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Uvod: Plivatka v boji proti TBC

V dobé prvni republiky
vyvinula spolecnost za
osobni angazovanosti
prezidenta Masaryka a
jeho ,Ligy proti
tuberkuloze” velke usili
v boji proti téeto nemoci.
Vyznamnou soucasti
byla osvéta, aby lide
neplivali na zem, ale
pouzivali plivatka.

www.bikupan.se



Prehled jednotlivych casti

Specifické vlastnosti acidorezistentnich bakterii

Klinicka charakteristika spiralnich bakterii

Mikrobiologicka charakteristika a dg. spirochet
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Pribéh prvni
e Honza jiz nekolik let védél, ze je
HIV pozitivni. Dobre vedel, ze je
mnohem zranitelnéjsi nez

ostatni lidé, ze ho kazda infekce
dostihne rychleji nez jiné

e Presto ho zaskocilo, ze
v posledni dobé zacal kaslat.
Jeho osetrujici lékari zkouseli
ruzné moznosti, az nakonec na
zakladé rentgenu, PCR vysetreni
a kultivacniho vysetreni dospéli
k nazoru, ze se jedna o miliarni s o/ mbericsssse
(zrnkovitou) formu tuberkulozy.




Vinikem zde bylo...

e Mycobacterium tuberculosis, i kdyz TBC muze
zpusobovat napriklad i Mycobacterium bovis.

e Zajimavosti tohoto mikroba je zaliba v zivoté uvnitr
bunek. S tim také souvisi skutecnost, ze na
mykobakteria se Spatné tvori protilatkova odpoved
(takze se neda prokazovat antigen ani protilatky) a ze
hlavni slovo ma bunécna imunita — i pri vakcinaci.

e Jelikoz pri HIV infekci je pravé bunécna imunita
postizena, je TBC jednou z oportunnich infekci.



Skutecny pribéh

19. zari 2007 15:17

Plzensti kriminalisté nasli muze, ktery ma zrejmé TBC. Lékari priznaky
nemoci identifikovali u sedmactyricetiletého Marcela Pfeifera
v pondéli, pacient jim slibil, ze prijde druhy den, ale uz se neobjevil.
Proto po ném bylo vyhlaseno patrani.

"Nemocny muz se dnes pohyboval po Slovanské tridé, v blizkosti

krizovatky s Liliovou ulici," uvedl mluvci plzenské policie Jaroslav
Ibehej.

Kriminalistim po zverejnéni patrani volala rada lidi. Posledni z nich
policisty skutecné navedl na misto, kde Pfeifer byl. Nyni ho ceka
prevoz do zdravotnického zarizeni v Janoveé na Rokycansku.

Tuberkuldoza je nebezpecné nakazlivée onemocnéni. Lécba pomalu se
rozvijejici nemoci je velmi zdlouhava. Po celou dobu je treba byt pod
dohledem odbornikda.

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

cen, iDNES.cz
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Tuberkuloza

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

e Pridalsi infekci vznika tzv. postprimarni TBC, ktera je
horsi. Zpravidla vznikne granulomatozni Utvar, ktery
pozdéji podléha kaseifikaci (,,zesyrovaténi”) a pak uz se
dale nezvétsuje. Paradoxné za vetsinu skod
v organismu muze reakce hostitelského organismu
(pozdni precitlivelost — vlastné druh alergie)

e Po letech se muze lozisko znovu aktivizovat, zejména
ve stari, pri podlomeni imunity, nebo i pri abuzu
alkoholu. Takovy ¢lovék muze byt velmi nebezpecny
pro své okoli.



Intracelularni mikroby

e Mycobacterium je sice €asto pritomno uvnitr
bunék, neni vsak obligatné intracelularnim
patogenem. Tim jsou naopak viry, a také
chlamydie a rickettsie. Prectéte si o nich
v bonusovém materialu!




Tuberkuloza
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Neni jen plicni
forma TBC

sitemaker.umich.edu (2x)

Tuberculosis Affects Many Parts of the Body
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http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Global_TB_incidence_2011.png

Estimated tuberculosis (TB) incidence rates, 2011
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http://pathology.mc.duke.edu

Tuberkulom mozku
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Dalsi zvlastnosti mykobakterii

e Jejich bunécna sténa je vysoce hydrofobni, jsou v ni
tzv. mykolové kyseliny. Témér se nebarvi podle
Grama, jsou nutna specialni barveni.

e Rostou pomalu, maji dlouhou generacni dobu, proto
jsou pro kultivaci nutné specialni pudy.

e Jsou velmi odolna k desinfekénim prostredkim. Nelze
pouzit prostredky spektra , A, proti béznym
bakteriim, je nutné ,T“ (proti TBC), pripadné ,,M*“
(proti atypickym mykobakteriim).

e Jsou téz odolnha k antimikrobialnim latkam.
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Pribéh druhy
e Pan Hassan zil v poustni casti Sudanu, zmitané
neustalymi valkami a nepokoji.

e \/ posledni dobée se od néj zacali odvracet i ti
pratelé, kteri jesté neuprchli ani nebyli
povrazdeéeni. Znetvoreni obliceje pana Hassan
bylo neklamnou znamkou, ze pan Hassan trpi
onemocnénim, které se v téechto zemeépisnych

A\ A4

Sirkach jeste stale vyskytuje az prilis casto.

e Nastésti se pan Hassan setkal s pracovniky jedné
nevladni organizace, kterym rovnéz byla
diagnodza jasna. Pomoci dapsonu se podarilo
panu Hassan pomaoci.




Vinikem je
e Mycobacterium leprae, mikrob jesté zvlastnéejsi
nez tuberkuldzni mykobakterium

e Puvodce nakazy objevil v roce 1873 norsky Iékar
Gerhard Henrik Armauer Hansen, proto byva
Mycobacterium leprae také oznacCovan jako

Hansenuv bacil.

e Jeho generacni doba je jesté vyrazneé delsi. In vitro
kultivace se podarila teprve nedavno a trvala cely
jeden rok (pro praxi nepouzitelné)




Mycobacterium leprae

e Nemoc casto probiha bez priznakd a neni prilis
nakazliva. Vyjimkou je kozni forma s vredy, ktera
nakazliva je. Obcas se vyvine destruktivni forma,
ktera napada Schwannovy bunky a makrofagy
v perifernich nervech. Znetvoruje oblicej i dalsi
casti téla.

e Zakladni lécba lepry neni draha, bohuzel
v zemich, kde se lepra vyskytuje, je i tato
pomeérneée nizka cena prilis vysoka

e Proto se problémem lepry zabyva rada nadaci,
nevladnich a charitativnich organizaci a podobneé.



Lepra

e Dlouha inkubacnidoba—-2, 3, 7 ... let

e Tuberkuloidni lepra

— Na kuzi necitlivé depigmentované skvrny, zdurele
periferni nervy ”

— Vyrazna celularni imunita
— Spontanni zhojeni
e Lepromatozni lepra

— Nedostatecna celularni imunita

— Dochazi ke splyvani a zdureni koznich lézi, oboci
vypadava, propada se nos, slepota, ztrata prstu




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




Pribeh treti

e Pan Pirana byl zurivym akvaristou. Posledni
mesic mel problem: musel do akvarii nofrit jen
levou ruku, protoze na pravé mél vred.

e Po vysetrovani byl jeho pripad uzavren jako
tzv. fish tank granuloma, béziny u akvaristu.

Podobna nemoc plavcu se nazyva swimming

oool granuloma.

e Puvodci jsou...



Atypicka mykobakteria

e Kromé M. tuberculosis a M. leprae existuje i
spousta dalsich mykobakterii. Néktera, napr.
Mycobacterium marinum, patri mezi tzv.
atypicka mykobakteria, ktera obcas zpusobuiji
infekce ran a jiné problémy.

e Nektera jina mykobakteria jsou nepatogenni a
jsou normalni soucasti lidskeé mlkroflory, napr
M. smegmatis. 4 *

http://www.microbeworld.org/component/jlibrary/view=artic|e&id=



Infekce M. marinum

http://www.nejm.org/doi/full/10.1056/ENEJMicm000083



P¥b&h Ctvrty

e Pani Pistélkova si uz delsi dobu hmatala pod
kuzi krku drobné utvary.

e Nedavno se stalo, ze jeden z téchto utvaru se
otevrel na povrch a v usti se objevil velmi

nusty, zluty pachnouci hnis. To uz pani

Pistelkovou donutilo zajit k Iékari.

e Lékari poslali hnis na mikrobiologické
vysetreni. Vysetreni trvalo dlouho, ale nakonec

se ukazalo, ze...




...jde o aktinomykodzu

tedy ze vinikem je Actinomyces sp.

http://en.wikipedia.org

Aktinomycety jsou vlaknité bakterie, v podstate
grampozitivni, ale barvi se Gramem Spatne, protoze jejich
bunécna sténa je hodné hydrofobni a obsahuje hodné
mykolovych kyselin.

Aktinomycety se bézné vyskytuji v ustni dutiné zdravych
osob. Odtud se za ruznych okolnosti mohou dostat do
mekkych tkani krku, tvare Ci hrudniku. Jsou to anaerobni
bakterie, Ci prinejmensim nejlépe rostou za anaerobnich
podminek.

Podobné aktinomycetam jsou nokardie, které jsou naopak
striktné aerobni. Jinak vsak maji hodné podobné
vlastnosti.
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pathmicro.med.sc.edu (3x)




pathmicro.med.sc.edu

Nokardioza




Nokardidza
mozku na CT

http://www.appliedradiology.com



Specifické vlastnosti
acidorezistentnich
bakterii



Acidorezistence a alkalirezistence

Aby mohly na néco pusobit kyseliny ¢i alkalie, musi to
,neco” byt hydrofilni, tedy komunikovat s vodnym
prostredim. Pro mykobakteria vSak tohle neplati.

Nejsme tedy schopni je kyselinami Ci alkaliemi nicit.

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

Totiz: vétsina barviv je také hydrofilnich, a tudiz se
mykobakteria i Spatné 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
nerovnomerne a spatne.




Co z toho vyplyva pro klinika?

e Pokud klinik posle vzorek (sputum, moc, hnis
Ci cokoli jiného) ,,na bakteriologickou
kultivaci, nemuze ocCekavat, ze vysetreni
odhali pripadnou pritomnost mykobakterii.

e Chce-li klinik zjistit, zda ma pacient TBC, musi
poslat vzorek zvlast a na privodce vyrazné
oznacit, ze ma byt vysetren kultivacneé Ci
pomoci PCR na tuberkulozu. V tom pripadé
laborator provede prislusné procedury.



Diagnostika
acidorezistentnich
bakterii



Jak patrat po mykobakteriich

e Mikroskopie: Pouziva se Ziehl-Neelsenovo a fluorescencni
barveni

e Kultivace: Pouziva se specialnich pud, pricemz vlastni
kultivaci predchazi moreni, obvykle louhem. Cilem
moreni je usmrtit ostatni bakterie, které by pri svém
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mykobakteria moreni snadno preziji.

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

e Biochemickeé rozliseni: je mozné, je vsak vyhrazeno
specializovanym laboratorim

e Pokus na zvireti: obcCas se pouziva morce
e PCR diagnostika: stale dulezitéjsi



Defilé zloCincu:
Mycobacterium tuberculosis




Postup barveni dle Ziehl-Neelsena

V prvnim kroku barvime karbolfuchsinem (Gabbetem) za
horka az do vystupu par. Bez zahtivani by mykobakteria neslo obarvit,
leda pri pouziti koncentrovanéjsiho karbolfuchsinu (modifikace podle Kinyouna).
V druhém kroku odbarvujeme cca 15 s ,kyselym alkoholem®,
coz je smeés alkoholu s mineralni kyselinou, nejcastéji
kyselinou chlorovodikovou, poté oplachneme vodou

Ve tretim kroku dobarvujeme pozadi, tj. vSe, co jsme ve
druhém kroku odbarvili. Dobarvujeme cca 30 s

nebo metylénovou modri. Opét oplachneme, osusime a
pozorujeme imerzi.

Vysledkem jsou Cervené acidorezistentni tyCinky na modrém
nebo pozadi



Varianta s

Ziehl-Neelsenovo barveni vodni lazn
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Cover smear with 2 After slide has cooled Stop decolorization
carbolfuchsin.Steam decolorize with action of acid-rinsing
over boiling water for 8 acid-alkcohol for briefly with water.
minutes. additional 15 to 20 seconds.

stain if stain boils off.
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Counterstain with Rinse briefly with 6 Blot dry with
methylene blue water to remove bibulous paper.
for 30 seconds. excess methylene Examine directhy
blue. under cil immersion.

Ziehl-Neelsen acid-fast staining procedure

www.spjc.edu



Ziehl-Neelsenovo barveni

http://es.wikipedia.org/wiki/Archivo:Mycobacterium_tuberculosis_Ziehl-Neelsen_stain_02.jpg



Zajimavosti je,
ze Ziehl-
Neelsenovo
barveni lze
pouzit i pro
skupinu
parazitu, tzv.
strevni kokcidie
(kryptosporidia
a cyklospory).

Kryptosporodia

http://www.scientificdevice.com/intl_produ
ct_pages/icryptosporidium_stains.htm




Kultivace mykobakterii

Pred kultivaci musi byt provedeno moreni.

PouZivame tekutou pldu Sulovu ¢&i Banifovu a vaje¢né
pudy Ogawovu Ci Lowenstein-Jenssenovu. Vajecné pudy
jsou tuhé vzhledem ke koagulaci vajecného bilku —
neobsahuiji agar.

| pevné pudy se nalévaji do zkumavek a uzaviraji zatkou.
Neni to jen kvuli ohrozeni personalu, ale predevsim kvuli
vyschnuti pudy.

Vysledky se odecitaji po 1 (kontrola kontaminace) 3, 6 a
pro jistotu i 9 tydnech kultivace. (Pozitivni vysledky se
obvykle nachazeji po Sesti tydnech).



Vzhled kolonii mykobakterii

http://www.stockmedicalart.com/




K tekuté Sulové ptidé

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

“ jak to trefnée
oznacila studentka J. H. ©)

(Poznamka: Bordel pripadne
muze byt i bily)




Testy antituberkuloticke citlivosti
(nikoli antibioticke!)

e Antituberkulotika jsou zvlastni latky, az na vyjimky
odlisné od antibiotik.

e Vzdy se uzivaji kombinace tri Ci ctyr: rychle totiz
vznikaji rezistence, navic néktera pusobi jen intra- a
jina zase extracelularné.

e Nelze pouzivat difuzni diskoveé testy.

e Antituberkulotika proto pridavame primo do (pevné)
kultivacni pudy. Pridame kontrolu rustu.

e Mykobakterium roste = je rezistentni
e Mykobakterium neroste = je citlivé



Prehled bézné uzivanych antituberkulotik

Antituberkulotikum | Zkratka | | e
o e -
Isoniazid H, INH Ny
Ethambutol E B
Rifampicin R -~ 4
Pyrazinamid Z L W ]

Streptomycin S, STM

Tuberkulodzni jatra

, v \\;
pokusného morcete F

Vénovala dr. Jana Svobodova a dr. Lev
Mezensky




PCR v diagnostice TBC

1, 2, 3,4 = pacienti

5 = pozitivni kontrola
6 = negativni kontrola
7 = ladder (Zebricek)

horni radek = prouzek
vzorku (c)

dolni = IC (b)

PCR je metodou, ktera se
v diagnostice TBC pouziva
vice nez v diagnostice
jinych bakterii. Je to proto,
ze diagnostiku vyrazné
urychluje, pricemz u TBC
prilis nehrozi riziko
kontaminace z prostredi.

Mikrobiologicky ustav



PCR kit pro diagnostiku TBC
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http://www.cinnagen.com



Neprimy prukaz TBC

e Nejdulezitéjsim typem imunity u TBC je bunécna
imunita. Tvorba protilatek se vyskytuje, ale
meritelna mnozstvi jsou pritomna jen u casti
pripadu.

e Pozitivni nalez protilatek lze povazovat za
znamku infekce, zato vSak negativni nalez ma
minimalni informacni hodnotu.

e Bunecnou imunitu lze testovat:
— koznim (tuberkulinovym) testem, =zvlasté po
vakcinaci

— testem uvolnovani IFN-gama (reakce pacientovych
bunék na antigenni vyzvu)



Kozni testy (Mantoux)

e Pouzivaji se pro ovéreni ucinnosti ockovani, ale
také k prukazu pripadné latentni infekce (i kdyz
spise jsou uz nahrazeny testem produkce IFN
gama).

e Na testy je potreba cely pacient, nejde tedy o
laboratorni test. Test provadéji
dermatovenerologicka Ci jina specializovana
pracoviste. V posledni dobé se opousti a
nahrazuji nasledujicim typem testu

e Pozitivni jsou tyto testy v pripade, ze je
aktivovana bunécna imunita; jde vlastné o jisty
typ opozdéné alergie.



Test uvolnéni interferonu gama
(Quantiferon® TB-GOLD)

e Moderni moznosti k ovéreni bunécné imunity je
vysetreni indukovaného uvolnovani interferonu
gama, v praxi se pouziva prakticky vyhradné
komercné dostupny test Quantiferon TB-GOLD.

e Bylo prokazano, ze pri tuberkuldze, a to i
latentni, dochazi k tomu, ze tuberkulozni
antigeny aktivuji T-lymfocyty a ty tvori velka
mnozstvi interferonu gama.

e Podobneé Ize tyto T-lymfocyty aktivovat

nespecificky napr. takzvanym mitogenem, ten se
proto pouziva jako pozitivni kontrola.



Quantiferon — tri zkumavky

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

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

e Druha zkumavka obsahuje antigeny TBC (TB) — zde by
melo dojit ke stimulaci tvorby interferonu gama
pouze u infekce TBC.

e Treti zkumavka neobsahuje nic (NIL) — zde by za
normalnich okolnosti nemeélo dochazet ke stimulaci
tvorby interferonu gama.



Quantiferon — hodnoceni

e Koncentrace interferonu se meri metodou ELISA.

e Za pozitivni lze povazovat vysledek, kdy T-lymfocyty
reaguji na stimulaci antigenem mykobakteria, avsak
ve zkumavce neobsahujici nic nedochazi k tvorbé
interferonu.

e 7a negativni lze povazovat vysledek, kdy T-lymfocyty
reaguji na stimulaci mitogenem, ale nereaguji na
stimulaci antigenem mykobakteria.

e Neurcity vysledek se objevi (1) v pripade, ze T-
lymfocyty nejsou aktivovany ani mitogenem, nebo
naopak (2) se tvorba interferonu objevi i ve
zkumavce, kde nic nebylo.



Priklad hodnoceni*

NIL
[TU/ml]

> 8,0

TB minus NIL
[TU/ml]
<0,35
20,35

a < 25% hodnoty
NIL

20,35a225%
hodnoty NIL

<0,35

20,35a<25%
hodnoty NIL

libovolna
hodnota

MIT minus
NIL [IU/ml]

libovolna
hodnota

<0,5
<0,5

libovolna
hodnota

*muUze se liSit u
jednotlivych typu testu

Vysledné
hodnoceni
testu

Negativni

Pozitivni

Neurcity

Pritomnost infekce
M. tuberculosis

Nepravdé-
podobna

Pravdépodobna

Nelze urcit



Quantiferon — zasady odbéru

Uchovavat prazdné odbérové zkumavky dusledné pri
4-25°C.
Odebrat spravny objem krve (3 x 1 ml).

Po odbéru opakovanym obracenim zkumavky dostat
do kontaktu vzorek krve s lyofilizovanymi antigeny
pritomnymi na vnitfnim povrchu zkumavky.

Zkumavky po odbéru uchovavat pri teploté 17-27 °C.

Vzorek dopravit do laboratore k dalsSimu zpracovani co
nejdrive, nejpozdéji 16 hodin po odbéru.



Mikroskopie nokardii a
aktinomycet

o Castelné rezistentni aktinomycety a nokardie se
dle Grama barvi, i kdyz spatné. Jsou take
pleomorfni (rdznotvaré).

e Obé jsou typické vetvenymi vlakny, ktera se barvi
grampozitivne, ackoli nékteré casti vlaken se
mohou jevit gramnegativné nebo mohou zustat
zcela nezbarvené.

e Nékdy se v mikroskopii také mohou objevit
kratké (kokoidni) formy.



Actmomyces israelii




www2.mf.uni-lj.si

http://www.nocardia.it



Kultivace nokardii a aktinomycet

http://filebox.vt.edu

e | kdyz jsou oba rody
v mnohém podobné, jedno
se lisi: nokardie jsou
striktne aerobni,
aktinomycety rostou za
anaerobnich podminek

e Popiste kolonie na KA a ,
krevnim VL agaru. V&imnéte
si, které bakterie rostou za
aerobnich podminek a
které za anaerobnich




Citlivost nokardii a aktinomycet na
antibiotika

e 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.

e U nokardiozy se v Iécbé pouziva ko-trimoxazol,
pripadné ampicilin ¢i makrolidy.

e U aktinomykdzy se pouziva penicilin,
popripadé doxycyklin a dalsi antibiotika.



Diagnostika lepry leprominovym
testem

e Pasovec devitipasy (anglicky nine banded
armadillo)

e Je nezbytny pri vyrobé leprominu

e Tato latka je pouzivana v leprominovém testu,
ktery je obdobou tuberkulinového testu u TBC

http://www.1-

costaricalink.com/costa_rica_fauna/nine_banded_arma
dillo.htm




Logo jednoho
kongresu o TBC

P



Klinicka
charakteristika
spiralnich
bakterii



Pribéh prvni

e Ruzence Flekové naskakaly po téle ruzové skvrny.
Vzpomnéla si, ze by to mohla byt... No ano, to by
odpovidalo, pred nékolika tydny byla na tabore a
nekolikrat béhem tabora méla kliste.

e Obvodni lekar ji poslal na détskou infekcni
kliniku, kde zkusena infekcionistka potvrdila, ze
opravdu s nejvetsi pravdepodobnosti jde o to, co
si myslela Ruzenka. Pro jistotu jesté odebrala
sérum na prukaz protilatek...



www.med.sc.edu

www.borrelia.de |



Erythema migrans

e Toto je obrazek erythema migrans studenta M. M., ktery
laskave souhlasil s vyuzitim ve vyuce




http://www.pasteur.fr

Vinikem byla

Borrelia afzelii, jedna z borrelii, vyvolavajicich Lymeskou
nemoc a patricich do druhu Borrelia burgdorferi sensu lato
(=, v Sirsim slova smyslu®)

Tento druh ,v SirSim slova smyslu“ se rozpada na radu
genomospecies. Nejvyznamnejsi jsou B. garinii, B. afzelii a
B. burgdorferi sensu stricto

Zatimco v USA se vyskytuje zejména treti z onéch borrelii a
typické jsou kloubni priznaky, v Evropé jsou castejsi prvni
dvé borrelie a typicka je neuroborrelioza

Kromeé lymeské nemoci vyvolavaji borrelie (jiné druhy)
navratnou horecku (B. duttoni, B. recurrentis)



Borrelia burgdorferi




http://www.presse.uni-wuppertal.de

Lymeska nemoc —
Z00NnO0za,
prenasena klistaty

www.med.sc.edu
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http://medinfo.ufl.edu




Pribeh druhy (vymysleny, ale zaklad
vychazi ze skutecného pribéhu)

e Kdyz Lou zjistila, ze ,pernik” opravdu potrebuje, a
cim dal vic, nebylo pro ni daleko k rozhodnuti
vydélavat si vlastnim télem. Konec koncu, sex
mela vzdycky rada.

e Kdyz si zakaznik priplatil, vyspala se s nim i bez
kondomu, brala prece antikoncepci a samotné ji
to vic vyhovovalo...

e Pak se ale zamilovala a rozhodla se mit dite.
Vysadila antikoncepci a byla celd stastna, Helmut
bude urcité ten pravy otec...



Pribéh druhy — pokracovani

e Atak tedy Lou byla tehotna. Zaroven si ale nasla
viedy na genitaliich a gynekolozka ji odebrala krev
na serologickeé vysetreni. To vyslo pozitivni. Lou
odmitla interrupci ze zdravotnich divodu, jednak se
na vse prislo dost pozdé, jednak touha po ditéti byla
silnéjsi.

e Lou byla |écena, bohuzel nevhodné zvolenym
antibiotikem. Dité se narodilo nemocné a po dvou
tydnech zemrelo na sekundarni klebsielovou sepsi



WWW.primer.ru

Vinikem zde bylo

Treponema pallidum ssp. pallidum, puvodce syfilis (lues,
prijice)

Syfilis je klasicka pohlavni nemoc. Prenasi se vyhradné
sexualné. Jde ovsem o systémové onemocnéni —

v pokrocilych stadiich postihuje celé télo postizeného
cloveka (gummata, disekce aorty, neurolues, psychickeé
priznaky)

Nekteré poddruhy T. pallidum a néktera jina treponemata
zpusobuji jing, jinak prenasené choroby (framboesie —
yaws, T. pertenue)

Néktera treponemata zpusobuji oralni infekce (T. denticola
— vztah k parodontitidé), nebo jsou i nepatogenni

¥



Gramaticka poznamka

e Treponema je slovo reckého puvodu. V rectiné je
stfredniho rodu a lezi vedle slov jako je aroma,
magma, sperma, smegma, miasma.

e Ovsem soucasnost slovo Treponema (ale i treba
slovo plasma) rozkolisala, a proto se Casto pouziva i
zensky rod (ta Treponema)

— Slovencina urobila vSetkym historickym reminiscenciam
dbérazny koniec, a preto vsetky tieto slova su v slovencine

zenského rodu.



Treponema
pallidum




www.geocities.com

Chancre

PRIMARY (inale or female genitalha)

Syslemic
dissemination

"

SECONDARY

Lymphadenopathy
Rash: palms, soles

Latency 1=30 yr _
Faralytic dementia

! Aorlic aneurysm
TERTIARY Aortic insufficiency
Tabes dorsalis
Gummas (widespread)




primarni syfilis
(,Sankr”)

uhavax.hartford.edu (2x)

Prabeh syfilis

sekundarni
syfilis




syfilis

Liver

Brain '
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The organisms spread to
various organs causing
lesions or gummas

www.common-place.org www.nlm.nih.gov FADAM.



Syfilis
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Yaws (framboesie)




Ledvina postizena
prislusnou chorobou

Pribéh treti
Pan Krysarik byl pracovnikem firmy KVAK
(Kocourkovské vodovody a kanalizace, a. s.)

Jeho dennim chlebem byla udrzba kanalu. Nebylo

<kanalu, ktery by neznal. Znal i zvyky potkanu, mél

je docela rad a rozumeél si s nimi.

Pfesto jednou doslo mezi nim a vudcem tlupy
potkanu k jakémusi nedorozumeéni a pan Krysarik
byl kousnut do lytka

Netrvalo dlouho, a pan Krysarik lezel se zloutenkou
a krvacivymi stavy v nemocnici...




Tohle sice neni pan Krysarik, ale jeden
jeho venezuelsky kolega s podobnym
osudem

http://www.ceniap.gov.ve



Vinikem je...

Leptospira interrogans ser. Icterohemorrhagiae

Drive se jednotlivé serovary leptospir povazovaly za
samostatné druhy, nyni se vSechny patogenni povazuji za
soucast druhu Leptospira interrogans (druhy druh
Leptospira biflexa je nepatogenni)

Priznaky mohou byt rizné, od ,,chripkotyfovych” priznakut
serovaru Grippotyphosa (blatacka horecka) az po Zloutenku
a krvacivé stavy (Weilova choroba, jako u pana Krysarika)
serovaru Ictero-hemorragiae. (Tyhle dva serovary se daji
celkem logicky zapamatovat, tak kdyz ne jiné, tak si hledte
zapamatovat aspon je ©)
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Mikrobiologicka
charakteristika a
diagnhostika
spirochet



www.wadsworth.org

Spirochety

e Borrelie (ale také treponemata a leptospiry) jo
spirochety, tedy spiralni bakterie.

e Jejich bunécna sténa je blizka gramnegativni, ale
podle Grama se nebarvi uz proto, ze jsou hrozné
tenoucké. Mikroskopovat je lze pouze pomoci
zastinu, fazoveho kontrastu, fluorescence anebo
imunofluorescence (coz neni totéz!)

e Spirochéty se obtizné kultivuji
— (borrelie a leptospiry lze kultivovat ve specialnich
médiich)
— T. pallidum nelze v podminkach in vitro kultivovat



Treponet
pallidut

http://www.revoptom.com



Treponemata: jak patrat primo

Primy prukaz se déla zridka uz proto, ze malokdy je co
odebrat. Jen pokud ma pacient(ka) zrovna tvrdy vred, lze
proveést seskrab z néj.

Mikroskopie: Pouziva se nativni preparat — zastin.
Zvlastnosti je, ze ac jde o nativni preparat, pouziva se
imerze (treponemata jsou velmi subtilni). Mimo to Ize
provést fluorescencni barveni

Kultivace ani biochemicka identifikace se nepouzivaji
Prukaz antigenu lze provést primou IMF

Pokus na zvireti: Existuje tzv. RIT — Rabbit infectivity test
(test infekCnosti na kralikovi)

PCR diagnostika se stava ¢im dal dulezitéjsi. Zde je vyjimka
— kromé seskrabu z viedu lze posilat i plnou krev, i kdyz
vytéznost vysetreni je mensi.






Primy prukaz syfilis — prehled
RIT — Rabbit infectivity test. Z etickych duvodu i

z duvodu pracnosti se pouziti RIT minimalizuje.

Zastin — hledaji se zarici treponemata na tmavém
pozadi

Prima IMF — dalsi, avsak pracna prima metoda
PCR —izkrve



New Zealand Rabbit uzivany k RIT

www.rockinjawrabbits.com




« *anglicky dark field,

Zasti nova mikros kopletohoangncky

Mikrobiologicky dstav Pouze paprsky lomicige na preparatu _ Zé‘Sti”‘?Vé
. $ dopadaji do oka pozorova;ele A proto rr.nkrosk.op|e ,,darllf
ako pozorovatele vidi #emné pole* se field microscopy
. zar|C|m( i) objektem(-y) ¥

£

’ '

http://www.jic.ac.uk/microscopy/more/T5_2.htm



Poznamky k mikroskopii

Setkdvame se s rUznymi typy mikroskopie:

Nativni preparaty — pouziva se kryci sklicko, nefixuje se,
nepouziva se vetsinou imerzni systém

Barvené preparaty — fixuje se, po obarveni se zpravidla
prohlizi imerzi

Zastinova mikroskopie — jde o zvlastni pripad nativniho
preparatu; vétsinou se vsak pouziva imerzni systém
Fluorescencni mikroskopie; pokud je fluorescencnim
barvivem znacCena protilatka Ci antigen, nejde o

fluorescenci jako takovou, ale o imunofluorescenci; ta uz je
kombinaci mikroskopie a serologie

Vice najdete v bonusovem materialu
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Treponemata: jak patrat neprimo

e Pouzivaji se netreponemove testy, kde antigenem
je zpravidla kardiolipin z hovézich srdci, a

treponemove testy, kde antigen je ziskan opravdu
z Treponema pallidum

e Diagnostika se sklada ze screeningu a konfirmace.
Konfirmuje se vse, co ve screeningu vyslo pozitivni
Ci aspon hranicni, a dokonce i to, co bylo negativni,
je-li divod.

e Screeningove se zpravidla pouzije jeden
netreponemovy a jeden treponemovy test

e Konfirmace se provadi pomoci velmi spolehlivych
treponemovych testu



V oV Y/

Prehled nejdulezitéjSich neprimych

testu na lues

Historicky BWR — Bordet Wassermann E

Screeningove RRR — Rapid Reagin Test ¢/ RPR "
nebo VDRL test

TPHA/TPPA* =

Konfirmacni ELISA -§

FTA-ABS (nepr. imunofluor.) %

5.

Western Blotting

Historicky, popr.
superkonfirmace

TPIT (Treponema Pallidum Imobilizacni
Test) = Nelson

*TPHA — Tr. pasivni hemaglutinaéni test
TPPA — dtto, misto krvinek polyceluléza




RRR a TPHA

e U RRR je pozitivni dulek se zakalem (vypada
podobné jako pozitivni kontrola). Panelem je
treba prilis netrepat a nenaklanét.

e TPHA: Jde o aglutinaci na nosicich — Cervenych
krvinkach. Brambore podobny utvar je
pozitivni, tecka negativni



TPHA — pripomenuti

@Um

Pozitivni — vznika aglutinat, pri pohledu shora
chuchvalec nepravidelného tvaru

Negativni — krvinky (u TPPA polycelulozové Castice)
klesaji na dno a vytvareji denzni pravidelnou
kulatou tecku pri pohledu shora




Pripomenuti
TPHA “ (Mikrobiologicky ustav) = -

Pozitivni kontrola (rizna mira pozitivity)

Negativni kontrola

Pacienti (1, 2, 3)

Technické dulky

Kontrola

Vlastni reakce

VSsimnéte si, ze mame 1) pozitivni kontroly, 2) negativni
kontrolv 3) negativni kontrolv k iednotlivvm dualkim



RRR — hodnoceni: zakal = pozitivni,

neni zakal = negativni

TPHA — hodnoceni:

Mikrobiologicky ustav




Indikace ke konfirmaci

e Screeningove reakce se délaji pri kazdém testovani
na syfilis (v€etné napt. téhotnych, u kterych vubec
nikdo nepredpoklada, ze by meély byt pozitivni).
Screeningove reakce se zpravidla provadeji jen
kvalitativneé Ci semikvantitativné (i kdyz
kvantitativni provedeni by nebyl problém)

e Indikaci ke konfirmaci je:

— jakykoli pozitivni ¢i alespon hranicni vysledek reakce
RRR a/nebo TPHA, NEBO

— pritomnost suspektnich lézi na téle, nebo anamnéza
rizikového sexualniho styku — zde i v pripadé negativity
obou reakci



ELISA, Western blot a PCR
v diaghostice spirochet

Jak ELISA, tak i Western blotting a PCR jsou u spirochet

pouzivany podobné jako u jinych mikrobu — viz témata JO8
a JO9 v jarnim semestrul.

Pozitivni jsou pacienti s hodnotami absorbance vyssimi
nez dana hodnota (CAL — kalibracni dulek, cut off a
podobné)

Prukaz 1gG a IgM je zasadni, pouha pozitivita IgG znamena
jen dukaz prodélané infekce.

PCR se pouziva v diagnostice syfilis i Lymeské nemoci.
Obvykle je pozitivni dfive, nez prukazy protilatek



Borrelie — prubéh patrani

Predevsim sérologie, popr. PCR.

Sérologii se stanovuji IgM (svédci pro casnou infekci) a IgG
protilatky metodou ELISA, pozitivni nalez se ovéruje
Western blotem.

Western blot je specifictéjsi metodou.

Pri podezreni na neuroborreliézu stanovujeme syntézu
intrathekalnich protilatek

Primy prukaz - PCR vySetrovanym -—-’" Ry -
materidlem je zejména likvor y & %\i :
f e <

idsc.nih.go.jp



Borrelie — prubéh patrani, Western blot

e V soucCasné dobé automatizované systémy
— hodnoceni vysledkl prostrednictvim skeneru a vhodného

softwaru
R = W | £
W
| ' wiwwaom ||

p75 —
p 62 -
p 60

p 50

p 43 —_—
p 35 e
p 28 —_—
p16 _

EUROIMMUN Anti-Borrelia-afzelii

WESTERNBLOT

Auswerte-Schablone / Evaluation matrix
Ch.-B. / Batch No.: S040722BK-45

Mikrobiologicky ustav

Sablona pro odetitani vysledkl Western blotu



Leptospiry — prubéh patrani

e V prvnich 10 dnech infekce je mozny primy prukaz
z krve, moci nebo likvoru

e Pozdéji uz jen z modi (az 3 mésice)
— Mikroskopie v zastinu (viz jarni semestr) malo citliva

e Kultivace ve specialnim médiu (Korthoffovo),
vysledek je nejisty

e Prukaz antigenu v moci s pouzitim monoklonalnich
protilatek (dot ELISA)

e Metoda PCR prukaz leptospirové DNA v krvi, moci
nebo likvoru



www.ucmp.berkeley.edu

Leptospira
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Diagnostika
leptospir

e Mikroskopicky
prukaz leptospir

LEPTOSPIRY

!




. 0] v / s s
Leptospiry — prubeh patrani
e Neprimy prukaz
— zaklad laboratorni diagnostiky
— tyden od zacatku infekce lze prokazat protilatky
— mikroskopicky aglutinacni test (MAT, MAL)
e antigen zivé kmeny nejcastéjsich sérotypu leptospir
e vysledek se hodnoti v zastinu
e protilatky pritomny — shlukovani az lyza leptospir
e cca. po 14 dnech se odebira druhy vzorek séra
e signifikantni je Ctyrnasobny vzestup titru protilatek

e MAT lIze doplnit prukazem IgM ELISou

e Komercné dostupné jsou i dalsi testy napr.
aglutinacni



Dalsi diagnostické moznosti u leptospir

( I atexova, a gl utl na Ce) 4x www.thailabonline.com

ElRALIN
Negative Positive







Rickettsie a
chlamydie

Rickettsie a chlamydie nejsou acidorezistentni bakterie,
s mykobakteriemi maji spoleCnou jen intracelularitu. Treba
vam vsak tento bonusovy material poslouzi u zkousky...






inclusions with elementary bodies.
(Giemsa stain)

Chlamydie

www.roche.com

: Y _
{Foto: Prof. Eiko Petersen, Universitét Freiburg/Brsg.)

Povinné nitrobunécni parazité.

Jsou to presto bakterie, v mnohém blizké
gramnegativnim.

Od plnohodnotné bakterie se lisi predevsim
neschopnosti vyrobit ATP, maji ale bunécnou sténu.

Rod Chlamydia pomérné nedavno rozdélen na rody
Chlamydia a Chlamydophila.



/info.fujita-hu.ac.jp

www.uni-duesseldorf.de




Chlamydia trachomatis

®* onemocneni zavisi na serotypu:
e Serotypy L1, L2,La2al3

— vyvolavaji tropickou pohlavni nemoc -
lymphogranuloma venereum.

e Serotypy D az K

— zpusobuji pohlavné prenosna onemocnéni ve
vyspélych zemich

— Casto bez priznak

— mozné zanéty ruznych ¢asti pohlavniho Ustroji

— mozna neplodnost

— mohou téz zpusobit zanéty spojivky — paratrachom

www.medimix.hu




Chlamydia trachomatis

e Serotypy A, B,BaaC
— zpusobuji trachom — nejcastéjsi pricinu slepoty
vV rozvojovych zemich

— postizen témer kazdy desaty obyvatel zemeéekoule
(tj. asi pul miliardy lidit)

— zacina jako zanét spojivek
— slepota prichazi béhem 25-30 let

— prenos dotykem a nespecifickymi prenaseci
(mouchy)






Trachom

e

...J."l' i

http://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Image:Trachoma.jpg
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Chlamydophila pneumoniae

e predevsim onemocneéni dychacich cest
e od rym a zanétu dutin az po zanéty plic

Chlamydophila psittaci

e ptaci nemoc — ornitoza

e zavaznejsi papousci nemoc — psitakoza

e dulezité je postizeni dychacich cest i jinych organd,
napr. jater

* na chlamydie pomérné odolné, mozny prenos i
trusem ptaku



Schematic of Dr. Stratton’s Theorized Course of
Chlamydia pneumoniae Infection and Spread to

Multiple Organ Systems

I. Respiratory system:
Initial source of Cpn Bronchitis
Pneumonia
Sinusitis
Laryngitis

Il. Infected macrophages
and neutrophils carry Cpn
from lungs into the blood
stream:

www.cpnhelp.org



. Circulating infected immune cells
infect filter organs become EB factories:

www.cpnhelp.org



IV. EB’s also set up shop
in small blood vessels (get
stuck in capillary beds)
and are carried by red
blocd cells into other
tissues.

www.cpnhelp.org



V. Vascular infection then
further infects bone

marrow cells, which now
produce infected and
dysfunctional immune
cells (white cells,
macrophages, etc.), and
other organs:

Hesult:
MNeutropenka, low MK cells, infected macrophages,

dysfunctional immune cells; lowered immune function;
lowered organ functions, eoc

www.cpnhelp.org



Chovani chlamydii
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Elementary body

. Intermediate body

Reticulate body

e nechaji se pohltit hostitelskou bunkou
® vV ni se namnozi

e pak jsou z bunky vypuzeny nebo ji rozlozi



Odebirané vzorky u chlamvdii

i9.photobucket.com

e U neprimého prukazu samozrejmeé sérum

e U primého prukazu plicnich chlamydioz
sputum, pripadne jiny vhodny material (napr.
bronchoalveolarni lavaz)

e U urogenitalnich chlamydiéz napr. vyter
z cervixu na suchém tamponu (protoze se

zpravidla pouziva prukaz antigenu nebo PCR,
ne kultivace)



Diagnhostika chlamydii

Mikroskopie s pouzitim specialnich barviv je mozn3,
ale bézné se neprovadi

Gramem se nebarvi
Pro kultivaci nutné specialni odbérové médium

Kultivace na bunécénych kulturach jako u vird. Pozoruiji
se bunécné inkluze

Vyznamny je prukaz antigenu, napr. ELISA
Neprimy prukaz: KFR a ELISA

Genetické metody: genova sonda, PCR, LCR
Lécba

Tetracykliny, makrolidy
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Zakladni charakteristika rickettsii

e Podobneée jako chlamydie odebiraji
z hostitelskych bunék ATP a navic i jiné ziviny.

e Jsou rovnéz povinneé nitrobunécnymi parazity

e Pri vyzkumu rickettsii prispel badatel Stanislaus
Prowazek z Jindrichova Hradce.

e Nekteré druhy, drive povazované za pribuzné
rickettsii, se dnes za pribuzné nepovazuji,
dokonce nejde o povinné nitrobunécné
parazity. Vsechny jsou to ale drobné, obtizné
kultivovatelné bakterie.



Klinicka charakteristika a prenos

e Zpusobuji ruzné choroby, casto horecnaté (viz
dale), Casto prenasené clenovci.

Lécba
e Pouzivaji se zpravidla tetracykliny a jejich derivaty.
To plati pro naprostou vetsinu z nich.

e U Bartonella bacilliformis se pouziva spise penicilin
a streptomycin.



Jak je to tedy s tou pribuznosti (aneb
Taxonomie)

e Rad Rickettsiales byl rozdélen:
— Celed Rickettsiaceae — rody Rickettsia a Orientia

— Celed Anaplsmataceae — rody Anaplasma,
Erhlichia, Neorickettsia, Wolbachia

e Do radu Rickettsiales dnes jiz nepatri:

— Coxiella (samotna Celed Coxiellaceae v radu
Legiolellales, tedy k legionelam)

— Bartonella (Celed Bartonellaceae v radu
Rhizobiales). Do rodu Bartonella patri i bakterie,
drive razené do rodu Rochalimea



Rickettsia

e Jsou to malé kokobacily velké 0,2 az 0,5 um
e Barvi se napr. dle Giemsy
e Prenasecem jsou klistata, vsi a blechy

e Onemocnéni se vyskytovalo i u nas, napr. za valek;
nékteré rickettsiozy se i dnes vyskytuji v Evropé,
vetsina vsak spise v tropech a subtropech, zejména
v Africe a Latinské Americe

e Rozlisuje se skupina skvrnitych horecek a skupina
skvrnitého tyfu (tyfovych horecek)



Rickettsie skvrnitych horecek

e Pfenos klistaty
e Cesky také , purpurové horecky”

e Prikladem je horecka Skalistych hor (také Rocky
Mountains spotted fever, RMSP; jejim pUvodcem
je Rickettsia rickettsii), dale Stredozemni,
Astrachanska Ci Africka skvrnita (ruzné dalsi druhy
rickettsii)

e Existuje i Rickettsia slovaca, ktera zpusobuje
onemocnheéni s horeckou priskvary ve vlasaté casti
hlavy. Vyskytuje se mj. na Slovensku

e Rickettsia akari zpusobuje tzv. ricktettsiové
nestovice
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Rocky Mountain Spotted Fever
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Rickettsie tyfovych horecek

e Prenos satnimi vesmi a blechami

e Projevuji se opéet horeckou a vyrazkou

e Klasicky je skvrnity tyfus, zpUsobeny Rickettsia
prowazekii. Oba badatelé, kteri mu dali jméno,
na nej zemreli

e Po prodélani muze mikrob pretrvavat
v endotelialnich bunkach a po letech muze
vzniknout mirnéjsi Brillova-Zinsserova nemoc

e Existuje také endemicky tyfus (téz mysi tyfus),
zpusobeny Rickettsia typhi




Flea 40x

Prenasec

www.shoarns.com




Orientia

e Jedinym druhem je Orientia tsutsugamushi
(drive Rickettsia tsutsugamushi)

e /pusobuje krovinny tyfus, nazyvany téz
japonska ricni horecka Ci horecka cucugamusi
(cucuga = onemocnéni, musi = rozto€; prenos
roztoci)

e \/yznam onemocneéni vzrost| za Il. svetové
valky a za valky ve Vietnamu

e \/lyskytuje se hlavné ve vychodni a
jihovychodni Asii
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Prowazek
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Stanislaus Prowazek (1875-1915)

e "Nikdo nem(Ze vyjadrit minéni o povaze viru jen na zdkladé experimentu, tak, jak se
v nynéjSi dobé stava se dogmatem."

e Mikrobiolog a zoolog a objevitel plivodce skvrnitého tyfu
se narodil v Jindfichové Hradci v rodiné dlstojnika rakouské armady dne 12.
listopadu 1875. Studoval na prirodovédecké fakulté v Praze a ve Vidni. Jeho
doktorska prace zaujala Paula Ehrlicha (pozdéjsiho drzitele Nobelovy ceny). A
tak se Prowazek stal jeho asistentem. Postupné se stava nadeéji némecké
medicinské parazitologie. Prowazek se stava vedoucim protozoologické
laboratore Institutu pro tropické choroby v Hamburgu. Dalsi osudy této
erudované osobnosti jsou spojeny se skvrnitym tyfem, typickou valecnou
chorobou. Za tou se Prowazek v roce 1913 vypravuje do Srbska. Prowazek v
chotébuzském zajateckém lagru studoval nad mikroskopem tyfovy material
nemocnych zajatcd. Toto studium se mu stalo osudnym. Podobné jako Ricketts
i on se nakazil skvrnitym tyfem a dne 17. unora 1915 zemfrel.

e 99 www.quido.cz/osobnosti/images/prowazek.gif



Anaplasma phagocytophilum

e Casto je z praktickych ddvod{ pGvodce Fazen
mezi ehrlichie. Vyskytuje se v Evropé i USA.

e Zpusobuje nemoc zvanou HGE (human
granulocytar ehrlichiosis).

e Priznaky jsou horecka, bolesti hlavy a svalu.

e Onemocnéni prenaseji klistata, nékdy se
novori o klistové ehrlichioze, po borelidze a
listové encefalitidé je to treti nejvyznamnéjsi
lisStové onemocnéni u nas.




Ehrlichie (ostatni)

e Ehrlichia chafeensis se vyskytuje prevazne v USA.
Zpusobuje nemoc zvanou HME (human monocytar
ehrlichiosis); nevolnost, horecka, bolest hlavy a dalsi.

e Ehrlichia ewingii se také vyskytuje v USA. zpusobuje
tzv. Ewingovu ehrlichiozu (bolest hlavy, horecka,
hlavné oslabeni pacienti).

e Pribuzna Neorickettsia sennetsu se vyskytuje ve
vychodni Asii a zpusobuje horecku sennetsu. Na
rozdil od ostatnich ji neprendseji klistata, cloveék se
nakazi pozrenim syrovych ryb (japonské susi).



Coxiella burnetii

e Je to drobna G- tycinka (1 x 0,3 um), ale barvi se
spise dle Giemsy Ci Gimenéze.

e /pusobuje takzvanou Q-horecku, poprvé popsanou
1937 v Australii.

e Jde o akutni horecnaté onemocnéni s atypickou
pneumonii nebo chronickou infekci s endokarditidou.
Muze postihnout i jatra ¢i mozkové blany.

e Vyskytuje se ve vsech svétadilech. Zdrojem jsou
hlodavci, prenasec¢em klistata.



Bartonella

e Jsou to G- tycCinky, barvi se vsak lépe Giemsou.
Jsou jen fakultativné intracelularni.

e Jsou dokonce schopny rust na krevnim nebo
cokoladovém agaru, musi ale mit 10 % CO, a
vyrostou az za 5 az 42 dni. Proto je i u nich
podobna diagnostika jako u ostatnich.

e Mohou prezivat v erytrocytech, coz je chrani
pred imunitni odpovédi i antibiotiky.



Jednotlivé druhy 1

e Bartonella quintana (drive Rochalimea) je
puvodcem volynské ¢i zakopové horecky,
znamé z |. svétové valky. Dnes muze byt
problémem u bezdomovcl, narkomanu (i
alkoholiku. Jde o horecku s bolestmi.

e Bartonella hensellae zpUsobuje tzv. bacilarni
angiomatozu (poruseni kuze a wvnitrnich
organu) a nekteré pripady nemoci z kociciho
skrabnuti (dalsi ma na svedomi Afipia felis).



Jednotlivé druhy 2

e Bartonella bacilliformis je puvodcem horecky Oroya.
Smrtnost horecky Oroya je az 40 %. Vyskytuje se
hlavné v Jizni Americe.

e Pri horeCce, ale i v pripade, kdy horecka neni
pritomna, je také mozny vyskyt tzv. peruanskych
bradavic (verruca peruviana).

e Jeden peruansky student mediciny chtél dokazat, ze
peruanské bradavice zpusobuje mikrob. Naockoval se
materidalem z bradavice a zemrel na horecku Oroya.
Ta se po ném jmenuje také Carrionova choroba.



Diagnostika rickettsii a dalSich druhu

se provadi jen ve vyclenénych laboratorich za zvlast
prisnych bezpecnostnich opatreni

Mikroskopie se zpravidla neprovadi

Kultivace na zloutkovém vaku nebo bunécnych
kulturach

Antigenni analyza imunofluorescenci
PCR
Neprimy prukaz KFR, aglutinaci a imunofluorescenci

U neékterych rickettsii funguje zkrizena aglutinace -
protilatky reaguji s O antigeny nékterych nepohyblivych
kmenuU Protea (tzv. Weil-Felixova reakce)



Konec bonusového materialu
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BONUS: Rozsirené povidani o
mikroskopii bakterii

Bakterie jsou dobre viditelné v elektronovém
mikroskopu, v praxi se nevyuziva

V optickém mikroskopu jsou viditelné mizerné. Lépe
je vidime, pokud se pohybuiji

Nemuzeme vsak spoléhat na pohyblivost bakterii.
Zviditelnime je proto jinak: fixujeme je a obarvime
nékterou z barvicich metod

Svétlolomné bakterie, zejména spirochety, s vyvhodou
pozorujeme pomoci zastinové mikroskopie



Priprava preparatu

e Pro zdarné mikroskopovani je nutno pripravit
kvalitni preparat.

e Preparat je nutno pripravit tak, aby byly bakterie i
ostatni objekty dobre viditelné. Natér nesmi byt
prilis ridky, pfrilis husty, pri fixaci se nesmi spalit (ale
ani nedostatecné fixovat) aj. U nativniho preparatu
vcetné zastinové mikroskopie je treba zachovat
mikroorganismy zivotaschopné.

e Spatné pfipraveny natér obsahuje riizné artefakty
(krystaly barviva, necistoty...) — ty se mohou
vyskytnout ovsem i v natéru pripraveném spravneé



Casti mikroskopu — dopadaijici svétlo

e Svétlo prochazi ze zdroje svéetla pres kolektor a kondenzor.
Kvalitu a mnozstvi paprskd ovliviiuje
— intenzita napéti zdroje svétla
— irisova clona kolektoru (v dolni ¢asti mikroskopu)
— nastaveni vysky kondenzoru
— nastaveni clony kondenzoru (apertura)

e Vyska kondenzoru se obvykle nastavi pri zaclonéni.
V jednom okamziku okraj clony prestane byt modry a zaCne
byt Cerveny — to je ten spravny moment. Pak se clona zase
rozevre.

e Je také treba dbat na spravné centrovani obrazu. Pri
centrovani se pouzivaji dva drobné sroubky, které jsou
z boku na kondenzoru ve vzajemném uhlu 90°



Kondenzor u normalni a
zastinové mikroskopie

e U normalniho mikroskopu je cilem
kondenzoru pouze soustredit paprsky tak, aby
idedlnim zpusobem a v idedlnim mnozstvi
dopadaly na preparat

e U zastinové mikroskopie je kondenzor
uzpusoben specialné tak, aby paprsky
dopadaly zesSikma. Paprsky, které by byly
rovnobézné s optickou osou, jsou pritom
zaclonény clonou.



/Zvetsovaci optika

e V mikrobiologii pouzivame zpravidla binokularni
mikroskop s vyjimatelnymi okulary zvétSujicimi 10x

e Objektivy se pouzivaji 4%, 10x, 20%, 40x, 60x a imerzni
objektiv zvetsujici 100x. ,Imerzni“ znamena, ze mezi
preparat a objektiv se kapne imerzni olej, jehoz index

eVvVvVvV/

e Kazdy objektiv je u novéjsich mikroskopU opatren nejen
cislem zvetseni, ale také Cislem, které informuje, na
jakou hodnotu ma byt pri jeho pouziji upravena clona
kondenzoru



Zaostrovani a vlastni mikroskopie

e Aniz bychom se divali do okularu, priblizime
makrosroubem preparat k objektivu na co nejtésnéjsi
vzdalenost

e Nyni, jiz pod kontrolou zraku preparat opatrné
oddalujeme, nejdrive makrosroubem, pak i mikrosroubem,
az se dostaneme na prislusnou hladinu ostrosti

e V nékterych pripadech (hlavné u nativnich preparatt) neni
jedna hladina ostrosti, ale je nutno stale preostrovat na
,dno“ a ,hladinu prostoru vyplnéného tekutinou. To je
obtiznéjsi, nez mikroskopovat jednu rovinu (u fixovanych a
barvenych preparatu)




Specialni mikroskopické techniky

Mikroskopie v zastinu — pouziva se u svetlolomnych
objektu (napr. spirochet). Na objekt dopadaji
paprsky zesikma a do oka dopadnou POUZE ty, které
se na nem zlomi

— Anglicky se ji fika ,, darkfield microscopy” — mikroskopie

v temném poli. Pozadi je tmavé, bakterie svéetla
Mikroskopie ve fazovém kontrastu vyuziva fazovy
posun paprsku

Fluorescencni mikroskopie jako takova by se
neméla zaménovat s imunofluorescenci (u klasické
fluorescencni mikroskopie nejde vubec o reakci
antigenu s protilatkou)



Cisténi mikroskopu

e Po kazdém pouziti imerzniho oleje je nutno ocistit
objektiv gazou s alkoholéterem (méné vhodny, lec
pouzitelny, je benzin)

e Obcas je nutno ocistit i neimerzni objektivy,
zejména pokud jsou potrisnény napr. olejem

e Pri potrisnéni je také nutno otrit mikroskopicky
stolek, zde staci Ctverecek bunicité vaty
s benzinem. Necistota Casto ulpiva pod zarizenim
pro uchyceni sklicka, proto je nékdy nutno tuto
cast odmontovat a vycistit.



