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Rodzaj] Mycobacterium

Mycobacterium czyli pratki

Sa szeroko rozpowszechnione

w srodowisku: wystepuja w wodzie

| glebie

Niektore gatunki sg chorobotworcze

dla cztowieka oraz zwierzat



Charakterystyka

PALECZKI PROSTE, LUB LEKKO ZAKRZYWIONE
BAKTERIE TLENOWE

WOLNO ROSNACE (2-60 DNI)

NIERUCHOME

NIE WYTWARZAJA PRZETRWALNIKOW

KWASOOPORNE

WZGLEDNIE WEWNATRZKOMORKOWE (MAKROFAGI)
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Cechy charakterystyczne

I 4 ] L] ]

Kwasy mikolowe
Woski
Glikolipidy

Kwasoopornoseg,
kwaso-alkoholo-opornos¢
hydrofobowosc¢

odpornosc¢ na srodki dezynfekcyjne
niewrazliwos¢ na wysychanie
mechanizmy chorobotworczosci




Mycobacterium - podziat

= Mycobacterium tuberculosis complex

= Mycobacterium other than tuberculosis
GRUPA MOTT

= Mycobacterium leprae



Mycobacterium tuberculosis complex

PRATKI GRUZLICZE

M. tuberculosis
(pratek gruzlicy ludzkiej)
M. bovis
(pratek bydiecy)
M. bovis BCG (Bacillus Calmette-Geurin)

M. africanum
(gruzlica ssakow naczelnych w Afryce)

M. microti
(pratek mysi)
M. canettii



GRUPA MOTT

= PRATKI NIEGRUZLICZE (ATYPOWE)
= ROZPOWSZECHNIONE W PRZYRODZIE

= W SZCZEGOLNYCH PRZYPADKACH
POWODUJA CHOROBY -

(ZAKAZENIA OPORUNISTYCZE, CZESTO PRZEWLEKLE, DROG
ODDECHOWYCH, SKORY ORAZ INFEKCJE ROZSIANE)



GRUPA MOTT
Podziat wg Runyon’a

= Podzialt wg zdolnosci tworzenia
barwnika i szybkosci wzrostu

s 4 grupy



- fotochromogenne

Wytwarzajg barwniki
(zotte lub pomaranczowe karotenoidy) po
ekspozycji na swiatto

M. kansasii
M. marinum



- skotochromogenne

Wytwarzaja jasno-zotty barwnik
niezaleznie od warunkow (zarowno w
Swietle jak i w ciemnisci)

M. scrofulaceum
M. xenopi
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- nlechromogenne

Nie wytwarzajg barwnikow

.avium - intracellulare
.avium

. ulcerans

. haemophilum

. genevense

< < < < <
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- szybkorosngace

M. chelonae
M. fortuitum
M. smegmatis



Diagnostyka zakazen



Materiaty kliniczne badane w
kierunku zakazenia pratkami

(95% przypadkow)

Dorosli:

wydzielina oskrzelowa,

BAL (poptuczyny pecherzykowo-oskrzelowe).
Dzieci:

poptuczyny zotadkowe



Materiaty kliniczne badane w
kierunku zakazenia pratkami

mocz 100 — 200 ml (minimum § probek moczu),
plyn mézgowo — rdzeniowy,

plyny wysieckowe 20 - 200 ml,

zawartos¢ weziow chtonnych,

wycinki skory,

wyskrobiny kosci.

15

Materialy zabiegowe zwykle pojedyncze probki.



METODY STOSOWANE W
DIAGNOSTYCE MYCOBACTERIUM

KONWENCJONALNE

AUTOMATYCZNE
MOLEKULARNE

CHROMATOGRAFICZNE

SEROLOGICZNE

(9)]



Diagnhostyka
mikrobiologiczna gruzlicy

BAKTERIOSKOPA — BADANIE MIKROSKOPOWE

(A) METODA ZIEHL-NEELSENA
(B) BARWIENIE FLUORESCENCYJNE

HODOWLA NA PODLOZACH

(A) PODLOZA KONWENCJONALNE
(B) AUTOMATYCZNE SYSTEMY HODOWLI

IDENTYFIKACJA PRATKOW
OZNACZENIE LEKOWRAZLIWOSCI




Diagnostyka gruzlicy

3-4
tygodnie

3-4
miesiac

Wykrywanie materiatu genetycznego
pratkéw w reakcjach PCR

Badanie pokrewienstwa genetyczneg
pomiedzy szczepami
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Czego oczekuje lekarz?

Wstepna diagnostyka (bakterioskopia ,
oznaczenia genetyczne) = wynik do
2 dni

Petna diagnostyka - wynik do 21 dni

Lekowrazliwos¢ = wynik do 30 dni



Porownanie czutosci metod
diagnostycznych

Bakterioskopia 210 000 kom / 1 ml
Hodowla L-J 21000 kom /1 ml

Nowoczesne systemy

>
hodowli 2500 kom /1 ml

Metody genetyczne 250 -100 kom /1 ml
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Barwienie pratkow



Barwienie pratkow

» Metoda Grama — sg gram dodatnie,
lecz bardzo stabo barwig sie tag metoda

» Metoda Ziehl-Nielsena — pratki sg
kwaso-alkoholo-oporne

» Barwienie fluorescencyjne

22



Barwienie pratkow
s Metoda Ziehl — Neelsena

BARWIA SIE NA
KOLOR

In order to detect Mycobacterium tuberculosis in a sputum sample, an excess of 10,000
organisms per ml of sputum are needed to visualize the bacilli with a 100X microscope objective
(1000X mag). One acid-fast bacillus/slide is regarded as "suspicious" of an MTB infection.




Barwienie metodga Ziehl - Neelsena

barwienie stezong fuksyng karbolowg przy
jednoczesnym podgrzewaniu preparatu,

odbarwianie etanolem zakwaszonym HCI;

Dobarwienie barwnikiem kontrastowym — biekitem
metylenowym

Wynik: : tto — niebieskie

T

Inflammatory

Acid fast
bacilli

-

ry. © Delisle and Tomalty s
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Interpretacja badania bakterioskopowego

Liczba pratkow
0 w 200 polach widzenia
1-2 w 200 polach widzenia

1-9 w 100 polach widzenia
1-9 w 10 polach widzenia
1-9 w kazdym polu widzenia

>9 w kazdym polu widzenia

Interpretacja wyniku

Pratkow nie wykryto

Wynik watpliwy — badanie powtorzyc

Skgpe pratkowanie
Obfite pratkowanie

Bardzo obfite prgtkowanie

Bardzo obfite prgtkowanie

25



Interpretacja badania bakterioskopowego

-> bardzo duzo pratkow
w badanym materiale, pacjent obficie
pratkujacy.
Konieczne badanie genetyczne by wykluczy¢
obecnosc¢ pratkow srodowiskowych!

Badanie bakterioskopowe umozliwia potwierdzenie
gruzlicy u ok 50% osob.

-> brak pratkow w obrazie
mikroskopowym, nie wyklucza zakazenia,
konieczne wykonanie hodowli w celu
potwierdzenia/wykluczenia zakazenia. 2



Barwienie pratkow
Metoda FLUORESCENCYJNA

« AURAMINA
« RODAMINA

N L]

Representativg staining of AFB and background debris with the rapid-
| AO stain v



Barwienie pratkow
Metoda Grama

= Barwig sie bardzo stabo,
= Gram (+).
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Hodowla pratkow



Przygotowanie materiatu do
posiewu

DEKONTAMINACJA
(zniszczenie flory towarzyszacej bez uszkodzen pratkow)
ZAGESZCZENIE
(pratkéw przez wirowanie)
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Hodowla pratkow

KONWENCJONALNE PODLOZA

AUTOMATYCZNE SYSTEMY
HODOWLI PRATKOW
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Hodowla na podtozach konwencjonalnych

o niezdefiniowanym skiadzie ze wzgledu na
zawartosc naturalnych sktadnikow,

4-10 tygodni inkubacj

wzrost pratkow odczytywany wizualnie
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Podloze Loewenstelina -Jensena

Podioze namnazajaco - wybidércze do hodowli pratkow
gruzlicy.

Podioze to ma najczesciej postac
skosow w probowce, w swoim
sktadzie zawiera miedzy innymi:

asparagine,

glicerol,

make ziemniaczana,
|aja kurze.

Dodatek zieleni malachitowe] hamuje
wzrost innych bakterii.
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Hodowla na podtozach konwencjonalnych

LOEWENSTEINA-JENSENA

(z zielenig malachitowa, ktéra ogranicza wzrost innych
mikroorganizmoéw)

OGAWY
(glutaminian sodu zamiast asparaginy)
STONEBRINKA
(pirogronian sodu zamiast asparaginy)
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Wzrost na podiozach

kolonie szorstkie, kalafiorowate,
zlewajace sie kremowo pigmentowane

kolonie mate, gladkie, biato kremowe,
ptaskie

kolonie gtadkie, wypukte,
kremowo lub zoito zabarwione
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Colonies of Mycobacterium tuberculosis on

Lowenstein-Jensen medium. CDC.




Systemy automatyczne

» podtoza ptynne o zdefiniowanym

sktadzie

(np. podtoze Middlebrooka — zawiera odpowiednie
substraty oraz antybiotyki hamujace wzrost flory
towarzyszacej oraz wskazniki namnazania bakterii)

»wzrost pratkow rejestrowany
automatycznie

» (zuzywanie tlenu, redukcja soli tetrazoliowych,
wydzielanie CO:, zmiana pH pozywki)

» Informacja o obecnosci pragtkow juz w
czasle 5-12 dni od chwili zatozenia hodowli. ~



AUTOMATYCZNE SYSTEMY
KONTROLI PRATKOW

Bactec MGIT 960 (zuzywanie tlenu w

pozywce wyzwala reakcje fluorescencyjng)

Bactec 460 Tb (system izotopowy — kwas
palmitynowy znakowany weglem C!4 > CO,) zwlaszcza przy
materiatach skapo-pratkowych

Zmiana pH (MB/BacT)

Redukcja soli tetrazoliowych zawartych w podtozu (MB Redox)
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Met. fluorescencyjna

A Commitment to Safety & Performance

The BACTEC MGIT 960 System was designed to meet
the needs of TB laboratories and has been reported as
the system with equivalent performance

to the BD BACTEC

= 3 O 12 - S T ——,
460TB System.* - B =
: - i |
:- samezzze l
— -

e Plastic tubes
enhance safety
The BD BACTEC MGIT 960
System accentuates operator
safety with plastic tubes,
no sharps and no need to
handle or transfer tubes
once the system is loaded.

Fully automated testing

Identifies positives as they

occur — often at a faster

rate than other instrumented

systems.*** Faster results can improve

patient care and lower health care costs by reducing

hospital stays and optimizing equipment and staff utilization.
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Met. radiometryczna

The BACTEC 460TB System
was the first automated system
for mycobacteria testing. Today,
the BACTEC 460TB System
still serves as the benchmark for
quality, reliability and
performance.

40



ldentyfikacja pratkow



Identyfikacja pratkow

TEMPO WZROSTU
(M. tuberculosis — do 10 tyg.,
MOTT — 2 tygodnie)

WYTWARZANIE BARWNIKOW (MOTT)

SZCZEPY FOTOCHROMOGENNE wytwarzajg barwniki po
ekspozycji na swiatto,

SZCZEPY SKOTOCHROMOGENNE wytwarzaja jasnozétty barwnik
niezaleznie od warunkow,

NIEFOTOCHROMOGENNE — nie wytwarzajg wcale barwnikéw




Identyfikacja pratkow

CECHY BIOCHEMICZNE

(np. wytwarzanie niacyny, tworzenie katalazy,

redukcja azotanéw, tworzenie kwasnej fosfatazy,
aktywnosc¢ ureazowa, tolerancja 5% NaCl i in.)

WYGLAD KOLONII
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METODY STOSOWANE
W DIAGNOSTYCE MYCOBACTERIUM

MOLEKULARNE

-SONDY GENETYCZNE
-TESTY OPARTE NA REAKCJI AMPLIFIKACJI

SEKWENCJI NUKLEOTYDOWYCH DNA LUB RNA

CHROMATOGRAFICZNE

w oparciu o roznice w skladzie jakosciowym i
ilosciowym kwasow mikolowych zawartych w

komorkach

-WYSOKOCISNIENIOWA CHROMOTOGRAFIA CIECZOWA (HPLC)
- CHROMATOGRAFIA CIENKOWARSTWOWA (TLC)
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METODY STOSOWANE
W DIAGNOSTYCE MYCOBACTERIUM

METODY SEROLOGICZNE

wykrywanie w surowicy przeciwciat IgG
przeciw antygenom pratkow

-AGLUTYNACJA LATEKSU OPLASZCZONEGO
ODPOWIEDNIM ANTYGENEM PRATKOWYM

-METODA RADIOIMMUNOLOGICZNA

-METODA IMMUNOENZYMATYCZNA

Do oznaczen stosuje sie antygen A60 charakterystyczny
dla catego rodzaju Mycobacterium
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Rozpoznanie zakazenia
pratkiem gruzlicy

Odczyn tuberkulinowy

— wycigg biatkowy z zabitej hodowli prgtkow,
zawiera antygeny wystepujgce krzyzowo u Mycobacterium
tuberculosis complex (w tym rowniez M. bovis BCG — szczepu
szczepionkowego) i u prgtkow srodowiskowych MOTT.

Testy IGRA: Quantiferon TB Gold, T-SPOT. TB

Zasada dziatania:

- pomiar IFN-gamma wydzielanego przez swoiste limfocyty
T stymulowane przez antygeny (ESAT 6; CFP 10; Tb 7,7)
specyficzne dla M. tuberculosis (ktore nie wystepujg w
szczepie szczepionkowym).




Odczyn tuberkulinowy

Szczegolnie skuteczny do rozpoznania zakazenia w
populacji nie szczepione] BCG.

Wykrywa nadwrazliwosc¢ typu op6znionego na
biatkowe powierzchniowe antygeny pratka —
tuberkuline

Powstaje u osob uczulonych na antygeny pratkow w
miejscu srodskoérnego wstrzykniecia tuberkuliny
(mieszanina ag wszystkich MTC).

Naciek powstaje u osob posiadajgcych komorki
uktadu odpornosciowego uczulone na ag zawarte w
tuberkulinie.

Zawsze nalezy wykonac u pacjentow z HIV
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Testy IGRA
(wydzielania interferonu gamma)

Obecnie stosuje sie testy IGRA z krwi obwodowej,
umozliwiajgce szybkg diagnostyke

, poprzez pomiar interferonu
gamma wydzielanego przez limfocyty T pobudzone
antygenami swoistymi dla Mycobacterium tuberculosis.

Wykrywanie latentnego zakazenia ma istotne znaczenie
w kontroli osob potencjalnie zagrozonych
zachorowaniem na gruzlice, na przyktad przebywajacych
w bliskim kontakcie z chorymi pratkujgcymi oraz dla
pacjentow kwalifikowanych do leczenia lekami
biologicznymi.
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WG. WHO ZA PRZYPADEK GRUZLICY
UWAZA SIE WYNIK

(WYHODOWANIE PRATKOW Z MATERIALU
KLINICZNEGO JEST NAJBARDZIEJ
OBIEKTYWNYM DOWODEM TOCZACEGO
SIE PROCESU CHOROBOWEGO)

METODY SEROLOGICZNE,
MOLEKULARNE | CHROMATOGRAFICZNE
MUSZA BYC POTWIERDZONE PRZEZ
METODY HODOWLANE
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Oznaczenie lekowrazliwosci

50



OZNACZENIE WRAZLIWOSCI NA ANTYBIOTYKI
(TUBERKULOSTATYKI)

Kontrola ujemna — inkubacja samego podtoza (sprawdza sie jego jatowosc¢)
Kontrola dodatnia — posiew prgtkdw w kilku rozcienczeniach (sprawdza sie jakosc¢
podtoza)

(terapia kombinowana czterolekowa w celu opdznienia rozwoju opornosci),
inkorporowane bezposrednio do podtoza w okreslonych stezeniach:

W trakcie leczenia — regularne sprawdzanie wrazliwosci na stosowane antybiotyki
(zmiana terapii w razie wykrycia opornosci).
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LEKI P/PRATKOWE
DRUGIEGO RZUTU

cykloseryna

etionamid

fluorochinolony

kanamycyna

kwas para-aminosalicylowy PAS
ryfabutyna

wiomycyna

peina diagnostyka 10 - 12 tygodni



Schematy leczenia p/pratkowego

Kategoria chorych | Leczenie intensywne Faza kontynuacji

2 miesiagce (4 leki):
IZONIAZYD (INH),
(nowy przypadek RYFAMPICYNA (RMP) 4 miesiace (2 leki):
eElETE o ’ PIRAZYNAMID (PZA) IZONIAZYD (INH),
lokalizacji) ETAMBUTOL (EMB) RYFAMPICYNA (RMP)
lub STREPTOMYCYNA
(SM)

Pierwsze leczenie

2 miesigce:

INH, RMP, PZA, EMB, SM
Kolejne leczenie plus 1 miesigc:
(wznowa gruzlicy, INH, RMP, PZA, EMB
leczenie po przerwie) (po ozn lekowrazliwosci

kontynuacja leczenia wg

wyniku)

5 miesiecy:
INH, RMP, EMB




Defincje lekoopornosci

Typ Iekoopor_nosm Definicja
M. tuberculosis

Lekoopornosc¢ pierwotna

Lekoopornosc¢ nabyta

Lekoopornos¢ na jeden lek

Lekoopornos¢ poli-lekowa

Lekoopornos¢ catkowita

Lekoopornosé¢ MDR

Lekoopornos¢ XDR

Opornosc pratkow na leki przeciwpratkowe przed
rozpoczeciem leczenia

Opornosc¢ pratkow na jeden lub wiecej lekow, ktora
powstata w trakcie leczenia

Opornosc¢ pierwotna lub nabyta na jakikolwiek jeden
lek

Opornosc¢ pierwotna lub nabyta na wiecej niz jeden
lek, ale ze wzorami innymi niz MDR

Opornosc¢ na leki bedgca sumg opornosci
wszystkich wzoréw opornosci

Opornos¢ na INH + RMP, takze w potaczeniu z
opornoscia na inne leki

Opornosé MDR + opornos¢ na fluorochinolon +
amikacyne, kanamycyne lub kapreomycyne




OPORNOSC

opornos¢ jednoczesnie na dwa leki
przeciwpratkowe: 1zoniazyd 1 ryfampicyne

opornosc jednoczesnie na 1zoniazyd 1 ryfampicyne
oraz co najmniej jeden fluorochinolon I co najmniej
jeden lek podawany we wstrzyknig¢ciach
(aminoglikozyd, kapreomycyna).
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LEKOWRAZLIWOSC MTBC oraz MOTT

PODSTAWOWA - na 4 leki (podtoze L-J)

SM /c:zgl'\\an_\’ kolor korka/ -streptomycyna 14 pg /ml 18 g /ml
IE\J}-I /zglt_\' kolor korka/ -izoniazyd 10,2png /ml I1 0,4ug /ml
ETB /biaty kolor korka/-etambutol [ 2pg/ml [14 pg /ml
RMP /czarmny kolor korka/ -rifampicyna [ 40pg /ml [T 80pg/ml
ROZSZERZONA

ETA, OFL - podtoze L-J

ETA T /korek szary/ - etionamid I 40pg/ml

ETA II /korek brazowy/- etionamid  II 80pg/ml

OI?L [ /korek niebieski/ - ofloksacyna I 2,5pg/ml

OFL II /korek fioletowy/ - ofloksacyna II Spg/ml

A, D, B — podioze Middlebrooka

A /zielony kolor korka/- amikacyna [4pg/ml  II 8pg/ml

III 16 pg/ml

[ 4pg/ml I 8pg/ml
I 16pg/ml 1V 32ug/ml
I 4ug/ml IT 8pg/ml
III 16pg/ml

B /niebieski kolor korka/ - biseptol

D /rézowy kolor korka/ - davercin

Do kazdej lekowrazliwosci 3 podioza bez leku - kontrolne

M - podtoze posiane zawiesina macierzysta 0,5 Mc Farlanda

[- podtoze posiane zawiesing kontrolna 1:100
R - podloze posiane zawiesing robocza  1:20 (posiewana na podloza z lekami)
K — podtoze Middlebrooka — kontrola wzrostu posiana zawiesing robocza




Podioze Wagnera-
Mitscherlicha

Pratki ludzkie rozkiadaja glicerol
dodany do podioza i powoduja
zmiane barwy podioza ze
stalowo-niebieskie] na szaro-zielona.

Pratki bydlece oraz atypowe MOTT
nie rozkiadaja glicerolu i nie
zmieniaja barwy podioza.



Krajowe Referencyjne
Laboratorium Pratka
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