
od onemocnéni pusobenych jinymi mikroby

= Zejmena tuberkuléza ma specificky prubéh,
také imunitni reakce je zvlastni (prevazuje
bunecna imunita)

= |_epra je rovnez velmi zvlastni onemocneni

= Atypicka mykobakteria zpusobuji choroby
s nalezem tzv. granulomu

= Aktinomycety a nokardie vyvolavaji hnisava
onemocnéni ruznych tkani

= \V/Sechna zminena onemocneni trvaji dlouho



Prenos infekce

= Tuberkuloza se prenasi zejmena kaslanim Ci
kapénkovou infekci

= Atypické mykobakteriozy a nokardioza se
prenaseji nejspise primym kontaktem
s kontaminovanou pudou, vodou a podobné

= Aktinomykoza je Casto endogenniho puvodu,
jelikoz puvodce je anaerobni



Lecba

= K lecbe TBC se pouzivaji zvlastni latky, zvane
antituberkulotika. Jen nektere z nich se
pouzivaji zaroven | jako antibiotika. Specialni
preparaty se pouzivaji | k lecbe lepry

= U aktinomykdzy a nokardiozy se pouzivaji
bézna antibiotika, zejmeéna penicilin. Lecba
vSak musi byt dlouhodoba



Mycobacterium tuberculosis

= AL e d

puvodcem TBC, i kdyz tuto nemoc muze zpusobovat i
napriklad Mycobacterium bovis (dnes uz ale spise
vzacne, vzhledem ke zménam v zemedelstvi)

= Zajimavosti tohoto mikroba je zaliba v zivote uvnitr
bunék. S tim také souvisi skuteCnost, ze na
mykobakteria se Spatne tvori protilatkova odpoved’
(takze se neda prokazovat antigen ani protilatky) a ze
hlavni slovo ma bunécna imunita — i pri vakcinaci.

= Jelikoz pri HIV infekci je prave bunécna imunita
postizena, je TBC jednou z oportunnich infekci.



Tuberkuldza

= Pri prvotnim styku s infekci dojde ke vzniku tzv.
primarniho komplexu. Je to lozisko (obvykle
v plicich) a k nému prilehajici mizni uzlina.

= Pfi dalsi infekci vznika tzv. postprimarni TBC, ktera

je horsi. Zpravidla vznikne granulomatozni utvar,

Ktery pozdeji podleha kaseifikaci (,zesyrovateni®) a
pak uz se dale nezvetsuje. Paradoxné za vetsinu
Skod v organismu muze reakce hostitelského
organismu (pozdni precitlivelost — vlastne druh
alergie)

= Po letech se muze lozisko znovu aktivizovat,
zejmena ve stari, pri podlomeni imunity, nebo i pri
abuzu alkoholu. Takovy Clovek muze byt velmi
nebezpecny pro sve okoli




tuberculosis.upmc.com

®= Honza jiz nekolik let vedél, ze je
HIV pozitivni. Dobre vedél, ze je
mnohem zranitelnejsi nez ostatni
lide, ze ho kazda infekce
dostihne rychleji nez jiné

= Presto ho zaskocilo, ze
v posledni dobé zacal kaslat.
Jeho osetrujici Iékari zkouseli
ruzné moznosti, az nakonec na
zakladé rentgenu, PCR vysetreni
a kultivacniho vysetreni dospeli
K nazoru, ze se jedna o miliarni
(zrnkovitou) formu
tuberkuloézy.

Pribeh prvni




Skutecny pribeh

19. zari 2007 15:17

Plzensti kriminalisté nasli muze, ktery ma zirejmé TBC. Lékafi priznaky
nemoci identifikovali u sedmactyricetiletého Marcela Pfeifera
v pondéeli, pacient jim slibil, ze prijde druhy den, ale uz se neobjeuvil.
Proto po neém bylo vyhlaseno patrani.

"Nemocny muz se dnes pohyboval po Slovanskeé tride, v blizkosti
krizovatky s Liliovou ulici,” uvedl mluvCi plzenske policie Jaroslav
Ibehe,;.

Kriminalistim po zvefejnéni patrani volala fada lidi. Posledni z nich

policisty skutecné navedl na misto, kde Pfeifer byl. Nyni ho Ceka
prevoz do zdravotnického zarizeni v Janové na Rokycansku.

Tuberkul6za je nebezpecné nakazlive onemocnéni. LéCba pomalu se
rozvijejici nemoci je velmi zdlouhava. Po celou dobu je treba byt pod
dohledem odbornikd.

Kvuli zamezeni Sifeni nakazy musi zdravotnici vyhledavat také lidi, ktefi
byli v kontaktu s tuberkuléznim pacientem.

cen, iDNES.cz



Mycobacterium uvnitr bunky
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Mycobactenal vacuole

MNature Reviews | Molecular Cell Biology



Tuberkuldoza -f

=imon foci...
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" hilar lymph
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edicalartgtudic.com/ 1ag
Cavermas

tuberculosas

http://www.stockmedicalart.com

www.tusalud.com.mx



Neni jen plicni
forma TBC

Py
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Tuberculosis Affects Many Parts of the Body “
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Jesté jednou Tuberculosis Develops by Stages
TBC -

http://www.lung.ca

Every person s born with
hzalthy lungs If later a person DecOmes in-
| [ected again, the serlous dis-
http://www.cbc.ca R ease tuberculosis may bhegin.
. e : R The germe that escapa Irom
R(' ' i ; the lungs are lkely to nfect
others.

Many of us bhecome Infected
Irom other paople as wea grow

If wwberculosis is not dia-
covered early, the disease
spreads, A hola {cavity) may
form in the lung which 18 an
Incubator of germsa that es-

The frat Infection usually

heals, The parson 18 well and
no germa oacape from his cape and menace everybody

lunge. It !a Important to And who comen in contact with the
this first infection in children, slck person.




http://pathology.mc.duke.edu

Tuberkulom mo_zku
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Dalsi zvlastnosti mykobakterii

m Jejich bunécna sténa je vysoce hydrofobni,
jsou v ni tzv. mykolove kyseliny. Temer se
nebarvi podle Grama, jsou nutna specialni
barveni.

m Roste pomalu, ma dlouhou generacni dobu,
proto jsou pro kultivaci nutné specialni pudy

m Jsou velmi odolna k desinfekénim
prostredkum. Nelze pouzit prostredky
spektra ,,A%, proti béznym bakteriim, je nutné
» 1. (proti TBC), pripadne ,,M*“ (proti atypickym
mykobakteriim)

m Jsou téz odolna k antimikrobialnim latkam.



www.primer.ru

mykobakterii
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Zminky o TBC ve znamych
pisnich...

...tuberkuloza, no to je parada...
(Jaromir Nohavica: Pochod marodu)

Znami lide, kteri zemreli na TBC

Napriklad: Vaclav ll., EliSka Premyslovna, Bozena
Nemcova, Jiri Wolker, Karel Havlicek Borovsky,
Stanislav Rolinek (autor soch v Rudce u Kunstatu),
Franz Kafka, George Orwell, Frederic Chopin,
Anders Celsius (°C), Louis Braille (pismo), Gavrilo
Princip (pachatel atentatu na naslednika trunu
v Sarajevu), Beethovenova maminka, obr Drasal,
sv. Terezie z Lisieux Ci svaty Kazimir



Mycobacterium leprae
= Je to mikrob jeste zvlastnejsi nez tuberkulozni
mykobakterium
= Jeho generacni doba je jeste vyrazne delsi.
In vitro kultivace se podarila teprve nedavno a
trvala cely jeden rok

= Zakladni lécba lepry neni draha, bohuzel
v zemich, kde se lepra vyskytuje, je I tato
pomerne nizka cena prilis vysoka

" Proto se problemem lepry zabyva rada nadaci,
nevladnich a charitativnich organizaci a
podobne.



Pribeh druhy

= Pan Hassan zil v poustni casti Sudanu, zmitané
neustalymi valkami a nepokoii.

= \/ posledni dobe se od nej zacali odvracet i ti pratele,
ktefi jeste neuprchli ani nebyli povrazdeni.
Znetvoreni obliceje pana Hassana bylo neklamnou
znamkou, ze pan Hassan trpi onemocnenim, které se
v téechto zemeépisnych sirkach jesteé stale
vyskytuje az priliS ¢asto.

= Nastesti se pan Hassan setkal s pracovniky jedné
nevladni organizace, kterym rovnez byla diagnoza
jasna. Pomoci dapsonu se podarilo panu Hassanovi
POMOCI.



Lepra

www2.bc.cc.ca.us (2x)




Atypicka mykobakteria

= Krome M. tuberculosis a M. leprae existuje |
spousta dalsich mykobakterii. Nektera, napr.
Mycobacterium marinum, patri mezi tzv.
atypicka mykobakteria, ktera obCas zpusobuiji
infekce ran a jiné problemy.

= Nektera jina mykobakteria jsou nepatogenni
a jsou normalni soucasti lidske m|kroflory, napr
M. smegmatis — viz obrazek |




Pribeh treti

= Pan Pirana byl zurfivym akvaristou. Posledni
mesic mel problém: musel do akvarii norit
jen levou ruku, protoze na pravé mel vred.

= Po vysetrovani byl jeho pripad uzavren jako
tzv. fish tank granuloma, bézny u akvaristu.
Podobna nemoc plavcu se nazyva
swimming pool granuloma.



Infekce M. marinum o~y SO




Aktinomycety =% .
O 8
= Jsou to vlaknité bakterie, v podstat rwienuidpedaor
grampozitivni, ale barvi se Gramem
spatne, protoze jejich bunécna sténa je
hodné hydrofobni a obsahuje hodne
mykolovych kyselin

= Aktinomycety (Actinomyces sp.) se bézneée
vyskytuji v ustni dutine zdravych osob.
Odtud se za ruznych okolnosti mohou dostat
do mekkych tkani krku, tvare Ci hrudniku.
Jsou to anaerobni bakterie



Pribeh Ctvrty

" Pani Pistelkova si uz delsi dobu hmatala pod
kuzi krku drobné utvary

= Nedavno se stalo, Ze jeden z téchto utvaru se
otevrel na povrch a v usti se objevil velmi
husty, zluty pachnouci hnis. To uz pani
Pistelkovou donutilo zajit k lekari.

= |_ékari poslali hnis na mikrobiologickeé
vysetreni. Vysetreni trvalo dlouho — pani
Pistéelkova uz spilala mikrobiologum, ze si tam
nekde valeji sunky. Nakonec se ukazalo, ze
ma aktinomykozu, takze dlouha doba byla
zpusobena dlouhou kultivaci téchto mikrobu



Nokardie

= Nokardie jsou podobné aktinomycetam. Na rozdil
od nich vsak jsou naopak striktne aerobni. Jinak vsak
maji hodne podobné viastnosti, s vyjimkou prenosu.
Aktinomykoza byva endogenni, haopak nokardioza
exogenni, ¢asto z pudy

= EXxistuji jesté ruzné dalsi pribuzné ¢i podobné
bakterie, napr. rothie, dermatofily, rhodokoky a dalsi.
PuUvodci lidskych onemocnéni se vSak stavaji jen
zridka
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Nokardiova
pneumonie se sepsi

A previously well 57-
year-old man ... 3-day
history of severe
dyspnoea. We conclude
that N. asteroides
infection can present as
a fulminant community-
acquired pneumonia
with bacteraemia in the
absence of
immunosuppression or
coexistent infection.
(From the article related
to the picture)

http://www.mja.com.au






Aclidorezistence a alkalirezistence

Aby mohly na néco pusobit (jiné nez ty nejsilnéjsi) kyseliny
ci alkalie, musi to ,,neéco® byt hydrofilni, tedy komunikovat
s vodnym prostredim. Pro mykobakteria vsak tohle neplati.
Nejsme tedy schopni je kyselinami Ci alkaliemi nicCit (leda
temi uplné nejsilngjsimi, kterym pak uz neodola nic)

Nejsme také schopni je kyselinami odbarvovat, pokud tedy se
je nejakym zazrakem podarilo obarvit

Totiz: vetsSina barviv je také hydrofilnich, a tudiz se
mykobakteria | Spatne barvi, zpravidla je nutno barvit je za
horka, aby se vubec obarvila

Nokardie a aktinomycety jsou na rozdil od mykobakterii
acidorezistentni jen zCasti. Barvime je proto podle Grama, ale
musime pocitat s tim, ze se barvi nerovhomeérné a spatne.



Co z toho vyplyva pro klinika™?

= Pokud klinik posSle vzorek (sputum, moc, hnis Ci cokoli
jiného) ,na bakteriologickou kultivaci®, nemuze
ocekavat, ze vysetreni odhali pripadnou pritomnost
mykobakterii

= Chce-li klinik zjistit, zda ma pacient TBC, musi poslat
vzorek zvlast’ a na pruvodce vyrazné oznacit, ze
ma byt vysetren kultivacne ¢i PCR na tuberkulozu.
V tom pripade laborator provede prislusné procedury

= Serum na protilatky proti TBC take posilat nelze,
(presngji: lze, ale je to vcelku na koCku), protoze
protilatkova odpoved je velmi Spatna.



Acidorezistentni bakterie

Mycobacterium tuberculosis







Nocardia asteroides

e

http://rbp.fmrp.usp.br
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Nocardia asteroides x4




Jak patrat po mykobakteriich

= Mikroskopie: Pouziva se Ziehl-Neelsenovo
barveni a fluorescencni barveni

= Kultivace: Pouziva se specialnich pud,
pricemz pred vilastni kultivaci predchazi
moreni, obvykle louhem. Cilem moreni je
usmrtit ostatni bakterie, které by pri svem

v AL AV 4

Alkalirezistentni mykobakteria moreni snadno
preziji. Kultivacni vysledky se zpravidla
odecitaji po 1, 3, 6 a 9 tydnech; prvni
odecitani slouzi hlavné k vyrazeni
kontaminovanych pud, mykobakteria vyrostou

minimalné za 3, ¢astéji 6, obCas i 9 tydnu.



iehl-Neelsenovo barveni

Cover smear with After slide has cooled Stop decolorization
carbelfuchsin.Steam decolorize with action of acid-rinsing
over boiling water for 8 acid-alcohol for briefly with water.
minutes. additicnal 15 to 20 seconds.

stain if stain boils off.

ﬂ"f%f

_.—F"-.-F.-
Counterstain with B Rinse briefly with @ Eiot dry with
miethylene blue water to remove bibulous paper.
for 30 seconds. excess methylene Examine directly
blue. under cil immersion.

Ziehl-Neelsen acid-fast staining procedure www.spjc.edu



K tekuté Sulové pudé

= | pozitivni zkumavka
je na prvni pohled
Cira, protoze narust
mykobakterii je
patrny jen u dna
(,modrej bordel”, jak
to trefne oznacila
studentka J. H. ©)




Jak patrat po mykobakteriich |l

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

= Biochemicke rozliseni je mozne, je vsak
vyhrazeno specializovanym laboratorim

= Pokus na zvireti: obCas se pouziva morce

7 u A LD AV 4

" Prukaz protilatek naopak nepouziva:
vzhledem k prevazujici bunecné imunité nema
vysetrovani protilatek prakticky smysl



PCR kit pro diagnostiku TBC

http://www.cinnagen.com



Neprimy prukaz TBC

W u AL A 4

bunecna imunita. Tvorba protilatek se
vyskytuje, ale meritelna mnozstvi jsou pritomna
jen u Casti pripadu. Pozitivni nalez protilatek lze
povazovat za znamku infekce, zato vsak
negativni nalez ma minimalni informacni
hodnotu.

= Buneécnou imunitu Ize testovat
* koznim (tuberkulinovym) testem, zvlaste po
vakcinaci

= quantiferonovym testem (reakce pacientovych
bunék na antigenni vyzvu)



Kozni testy (Mantoux)

= Pouziva se pro overeni ucinnosti ockovani,
ale také k prukazu pfipadné latentni infekce

= Na testy je potreba cely pacient, nejde tedy o
laboratorni test. Test provadeji
dermatovenerologicka Ci jina specializovana
pracoviste

= Pozitivni jsou tyto testy v pripade, ze je
aktivovana bunecna imunita; jde vlastné o jisty
typ opozdeneé alergie



Quantiferon

= Moderni moznosti k overeni bunecné imunity
je vySetreni zvané ,quantiferon”

= Bylo prokazano, ze pri tuberkuloze, a to |
latentni, dochazi k tomu, Ze tuberkulozni
antigeny aktivuji T-lymfocyty a ty tvori
velka mnozstvi interferonu gama

= Podobne lze tyto T-lymfocyty aktivovat
nespecificky napr. takzvanym mitogenem,
ten se proto pouziva jako pozitivni kontrola



Quantiferon — tfi zkumavky

= Odebira se nesrazliva (heparinizovana) krev do
tri zkumavek (potrebujeme lymfocyty!)

" prvni zkumavka obsahuje mitogen — zde by
melo za normalnich okolnosti vzdy dojit ke
stimulaci tvorby interferonu gama

" druha zkumavka obsahuje antigeny TBC — zde
by meélo dojit ke stimulaci tvorby interferonu
gama pouze u infekce TBC

= treti zkumavka neobsahuje nic — zde by za
normalnich okolnosti nemeélo dochazet ke
stimulaci tvorby inferferonu gama



Quantiferon — hodnoceni

= Za pozitivni Ize povazovat vysledek, kdy T-
lymfocyty reaguji na stimulaci antigenem
mykobakteria, avsak ve zkumavce
neobsahujici nic nedochazi k tvorbe
interferonu

= Za negativni |Ize 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



Priklad hodnoceni*®

*muze se liSit u
jednotlivych typu testu

NIL
[IU/ml]

> 8,0

TB minus NIL
[IU/ml]

< 0,35
> 0,35

a < 25% hodnoty
NIL

>0,35a >
25% hodnoty
NIL

< 0,35

>0,35a <
25% hodnoty
NIL

libovolna
hodnota

MIT minus
NIL [IU/ml]

> 0,5
> 0,5

libovolna
hodnota

<0,5
<0,5

libovolna
hodnota

Vysledne
hodnoceni
testu

Negativni

Pozitivni

Neurcity

pritomnost
infekce
M. tuberculosis

nepravde-
podobna

pravdépodobna

nelze urcit




Quantiferon — zasady odbéru

uchovavat prazdne odberove zkumavky
dusledné pri 4-25°C
odebrat spravny objem krve (3 x 1 ml)

po odbéeru opakovanym obracenim
zkumavky dostat do kontaktu vzorek krve
s lyofilizovanymi antigeny pritomnymi na
vnitrnim povrchu zkumavky

zkumavky po odbeéeru uchovavat pri
teplote 17-27 °C

vzorek dopravit do laboratore k dalsimu
zpracovani co nejdrive, nejpozdeji

16 hodin po odberu.



Testy antituberkuloticke citlivosti
(nikoli antibioticke!)

" Nelze pouzivat difuzni diskove testy

= Antituberkulotika pridavame primo do
kultivacni pudy

= Antituberkulotika jsou zvlastni latky, az na
vyjimky odlisne od antibiotik

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



Prehled bezne uzivanych
antituberkulotik g

Foto L. Mezensky a J. Svobodova

Antibiotikum | Zkratka

Isoniazid H, INH
Ethambutol |E

Rifampicin R N\
Pyrazinamid |Z |
Streptomycin | S, STM

Tuberkulozni jatra
pokusneho morcete



Diagnostika nokardii a
aktinomycet

http://ffilebox.vt.edu

= Jsou jen Castecné
acidorezistentni. Barvi
se | podle Grama, ale
pomerne spatne. Jsou
to grampozitivni az
gramliabilni vlakna

= Nokardie jsou aerobni,
aktinomycety anaerobni




Testy antibioticke 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 Spatné — to se tyka nejen testu
citlivosti, ale i kultivace jako takove



~ kongresuo TBC




