Mikrobiologicky ustav uvadi

NA STOPE PACHATELE

(@ Dil desaty:

‘ Pachatele oralni




Pribeh prvni

m Pan Kazizub mél zubni kaz. Navstivil sveho zubniho
lekare. Ten kaz osetril a dal panu Kazuzubovi
zdarma amalgamovou plombu, za kterou mu —
prozatim — zakon zakazuje pozadovat platbu.
Zaroven pana Kazizuba poucil o spravne dentalni
hygiene.

m Jak je dnes jiz znamo, na vzniku zubniho kazu se
vyznamne podileji mikroby, zeimeéna tim, ze
vytvareji kyseliny a snizené pH se podili na
rozrusovani skloviny

m Za vyznamne bakterie se povazuje Streptococcus
mutans, pripadne téz ustni laktobacily

m Vyznam ma také pufrovaci kapacita slin




Ptib&h druhy

m Pan Parodontoubek si na rozdil od pana Kazizuba
zuby Cistil, ale zanedbaval prechod mezi zubem a
dasni.

m V gingivalnim sulku se mu premnozily rizikove
bakterie, hlavne Porphyromonas gingivalis,
Tanerella forsythia a Treponema denticola.

m Zvysené pH a dalsi mnozeni porfyromonad
zpusobilo, Ze pan Parodontoubek mél najednou
misto gingivalniho sulku parodontalni chobot.

m A tak se u pana Parodontoubka vyvinula gingivitida a
nakonec parodontitida



Oralni mikroby

m Oralni mikroby predstavuji velmi slozity
ekosystem. Zubni plak predstavuje pomerne
slozity biofilm.

m Je pritom nutno rozliSovat supragingivalni a
subgingivalni plak, protoze jejich slozeni se
iSi a ovlivhuje rozvoj ruznych patologickych
procesu

m V pfipadé patogennich procesu (zubni kaz,
gingivitida, parodontitida) zpravidla nelze
jmenovat jednoho puvodce, ale je tfeba chapat

cely proces jako poruchu rovnovahy mezi
nimi



Jine mikroby v ustech

m [0, Zze se nekdy narusi rovhovaha mezi
mikroby, ktere tvori normalni mikrofloru v ustni
dutine, neznamena, ze by se zde jako patogeny
nemohly obCas projevit | jiné mikroorganismy,
zejmena kvasinky. Mohou se podilet na plaku
na zubnich nahradach a mohou vytvaret oralni
kandiddézu zvanou soor.

m Zvenci se mohou dostavat do ust | bakterie, ale
casteji je jako patogeny nalézame v prilehlée
dutine faryngealni. Vyznamné mohou byt
napriklad zlaté stafylokoky, pyogenni
streptokoky Ci nektere hemofily.



Hepatitidy

m Soucasti dnesniho praktika jsou take hepatitidy, ktere
zubni lekari mohou ziskat jako profesionalni
onemocheni

m Jde o infekCni zanéty jater, lidove zvane zloutenky.
Je ovsem nutno odlisit zloutenku jako prenosné virove
onemocneni a zloutenku jako priznak, ktery je
pritomen nejen pri hepatitide, ale i napr. pri obstrukci
zluCovych cest kameny

m Pacient ma horecky, travici potize, muze byt pritomno
zezloutnuti skléry €i kuze, zména barvy moce a stolice
atd. Hepatitidy B, C a D mohou prechazet do
chronicity, a nekdy i byt prekancerozou
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Ukol 1: Uréeni pfedloZenych patogent

s Gramovym barvenim rozliSime kvasinky,
grampozitivni a gramnegativni tyCinky |
grampozitivni a gramnegativni koky

m Dale se muzeme pokusit provést orientacni
uréeni téchto mikrobu ruznymi dfive
probiranymi testy (katalaza, hyaluronidaza,
PYR test, satelitovy fenomeéna podobne)

m Muzeme se také vyjadrit, které dalsi testy
bychom potrebovali k presnejsimu urceni
téchto mikroorganismu



®

Upozorneni (nechci strasit, ale...): >V<

m Neznalost postupu Gramova barveni (a vysvetleni
jeho principu) muze byt duvodem k vyhozeni
dotyCneho jedince od praktické zkousky!

m Dalsi podobné otazky:

= zakladni kultivacni pudy (KA, Endo, MH, NaCl)
= oxidazova a katalazova reakce (provedeni)
= znalost, které bézné bakterie jsou G+ / G-

(Toto je obecny prehled, jednotlivi asistenti mohou
pripadné klast vetsi ¢i mensi duraz na ruzné dalsi véci
©)



Nez prejdeme k ukolu 2: Co jsou
to vlastné chromogenni pudy?

s CHROMOGENNI pudy obsahuiji latku, ktera je
puvodné nebarevna (chromogen)

m Barevnost se objevi jen pri specificke reakci
(odstepeni substratu)

m Puda muze obsahovat vice chromogenu
s navazanymi substraty specifickymi pro ruzné
bakterie nebo houby

s FLUOROGENNI ptidy jsou principialné
podobne, ale s fluorescencnim barvivem



Ukol 2 — chromogenni ptda pf
diagnostice kandid

m Pouzivaji se ruzné chromogenni pudy. Nekteré
odlisi pouze Candida albicans od ostatnich, jine
rozlisi vzajemné nékolik druhu kandid.

m Na pude, kterou mame k dispozici, je C.
albicans zelenava, C. tropicalis modra, C.
glabrata hladka rizova a C. krusei drsna
ruzova.

m Pokud se nektery kmen nepodari urcit
chromogenni pudou, musime pouzit jiny
zpusob, napr. biochemické urceni
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ELISA k prukazu hepatitid

m Hepatitida muze byt profesionalnim
onemocnénim u stomatologu, proto se ji
v tomto praktiku zabyvame. Zaroven jde o
malou cast praktika, ktere v jarnim semestru
meli studenti vSeobecného, avsak nikoli
zubniho lekarstvi

m K prukazu hepatitid se pouziva zpravidla
ELISA, nekdy takée PCR. Zvilastnosti je, ze
v seru nehledame jen protilatky, ale i antigeny.

m U hepatitidy B jde o dva specifické antigeny a
tri protilatky



Diagnostika HBV

m HBV ma tri pro diagnostiku vyznamne
antigeny. Jen dva z nich vsak nalézame
v.seru: HBsAg a HBeAg.

m HBsAg se tvori v nadbytku, takze je ho vzdy
v seru hodneg, proto se hodi pro screening

m Protilatky naopak muzeme stanovovat protsi
vsem trem z nich: anti-HBs, anti-HBe | anti-
HBc.

m Diagnostiku pripadné doplni PCR, prukaz
jaternich enzymu aj.

m Z kombinace vysetreni plyne interpretace



Acute Hepatitis B Virus Infection with Recovery
Typical Serologic Course
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Progression to Chronic Hepatitis B Virus Infection
Typical Serologic Course
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Virus hepatitidy B

.ac.za/depts/mmi/stannard/hepb.html.




Virus hepatitidy B

@ ®

Kompletni Pouhy HBsAg,
virion prazdny uvnitf delta
(Daneho HBsAg agens
télI'SkO) 22 nm (VHD)

42 nm 35 nm



Ukol 3: Stanoveni markert
hepatitid

m 3a + b) Stanoveni HBsAg a HBeAg
m 3¢ + d) Stanoveni anti-HBs a anti-HBe

m Vypocet cut off (Ukol 3a i ukol 3b): prumér C1
a D1.

Pozitivni je to, co je vySSi, nez cut off + 10 %

Negativni je to, co je nizZsi nez cut off — 10 %

Hranicni je jsou hodnoty cut off £ 10 %



Ukol &. 4: Priikaz Streptococcus

mutans v zubnim plaku (1)

Pouzijeme test Dentocult SM Strip Mutans,
ktery je urCen ke zjisteni pritomnosti
Streptococcus mutans. Pritomnost a mnozstvi
mikroorganismu se zjistuje ve stimulovaneé sline
a plaku. Realné provedeme jen odecteni
hotovych testl, seznamime se ale |
S pracovnim postupem:

1. Priprava kultivacniho média. Asi 5 minut
pred odberem vzorku vlozime do lahviCky
s kultivacnim meédiem bacitracinovy disk a
jemne promichame.



Ukol &. 4: Prikaz S. mutans

v zubnim plaku (2)
2. Odber vzorku

a) Stimulovana slina. Pacient zvyka po dobu
1 minuty parafinovou kuliCku a pote vyplivhe
prebytek slin do sberné nadobky. Testovaci
prouzek (s kulatym koncem) se pritiskne na
hrbet jazyka po dobu 10 s.

b) Zubni plak. Plak odebirame ze vsech
4 kvadrantu z vybraného mezizubniho
prostoru). K odberu pouzivame sondu,
mezizubni nit nebo tyCinku mikrobrush. Vzorek
plaku rozetreme na jednotliva policka na
testovacim prouzku s hranatym koncem.



Ukol &. 4: Prikaz S. mutans

v zubnim plaku (3)

3. Kultivace. Spojené testovaci prouzky
upevnime do vicka a vlozime do lahvicky se
selektivnim roztokem. Vzorky kultivujeme
v kultivatoru 48 hodin pri teplote 37 °C.

4. Hodnoceni. Streptococcus mutans vytvari pri
kultivaci tmave modreé kolonie vyvysene nad
povrch testovaciho prouzku. Mnozstvi
mikroorganismu odecitame dle vzorniku na
modelove tabulce. Za rizikoveé se povazuji
hodnoty 10° a vice bakterii na 1 ml sliny.



Odecitani Dentocultu

Text i obrazky prevzaty z publikace:

VYUZITi MIKROBIALNiICH TESTU
V PREVENCI ZUBNiHO KAZU
Praktické sdeleni
Hana Hecova, Vlasta Merglova, Jaroslava Stehlikova
Stomatologicka klinika, Lékarska fakulta v Plzni,
Univerzita Karlova v Praze
a Fakultni nemocnice Plzen




Dalsi podobné dostupné testy

m Dentocult LB. Test je urcen ke zjisteni
pritomnosti Lactobacillus acidophilus. Ke
Kultivaci se pouziva destiCka, ktera je po obou
stranach potazena modifikovanym Rogosovym
mediem.

m Dentobuff Strip. Test je urCen ke stanoveni
pufrovaci kapacity sliny. Testovaci prouzek se
vlozi do nadobky se stimulovanou slinou a po
1 minuté se odecita. Zluta barva znamena
nizkou, zelena barva stredni a modra barva
vysokou pufrovaci schopnost sliny



Ukol 5 — natér mikrofléry dutiny

ustni

m Na podlozni sklo natrete stery z bukalni
sliznice nebo hrbetu jazyka

m Fixujte plamenem, obarvete dle Grama a
pozorujte obvyklym zpusobem, tj. imerzi

m VSimejte si pritomnych bakterii i dalsich
utvaru

m Gramovo barveni zachyti bakterie, ale
nezachyti sacharidove intercelularni hmoty.
K tomu mohou slouzit jina barveni, napriklad
barveni alcialnovou modri (priste)



Ukol 6 — kultivace ustnich

mikrobu

m Zakreslete vysledky kultivace z ustni dutiny.

m Drobne, nazloutlé kolonie bez hemolyzy budou
pravdepodobne ustni neisserie

m [akeé drobné, sedé, s viridaci, budou ustni
streptokoky

= Mimo to muzeme hledat patogeny — vizte na
dalsim obrazku:



Ukol 6 — hledani patogent

m Hemolytické streptokoky (ale i zlaty stafylokok)
se projevi vyraznou hemolyzou na krevnim
agaru

m Pro zachyt hemofilu se pouziva disk s
bacitracinem — ve vyssi koncentraci nez
v bacitracinovem testu (k odcloneni bezne flory)

m Pro zachyt meningokoku se pouziva disk se
smesi vankomycinu s kolistinem



Ukol 6: Zachyt patogena v ustni dutiné

1 oCkovano tamponem

2 ockovano klickou

3 stafylokokova Cara

4 disk BH (bacitracin
pro hemofily)

5 disk VK (vankomycin
a kolistin pro
meningokoky)

Na celé naoCkovane
ploSe patrame po
streptokocich
(bezbarvé) a po
stafylokocich (spiSe bilé
Ci zlataveé)




Kultivacni vysledek vyteru z ustni
dutiny s beznou florou v isenio mistech

Bacitracinovy disk muze byt umistén budto patrame po hemofilech
na stafylokokovou ¢aku, nebo cca 1 cm od
ni, pouzwajl se oba zpusoby

www.medmicro.info & BLEEE



Uz mne nebudete potrebovat!
Vypnuli jste mne,  oCistili a zakryli?




8 NeZ opustite
s praktikarnu...
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...plaste laskave nepohazujte po
praktikarne, nybrz je poveste na
vesak tak, aby nespadly a
desinfikujte pracovni stoly!



Nashledanou pri
dalsim dilu!




