MYKOBAKTERIE

(pomocny studijni material ur€eny pro studenty 3.LF)




19. st. — Robert Koch — urcity typ bakterii nutné pokladat za ptivodce
urc. onemocneni, pokud se vyskytuje pravidelné v souvislosti s touto
chorobou, da se izolovat a kultivovat a po pfeneseni do zdravého
organizmu vyvola stejné onemocnéni — polozeni zakladu pro velmi
rychle nasledujici objevy pocetné fady ptivodcti inf. onemocnéni.

1882 objev bacilu TBC — ,, Kochav bacil*

Prvni realna moznost
uspesne zamezit Sifeni
této nemocni — 1zolace
nemocnych, zakaz plivani
ve Skolach a dalsich

vefejnych budovach




V dobé¢ objeveni bacilu Kochem byla TBC jednou z nejc.
nemoci — mezt 15 — 40 lety clovéka pficinou kazdého dru-
hého umrti.

1905 Nobelova cena

1924 Calmette a Guérin ockovaci latka — bacil s oslabe-

nou virulenci

1944 - prvni 1ék streptomycin

1950 - kombinace — zacatek epochy ucinné kombinované
chemoterapie TBC

okolo r. 1900 plicni sanatoria pro léceni TBC - helioterapie

- 1éceni alpskym sluncem — lehatkové kuary



Mykobakterie

acidorezistentni tyCinky — rovné ¢i slabé zahnuté, razna
velikost a tloust’ka

nepohyblivé, nesporulujici, bez pouzdra

voskové lipidy ve stén¢ — hydrofobie

barveni Ziehl-Nielsen, barveni flourochromy

rychle a pomalu rostouci

tuberkuloza, lepra a ostatni mykobakteridzy

velmi citlivé na UV zafeni



Tuberkuloza

chronické granulomatozni onemocnéni

puvodce - M. tuberculosis complex (nejC. M. tuberculosis, M. bovis,

M. africanum)

pfezivani v makrofazich, destrukce tkane
zdrojem nakazy nemocny clovék
vzdusnou cestou ( kasel, prach )

kasel, teplota, nocni poceni, ubytek vahy
inkubacni doba 3 — 8 tydnt

multirezistentni forma tuberkul6zy — rezistence na
antituberkulotika 1soniazid + rifampicin



Terapie TBC

zakladni antituberkulotika: 1soniazid, rifampicin, streptomycin,
etambutol, pyrazinamid)

kombinace antituberkulotik
- inicialni faze min. 2 mésice + hospitalizace ( kombinace 3-4 AT)

- pokracovaci faze min. 3 — 6 mésict ( isontazid, rifampicin)

v ptipadé¢ rezistence stanoveni citlivosti na dalsi 1éky



Mykobakteri6zy

netuberkuldzni mykobakterie ( podminéné patogenni ) pfes
100 druht ( saprofyti)- ptida, voda, zvifata, rostliny

Postizeni hlavné imunokompromitovani — s jinym zakladnim
(Casto plicnim) onemocnénim, HIV, imunosuprese 1éky

Ne pfenos z cloveka na zdravého clovéka

Terapie: obtizna, dlouhodoba (12-24 mésict)
vysoka rezistence na léky

vicecetné kombinace 1ékt



nejcastejsi ptivodct mykobakterioz:

. avium - pneumonie, lymfadenitidy

. intracellulare - pneumonie, lymfadenitidy
. kansasii - chronicka plicni on. (hornict)

. Xenopi — pneumonie

. fortuitum — infekce ran, osteomyelitidy

. scrofulaceum — postizeni krénich uzlin

SEEERER

. marinum — kozni granulomy (swimming pool
granulomas, akvarial)

Diagnostika stejna pro vSechny mykobakterie



ODBER VZORKU

(plati obecné pro mikrobiologiil)

» Zakladni predpoklad kvalitniho vysledku
mikrobiologického vySetfeni — spravné provedeny
odbér infekéniho materialul

» sterilni odbérové zkumavky

» zajisténi transportu tak, aby nedoslo ke znehodnoceni

»vcasné dodani

»tadna dokumentace

VZOREK
» adekvatni lokalizaci onemocnéni

adekvatni formé onemocnéni

ODBEROVA NADOBKA
»rizna pro jednotliva vysetfeni

»1adné oznadena

»dobfe uzaviena

»neznedisténa na povrchu materialemf
»dostate¢né mnozstvi a kvalita



PRUVODNI LIST

¢ v plastikovém pytliku zvlast’, aby nedoslo ke kontaminaci inf. materidlem
¢ odesilatel

“* nazev zafizeni

% ICZ, adresa

¢ lékat + odbornost ( telefon pro rychlou komunikaci)
¢ pifjmeni a jméno pacienta

% rodné ¢&islo

% zdravotni pojist’ovna

% kéd diagnézy

¢ druh vzorku (popf. originalni ¢islo)

¢ pozadované vysetfeni

% datum odbéru

 citelne!



PROVEDEN{ ODBERU (platf pro mykobakterie)

Sputum

" rano na lacno pfed ustni hygienou

" nékolikrat zakaslat se zavienymi usty

" do prihledné odbérové nadobky se Sirokym hrdlem
" mozno den po podani expektorancii ¢i inhalaci

= 2-5ml

" 3 po sob¢ nasledujici dny

Bronchoalveolarni lavaz
v dét
v'imunokompromitované osoby

Zaludeéni vyplach
- nalacno zaludecni sondou
- malé déti — vypiji pfed odbérem 50 ml sterilniho fyziologického roztoku

Mo¢
- rano stfedni proud moci
- sterilni nadobka se Sirokym hrdlem

- 3 dny po sobé
- 50 — 100 ml




Vytéry a stéry z pistéli, hnisavych procest a ran

- na 3 laryngealni sondy zvlhcené v destilované vodé

- tekuty material do injekéni stftkacky (v ni mozny transport
do laboratofe)

Menstruacni krev

- prvni 3 dny menstruace

- sterilni tampon z gazy zaveden na 3 hodiny do pochvy
- lépe vzorek z kyretaze

Likvor, pleuralni vypotek, punktat

- 3-5ml, asepticky

Stolice

- do parazitologickych zkumavek

- vzorek velikosti liskového ofechu

Biopticky a sekéni material

-cca2 cm

- nepfidavat fixacni ani konzervacni prostfedek
Laryngealni vytér

- nizka citlivost pro prikaz mykobakterii

- vysoké riziko infekce pfi odbéru

! Pro odbér vzorkil na vysetieni molekularnimi metodami plati stejné, protoze je paralelné vySetfovan klasickymi
metodami !!!



METODY PRUKAZU MYKOBAKTERII

zpracovani vzorkt — dekontaminace HCI ¢i NaOH
Mikroskopie

Vevy

* nalez ART ( nejzavaznéjsi zdroj nakazy )

* vysledek k dispozici do 24 hodin

* navazuje kultivace

* malo citlivd metoda - nutnost 10° az 10° mykobaktérif v 1ml

barveni podle Ziehl-Neelsena (imerzni mikroskop)

— mikroskopie ve viditelném svétle
barveni fluorochromy (fluorescencni mikroskop)

— mikroskopie v UV svetle

Sdéleni lekari - ,, ART nalezeny, ART nenalezeny

Pozitivni nalez hlasen thned po zjiétém’.




Barveni podle Z-N — binokularni mikroskop s imerznim objektivem,

zvetseni 100x, 50 zornych poli,cervené tycinky na zeleném ¢i modrém

pozadi




Fluorescencni mikroskopie —fluorescencni mikroskop,suchy
objektiv, zvetseni 160 az 400x, UV lampa, 25 zornych poli, zafici
zlutozelené tyCinky na temné cerveném pozadi




klasickd — pevné (Loewenstein-Jensen) a tekuté pudy (Sula)

* kolonie rizné morfologie

* 3,6,9,12 tydnu

* navazuje identif.druha + testy citlivosti na AT

* predpoklad pozitivity : 10? az 10° mykobaktérii v 1 ml vzorku
e inkubace : 30°C, 37°C, 42°C

— ,, metabolické “ metody v automatizovanych detekénich
systémech
* detekce produkti metabolické aktivity mykobaktérii b¢hem rtstu
v tekutém meédiu
* monitorovani zmeén kvantity oxidu uhlicitého nebo kysliku
* urychleni kultivace o 2 az 3 tydny, vysledek k dispozici od 5.dne

BACTEC, MB/BacT, MGIT



Detekcni systém Bactec MGIT 960 (B-D)




Identifikace
klasicka

morfologie makrokolonii

pevna plida — velikost a povrch kolonii

tekuta pada — sediment x zakal

pigmentace

citlivost na AT

rast pfi raznych teplotach

test fotochromogenity — zména barvy kolonii ozarenim svétlem

dg.soupravy Genotype

- hybridizace izolované amplifikované DNA s pfislusnymi

specifickymi sondami fixovanymi na prouzcich nitrocelulézové
membrany ( strip )

- vizualizace vazby ( barevny prouzek na stripu ) dle lokalizace prouzka
urceni mykobakterialn{ species



GenoTyvpe Mycobacterium CM
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Testy citlivosti na AT

— proporcni metoda dle Canettiho v tekutych médiich
detekénich systéma (MGIT) nebo na pevnych L-] padach
— v tekutém médiu v mikrotitracni desticce
— Genotype — reverzni hybridizace

Proporcni metoda dle Canettiho

zkumavky s L-] padou+ AT

délka rastu dle druhu mykobakteria

narust kolonii = rezistence na dané AT

Stanoveni lékové citlivosti mikrometodou — stanoveni MIC
mikrotitacni desticka 96 jamek

Sulova tekuté puda + testovany lék fedény geometrickou fadou
inkubace 3 az 14 dnfi

inverzni mikroskop zvétSeni 40x

dobfte viditelné mikrokolonie



Proporcéni metoda dle Canettiho

1mg/ml
(0,3 ex.)
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QuantiFERON®-TB Gold IT (QFT)
(Cellestis International Ltd., Carnegie,Victoria, Australia)

QFT umoznuje diagnostiku latentni tuberkul6zni infekce 1 aktivniho

onemocnheni




In vitro - nepfimy test

Test IFN — gamma z plné krve hodnotici reaket
na 3 peptidové antigeny

ELISA — enzymova imunoanalyza

Hodnoti infekci + onemocnéni M.tbc

+ rtg + klintka + dg. vysetfeni

Princip metody
M. the - mykobakterialni proteiny ( peptid. antigeny) — clovek —
lymfocyty rozpoznaji — produkce INF gamma — detekce a kvantifikace

Mykobakterialni proteiny chybi u BCG a ve vétsine netuberkul6znich

mykobaktérii




Odbe¢r krve na QFN

0.

e BN

do 3 specialnich zkumavek

Iml nala¢no

plna krev

Protfepat

do 16 hod. po odbéru do laboratofe
inkubace do druhého dne v termostatu

zkumavky: negativn{ kontrola

peptidy

mitogen — pozitivni kontrola

INTERPRETACE VYSLEDKU:
npozitivni = infekce pravdépodobnd
Shegativni “ = infekce nepravdépodobnd

,heurceno = nelze hodnotit



