Spirochety

Stihlé, pohyblivé, ohebné, vinici se,
gramnegativni bakterie
Charakteristicky tvar ve tvaru vyvrtky
(Sroubovity)

Mohou byt aerobni, anaerobni nebo
fakultativné anaerobni

Patogenni spirochety patfi do3 rodu:
Treponema, Borrelia a Leptospira




Syfilis — etiologie a prenos

Spirocheta Treponema pallidum (tenka, spiralovita (0,1 az
0,5 x 5 az 20 um), gramnegativni bakterie

Na kazdém konci ma 3 periplasmaticka biciky.
Tyto spirochety nerostou v bezbunécnych kulturach

Jsou prilis tenké na to, aby byly viditelné pod svételnym
mikroskopem po barveni podle Grama nebo Giemsy, ale je
mozné je pozorovat pomoci mikroskopie v tmavém poli
nebo fluorescencni mikroskopie

Poznamka: pribuzny poddruh T. pallidum subsp. endemicum zpusobuje
endemickou syfilis (bejel); poddruh T. pallidum subsp. pertenue zpUlsobuje
yaws; a T. carateum zpUsobuje pintu. Bejel, yaws a pinta jsou nepo pohlavné
prenosna onemocneni




Faktory virulence

Klasické faktory virulence obecné nejsou
Zznamy

Proteiny vnéjsi membrany podporuji adherenci
< hostitelskym bunkam

Hyaluronidaza muze usnadnovat perivaskularni
infiltraci

Destrukce tkaneé je primarné dusledkem
imunitni reakce hostitele na infekci




Svfilis - patogeneze

pUvodce pronika do organismu drobnymi odérkami (kuze,
sliznice)

lokalni pomalé mnozeni — infiltrace loziska plazmatickymi
bunkami a makrofagy (endarteritida)

inkubacni doba — 3 tydny

stadia

1. primarni (kozni lIéze — tvrdy vied /chancre/nebolestivy)

2. sekundarni (kozni projevy se Sifi po téle — vyrazka, papilomim
podobné |éze v anogenitalni Ci ustni oblasti — condylomata lata)

3. terciarni — pozdni faze (postizeni muze zahrnovat jakékoli
tkane, dochazi k lokalnimu mnozeni a destrukci tkane — arteritida,
demence, slepota; v kostech Ci kiizi se mohou vyskytovat
granulomatoézni loziska /gumata/)

Poznamka: ne vsichni pacienti projdou vsemi stadii; po 1. a 2.
stadiu pacienti obvykle zustavaji bez priznakl onemocnéni




Syfilis — kongenitalni

eNitrodélozni infekce mohou vést k zavaznému
onemocnéni plodu, které muze vyustit v latentni infekci,
multiorganové malformace nebo smrt plodu.

eTreponema pallidum je silny biologicky teratogen!!!

eVétsina infikovanych novorozencu se rodi bez klinickych
priznakll onemocnéni; ndsledné se vsak rozviji rinitida, po
niz nasleduje rozsahly makulopapularni exantém s
olupovanim kuze. U neléCenych déti, které preziji
pocatecni fazi onemocneéni, se casto vyskytuji malformace

zubu a kosti, slepota, hluchota a kardiovaskularni syfilis.




Syfilis — kongenitalni

eNejvyssi teratogenni potencial — tedy nejvyssi riziko
vertikalniho prenosu a zavaznych nasledku pro vyvoj — vykazuje
onemocnéni v primarnim Ci sekundarnim stadiu syfilis a v
pripade, ze k infekci dojde béhem prvniho nebo druhého
trimestru téhotenstvi (mira prenosu 60—100 %).

Shrnuti

eCasna infekce (1./2. trimestr): katastrofalni nasledky pro
vyvoj, napf. fulminantni forma vrozené syfilis, zavazné
abnormality kosti, hepatosplenomegalie nebo nitrodélozni
umrti plodu.

*Pozdni infekce (3. trimestr): Ackoli mira prenosu zustava u
nelécené matky velmi vysoka, plod se Casto rodi bez priznakd,
jelikoz organogeneze je jiz dokoncena. Bez |éCby se vsak
priznaky rozvinou po narozeni.




Syfilis — primarni stadium




Syfilis — sekundarni stadium
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1. Primarni stadium

¢ Inkubacni doba: priznaky se objevuji 10 az 90 dni po nakaze.

e Priznaky: V misté vstupu infekce (genitalie, konecnik nebo Usta) vznika
tuhy, okrouhly a obvykle nebolestivy vied, tzv. tvrdy $ankr. Casto dochazi
ke zdureni okolnich lymfatickych uzlin.

e Infek€nost: vysoce nakazlivé; vied se béhem 3 az 6 tydnl sam zahoiji,
avsak bez |écby infekce pretrvava.

2. Sekundarni stadium

e Pribéh: zac¢ind nékolik tydnu az mésicl po vymizeni primarniho viedu
(Sankru).

e Pfiznaky: Casto se objevuje nesvédiva vyrazka, zahrnujici
charakteristické hrubé, cervenohnédé skvrny na dlanich a ploskach
nohou. Mezi dalsi priznaky patfi viedy na sliznicich, horecka, bolest v
krku, lozZiskova ztrata vlast a Unava.

e Infekénost: V této fazi je onemocnéni vysoce nakazlivé. Priznaky
nakonec bez léCby odezni.




3. Latentni stadium

e Nasleduje po sekundarnim stadiu a muze trvat roky.

e Priznaky: Nejsou pritomny zadné viditelné znamky ani priznaky, avsak
bakterie v téle pretrvavaji v klidovém stavu. Onemocnéni Ize odhalit pouze
pomoci sérologickych testa.

e Infekénost: Obecné neni prenosné béznym kontaktem, ackoli tehotné
zeny mohou stale prenést vrozenou syfilis na plod. Priznaky casem vymizi i
bez lécby.

4. Terciarni (pozdni) stadium

e Rozviji se 1 az vice nez 30 let po prvotni nakaze, pokud onemocnéni neni
|éceno.

* Priznaky: zpUsobuje zavainé a zZivot ohroZujici poskozeni vnitfnich
orgdnd, vcetné mozku, nervy, oci, srdce a cév (kardiovaskularni syfilis a
neurosyfilis), a také vznik destruktivnich tkanovych lozisek zvanych gumata.
e Infekcnost: V tomto stadiu obvykle neni prenosné na sexualni partnery,
avsak predstavuje extrémni riziko pro zdravi.




Pozdni kardiovaskularni komplikace nelécené syfilidy, ktera
zpusobuje zanét, oslabeni a pripadné vyduti (aneurysma)
hlavni tepny.

e e | =" A
Obr. vlevo: Utvar na predni sténé hrudniku; vpravo: transtorakalni
echokardiografie znazornujici zavaznou aneuryzmatickou dilataci
oblouku aorty a extraluminalni aneuryzmaticky vak
(pseudoaneuryzma) s uzkym krckem, pricemz prutok je ohranicen
utvarem, ktery se jevi jako trombus (zdroj: Rev Port Cardiol.

2015;34(11):691.e1-691.e4).

Poznamka: Infekce bakterii Treponema pallidum zplsobuje poskozeni cév predevsim prostfednictvim
obliterujici endarteritidy, aktivace endotelu a naruseni hematoencefalické bariéry.



Syfilis — terciarni stadium




Mikrobiologicka diagnhostika - mikroskopie

e Diagnozu primarniho, sekundarniho nebo vrozeného
syfilis 1ze rychle stanovit vysetfrenim exsudatu z koznich
lézi v zorném poli s temnym pozadim.

T) Elsevier. Murray: Medical Microbiology 5e - www.studentconsult.comy




Fluorescencni microscopie — prukaz Ag

e spirochetes do not survive transport to the laboratory,
and tissue debris can be mistaken for spirochetes.
Material collected from oral and rectal lesions should not
be examined because nonpathogenic spirochetes can
contaminate the specimen. A more useful test for
detecting T. pallidum is the direct fluorescent antibody

test

D) Elsevier. Murray: Medical Microbiology 5e - www.studentconsult. comy




Serologie, netreponemové testy

eNetreponemoveé testy stanovuiji protilatky tridy IgG a IgM
(oznaCované takeé jako reaginy). Antigenem pouzivanym v téchto
testech je kardiolipin, ktery se ziskava z hovéziho srdce. Mezi
nejCastéji vyuzivané testy patri test VDRL (Venereal Disease Research
Laboratory) a test RPR (Rapid Plasma Reagin).

Fig. Positivni kardiolipinovy test (aglutinace)




Serologie, treponemove testy

e Mezi nejCastéji pouzivaneé testy patri test absorpce fluorescencnich
treponemovych protilatek (FTA-ABS), coz je nepfimy
imunofluorescencni test. Jako antigen slouzi T. pallidum imobilizované
na sklenénych podloznich sklickach. Na sklicko se nanasi sérum
pacienta, které bylo predem smichano s extraktem z nepatogennich
treponem. K detekci pritomnosti specifickych protilatek v séru pacienta
se nasledné pridavaji antihumanni protilatky znacené fluoresceinem.

eDalsim testem je aglutinacni test s casticemi a T. pallidum (TP-PA). TP-
PA je mikrotitracni aglutinacni test, pri némz se zelatinové castice
senzibilizované antigeny T. pallidum misi s rGznymi redénimi séra
pacienta. V pripadeé pritomnosti protilatek dochazi k aglutinaci castic. V
posledni dobé byla vyvinuta rada specifickych enzymovych imunoanalyz
(EIA), které vykazuiji citlivost a specificitu srovnatelnou s testy FTA-ABS a
TP-PA.




Laboratory dg — serology, treponemal tests

eMezi nejCastéji pouzivaneé testy patri test absorpce fluorescencnich
treponemovych protilatek (FTA-ABS).

Postup:

1. Redéni sér pacient( (protilatky) a
naneseni na podlozni sklicko s fixovanym
antigenem Positivni vysledek
2. Pridani protilatek proti lidskym

imunoglobulinlim znacenych

fluorochromem

3. Pozorovani pomoci fluorescencniho
mikroskopu http://www.medmicro.info




Serology, treponemoveé testy

eTest aglutinace séra pacienta s antigenem Treponema pallidum (TP-PA).
Test TP-PA je mikrotitraéni aglutinaéni test. Castice Zelatiny (nebo
erytrocyty v pripadé testu TPHA) senzibilizované antigeny Treponema
pallidum se smichaji s fedénym sérem pacienta. Jsou-li pritomny
protilatky, dochazi k aglutinaci castic. V posledni dobé byla vyvinuta rada
specifickych enzymovych imunoanalyz (EIA), které vykazuiji citlivost a
specificitu sr

TPHA test

http://www.medmicro.info



Lécba, prevence, kontrola

el ékem prvni volby je penicilin.

*Pro Casna stadia se pouziva benzathin-penicilin s prodlouzenym
ucinkem.

*Pro lécbu vrozené a pozdni formy syfilis se doporucuje penicilin
G.

eJako alternativni antibiotika pro pacienty alergické na penicilin
Ize pouzit tetracyklin a doxycyklin. K |écbé neurosyfilis |ze pouzit
vyhradné penicilin; pacienti s alergii na penicilin proto musi
podstoupit desenzibilizaci. Totéz plati pro téhotné zeny, ktere by
nemely byt lécCeny tetracykliny. Vzhledem k tomu, ze nejsou k
dispozici ochranné vakciny, lze syfilis zvladat pouze uplatnovanim
zasad bezpecného sexu a duslednym vyhledavanim i |écbou
sexualnich partnerl osob s prokazanou infekci.




N ey PV

4 Lymska borelidza

/ii;phk‘

Tento snimek zachycuje spirochetu Borrelia burgdorferi v zorném poli mikroskopu s
temnym polem; vzorek pochazi z laboratorni kultury tohoto organismu. Mikroskopie v
temném poli umoznuje zviditelnéni téchto tésné stoCenych spiralovitych bakterii, které se
Spatné barvi béznymi bakteridlnimi barvivy (Nelson, American Society for Microbiology).




Borelioza - historie

* 1764 — reverend Walker (Skotsko) poprvé popsal
erythema migrans (EM) a prenasece — klisté

* 1883 — acrodermatitis chronica atrophicans (zanét kuze
na akralnich ¢astech téla — napt. prstech, projevujici se
ztencenou modravou kuzi); némecky dermatolog
Buchwald, Vratislav (Breslau)

* 1909 — svédsky dermatolog Afzelius popsal priznaky EM

* 1976, Steere — epidemicka artritida, Lymeska nemoc
(Connecticut, USA); prokazana infekéni povaha, puvodce
neznamy

* 1981 — plivodce popsan Burgdorferem (Svycarsko)




Taxonomie a vlastnosti Borrelia burgdorferi

* Skupina - Spirochety

* spiralovity tvar (4—15 zavitu), gramnegativni,
rozmeéry 0,2-0,5 x 5— 30 um

* pohyblivost — rotace kolem osy, pohyb
pripominajici vyvrtku

* generacni doba: 7-20 h

* morfologie
- amorfni povrchova vrstva (S)
- periplazmaticky prostor (3—8 biciku)
- maly linearni chromozom (cca 1000 kb)

- plazmidy: 17-21 linearnich nebo kruhovych (nesou geny
napf. pro povrchové proteiny OspA a OspB)




Morfologie
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2012. 66:349-70).



Apikalni morfologie bunky Borellia
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Plivodce lymské borelidzy

* Borrelia burgdorferi sensu stricto (Casto USA, Evropa) —
prevazne postizen pohybovy aparat

* Borrelia burgdorferi sensu lato
- Borrelia afzelii (Evropa, Asie...), nejcastéji postizena kuze
- Borrelia garinii (Evropa, Asie...), nejcastéji postizen nervovy
systém

* Infekce prenasena klistaty: 30—-50 % pacient( (Celed Ixodidae —
l. ricinus, I. persulcatus— vychodni Evropa, Asie; I. scapularis—
USA)

|zolovana rovnéz z jinych klistat a krev sajiciho hmyzu.

Pozndmka: V Ceské republice mirné pfevazuje Borrelia afzelii nad Borrelia garinii, a
to jak v populaci infikovanych klistat, tak v klinickych nalezech. Mytus, ze
lymeskou borelidzu prenaseji komari, byl rozsahlymi studiemi definitivné
vyvracen. Vyzkum potvrdil, Ze komardm rodu Culex chybi biologicka schopnost
tuto bakterii prenaset.




Ixodes ricinus — zivotni cyklus

Zleva: larva (6 nohou), nymfa (8 nohou), dospélec (8 nohou) — samice (vakovity
Utvar, ktery po pfrisati zvétsi svlij objem az stondsobné oproti puvodni hmotnosti),
dospélec — samec (zdroj: Stanek, Lancet, 2012, 379:461)



Cyklus klistéte

* Vyvoj trva primérné 2 roky; v kazdém vyvojovém stadiu
saje krev pouze jednou (na jiném hostiteli):

* vajicka — kladena na jare (nebo na podzim), stadium larvy
trva 6—8 tydnu

* larvy — 0,8 mm, Sedozluté, saji 3—6 dni, hostiteli jsou
hlodavci

* nymfy — 2. rok, 1,2 mm, saji 3—6 dni (napr. jezci, veverky,
ptaci...)

* dospélci (imaga) — po 3 mésicich; samec 2,5 mm, samice
4 mm; saji krev (napr. na vysoké zveéri); po pareni a sani
krve (6—14 dni) nasleduje po 8-30 dnech kladeni vajicek
(2.000 kusi)




Cyklus B. burgdorferi sensu lato genomospecies
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Vektor (Ixodes ricinus species komplex)
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Distribuce infekce

Lymeska borrelidza je endemicka v mirnych zemépisnych sirkach severni
polokoule.



Stadia infekce

Casné

1. stadium

erytema migrans (EM)
priznaky podobnée
chripce
lymfadenitida

2. stadium

akutni neuroborreliéza
kardiologickeé prizna
lymfocytom

Pozdni

3. stadium

chronicka
neuroborelioza
chronicka artritida
acrodermatitis chronica
atrophicans




Material a diagnostika

erytema migrans — microbiological diagnostics
are not performed

CSF, blood, joint punction, other tissue — PCR
(culture low sensitivity)

microscopy — dark-field (tick analysis), electron
microscopy (clinical material after concentration
using centrifugation — plasma, puncture, CSF)




Serologie

* Nejvyznamnéjsi pro diagnostiku, detekci IgM a 1gG (3—-6
tydnU po infekci, Casné IgM)

* Antigeny — celobunécné, rekombinantni; obvykle se
vyuziva metoda ELISA

* Neprima imunofluorescence (IFA) — subjektivni
interpretace

* Western blot — nejvyssi specificita, mél by potvrdit
pozitivni vysledky metody ELISA




Terapie

V zavislosti na stadiu a symptomatologii, obvykle 14-21 dni

Index protilatek (Al): porovnani hladin protilatek v mozkomisnim
moku a v krvi (s vyuzitim parového vzorku séra). Tento vypocet
slouzi k detekci intratekalni syntézy protilatek, coz znamena, ze
protilatky jsou aktivneé vytvareny primo v centralnim nervovém
systému, a nikoli pouze prestupuji z krve pres
hematoencefalickou bariéru.

akutni, mirné neurologické a kardiologické priznaky — muzi, zeny
(netéhotné) a starsi déti (> 8 let): tetracykliny (tetracyklin,
doxycyklin)

deti, téehotné zeny — amoxicilin nebo penicilin

alternativy — makrolidy (napf. azithromycin)




Terapie

Pozdni neurologické stadium, zavazna artritida nebo
zavazneé kardialni pfiznaky — PNC G i.v. nebo ceftriaxon

doxycyklin — akutni stadium, prevence prechodu do
chronického stadia

amoxicilin — téhotné a kojici zeny, déti do 8 let
azitromycin — kojici zeny

ceftriaxon (cefalosporin 3. generace) — vyborny prunik

do mozkomisniho moku a synovialni tekutiny (i.v. 1x
denné)

PNC G — megadavky (2. a 3. stadium); nevyhody: riziko
alergizace, flebitida, slaby prunik pres
hematoencefalickou bariéru




Borrelia reccurentis

Plivodce navratné horecky (nékolik cyklli zotaveni
nasledovanych relapsem, zpusobenym schopnosti
menit povrchové proteinové antigeny)

Patogeneze — obvykle epidemické onemocnéni
prenasené z cloveka na cloveka satnimi vesmi
(rozvojové zeme); pri absenci |écby dosahuje
smrtnost az 30 %

Priznaky — inkubaéni doba 3—-10 dni, febrilni faze
(spirochety v krvi) — nahly nastup vysoké horecky,
bolest hlavy, bolest svallii; nasleduje zotaveni
trvajici 4-10 dni a poté recidiva (az 10 opakovani) s
klesajici zavaznosti




Borrelia reccurentis

* Diagnosis

Giemsa stained spirochetes in the blood during
febrile stage

* Treatment
tetracyclin, macrolides, penicillin

Prevention — by protecting against lice, no vaccine
Is available




Leptospira interrogans

Pavodce leptospirdozy (Weilovy choroby),
celosvetovy vyskyt

Citliva na vyschnuti a siroké spektrum dezinfekcnich
prostredku

Epidemiologie a patogeneze

Zoonodza; k nahodné nakaze lidi dochazi predevsim
prostrednictvim vody nebo potravin
kontaminovanych zvireci moci; vyskyt ve vyspélych
zemich je velmi nizky

Vstupni brana — drobné odérky ¢i spojivka, ale i
neporusenad kuze, kterou dokazou leptospiry aktivné
proniknout




Leptospira interrogans

Klinicky vyznam

1-2 tydny po infekci — spirochety v krvi,
horecka, priznaky po tydnu ustupuiji, bifazicky
prubéh onemocnéni, opétovny vyskyt spirochet
— invaze do jater, ledvin a CNS, zpusobujici
Zloutenku, krvaceni, nekrozu tkani a/nebo
aseptickou meningitidu (druhé stadium -3 a
vice tydnu) (Umrtnost az 10 %).




Microbiologicka diagnostika

Testovani v pocatecni fazi (prvni tyden)

e PCR: Tato metoda funguje nejlépe béhem prvnich 5 az 7 dn(
onemocneéni a vyuziva vzorek krve nebo moci. Je rychla a presna v
obdobi, nez si télo vytvori protilatky.

e Hemokultura: Muze potvrdit infekci, avSak proces trva dlouho a

vysledky jsou malokdy k dispozici dostatecné brzy na to, aby pomohly
pri pocatecni [éCbé.)

Testovani v pozdeéjsi fazi (od 2. tydne)

e MAT (mikroskopicky aglutinacni test): Metoda predstavujici ,,zlaty
standard”, ktera méri hladinu protilatek v krvi smichanim vaseho séra s
zivymi bakteriemi. Testuji se dva vzorky odebrané s odstupem neékolika
tydnu, aby bylo moZné sledovat pripadny vzestup hladiny protilatek.

e |gM ELISA: BéZny screeningovy test, ktery rychle zjiStuje pfitomnost
specifickych protilatek bojujicich proti infekci. Provadi se snadno, avsak
pozitivni vysledky obvykle vyzaduji potvrzeni testem MAT, protoze se
mohou vyskytnout falesné pozitivni nalezy.




Terapie

Rychlé zahajeni antibiotické terapie prizplisobené zavaznosti. Lehka

forma leptospirozy

Perordlni antibiotika: Standardni |é¢ba zahrnuje podavani doxycyklinu (po
dobu priblizné jednoho tydne).

Alternativy: Pokud neni doxycyklin vhodny, pouzivaji se peroralni pripravky
jako amoxicilin, ampicilin nebo azithromycin.

Specifické skupiny pacientli: U déti a téhotnych Zen prednost maji
alternativy, jako je amoxicilin nebo azithromycin.

Zavazna forma leptospirozy

Intravenozni (i.v.) lécba: Zavazné pripady provazené organovou dysfunkci
nebo Weilovym syndromem vyzaduji hospitalizaci a podavani penicilinu G
Ci ceftriaxonu nitrozilné po dobu priblizné jednoho tydne. Mezi alternativy
patri intravenozni podani ampicilinu nebo meropenemu.

Podplirna lécba: Uprava rovnovahy tekutin a elektrolytl, mechanicka
ventilace Setfici plice nebo nahrada funkce ledvin (dialyza) pfi akutnim
poskozeni ledvin.




Prevence a profylaxe

eChemoprofylaxe: Peroralni podavani
[doxycyklinu] jednou tydné muze zabranit infekci
pri kratkodobém vystaveni vysokému riziku nakazy.
eObecna bezpecnostni opatreni: Vyhybejte se
kontaktu s potencialné kontaminovanou vodou,
pudou a zvireci moci.




Mycobakteria




Proc acido-alkohol rezistentni?

Rezistentni k odbarveni kyselym
alkoholem

4

Acido-rezitentni bakterie




Biologickeé viastnosti

* tycCinkovity
* netvorici spory
e aerobni

* saprofyticke nebo patogenni druhy
(zpUsobuji chronicka onemocneéni —
léze typu infekcniho granulomu)




Bunéecna sténa bohata na lipidy

Elsevier. Murray: Medical Microbiology Se - www.studentconsult.com

Struktura bunécné stény mykobakterii. Mezi jednotlivé slozky patfi (A) plazmaticka
membrana, (B) peptidoglykany, (C) arabinogalaktan, (D) lipoarabinomannan
zakonCeny mannosou, (E) proteiny asociované s plazmatickou membranou a
bunécnou sténou, (F) mykolové kyseliny a (G) povrchové glykolipidové molekuly
asociované s mykolovymi kyselinami.(Redrawn from Karakousis et al: Cell Microbiol
6:105-116, 2004.)




Jiné biologicke viastnosti

acidorezistence

pomaly rust

odolnost vuci detergentum
odolnost vuci vétsiné antibiotik
antigenita

shlukovani




Proteiny bunécné stény

» ziskané z M. tuberculosis (purifikované
proteinové derivaty neboli PPD, tuberkulin)

e pouzivané pro kozni testy k mereni expozice
vuci M. tuberculosis




Clasifikace mykobakterii

Patogenita
e striktni - M. tuberculosis, M. bovis, M. leprae
* obyvkle - e.g. M. avium complex
* nékdy - e.g. M. xenopi




Rist mykobakter

* pomaly rust — tydny ¢i mésice
* nékteré rychly rist — dny

e kultivacni média

- agary (napr. vajeCcné médium
Lowenstein-Jensen)

- bujény (napt. SulGv bujon)

1 4

Kultura M. tuberculosis
vypéstovana ze sputa pacienta
na ptidé podle Lé6wensteina-
Jensena (doba kultivace 2
mésice) (https://www.google.com/search)



M. avium

M. avium
(Lowenstein-Jensen medium)

@ Dept. Med. Microbiol., ZMFm:ulty of Medicine
Charles University, Pragne



M. kansasii

M. Kansasid (photochromogenic)
(Lowenstein-Jensen medium)

@ Dept. Med. Microbiel., fﬂFaj:ulty of Medicine
Charles University, Prague



Barveni Ziehl-Neelsena

emetoda znama také jako barveni na
acidorezistentni bakterieNeelsen (1854—1894)

Postup

e]. Prekryt preparat karbolfuchsinem a barvit 2
minuty za soucasného zahrivani parou

e2. Odbarvit preparat smesi kyseliny
chlorovodikové a ethanolu

3. Dobarvit methylenovou modri (nebo
malachitovou zeleni)




Sputum, barveni Ziehl-Neelsen, plicni infekce
zpusobena M. tuberculosis




M. tuberculosis - patogeneze

muze zpusobit celozivotni infekci

jak? (onemocnéni vznika pfedevsim v dusledku reakce hostitele
na infekci)

vstup do dychacich cest a fagocyt6za alveolarnimi makrofagy
(blokovani fuze s fagolysozomem)

pomnozeni v makrofazich

makrofagy a lymfocyty jsou pfitahovany do mista infekce (vznik
vicejadernych obrovskych bunék — Langhansovych bunék)
infikované makrofagy putuji do

regionalnich lymfatickych uzlin

krevniho reciste a tkani

5. vznik granulomu (shluky aktivovanych makrofagu)

brani Sifeni puvodce do organismu hostitele (opouzdreni fibrinem)
chrani mykobakterie pred zniCenim makrofagy

6. v tomto stadiu muze pretrvavat v latentni formé po cela
desetileti




M. tuberculosis — symptomy infekce

Klinické projevy tuberkulozy zavisi na miste infekce,
pricemz primarni onemocneéni je obvykle omezeno na
dolni cesty dychaci. Onemocnéni ma plizivy zacatek.
Pacienti si typicky stézuji na nespecifické priznaky, jako
jsou celkova malatnost, ubytek hmotnosti, kasel a nocCni
poceni. Expektorat muze byt skoupy, pripadné krvavy Ci
hnisavy. Vykaslavani sputa s primeési krve (hemoptyza)
souvisi s destrukci tkané (napr. pri tvorbeé kavit). Klinickou
diagnozu podporuji: (1) radiograficky nalez plicniho
onemocneéni, (2) pozitivni reakce na kozni test a (3)
laboratorni prikaz mykobakterii, at uz mikroskopicky;,
nebo kultivacné. U pacientu s aktivnim onemocnénim,
které zahrnuje pneumonitidu, tvorbu abscesu ¢i kavitaci,
byvaji obvykle postizeny jeden nebo oba horni plicni
laloky.




Microbiologicka diagnostika

Klinické projevy tuberkulozy zavisi na miste infekce,
pricemz primarni onemocneni je obvykle omezeno na
dolni dychaci. Onemocneéni ma plizivy zacatek. Pacienti
si vetsinou stezuji na neSﬁecmcke priznaky, jako jsou
celkova malatnost, ubytek hmotnosti, kasel a nocni
Eocem Expektorat muze byt skoupy, prlpadne krvavy Ci

nisavy. Vykaslavani sputa s primesi krve (hemoptyza)
souw5| s destrukci tkani (napr. pri tvorbé kavit).

Diagnostika: (1) radiograficky nalez plicniho onemocneéni,
(2) pozitivni reakce na kozni test a (3) laboratorni prukaz
mykobakterii, at uz mikroskopicky, nebo kultivaéné
nebo DNA technlkou U pacientu s aktivhim
onemocnenim, ktereé zahrnuje Eneumonltldu tvorbu
abscesu Ci kaV|taC| byvaji obvykle postizeny jeden nebo
oba horni plicni Ianky




M. tuberculosis - epidemiologie

Celosvétove je timto organismem infikovana tretina
svetové populace (Casto jenom primarni komplex).

Rocné je zaznamenano celkem 8,8 milionu novych
pripadu a 2 miliony amrti (pro srovnani: u malarie jde
0 282 milionu pripadld a 610 000 umrti rocné).
Nejcastéji se vyskytuje v jihovychodni Asii,
subsaharské Africe a vychodni Evropé.

Mezi skupiny s nejvyssim rizikem onemocnéni patri
imunokompromitovani pacienti (zejména osoby s

infekci HIV), uzivatelé drog Ci alkoholu, lidé bez
domova a osoby vystavené kontaktu s nemocnymi.

Prirozenym rezervoarem jsou lidé (a také primati).

Prenos z clovéka na ¢loveka probiha prostrednictvim
infekénich aerosolu.




M. tuberculosis — léCba, prevence a kontrola

* k prevenci vzniku kmenu rezistentnich na léCiva je nutné pouzivat rezimy s
vice léCivy a dlouhodobou IéCbu

* podavani izoniazidu (INH), ethambutolu, pyrazinamidu a rifampicinu po
dobu 2 mésicu, nasledované 4 az 6 mésici [é€by INH a rifampicinem nebo
alternativni kombinaci IéCiv

* profylaxe po expozici tuberkul6ze mize zahrnovat podavani INH po dobu 9
mésicu, rifampicinu po dobu 4 mésict nebo kombinace rifampicinu a
pyrazinamidu po dobu 2 mésicu; po expozici kmenum *M. tuberculosis*
rezistentnim na IéCiva se po dobu 6 az 12 mésicu pouzivaji pyrazinamid a
ethambutol nebo levofloxacin

* imunoprofylaxe vakcinou BCG (Bacille Calmette-Guérin) — jedna se o zivou
vakcinu, ktera se v endemickych zemich pouziva predevsim k ochrane
kojencl a malych déti pfed zavaznymi, zivot ohrozujicimi formami
tuberkulozy

* kontrola onemocnéni prostrednictvim aktivniho sledovani, profylaktickych a
terapeutickych opatfeni a peclivého monitorovani jednotlivych pripadu

* problematika MDR-TB (kmeny rezistentni na vice léCiv) a XDR-TB
(extenzivné rezistentni tuberkul6za) — vysoce rezistentni forma tuberkulozy
zpusobena bakterii *Mycobacterium tuberculosis®, ktera nereaguje na léCiva
prvni ani druhé linie uréena k Iécbé infekce *M. tuberculosis*




M. tuberculosis — léCba, prevence a kontrola

MDR-TB (kmeny rezistentni vuci vice lé€ivum).
Tuberkul6za rezistentni vuci vice [éCivum (MDR-TB)
se |éCi pomoci specializovanych kombinaci lecCiv
podavanych vyhradne usty, pricemz lecba trva 6 az
20 mésicu v zavislosti na konkrétnim rezimu a
profilu lekove rezistence.

XDR-TB (tuberkuloza s extenzivni lekovou
rezistenci) se leCi pomoci individualne nastavenych
kombinovanych rezimu specializovanych léku druhé
linie podavanych vyhradne usty, ktere jsou voleny
na zakladé vysledku testovani citlivosti na |éCiva.




M. tuberculosis — léCba, prevence a kontrola

Moderni lécebné rezimy

» Sestimésiéni rezimy podavané vyhradné peroralné: Moderni lékaiské
smernice uprednostnuji kratké rezimy podavané pouze usty, jako jsou
BPaLM (bedakvilin, pretomanid, linezolid a moxifloxacin) Ci BPaL (bez
moxifloxacinu v pfipadech s prokazanou rezistenci na fluorochinolony). Tyto
rezimy do znacne miry nahradily starsi, bolestivé postupy zahrnujici
kazdodenni injekce.

e Devitimésic¢ni rezimy podavané vyhradné peroralné: Doporucuji se pro
vybrané pacienty, u nichz byla vylou€ena rezistence na fluorochinolony;
vyuzivaji kombinaci bedakvilinu, fluorochinolonu a dalSich doprovodnych
|€Civ.

 DelSi individualizované rezimy: Trvaji 18 az 20 mésicu a jsou uréeny pro
slozite pripady, pacienty s rozsahlou lekovou rezistenci nebo pro ty, kteri
nejsou vhodnymi kandidaty na kratsSi léCebné cykly. VVychazeji z hierarchie
ucinnych Iéka druhé linie (pfipravky skupin A, B a C).




M. avium komplex a infekce

zahrnuje dva druhy mykobakterii: M. avium a
M. intracellulare

vsudypritomné, vyskytuji se ve vodé (sladké,
brakické, morské i pitné), na rostlinach av
pudé

postihuji imunokompetentni i
imunodeficientni pacienty

casto zpusobuiji plicni onemocnéni




M. avium komplex a infekce

Plicni infekce (postizeni plic)

Jedna se o nejcastéjsi formu, ktera casto postihuje starsi osoby nebo lidi s jiz existujicim
plicnim onemocnénim.

Chronicky kasel s vykaslavanim hlenu (sputa)

Dusnost (dyspnoe)

Unava a nedostatek energie

Horecka a nocni poceni

Ubytek hmotnosti a ztrata chuti k jidlu

Vykaslavani krve (hemoptyza — méné Casté; castéji pfitomny uzliky, mize jit o milidrni
infekci)

Diseminovana infekce (¢asto miliarni forma)

Vyskytuje se predevsSim u osob s vyrazné oslabenym imunitnim systémem, napriklad v
pokrocilém stadiu HIV/AIDS.

Vysoké nebo pretrvavajici horecky

Silna Unava

Bolest bficha

Prijem

Anémie (nizky pocet cervenych krvinek)

ZvétSeni jater nebo sleziny

Lymfadenitida (postizeni lymfatickych uzlin)

Tento typ postihuje predevsim malé déti.

Zvétsené lymfatické uzliny, obvykle v oblasti krku (cervikalni lymfadenitida)




M. avium komplex — lécba, prevence a kontrola

e Lécba infekci zahrnujici dlouhodobé podavani
klarithromycinu nebo azithromycinu v
kombinaci s ethambutolem a rifabutinem

* Profylaxe u pacientu s AIDS s nizkym poctem
bunék CD4+ spociva v podavani
klarithromycinu, azithromycinu nebo
rifabutinu

* Antibioticka profylaxe vyrazneé snizila vyskyt
onemocneéni u pacientu s AIDS




M. avium komplex - mikroskopie

) Elsevier. Murray: Medical Microbiology Se - www. studentconsult.comy

Tkan pacienta s AIDS infikovaného komplexem
Mycobacterium avium, vyfotografovana pri malem (A) a
velkém (B) zvetseni.



Jiné pomalurostouci mykobakteria

* Vykazuji relativné nizky potencial virulence. Néktera
mykobakteria vyvolavaji onemocnéni nerozeznatelné
od plicni tuberkulodzy (napr. Mycobacterium bovis, M.
kansasii), jiné druhy bézné zpUsobuiji infekce
lokalizované v lymfatické tkani (Mycobacterium
scrofulaceum) a dalsi, které optimalné rostou pfri
nizSich teplotach, vyvolavaji predevsim kozni infekce
(Mycobacterium ulcerans, Mycobacterium marinum —
kontakt s vodou).

S vyjimkou M. bovis (které je blizce pribuzné s M.
tuberculosis) k prenosu téechto mykobakterii z ¢clovéeka
na cloveka nedochazi.




Rychle rostouci mykobakteria

rust za méné nez 7 dni
relativne nizky potencial virulence

nejcastejsimi druhy spojenymi s onemocnénim
jsou M. fortuitum, M. chelonae a M. abscessus
spojeny s onemocnénim vznikajicim po
zaneseni bakterii do hlubokych podkoznich

tkani v dusledku traumatu nebo iatrogenni
infekce (vzacne diseminovana infekce)




M. leprae

* Projevy lepry zavisi na imunitni reakci pacienta na
bakterie.

Onemocneéni

* Tuberkuloidni forma lepry
* Lepromatozni forma lepry
Diagnostika

* PCR detekuje specifickou DNA a potvrzuje tak lepru,
zejména pokud jsou vysledky tradicnich metod
neprukazné.

* Mikroskopické vysetreni je citlivé u lepromatozni formy,
nikoli vSak u formy tuberkuloidni.

* K potvrzeni tuberkuloidni lepry je nutné proveést kozni
test.

e Kultivace neni prinosna.




Tuberculoidni (a) a lepromatdzni lepra (b)

(b)

https://www.google.com/search?client=firefox-b-
d&hs=Clkq&sca_esv=63d299c068466862&sxsrf=APpeQnsWSSsSE4bCyJz7Uk8Febs7FwBhuw:1791025630544&udm=2&fbs=ABfTbFVO0i
OAe5bfNeqyKguXm6dMy_0ApBOceFCSJ56j3b6FgHhieP)sdpZG-
T28G_MN3pluFnO_Fa78g23E86WN4XP61a7njIn91Zz4vrgM8j90sMjq9Y;jIN3vIjDH-hbQoEOmra2-
D4yogAa9Geo_CGGSt7MvhkDnDAGEKILfyU2NXbOBOrYdk8SWf-QRdrmUL2ud_R-
Ifb&qg=lepromatous+leprosy&sa=X&ved=2ahUKEwiO0fez2p2XAxVTo08IHYLiH-
cQtKglegQIGxAB&biw=1371&bih=621&dpr=1.36#sv=CAMSUxoyKhBILWFmVIhmd1IDMDJEcTZNMg5hZIZYZndZQzAyRHE2TToOR2dtbjZ
UcGpEWE9MOEOgBCoXCgFzEhBILWFmVIhmd1IDMDJECTZNGAEWAVABGACcgy 6qhAZKCBACGAEgAigB



Lécba lepry

eKombinovana antibioticka terapie: Svétova
zdravotnicka organizace (WHO) doporucuje uzivat
soucasneé nékolik 1ékl, nejcastéji kombinaci rifampicinu,
dapsonu a klofaziminu.

eDélka lécby: Terapie je dlouhodoba a obvykle trva 6 az
12 mésicu, u tézsich forem i déle.

eZtrata infekénosti: Jiz po zahajeni [éCby témito |éky neni
pacient pro své okoli nadale nakazlivy.

eDoplnkova péce: Lékari tlumi zanéty a pripadné
komplikace léky, v pozdnich stadiich pomaha i plasticka
chirurgie nebo psychologicka podpora.



Epidemiologie, prevence a kontrola

_epra se Sifi prenosem z cloveka na cloveka.
Presto hlavni cesta nakazy neni znama,
oredpoklada se, ze se M. leprae Siri bud’
vdechovanim infekénich aerosoll, nebo
koznim kontaktem s respiracnimi sekrety a
vypotky z ran. Ve vyméscich z nosu pacientu s

lepromatozni formou lepry se nachazi velké
mnozstvi bakterii M. lepry.
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