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DIAGNOSTIKA ANAEROBNICH
A ACIDOREZISTENTNICH
BAKTERII



ANAEROBNI BAKTERIE




Rod Clostridium 4

e Grampozitivni (relativne velke) tyCinky

e Schopny tvorit spory-vyklenuji bunku

e Rostou za anaerobnich podminek v prostredi
s nizkym redoxnim potencialem, nektere toleruji
malé mnozstvi kysliku v prostredi (aerotolerantni)

e \Vyskytuji se jako saprofyté ve streve zvirat
a Cloveka (hnilobné procesy), spory v prostredi
(v pudé, bahné rybniku, v fekach, v prachu i na
vegetaci)

e Jen malo patogennich druhl. Zpusobuji

neurotoxikozy, enterotoxikozy, a nekrotizujici
infekce mekkych tkani (vysoka smrtnost)



Neurotoxicka klostridia sos:

Clostridium tetani

~ Stihlé ty&inky tvoFici endospory uloZzené
terminalne (paliCky na buben)

» Soucast normalni stfevni mikrofléry savcu,
zejména koni, spory v pudé

» Puvodce tetanu (ztrnuti Sije)
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Tetanus -
* Endogenni (vagina Ci strevo Cloveka) Ci
exogenni
* Sporami infikované hlubsi znecistené Ci
zhmozdené rany, v rane kliceni spor
* Za klinické projevy infekce
je zodpovedny tetanicky
toxin (tetanospasmin), |
ktery blokuje inhibici L=y
motori Ck}’/Ch neuronu R \\\\\\\} j;‘”'* 5::2;2::;Lz;?.','%zfm:?ﬁ:;;::;m;:zﬁz;.
(brani uvolfiovani mediatord W %\ N )
této inhibice) f’”?‘.‘v’f\
* Projevuje se tonickymi
krecemi pricné

pruhovaneho svalstva



Tetanus

Zvykaci svaly (trismus)
Mimické svaly

Spasmy svalu trupu
Postizeni dychacich
svalu

Svalove ruptury,
zlomeniny

SrdeCni zastava
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Clostridium botulinum - 2

e Ve strevnim ustroji zvifat, spory v pudé,
prachu, ve vode, kontaminanta potravin

e Puvodce botulismu.
e Typy:

> Kojenecky botulismus- toxin produkovan ve
streve ditéte, C. botulinum se zde pomnozi

» Traumaticky botulismus
> Alimentarni botulismus




Alimentarni botulismus

» Do téla nevstupuje puvodce, ale jen jeho =
toxin (botulotoxin), zpravidla z nedostateéné =~
upraveného konzervovaného masa- domaci konzervy

» Opéet ucinkuje jako neurotoxin (zabranuje uvolnovani
acetylcholinu do synapse a dochazi k preruseni
vedeni vzruchu)

» Vyvolava obrny- paralyzy pricné pruhovanych
svalu

gastrointestinalni projevy, rozostrené videni, ztizene

polykani, poruchy artikulace, zastava strevni peristaltiky,

zastava moceni




Histotoxicka klostridia
Clostridium perfringens

Puda, rostliny, strevni trakt zvirat i lidi

Jeden z puvodcu plynaté sneti (spolu s C. novyl C.
septicum aj.)- infekce mékkych tkani (nekrdéza kuze,
podkozi a svalstva), rychle se Sifici edéem

Plynata snét je typické valeCné onemocnéni. Muze se
vSak vyskytnout i pri zivelnych pohromach, urazy v
zemedelstvi

Exogenni a endogenni infekce (perforace tlusteho
streva)

Produkce toxinu- rozpousténi tkani v okoli, destrukce
leukocytd, Sifeni nekrozy

Produkce enterotoxinu — alimentarni intoxikace



Clostridium difficile o

e Vyznamny nozokomialni patogen

e Vyskytuje se celkem bézné ve streve lidi (3-5 %)

e Prirozena rezistence k betalaktamovym antibiotikim
a linkosamidum, i k béznym dezinfekCnim
prostredkum. Myti rukou!!

o Nekteré kmeny produkuji toxiny A (enterotoxin) a B
(cytotoxin)

e LehCi prujmova onemocnéni az
pseudomembranoézni enterokolitidy, toxicke
megakolon (Casto nozokomialni nakazy)

e Dnes se k IéCbe pouziva nejCcasteji bakterialni
chemoterapeutikum metronidazol



Spolecné charakteristiky o
nesporulujicich anaerobu

e Vyskytuji se jako bézna flora:

o V tlustém streve tvori 99,9 % celkoveho objemu
mikrobu, je jich tam kolem jednoho kilogramu

e Vv ustech mohou zit diky biofilmu — jsou do ngj

zavzaty tak, aby nemely primy pristup ke vzduchu,
ktery by je ohrozoval

e v pochveé nejsou pritomny u vSech zen, ale uvadi
se, ze asi 70 % zen néjaké anaeroby v pochveé ma;
pokud se zde ovsem premnozi, jde o dysmikrobii,
kterou je nutno I&cCit

o Nékteré i na kuzi



o =
e Pri zanetu obvykle neexistuje = ««1fs)) f |
jeden puvodce, ale uplatnuje o]

se smes. Nekdy se pouziva termin ,Veillonova
flora”

e Smés striktné anaerobnich, ale i fakultativné
anaerobnich bakterii

e Nesporulujici striktne anaerobni mikroby maji
vzhledem ke svym vlastnostem velmi omezene
moznosti prenosul.

e Velka Cast infekci je tedy endogenniho puvodu



Bacteroides fragilis Sess

» Pleomorfni tvary (koky, tyCinky Ci vlakna)

» Bézne obyvaji zazivaci trakt, dutinu ustni Ci
vaginu, kde se také mohou uplatnit jako patogeny

> o v -
> B -




Porphyromonas gingivalis T

> Hnédocerne
pigmentovane
kolonie

» Dutina ustni,
Urogenitalni trakt




Prevotella melaninogenica :

> Cerny pigment

» Onemocnéni
HCD (anginy,
sinusitidy)




Fusobacterium sp. cees”

» Polymorfni bakterie (viakna)

» Pleuropulmonarni
infekce, chronicke
sinusitidy, mozkove
abscesy...




Peptostreptococcus sp. T

Velllonella sp.




Diferencialni diagnostika— |

e Mikroskopie: Ma vétsi vyznam nez u aerobu,
vzhledem k morfologicke ruznorodosti

e Kultivace: Je nutno zajistit anaerobiozu pomoci
anaerostatu Ci anaerobnich boxu. U tekutych
pud postacuje preliti parafinem. Pouziva se VL
bujon, VL krevni agar a ruzné specialni pudy

e Biochemie: katalaza a oxidaza vetsinou
negativni, mozné vzajemne rozliseni
biochemicky



Diferencialni diagnostika- || 3t

e Pokus na zvireti se pouziva u tetanu a botulismu. U
tetanu se mys sviji v kreci, u botulismu jsou naopak
patrné parezy.

Tetanicka mys




Jak ziskat anaerobiozu

1) Mechanicky — VL bujony prelijeme parafinovym
olejem




2) Fyzikalné — v anaerobnim boxu se nahradi 0o
vzduch smési anaerobnich plynu, vhanénych ¢
Z bomby

www.medmicro.info, [



3) Chemicky — v anaerostatu
se z organickych kyselin
tvori vodik a CO2, v.druhé
fazi na palladiovéem
katalyzatoru reaguje vodik
kyslikem za vzniku vody,
takze se kyslik spotfebovava




ACIDOREZISTENTNI BAKTERIE



Rod Mycobacterium 33

L X
G+ nepohyblivé kratké rovné Ci lehce zahnuté tycCky,
vzacné veétvici se formy

obligatné aerobni, acidorezistentni i alkalorezistentni
dlouha generacni doba (15-20 hodin), rust na specialnich
kultivacnich pudach nékolik tydnu (4-6)

vysoce hydrofobni bunécna stena s tzv. mykolovymi
kyselinami, nelze barvit dle Grama
schopnost prezivat uvnitf makrofagu —
vyznamnou roli pri infekci hraje tedy

bunécna imunita

odolné k vysychani a chemickym latkam
patogenni druhy: M. tuberculosis, M. bovis, M.leprae



Tuberkuloza (TBC)

Puvodci TBC:

- Mycobacterium tuberculosis (Kochuv bacil, BK)
- M. bovis - tuberkuléza krav, vzacne i lidi —
iInfekce z nepasterizovaneho miéka,
TBC krcnich a mesenterialnich lymfatickych
uzlin
- M. africanum- vzacne, TBC v tropicke Africe

» Asi 1/3 populace nakazena.
> Infekce se projevi jen asi u 10% osob.




Lymph nodes

(o Pc isting mycobacteria
/ n pri m rylymph od
lesions and in lesion-frex
\\ lymy ph nodes

Patogeneze onemocnéni ;

. Primarni TBC

 Mykobakterie se dostavaji do plic

(méne Casto pres zazivaci trakt Ci rany) a zde se
mnozi do rozvoje bunecneé imunity, poté dochazi k
centralni nekroze, vznika granulom, tzv. tuberkl
(lymfocyty, epiteloidni b.),

- Mykobakteria se Siri do regionalnich miznich
uzlin a vytvari se tzv. Primarni tuberkulozni
komplex

- Za Kklinické priznaky je zodpovedna imunitni
reakce organismu



of the Body }

DalSi prubéh primarni TBC:

« Spontanni celkove zhojeni

« Granulom v plicich kaseifikuje Ci kavernizuje-
latentni forma

* Hematogenni Sifeni- do ruznych organu. Miliarni
tuberkuloza- napada nekolik mist zaroven (v
ledvinach, mozku, kuzi a kostech)



Il. Postprimarni TB

« U osob infikovanych radu let po primoinfekci (asi u
10%)
* Vznika za predpokladu:
* Exogenni infekce- inhalaci mykobakterii
* Progrese primarni infekce (tézka
respiracni inf., hladovéni, gravidita)
* tzv. otevrena tuberkuloza (tuberkulom)
* muze probihat bezpriznakoveé, ale u vétsiny
viditelné symptomy (kasel, hemoptysa, zvysena
teplota, hubnuti,...), zasahuje vetSinou plice



Lécba TBC o

Podavani kombinace néekolika antituberkulotik —
zamezeni vzniku rezistentnich mutant

NejCasteji pouzivana: isoniazid, rifampicin,
pyrazinamid, ethambutol, streptomycin
Obvykle 4- 12 mésicu- faze:

* Inicialni- snizeni pocCtu bakterii

» PokracCovaci- sterilizace loziska

Multirezistentni TB (MDR TB)- onemocnéni
vyvolané kmenem M. t. rezistentnim minimalne ke
dvéma zakladnim antituberkulotikim- isoniazid a
rifampicin

Ockovani- BCG vakcina (bacillus Calmette-Guérin)




Atypicka mykobakteria

- Podminéne patogenni mykobakterie (PPM)
.- Tzv. Mykobakteriozy

- Lidska onemocneni: Komplex M. avium, M.
kansasii, M. xenopi

- Chronicka plicni onemocnéni, lokalizované
lymfadenitidy. Vzacné zpusobuiji infekce ran (fish
tank granuloma, swimming pool granuloma),

- Nektera jina mykobakteria jsou nepatogenni a jsou
normalni soucCasti lidské mikroflory, napr. M.
smegmatis



Actinomyces Israelil

- Jsou to anaerobni bakterie - e
vlaknité bakterie, v podstatée grampozitivni, ale barvi
se Gramem Spatne, protoze jejich bunecna sténa je
hodnée hydrofobni a obsahuje hodne mykolovych
kyselin

- Bézneé se vyskytuji v ustni dutineé zdravych osob,
odtud se za ruznych okolnosti mohou dostat do
mekkych tkani krku, tvare Ci hrudniku- aktinomykoza
(abscesy)

-V posledni dobe hlavné infekce delohy u zen s
nitrodeloznimi telisky



Nocardia asteroides

. G+ aerobni, pudni bakterie
- U lidi s oslabenou T-imunitou - lokalizované
iInfekce plic, diseminace - mozkove abscesy

- Tropy (N. brasiliensis) — podkozni abscesy




Detekce mykobakterii o

 Mikroskopie: Pouziva se Ziehl-Neelsenovo barveni

« Kultivace: Specialni pudy, pfiéemz pred vlastni
kultivaci predchazi moreni, obvykle louhem. Cilem
moreni je usmrtit ostatni bakterie, ktere by pri svem

v v AL a4

[NV 4

Alkalirezistentni mykobakteria moreni preziji.

- 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

AV AN | AL I A 4



Ukol 1a: Barveni dle Ziehl-Neelsena | ¢

.V prvnim kroku barvime é
karbolfuchsinem za horka
. . . e
az do vystupu par, bez o
zahFivani by mykobakteria Lo o

stain if stain boils off.

vUbec nesSlo obarvit.

.V druhém kroku odbarvujeme f@%%x

’ 1] x - \\‘Q"\’*‘\
,Kyselym alkoholem®, coz je ;
smeés alkoholu s mineralni 4 Comtersint

for 30 seconds.

kyselinou, nejcasteji HCI
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-
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2 After slide has cooled 3 Stop decolorization
decolorize with action of acid-rinsing
acid-alcohel for briefly with water.

15 to 20 seconds.

N
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5 Rinse briefly with 6 Blot dry with
water to remove bibulous paper.
excess methylene Examine directly
blue. under oil immersion.

Ziehl-Neelsen acid-fast staining procedure

- Ve tretim kroku dobarvujeme pozadi, tj. vSe, co jsme ve druhém
kroku odbarvili. Dobarvujeme malachitovou zeleni nebo

metylenovou modri.

Vysledkem jsou cervené acidorezistentni tyCinky na modrém

nebo zeleném pozadi


http://www.spcollege.edu/hec/vt/VTDE/ATE2639LGS/images/image40.jpg

Ukol 1b: Mikroskopie mykobakterialni
Kultury




Ukol 2: kultivace mykobakterii,
aktinomycet a nokardii

Pred kultivaci musi byt provedeno moreni

Pouzivame tekutou ptidu Sulovu & Baniovu a
vajecné pudy Ogawovu i Lowenstein-Jenssenovu.

Dlouha generacni doba (>20 hod) - vysledky se
odecitaji po 3, 6 a pro jistotu i 9 tydnech kultivace.

- Aktinomycety —VLA, za anaerobnich podminek,
nokardie KA




K tekuté Sulové padé

e | pozitivhi zkumavka je na prvni
pohled Cira, protoze narust
mykobakterii je patrny jen u dna




Ukol 3: testy antituberkulotické o
citlivosti

Nelze pouzivat difuzni diskove testy
Antituberkulotika pridavame primo do kultivacni
pudy

Antituberkulotika jsou zvilastni latky, az na vyjimky
odlisné od antibiotik

Vzdy se uzivaji kombinace tfi Ci Ctyr: rychle totiz
vznikaji rezistence, navic néktera pusobi jen intra-
a jina zase extracelularne

Mykobakterium roste = je rezistentni
Mykobakterium neroste - je citlive



Test uvolneni interferonu gama oo
(Quantiferon® TB-GOLD)

* Moderni moznosti k ovéreni bunééné imunity je vySetreni
indukovaného uvolnovani interferonu gama, v praxi
se pouziva prakticky vyhradne komercné dostupny test
Quantiferon TB-GOLD, proto budeme dale hovorit jen o
nem

* Bylo prokazano, ze pri tuberkuloze, a to i latentni,
dochazi k tomu, ze tuberkul6zni antigeny aktivuji T-
lymfocyty a ty tvori velka mnozstvi interferonu gama

* Podobneé lze tyto T-lymfocyty aktivovat nespecificky napf.
takzvanym mitogenem, ten se proto pouziva jako
pozitivni kontrola



Quantiferon — tri zkumavky

* QOdebira se nesrazliva krev do tfi
zkumavek (potrebujeme lymfocyty!)

* prvni zkumavka obsahuje mitogen (MIT) — zde by
melo za normalnich okolnosti vzdy dojit ke stimulaci
tvorby interferonu gama

« druha zkumavka obsahuje antigeny TBC (TB) — zde
by meélo dojit ke stimulaci tvorby interferonu gama
pouze u infekce TBC

* treti zkumavka neobsahuje nic (NIL) — zde by za
normalnich okolnosti nemélo dochazet ke stimulaci
tvorby interferonu gama




Quantiferon — hodnoceni

e Za pozitivni Ize povazovat vysledek, kdy T-
lymfocyty reaguji na stimulaci antigenem
mykobakteria, avSak ve zkumavce NIL nedochazi k
tvorbe inferferonu

« 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



Ukol 6: Interpretace vysledku testu
Quantiferon TB Gold

Pomoci tabulky ve svem protokolu se pokuste
iInterpretovat nasledujici vysledky testu Quantiferon TB
Gold examination u Ctyf pacientu:

Anna:
Berta:
Cecll:
Dimos:

MIT = 4,8
MIT = 5,3
MIT =0,9
MIT = 8,4

TB=1,2
TB=4,8
TB=0,9
B =8,3

(vsechny hodnoty jsou uvedeny IU/ml)

NIL=1,1
NIL=2,1
NIL =0,8
NIL = 8,2



Ukol 11: mikroskopie vzorkti | ::

e Podezrelé kmeny jiz jsou obarveny podle
Grama

e Rozlisite bakterie podle tvaru a typu bunecne
steny. Pro vzajemné rozliseni musite
samozrejme pokracovat dal

e Anaerobni tyCinky jsou nekdy velice
ruznotvaré — v jednom preparatu najdete
utvary od vilaknitych az po prakticky kokovite



l]kOl 12a: Sroubovaci Juzaveér

Anaerostat Takowy
venu}N

vzduchotésné vicko

palladiovy kalalyzator
(pod viCkem)

konstrukce pro
ukladani Petriho misek

Generator anaerobidzy
(sacek s chemikaliemi)
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Ukol 2b

X
o
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O
o
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zdroj anaerobnich
plynt
prostor pro
vkladani misek

vstupy pro ruce
personalu




Ukol 13: Kultivace bakterii :

e Zjistete, kde co roste, a to co roste, popiste.

e V/Simnéte si, ze anaerobni bakterie rostou
casto v drobnych, nepravidelnych koloniich,
které maji nekdy vybezkaté okraje. Typicky je
pro ne také znacny zapach.

e Ukol 3a: Aerobni kultivace na krevnim agaru
umoznuje rust striktné aerobnich a fakultativné
anaerobnich bakterii. Kdyz tu tedy bakterie
neroste, avSak roste na anaerobnich pudach,
je to striktni anaerob.



Ukol 15 — testy antibiotické 3
citlivosti

e Antibioticka citlivost se u anaerobu urCuje na
pudach, na kterych jsou schopny rust, tj. nikoli
na MH agaru, ale zpravidla na VL krevnim
agaru

e Lékem volby u vétsiny anaerobu je opét
klasicky penicilin. Rezistentni je vsak rod
Bacteroides (rody Prevotella a Porphyromonas,
které se z ngj kdysi odstepily, jsou citlivé)



Ukol 16c: Imunochromatograficky | ::
prukaz toxinu C. difficile

e Imunochromatografické testy jsou zalozeny na
navazovani jednotlivych komponent, podobné
jako u reakci ELISA Ci a imunofluorescence

LI 4 LD a4

e Tyka se predevSim kmenu Clostridium difficile
produkujicich toxin.
V pozitivhim pripade je zpravidla viditelny prouzek
reakce i prouzek kontroly . V negativnim pripade je
viditelny pouze prouzek kontroly.



