ZLLMO0522¢ — Lékatska oralni mikrobiologie II, prakticka cviceni. Protokol k tématu PZ08

Téma P08: Laboratorni diagnostika tuberkuldzy, aktinomycet a nokardii

Ukol 1: Mikroskopie acidorezistentnich a ¢asteéné acidorezistentnich mikroorganismi
Zatimco acidorezistentni mikroorganismy (Mycobacterium) nelze barvit dle Grama, mikroby acidorezistentni
pouze castecné (Actinomyces, Nocardia) mohou byt Gramem obarveny, ale barvi se nekonstantné, a také
nabyvaji vétvenych filament6znich forem.

a) Barveni (negativniho) klinického materialu barvici metodou dle Ziehl-Neelsena

Ziehl-Neelsenovo barveni se pouziva u mykobakterii (M.
tuberculosis, M. leprae), ale také u nékterych parazitd
(Cryptosporidium  parvum, Cyclospora cayetanensis).
Acidorezistentni organismy se barvi pouze pii zahfati*,
avSak zato je pak neodbarvi ani tzv. ,kysely alkohol*
(roztok alkoholu s HCl nebo H,SO,). Poté je odbarvené
pozadi obarveno kontrastni barvou.

Obarvéte negativni vzorek sputa de Ziehl-Neelsena

(varianta s methylenovou modii). Mikroskopujte. Zde

acidorezistentni tyCinky nenaleznete. Zakreslete vysledky, uvidite pfedevS§im piirozené pozadi, tj. leukocyty,
epitelie a dalsi objekty. Nezapomenite obrazek popsat (za pouziti fadkt vedle obrazku).

Popiste také barvici proceduru — do nasledujici tabulky zapiste nazvy ¢inidel 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 pritomnost acidorezistentnich
tyCinek. Zakreslete pozorované.

Nezapomente obrazek popsat (za pouziti fadkd vedle
obrazku).

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

Op¢t obrazek i popiste.

Ukol 2: Kultivace mykobakterii, aktinomycet a nokardii
Kultiva¢ni naroky acidorezistentnich a ¢astecn¢ acidorezistentnich bakterii jsou velmi riznorodé.

% Pro Mycobacterium tuberculosis pouzivame tekuté (Sula, Bani¢) a pevné pudy (Ogawa, Lowenstein-
Jenssen). Pevné pady se 1isi od vétSiny pid pouzivanych v bakteriologii, protoZe neobsahuji agar; jejich
»pevnost® je dana koagulovanou vajecnou bilkovinou. Pted 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 anaerobni.

X3

%

X3

%

*Zahrati Ize pripadné nahradit pouzitim vysoce koncentrovaného karbolfuchsinu a vysoce koncentrovaného
fenolu; tato modifikace Ziehl-Neelsenova barvent (dle Kinyouna) nevyzaduje zahrivani.
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a) Popiste pudy pro kultivaci mykobakterii

Néazev pudy tekutd/pevna barva poznamky

b) PopiSte a zakreslete rist kolonii rodi Mycobacterium, Actinomyces a Nocardia na

(v) danych médiich
Baktérie Nazev pudy Pfitomnost/neptitomnost ristu, pripadné charakterizace ristu
(charakterizujte riist vlastnimi slovy)
Mycobacterium
Actinomyces krevni agar
VL agar
Nocardia krevni agar
VL agar

Ukol 3: Uréeni citlivosti na antimikrobialni latky

K 1écbé mykobakteridlnich infekei se pouzivaji specidlni 1éky zvané antituberkulotika. Lisi se také zplsob
testovani citlivosti: antituberkulotika se pfimo pridavaji do piidy. Zato infekce plisobené 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 kmenti mykobakterii na antituberkulotika.

Antituberkulotikum Kontrola ristu

Rust A/N

Interpretace

b) Citlivost na antibiotika u kmena Nocardia a Actinomyces
Proved’te in vitro testovani citlivosti na antibiotika u nokardii a aktinomycet. Na stole naleznete difusni diskové
testy. Do tabulky dopiste zkratky antibiotik dle pfilozené karticky a pro vSechny testované kmeny zméite zony
citlivosti. Na karti¢ce mate napsany hrani¢ni zony — podle nich interpretujte zony vami zjisténé jako citlivé (C),
rezistentni (R) a dubiozni (D).

Kmen -

Antibiotikum & z6ny (mm) Interpretace 0 z6ny (mm) Interpretace
(celé jméno)
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Ukol 4: PCR v diagnostice TBC

Jelikoz je kultivace mykobakterii obtizna, stava se PCR velmi dtlezitou diagnostickou metodou.
Odectéte vysledek PCR TBC (z prezentace), zapiSte a interpretujte vysledky

Pacient ¢. Prouzek vzorku | Interni kontrola | Interpretace

1

2

3

4

Ukol 5: Diagnostika lepry
Lepra je nemoc, ktera stale postihuje miliony lidi v méné rozvinutych zemich. Jeji diagnostika je obtizna.
Vyplite nasledujici tabulku.

Toto zvife se jmenuje

Pouziva se k vyrobé

a tato latka se pouziva pri

Zdroj obrazku: http://www.1-costaricalink.com/costa_rica_fauna/nine_banded_armadillo.htm

Ukol 6: Nepiimy pritkaz TBC pomoci testu QUANTIFERON®-TB Gold

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

Interpretujte vySetfeni testem Quantiferon-TB Gold u ¢tyf pacientt s vyuzitim interpretacni tabulky.

Anna: MIT=48 TB=1,2 NIL =1,1 Vase interpretace:
Berta: MIT=53 TB=4.38 NIL =2,1 Vase interpretace:
Cecil: MIT=09 TB=0,9 NIL =0,8 Vase interpretace:
Dimos: MIT=84 TB=83 NIL = 8,2 Vase interpretace:

(vSechny hodnoty jsou uvedeny IU/ml)

Interpretacni tabulka (podle doporuceni k testu, zjednoduseno!)
NIL | TBminusNIL | MIT minus NIL |, onecnd Pritomnost infekce
interpretace testu | M. tuberculosis
<0,35 >0,5 negativni Nepravdépodobna
<38,0 >0,35 jakakoli hodnota pozitivni Pravdépodobna
<0,35 <0,5 -y Nel it
nejista elze urci
> 8,0 jakakoli hodnota | jakakoli hodnota !
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