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Co nas dnes ceka

" Povidani o diagnostice vzorku z urcité
lokalizace — spoleCné zakonitosti a zasady

= Povidani o odbéru a transportu vzorku
z jednotlivych lokalizaci

" Povidani o diagnostice vzorku z jednotlivych
lokalizaci
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Prehled
Drocesu
vysetreni



Proces mikrobiologickeho
vysetrovani — na vsem zalezilll

PACIENT/LEKAR LABORATOR

Indikace vysetreni — zda, jaké

Vlastni provedeni odberu
Transport materialu

Rozhodnuti, jak zpracovat

Vlastni zpracovani materialu

Zaslani vysledku
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vysledkU a stavu pacienta (IéCit
vzdy pacienta, ne nalez)

Interpretace v kontextu ostat. ‘




1A Indikace — ZDA provest

m Lekar, ke kteremu prisel pacient k vysetreni, by
se mel zeptat sam sebe: ,,Co udelam jinak
v zavislosti na vysledku vysetreni?“

m Pokud zjisti, ze at vyjde vysetreni jakkoli, bude
jeho dalsi postup ve vztahu k pacientovi
stejny, je vySetreni pravdepodobnée zbytecneée

m Toto ale neplati u epidemiologickych indikaci
(treba zacatek epidemie chripky) a take u
profylaktickych indikaci (jako je screening
mikrobialniho osidleni pacientu v tézkém stavu)



1A Indikace — CO provest

= Rozhodnutim, ze lekar chce proveést vysetreni,
to zdaleka nekoncCi. Musi se jeste rozmyslet,
jake vysetreni se rozhodne provést.

" Musi znat spektrum patogenti a moznosti
jejich vysetreni
= Soucasti je také rozhodnuti o tom, jak

technicky se odber provede, do jakée nadobky Ci
odberove soupravy a podobnée



Tri typy patogenu (1)

= Patogen typu Streptococcus pyogenes.
Nemusi se vedet, ze se mysli zrovna na tohoto
patogena, ale musi se presne vedet, kde je
jeho predpokladana lokalizace.

= Patogen typu Mycobacterium tuberculosis.
Musi se vedet, kde patogena hledat, a zaroven
| to, Ze se hleda prave tato skupina patogenu.

= Patogen typu Toxoplasma gondii. Nemusi se
vedet, kde se patogen v teéle nachazi, ale musi
se vedet, ze se hleda prave on.



Tri typy patogenu (2)

= Patogen typu Streptococcus pyogenes.
Tyka se kultivovatelnych bakterii a kvasinek

= Patogen typu Mycobacterium tuberculosis.
Stale je to primy prukaz, ale specialni
postupy, pri bezne kultivaci se nezachyti.
Mykobakteria, gonokoky, legionely, plisne,
paraziti apod.

= Patogen typu Toxoplasma gondii. Neprimy
prukaz, event. pfimy prukaz virového
antigenu. Spirochety, viry, chlamydie,
mykoplasmata aj.



Foto: O. Z.



2 Vlastni odber vzorku
3 Transport vzorku do laboratore

= Tyto faze nelze oddelit — odber je nutno
Cinit jiz se zretelem na transport materialu
do laboratore

= Jednotlivé typy vzorku budou probrany dale

" Nelze zapomenout na spravné vyplneni
pruvodky



Pruvodka

= Spravné vyplnéna pruvodka je zaklad
dobré diagnostiky — je voditkem, jake
vysetreni se ma provest a jak

= | aborant neni pasivnim prvkem, ktery
trpné opise to, co je na pruvodce napise.
Naopak — dobry laborant si umi vsSimnout
chybné vyplnéné pruvodky, volat na
oddeleni a pozadovat doplneni



Pruvodka 1

= Spravne vyplnéna pruvodka je velice dulezita!
= Osobni udaje: podstatné kvuli pojiStovné, ale |
kvuli identifikaci, komu poslat vysledek apod.
" Presny popis materialu a pozadovaneho
vysetreni
* nepsat pouze ,vyter’, kdyz neni jasne, odkud

= ani ,stér z rany” nestaci (jaka rana, kde
lokalizovana)

= Katetrizovana moC x mocC z permanentniho katetru
» yvest, zda je pozadovano napr. anaerobni vysetreni

* nepozadovat vysetreni, které nelze provest nebo
nema smysl (napr. serologické vysetreni TBC)



Pruvodka 2 — co uvést

= skutecnou diagnozu, je-li vice, napsat tu,
Ktera souvisi s vysetrenim, popr. vSechny
/napr. (1) diabetes mellitus, (2) posevni
vytok/

= akutni / chronicky stav / kontrola po lecbe

= uveést stavajici nebo uvazovanou
antibiotickou terapii, pripadne i alergii na
antibiotika



Pruvodka 3 — co jesté uvest

= cestovatelska anamnéza — navrat z tropu
® pracovni anamneéza — prace v zemedelstvi aj.

® u serologickych vysetreni datum prvnich
priznaku, prvni / druhy vzorek

" u gynekologickych materialu fazi
menstruacniho cyklu (a pfi menses radeji
neodebirat)

= v pfipadé mimoradnych vzorku se dohodnout,
telefonicky



4 Rozhodnuti, jak zpracovat

m Je dano standardnimi operacnimi postupy
(SOP). Pro kazdy typ vzorku je dano v SOP,
Jak ma byt vzorek zpracovan a jake metody na
nej maji byt aplikovany

m Ne vzdy je ovsem vse dano SOP. Zvlaste ve
vzacnych a mimoradnych pripadech je na
rozhodnuti zkudeného laboranta &i VS
mikrobiologa, jak vzorek zpracovat

m V dulezitych pripadech neni naprosto chybou
zatelefonovat do laboratore a domluvit se.



5 Vlastni zpracovani (1)

= Vlastni zpracovani zprawdla zajistuji laboranti, drive
se SS vzdélanim, nyni s VOS nebo Bc. stupnem
vysoké Skoly

m Postupuje se vzdy
prisne asepticky, aby
se omezilo riziko
laboratorni
kontaminace. Prace
v biohazard boxu je
zaroven | dobrou
prevenci
profesionalnich

nakaz Foto: archiv MU




5 Vlastni zpracovani (2)

Zpracovani bakteriologickych kultivacnich
vzorku obvykle zahrnuje nasleduijici

= pred vlastnim zpracovanim s

homogenizuji, centrifuguji Ci |

= u nékterych typu vzorku rych
mikroskopie, popf. pfimy pru

e nektere vzorky
inak upravuji

é postupy —

Kaz antigenu

= temer vzdy je zakladem kultivace na nekolika

pevnych pudach (KA + Endo

+ popr. dalsi)

= nékdy téz pomnozeni v tekuté pudé (v pripadé
vytéru ze spojivky POUZE tento bod)

= Zpracovani jinych vzorku (serologie, PCR,

mykologie, parazitologie) je
typem vysetreni a povahou

specialni a je dana
vzorku



Laborator klinické bakteriologie

éla i‘l M|krob|olog (VS) _odedita Laborant 1 J

" Iaborator — prohlizi 1
K
*Vysledky'kultlvam Zaplsuw y|
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6 Zaslani vysledku

= \/ysledek je zaslan poté, co je dokoncen
diagnosticky proces. Nekdy je poslan
predbezny vysledek (,mezivysledek™) po
ukonceni aerobni kultivace s tim, ze to, co trva
delSi dobu (kultivace kvasinek, anaerobu apod.)
bude pripadne zaslano dodatecne

= \ysledek uz v sobé zahrnuje kus interpretace:
mikrobiolog se vyjadruje k evidentnim
kontaminacim, nahodnym nalezum, bézné
flore, komentuje nalez v poznamce



Zaslani vysledku — organizace

= zorganizovat tak, aby nedochazelo ke
zbyteCnym prodlevam

" dnes zpravidla moznost vyuzit zasilani vzorku
elektronicky (v ramci zdravotnického zarizeni |
mezi zarizenimi navzajem)

= |ékar dohodne s mikrobiologem (nebo napise

na pruvodku), zda ma byt zaslan az konecCny
vysledek nebo | mezivysledek

= dohodnout, kam ma byt vysledek poslan, je-li
pri odberu znamo, ze bude pacient prelozen



[ Interpretace

= Definitivni interpretace nalezu v rukou lekare.
Pouze on, nikoli mikrobiolog, totiz drzi v rukou
vedle mikrobiologickeého nalezu take
biochemicky, rentgenovy, ultrazvukovy, a
predevsim zna pacienta — vypacil z ngj
anamneézu, vyseifril jej, popripade (u obvodnich
lékaru) jej zna dlouhodobe.

= Samozrejme, konzultace klinika a mikrobiologa
je u zavaznych pripadu velice vhodna. Na
druhou stranu nelze konzultovat kazdy nalez.



Interpretace — priklady

e Laborator odfiltruje evidentni kontaminace. To, ze
vysledek neni oznacen jako kontaminace, ovsem
jeSté neznamena, Ze o ni nemuze jit.

e Poznamka ke kvantite (,ojedinele”, ,masivne”’) je
uzitecna, ale nesmi se ale precenit

e U vzorku z dutin normalné osidlenych béznou flérou
je nezbytné chapat ekosystém mikrobu jako celek,
nemoc je casto porusenim rovnovahy mezi mikroby
a lecba antibiotiky nemusi byt nutna

= |Interpretace serologickych vysetreni
= samotna pritomnost protilatek neni zpravidla vyznamna
= dulezitéjsi je titr a jeho zmény v Case
= u modernich reakci (ELISA) pomér IgM x IgG; na indexu
pozitivity zase tolik nezalezi



Pozitivni vysledek — ale co znamena?

= Nalezeny mikrob muze byt
= skuteCcny patogen
= soucast bezné flory — trvalé Ci prechodné
= nahodny nalez (napf. z potravy u vytéru z krku)
= kontaminace
= |_ekari jsou radi, kdyz ma ,jejich laborator”
hodné pozitivnich vysledku.
= Mohou to ale byt nahodné kontaminace,
kolonizace apod.
= Lepsi je laborator, ktera nevydava za ,nalez
patogena“ to, co patogenem s nejvetsi
pravdepodobnosti neni

= | ecCit neexistujici infekci je chyba



Prubezna spoluprace mezi
Klinickym pracovistem a laboratori

Nejde jen o domluvu o konkrétnich vzorcich!
Spoluprace muze mit nejruzngjsi formy

od obcCasnych konzultaci az po soucinnost pri
vyzkumne praci

je oboustranne uziteCna

Klinikovi pomaha pri rozhodovani

mikrobiologovi zase dava konkrétnejsi
predstavu o pacientech, jejichz vzorky mu

prochazeji rukama.






Typy vzorku v klinickeé
mikrobiologii

Tekuté a kusové vzorky predstavuji odebrane
tkane, telni tekutiny, tekutiny, kterymi bylo
vyplachovano, umelé materialy vynateé z tela a
podobnée

Stery a vytery jsou odbéery vatovym tamponem
na spejli Ci dratku
Ostatni vzorky: otisky, urikulty, sklicka apod.

Kazdy typ vzorku vyzaduje jiny pristup, jiné
zpracovani, jiné hodnoceni vysledku.



Jak ruzneé typy vzorku ovliviuji vysetreni

Vzorky typu vytér ze spojivkového vaku. U
zdraveho Clovéka mikroby nejsou, i mala mnozstvi
mohou byt vyznamna. Neni vhodné nebo mozne
pfimo oCkovat na pevné pudy, proto se nejprve
pomnozi v pudach tekutych

Vzorky typu rana. Opet u zdraveho Cloveka mikroby
nejsou, i mala mnozstvi mohou byt vyznamna,
zaroven je vsak treba rychle zachytit pripadna velka
mnozstvi. OCkuje se zaroven na tekute i pevné
pudy, ¢asto ruznorodé pevné pudy.

Vzorky typu vytér z krku. U zdravého Cloveka
obsahuji béznou floru. Pomnozeni v tekuté pudé
nema smysl, dava se na ruzneé pevne pudy.



Foto: archiv MU

Vytery a stery

= Dnes jiz prakticky neexistuje kultivagni indikace
sucheho tamponu bez transportniho media. Tento
tampon je indikovan prakticky vyhradne pro vysetreni
metodou PCR a nékteré prukazy antigenu

= Pouzivaji se tedy transportni média. Na bakteriologii je
to zpravidla medium Amiesovo (na obrazku)

= Specialni média vyzaduji houby (Fungiquick), houby +
trichomonady z genitalii (C. A. T.), viry, chlamydie

= Potrebuji-li se dostat ,za roh”, pouziji tampon na dratu
a nikoli na spejli.



Néektere
odbéroveé |
soupravy |

" 7leva:
= CAT
= FungiQuick
= souprava

na
chlamydie

= suchy
tampon
s dratem

Foto: archiv MU



Odbéroveé soupravy jesté iednou




Prehled ,vyterovek®

Suchy tampon na Spejli:  Suchy tampon na

prukaz antigenu a DNA dratku: totéz, potrebuji-li
se dostat na jinak
nedostupne misto

Tampon v Amiesu na
Spejli: univerzalni pro
bakteriologickou
kultivaci (v€. anaerobd,
kapavky, kampylobakt.)




Odbérové nadobky

= Odbéeroveé nadobky se pouzivaji na kusoveé a tekute
vzorky. Na rozmerech fakticky prilis nezalezi, stejne
tak barva uzaveru nema samozrejme realny dopad.
Ma vsak nekdy vyznam organizacni — zalezi na
dohodé v ramci konkretni laboratore

= U anaerobni kultivace je lepe zaslat primo strikacku
s jehlou zabodnutou do sterilni gumove zatky

= \/zorky se snazime vzdy dopravit do laboratore co
nejdrive, zasadni je to vsak u mocCe — do dvou hodin



Priklady
nadobek

= Vlevo
klasicka
zkumavka,
napr. na
serum,
vpravo
kontejnerek
na strevni
parazity

Foto: archiv MU



Co se napriklad posila, a jak
rychle se to musi dopravit

MocC — do dvou hodin, pokud nelze, nutno dat do
lednicky (vyjimkalll)

Sérum (srazliva krev) — na case tolik nezalezi, ani
na teploté (ale Iépe nechat v lednicCce)

Punktaty, exsudaty, rizné podobné tekuté materialy
— €0 nejrychleji, ale neni dan primo casovy limit.
Nelze-li zpracovat hned, je Iépe nechat pri pokojove
teplote, ne do lednicky!

Odstfizené katetry — vhodné zalit bujonem Ci

fyziologickym roztokem, aby nevyschly. | zde je
vhodne rychlé zaslani event. pokojova teplota.



Jiné typy odbéru nez ,vyterovky”
a odberove nadobky

nater na podlozni skliCko: kapavka, aktinomykdza,
primo zaslana tlusta a tenka kapka apod.

v koznim lékarstvi otisky primo na kultivacni pudu,
ktera je pro tento ucel nalita az po okraj Petriho misky
urikult — zvlastni zpusob zasilani moc¢e na pudu;

z ruznych duvodu se prilis neujalo.

rychlé diagnostické soupravy, vetsinou zalozene na
pfimém prukazu antigenu; jednoducha manipulace,
dostupna i pro nemikrobiologicky personal. Pri

pochybach o vysledku pouzit klasicke zaslani do
laboratore.



Odbery a
Zpracovani
ruznych typu
vzorku



cesty



Vyter -_

http://biology.clc.uc.edu/fankhause
r/Labs/Microbiology/Strep Detecti
on/Throat_swab_P7251230.jpg




Odbér vzorku na vysSetreni
z dychacich cest

= Na bakteriologii se posilaji
= vytery — (z krku, tonzil, nosu apod.), vzdy na tamponu
v transportni pudé (napr. Amiesoveé)

= sputum, trachealni aspirat ¢i bronchoalveolarni lavaz u
bronchitid a pneumonii

= hemokultury u pneumonii
= Virovi puvodci se vétSinou nevysetruji. Je-li vyjimecné
potreba je vysetrit, volime napr. vyplachy z nosohltanu
a bronchoalveolarni lavaze specialnim mediem, Ci
krev na serologii respiracnich viru
= Na mykologické vysetreni volime vyter na tamponu
v soupraveé FungiQuick



Bdl | wninds/geseo/SesEd/yoaW/papall/uswin|/Npa on| uswn| mmm//:dny




Co se se vzorky deje v laboratori

= \/étSina vytéru se kultivuje na krevnim agaru.
Na ten se umistuji disky, jejichz cilem je
odclonit béznou floru a umoznit zachyt
patogenu. Kvuli hemofilovi, ktery na KA roste
jen v pritomnosti napr. zlatého stafylokoka, se
na agar ockuje stafylokokova Cara

= U sput apod. se take provadi mikroskopie

= Kromé KA se uzivaji dalsi pudy, napf. Endova

= Virologické vzorky se izoluji na vajiCkach Ci
tkanovych kulturach, nebo se hleda antigen

= \/ serologickych vzorcich se hledaji protilatky



Vysetreni sputa
Diagnostické schéma (1)

= Den 0: mikroskopie (Gramovo barveni)

= Den 1: vysledek primokultivace vzorku na KA,
EA a NaCl. Je-li pritomna jen bézna flora, EA
se vyhodi a KA a NaCl se prodluzuje do dalsiho
dne. Pripadny patogen se urcuje a testuje se
jeho citlivost; je-li ho malo dela se jeho izolace
(kolonie se opatrne nabere klickou a naockuje
se na celou misku krizovym rozterem tak, aby
se urcite ziskal Cisty kmen



Vysetreni sputa
Diagnosticke schéma (2)

= Den 2: expedice negativnich vysledku
(prohlizeni ,prodluzek®, jak rikame u nas, Ci
,2dohrivek®, jak rikaji v nemocnici na Homolce).
Expedice vétsiny pozitivnhich vysledku, je-li
blizSi urceni hotovo a test citlivosti uspokojivy.
Neni-li, nebo je-li hotova teprve izolace, ,jede
se dal”.

= Den 3: expedice vetsiny zbylych pozitivnich
vysledku (rezistentni, Spatné urcitelne, z izolaci)

" Den 4: vyjimecné expedice poslednich vysledku



Vyter z krku
Diagnosticke schema

= Den O: pouze nasazeni kultivaci

= Den 1: vysledek primokultivace vzorku na KA a
EA. NaCl se zde nepouziva. | v tomto pripade
se KA s beznou flérou prodluzuji

= Den 2: expedice vSech negativnich a vetsiny
pozitivhich vysledku

" Den 3: expedice temer vsech zbylych
pozitivhich vysledkul






Kultivacni vysledek vyteru z krku
s beznou florou

V techto mistech
patrame po hemofilech




Co je potreba vedet

= Na pruvodku je nutno uveést, o jaky vzorek jde,
Jake vysetreni je pozadovano, a pripadne dalsi
podstatneé udaje

= | aborator ma pravo odmitnout Spatné odebrany

vzorek sputa (nehnisavy, neobsahuje leukocyty,
jen epitelie = jsou to sliny!!!)

= Kultivace tuberkulozy musi byt pozadovana
zvlast, 1 kdyz se posila stejny vzorek sputa

= U virologie a prukazu ruznych antigenu se
pripadne posilaji suché tampony, vyplachy
z nosohltanu (izolace viru) a podobnée



Travici




Odber a transport stolice na
jednotliva vysetreni

Bakterie — v Amiesové transportni pudé
Kvasinky — v pudé FungiQuick

Viry — vzorek velikosti liskoveho orisku; ma-li byt
provedena izolace viru, je nutno chladit

Paraziti — opét velikosti liskoveho orisku, nemusi
byt sterilni. Oznacit cestovatelskou anamnézu!
Zpravidla tri vzorky.

Roupi — Grahamova metoda — perianalni otisk na
specialni lepici pasku, mikroskopuje se

Otravy — zvratky, zbytky jidel



Diagnostika bakterialnich puvodcu
'Pﬁ'my pru kaz toxinu A (Clostridium difﬁcile) jako

7 u AL 4V 4

samotny nalez Klostridia — to mohou mit i zdravi!
=Kultivace na ruznych pudach (vybér zavisi na
stari pacienta a diagnoze)

=J cestovatelu pfidavame i méné ol

www.oxoid.cz



Kultivace  pe 0. (piijata stolice)
stolice
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o e Schéma: Lenka

o . identifikace Cernohorska
Negativni vysledek je za 48h

Pozitivni za 72h a déle

*Neni-li uvedeno jinak kultivace probiha pfi 37 C



|dentifikace bakterie

= Bakterie kultivujeme na ruznych pudach,
na kterych maji charakteristicky vzhled

= Bakterie dale identifikujeme biochemickymi
testy

= \ nekterych pripadech (salmonely,
escherichie) je zadouci antigenni analyza
vypestovaného kmene



Proteus mirabllis

http://www.icbm.de/pmbio/mikrobiologischer-garten/pics/pat05.jpg



Prukaz enterotoxikoz

= Nestaci kultivaéni prukaz mikroba

= \/Zdy nutny prukaz toxinu (pokud neni
dostupny v nejblizsi mikrobiologicke
laboratori, |ze pozadat o spolupraci napr.
referencni laboratori

= Pokud mozno vysSetrit | vzorek jidla






Odber a transport moce

= Nejspolehlivejsi je mocC ziskana
suprapubickou punkci. V praxi se ovsem
pouziva malokdy

= Pomerne dobra je také katetrizovana mocC
(katetrizace provedena kvuli odbéru)

= Bezne odebrana mocC nemusi byt Sspatnym
vzorkem, je-li spravne odebrana a zaslana

" MocC z permanentniho katetru je k nicemu,
S vyjimkou pripadu, kdy chceme zjistit
osidleni katetru



Permanentni katetr (lepsi obrazek
jsem na internetu nenasel)

www.globalrph.com/antibiotic/uti.htm.



Odber mocCe spontanne vymocené

= ze stredniho proudu moci spontanne
vymoceneé (rutinni typ s rizikem sekundarni
kontaminace behem odbeéru)

= postup: nadoba pro odber mocCi musi byt
sterilni, se sirokym hrdlem (napr. kadinka)*,
pouceny pacient si pfed odbérem dukladné
omyje zevni genitalie vodou a mydlem a otre
si zevni usti mocoveé trubice tamponem
smocenym v dezinfekCnim roztoku (u deti se
pouziti dezinfekCniho roztoku nedoporucuje).

*pokud ale pacient mocCi primo ve sprse, mize mocit prfimo do zkumavky, a
pote se omyje pacient i zkumavka zvenku, a odpada dalsi manipulace



Odbéer moCe u muze a zeny

" Muzi jednim krouzivym tahem

= Zeny zaujmou Siroky postoj nad klozetovou
misou, jednou rukou oddali labia a druhou
rukou tamponem otrou genitalie predozadnim
pohybem. Pote pacient odmoci prvni porci
mocCe a do sterilni nadoby bez preruseni
moceni zachyti stredni proud. Odebrana

mocC se prelije do sterilni nadobky urcene
K transportu.

(Ceska lékarska spoleénost Jana Evangelisty
Purkyné, DOPORUCENE POSTUPY PRO PRAKTICKE
LEKARE, Projekt MZ CR zpracovany CLS JEP za
podpory grantu IGA MZ CR 5390-3)



Odbéer mocCe u zeny

Dulezité je prsty
odtahnout malé stydke
pysky od proudu moce
tak, aby mocC nebyla
kontaminovana
mikroflérou vulvy




Vyjimky z pravidel o odberu moce
= U podezreni na zanety mocove trubice se bere
prvni porce moce (splachnou se mikroby ze

steny trubice).
= U zanétu prostaty se naopak hodi posledni
porce moce

= Posledni porce moce se zasila take v pripade
podezreni na parazitarni infekci (napr.
schistosomozu)



Transport moce

" Pro hodnoceni mocove infekce je dulezita
kvantita — viz dale. Tu vsak Ize hodnotit
pouze V pripade, ze se mikroby v moci
behem transportu nepomnozi — pokud se
pomnozi, kvantitativhi pomery se zmeni

" Proto je moC bezpodminecné nutno dopravit
do laboratore do dvou hodin po odberu (radeji
jeste rychleji)

= Pokud zcela vyjimecne toto nelze dodrzet, je

potfreba moc¢ dat do ledniCky (u jinych vzorku
se to naopak nedoporucuje)



Soupravy typu URIKULT

= Smyslem techto souprav je odstranit Cas mezi
odberem moce a zacatkem kultivace. Moc se
odebere a ihned se do ni zanofri specialni
desticka s kultivacnimi pudami. Poté se mocC
vylije a pudy se zacinaji kultivovat (tfeba
primo na oddeleni)

= Na techto destiCkach se vsak mikroby obtizne
diagnostikuji. Tato metoda se proto neujala
tak, jak se od ni puvodné oCekavalo

= Pokud uz se pouzivaji, je nutno
bezpodminecne dodrzet spravny postup



Kvantitativni a semikvantitativni
vysetreni moce

* Pri kvantitativnim vysetreni se moc redi a
oCkuje se na nékolik kultivacnich pud

* Pri semikvantitativnim vysetreni se mocC
neredi, avsak pouziva se kalibrovana klicka
na jedno pouziti. Vysetreni je méne pracne,
ale také mene presne

« Samozrejme se hodnoti nejen kvantita, ale
zaroven se normalnim zpusobem
diagnostikuje, o ktereho mikroba jde



Semikvantitativni vysetreni |

= Pouzije se kalibrovana klicka o objemu 1pl

= To znamena, ze pri ponoreni do vody Ci
tekutiny s podobnym povrchovym napetim ulpi
v ocku klicky prave jeden mikrolitr

= Cely objem se rozocCkuje na pul nebo celou
misku s agarovou pudou

" Pote se normalné inkubuje (24 h, 37 °C)

= Druhy den se spocitaji kolonie. Podle poctu
kolonii se interpretuje vysledek

" Pouziva se zpravidla krevni agar + jedna dalsi
puda. V naSi laboratori se v posledni dobé
pouziva chromogenni puda URICHROM.



Bakterie na pudé urichrom

Foto O. Z.



Semikvantitativni vysetreni |l

= Pocet kolonii po inkubaci odpovida poctu
CFU v 1 uyl puvodni moce
= CFU = colony forming unit, jednotka tvorici
kolonii. Jednotlivy mikrob, dvojice, kratky retizek,
maly shluk. V praxi zanedbavame rozdil mezi
mikrobem a CFU, rikame tedy, ze pocCitame
mikroby, i kdyz ve skuteCnosti poCitame CFU
= Pokud tedy pocet kolonii zhruba odpovida
pocCtu mikrobu v 1 yl puvodni moce, pak
pocet kolonii x 1000 odpovida poctu mikrobu
v 1 ml puvodni moce. 10 kolonii — 104
mikrobt v mililitru, 100 kolonii — 10° mik/m|



Automaticke kultivacni systemy

= Nektere firmy dnes nabizeji automaticke kultivacni
systéemy, které detekuji pozitivitu jiz po Ctyrech
hodinach a hlasi i antibiotickou citlivost (italsky system
UroQuick). Nektere, zejmeéna soukrome laboratore
takove systemy vitaji.

= Tento pristup je vsak velice rizikovy, protoze
antibioticka citlivost bez urCeni druhu bakterie je velice
zradna. Pokud je takovy system doplnen moznosti
klasicke diagnostiky, nemusi byt nutne na skodu. Je
vSak nepripustné pouzivat takovy systém bez
toho, aby jeho vysledky interpretoval mikrobiolog
(napr. umisteni pristroje do biochemicke laboratore)






Interpretace vysetreni moce |

" Pri nalezu jednoho druhu mikroba plati:

= Kvantita nad 10° mikrobt v 1 ml se povazuje
za pravdepodobnou mocovou infekci. U
starych lidi to ovSem muze byt kolonizace

= Kvantita 104=10° je hrani¢ni. Jsou-li
pochybnosti o kvalite odbéru (napr. u
kojencu), povazuje se spise za kontaminaci.
Vyznamna je spiSe u muzu a u deti.

= Kvantita pod 104 se povazuje za kontaminaci

= Neplati u punktované a katetrizované moci.



Interpretace vysetreni moce |

" PFi nalezu dvou mikrobu plati

= Kvantita do 10° je zfejmé kontaminace

= Kvantita nad 10° je sporna (hraniéni)

" PFi nadlezu tri mikrobu plati

= V podstate vzdy se povazuje za kontaminaci

" \Vyjimka: jeden mikrob v kvantité nad 10°,
ostatni dva naopak pod 10 = prvni mikrob se
povazuje za pravdépodobného puvodce

= \/ praxi se zohlednuje take o jaké mikroby jde
apod. (stafylokoky se berou ,méne vazne")



Diagnostika
infekci
pohlavnich,
koznich, ocnich




Odbery z genitalii

= Ke kultivaci se pouziva transportne kultivacni
souprava C. A. T. (kvasinky a trichomonady) a
Amies (bakterie vCetné gardnerel,
mykolplasmat a anaerobu). Z CATu se provadi
mikroskopie ve forme nativniho preparatu

= Doporucuje se take poslat sklicko nebo dve
sklicka (podle situace) na barveni. Klasické
zaslani dvou sklicek je MOP — mikrobni obraz
posevni

= \/ pfipadé prukazu kapavky, syfilis, chlamydii,
papilomaviru se uzivaji zvlastni postupy



Odecitani kultivaci z pohlavnich
organu (laborator MU FN USA)

" Den O — odber a zaslani vzorku, pripadna
mikroskopie zaslaneho sklicka

= Den 1 — odedet KA, EA, popf. CA + GC (kapavka)
" Den 1 -2 - odecet C. A. T. (trichomonady)

" Den 2 — odecet I}laCI, gardnerel, anaerobni
kultivace, popr. CA + GC (definitivne)

=" Den 1, 2, 3, 4 — odecet kultivace kvasinek
" Den 5 — odecet kultivace mykoplasmat®

*Mykoplasmata se odecitala Sesty den, avSak diky bakalarské praci
studentky Radky J. se prokazalo, ze pét dni staci.



MOP — mikrobni obraz posSevni

= Posilaji se dve sklicka. Jedno se obarvi dle
Grama, druhé dle Giemsy (hlavné kvuli
trichomonadam)

" Hodnoti se jednak kvantita jednotlivych
utvaru, jednak celkovy vzhled preparatu.
Staré hodnoceni dle Sesti typu se postupné
prehodnocuje, spise se hodnoti ,BV" a ,AV".

* MOP | — tzv. normalni obraz zdraveé zeny

= MOP Il — bakterialni nehnisavy (i fyziologicky)
= MOP Ill — bakterialni hnisavy

= MOP IV — kapavka

= MOP V — trichomonoza

= MOP VI - kvasinkova infekce




Bakterialni vaginozy (BV)

= Bakterialni vaginoza je stav, kdy normalni
flora posevni je narusena a v pochve se
nachazeji ve vétsi mife bakterie rodu napr.
Gardnerella, Mobiluncus, a anaerobni
bakterie. Ty mohou byt v pochve | normalne,
ale byva jich meéné

"= Neda se urcit jednoznaény puvodce

= Témer nejsou pritomny leukocyty (hnis).
Nekteré bakterie totiz blokuji jejich migraci do

mista zanéetu. V mikroskopii zato vidime epitelie
pokryte bakteriemi — clue cells

= |_ecba: metronidazol, uprava flory



Nugentovo skore

= Nektere laboratore vyuzivaji
mikroskopicky obraz posevni k tomu,
Ze pocitaji tzv. Nugentovo skore. Zde se
,kladne body" pripocCitavaji za bakterie
tvarove vypadajici jako gardnerely
(drobné gramlabilni tyCinky) nebo
mobilunky (drobné zahnuté G- tyCinky) a
odpocitavaji za bakterie pripominajici
laktobacily. Skére nad 10 znamena
temer jistou pritomnost vaginozy



Aerobni vaginitidy (AV)

Vedle bakterialni vaginézy jsou mozné i klasické ({j.
leukocyty naopak obsahujici) bakterialni zanety
pochvy (kolpitidy; nespravne utvoreny pojem
vaginitida se bohuzel oficializoval)

Je v§ak velmi obtizné odlisit puvodce zanétu od
nahodneho nalezu nebo kolonizace pochvy

NejCasteji nalezame enterobakterie, enterokoky,
Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus
Lécba zavisi na pritomnosti priznaku, s vyjimkou
Streptococcus agalactiae (zde se mimo tehotenstvi
doporuduje spiSe zenu prelécit, kvuli prenosu na
novorozence; v tehotenstvi uz se ale nepreléecuje)



MOP | (Giemsa). Pritomny
laktobacily, Nugentovo skore = 0

Lactobacillus vaginalis-1 °f f iy
epithelial cell - 2 i




www.medmicro.info

MOP I,
bakterialni
vaginoza.
Laktobacily
nahrazeny
jinymi
tyCinkami,
Nugentovo
skore = cca 8




MOP Il (odpovida dnesni AV)

www.medmicro.info
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MOP IV (kapavka)
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MOP V (trichomonoza

Photo by:Dr S.M. Sadjjadi
parasito@sums.ac.ir




MOP VI (Giemsa) — posevni mykoza
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MOP VI (Gram)

pathmicro.med.sc.edu/mycology/mycology-3.htm.



Diagnostika nemoci
s koznimi projevy

= U rady beznych detskych nemoci neni
laboratorni diagnostika nutna, nemoci jsou
poznatelné klinicky

= Pokud by se mely diagnostikovat, dela se to
zpravidla serologicky

= U spaly je podstatne vysetreni vyteru z krku,
které odhali streptokoka

= U skuteCnych koznich infekci se provadeji
stery, otisky apod.; na mykologii se posilaji
Supiny aj. Kultivuje se béznym zpusobem



Diagnostika ocCnich infekci

= \/ pripade povrchovych infekci se posilaji
vytery ze spojivkoveho vaku. V laboratori se
primokultivuji pouze v bujonu

= Pri podezreni na akantameby je k vysetreni

je nutno poslat celé kontaktni CocCky v jejich
tekutine, popr. provest seskrab rohovky

= \/ pripadé hlubsich infekci se material na
primy prukaz odebira jen tehdy, je-li to mozné
bez toho, abychom pacienta vysetrenim
poskodili. V nekterych pripadech
(toxoplasmosa) Ize hledat protilatky.



Diagnostika
sepsi



Hemokultury — odber krve

= Jedna se o nesrazlivou krev, principialne
zcela odlisne vysetreni nez vysetreni
serologicka

= Dnes zpravidla odber do specialnich
lahvicCek pro automatickou kultivaci

= Nutno odebrat dve, ale jeste lepe tri
hemokultury pri vzestupu teploty

" |dealné pokazdé z noveho vpichu, nebo
aspon jedna venepunkce + centralni zila
+ periferni zila (odliSeni bakteriemie od
kolonizace vstupu)



Zasady odberu krve

= Odebirat asepticky!!! Nejen kvuli pacientovi,
ale | kvuli vzorku. Nestaci ocCistit kuzi
benzinem, nutna desinfekce

= Desinfekci nechat pusobit dostatecné
dlouho, u alkoholovych prostfedku do
zaschnuti (nechat skutecne zaschnout)

= Nejlepe pouzit tri stejné hemokultivacni
nadobky. Pripadne doplnit napr. jednou
anaerobni

" Hemokultury popsat, nezapomenout na Cas
odberu



Pseudobakteriemie — pricCiny

= Nevhodné provedeny odber, nedostatek
asepse pri odberu krve

= Odbér pouze ze zavedenych vstupu
(zachyti se bakterie kolonizujici vstup,
ktera vSak nemusi byt puvodcem skutecné
bakteriemie, natoz sepse)



Jak zamezit pseudobakteriemii — |

= Odebirat hemokultury cileng, kdyz je pritomnost
bakterii v krvi pravdepodobna, naopak neodebirat
,Z rozpaku® kdyz je indikovano jiné vysetreni

= Odebirat hemokultury v dostatecné kvantité: jedna je
K nicemu, i dve jsou malo, tri je optimum

= Odebirat hemokultury z vhodnych mist: nejméne

jednu z nove venepunkce, idealné tri venepunkce
plus odbér z zilniho katetru

= Odebirat hemokultury ve vhodnou chvili, u
septickych stavu typicky pfi vzestupu teploty



Jak zamezit pseudobakteriemii — ||

= Odebirat hemokultury spravng, velmi dulezité a
casto opomijenée je dodrzeni aseptického odberu
(desinfekci nechat doopravdy zaschnout)

= Odebirat hemokultury do spravné soupravy:
zpravidla neni duvod posilat aerobni a anaerobni,
neni-li skutecné podezreni na anaeroby. Odbér do

ahvicek s aktivhim uhlim je nutny prfinejmensim tam,

Kde je pacient jiz zaleCen antibiotikem

= Doprovodit hemokultury dobre vyplnénou pruvodkou:
nutneé je nejen datum, ale i Cas odbéru — pro
iInterpretaci nalezu




Jak zamezit pseudobakteriemii — Il

= U podezreni na kontaminovany cévni katetr se
katetr meni. Stary katetr nevyhazujeme, nybrz
posleme na bakteriologii. Dnes jiz existuji
metody schopne odhadnout, zda jde o
skutecné osidleni katetru Ci nahodny nalez

= Totez samozrejme plati pro jakekoli
implantaty, které se vyjimaji z tela — jejich
mikrobiologickeé vySetreni muze prinést
podstatnou informaci pro dalsi leCbu



Druhy kultivacnich nadobek

= Existuji ruzné typy podle toho, které
mikroby maji byt predevsim zachyceny
(aerobni, anaerobni, kvasinky)

= Nekteré nadobky obsahuji aktivni uhli.
Jsou uréeny ke kultivaci krve pacientu,
kteri uz berou antibiotika (klasicka
lahvicka by mohla dat falesne
negativni vysledek — antibiotikum by
potlacilo rust)

Nejbéeznejsi jsou aerobni standardni,
aerobni s uhlim a anaerobni s uhlim.



Priklady nadobek na
hemokultivaci

- b 1 ; b
www.medmicro.info == -



Fungovani kultivatoru

= Kultivator, napojeny na pocitac,
automaticky udrzuje optimalni podminky
Kultivace, a zaroven vyhodnocuje stav
nadobky a indikuje pripadny rust (napf.
zmena tenze CO,)

= Rust je zvukove a opticky signalizovan.
Pokud ani po tydnu nic neroste,
signalizuje to pristroj také (je treba
expedovat negativni vysledek)



Automat na hemokultury




Hemokultivacni automat otevreny
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Kdyz je hemokultura pozitivni...

= LahviCka je vyjmuta z pristroje
= Je nutno zaevidovat vc";as, resp. dobu od
prijmu do pozitivity. Cim delsi je tato

A AL 4V 4

kontaminaci

" Provadi se vyoCkovani na pevné pudy,
nater na sklo barveny Gramem a podle
jeho vysledku zpravidla ,naprimo”
orientacni diskovy test citlivosti; misto
standardni suspenze se pouzije primo
tekutina z lahvicky - neni spolehlive



Dalsi postup

= Je treba pocitat s tim, ze testy ,naprimo”
Jjsou jen orientacni, uz pro nestandardni
obsah bakterii v jednotlivych krvich.
Zpravidla se proto v dalsim kroku
provadi radné vysetreni citlivosti

= \/yjimkou jsou pfipady, kdy jde asi o
kontaminaci (pozitivni jen jedna
hemokultura ze tri, nebo pozitivni
vSechny, ale evidentné ruzné kmeny,
pozitivita az za delsi dobu, koagulaza
negativni stafylokoky)



E. CO/I Y hemokulture fazovy kontrast

http://www.visualsunlimited.com/browse/vul98/vu19873.html



Céevni katetry

= \/ pripade pacientu se zavedenymi katetry je
vzdy podezreni na katetrovy puvod sepse
= V takovém pripade je nutno odebirat

hemokultury jak z katetru, tak | ze zvlastnich
odpichu

" Posilaji se také odstrizené casti katetru, a
je velmi dulezité, jak budou vySetreny.



Klasickeé zpracovani cévnich katetru

= Klasicka kultivace v bujonu: katetr se viozi
do tekuté pudy a kultivuje 24 h. Je-li po této
dobe bujon zakaleny, je vyockovan na pevnou
pudu a pfripadné bakterie identifikovany.

= Co se stane: Uvolni se bakterie v planktonicke
forme. Bakterie ve forme biofilmu se uvolni
malo nebo vubec.

= \/zhledem k pouziti bujonu jako pomnozovaci
pudy nevime nic o kvantité (kontaminace x
infekce).



Nové moznosti zpracovani katetru

= Semikvantitativni metoda: Bujon se ovali po
povrchu pevné pudy. Co se stane:
Zmapujeme povrch katétru a semikvantitativne
posoudit nalez, nevypovida vsak o bakteriich
uvnitr a bakterie se nemusi uvolnit z biofilmu.

= Sonifikace: biofilm rozbijeme ultrazvukem. Co
se stane: rozrusime biofilm na povrchu i uvnitr
katetru. Vyockovani urciteho objemu vzorku je
kvantitativni metoda, takze dava moznost
posoudit mnozstvi mikrobu.



Diagnostika
systemovych

VIrOZ (hepatitid,
iInfekce HIV apod.)



Systemove virozy

= Zakladem je prukaz protilatek, pripadné
také prukaz antigenu a prukaz DNA

= \/ySetruje se zpravidla sérum, a to nejen
na prukaz protilatek, ale i virovych
antigenu

= Na pruvodku je vzdy nutno presné uvest,
jaka vysetreni maji byt provedena
(nejen ktery virus, ale | jakymi postupy —
uz kvuli proplaceni pojistovnou)



Diagnostika
neuroinfekci



Bakteriologicka diagnostika
purulentnich meningitid

= Vzorek: Mozkomisni mok (Pri odberu méerit
tlak likvoru a prohlédnout jeho vzhled)

= Po prijeti do laboratore:
= mikroskopie (hledaji se leukocyty a bakterie)
= pfimy prukaz antigenu ve vzorku likvoru
= kultivace: obohacené pudy (Cokoladovy agar)
= |dentifikace kmenu, u meningokoku az na uroven
séroskupiny kvuli oCkovani
= |nterpretace: pozor na kozni kontaminaci
(koagulasa negativni stafylokoky)



Diagnostika ostatnich neuroinfekci

m Ostatni bakterialni infekce

= U abscesu je nutno ziskat vzorek z pfisluSsného
abscesu, protilatky nemusi byt vytvoreny

= U borreliozy a neurolues je diagnostika serologicka

® \irové neuroinfekce

* Primy prukaz: Kultivace viru na tkanovych kulturach
a na sajicich mysatech; PCR.

= Nepfimy prukaz: Dva vzorky krve na ,serologii
respiracnich viru“ - provede se vySetreni protilatek
proti nejbeznejsim virovym, ale pripadne |
bakterialnim agens.



Diagnostika
rannych,
pojivovych,
hnisavych infekci



Odbery u hnisavych

Infekci a infekeci ran

= \/ diagnostice hnisavych infekci ma vzdy
vetsi vyznam tekuty material (hnis) nez
pouhy vyter z hnisavého loziska

= U podezreni na anaerobnich infekci je
nutno zajistit prfeziti anaerobu (viz dale)

= Je nezbytné peclivé vyplnit pruvodku,
nestacCi ,,stér z rany“, ale specifikovat puvod
rany | jeji lokalizaci na tele

= Také dulezité anamnestické udaje (navrat
ze zahranicCi, prace v zemedelstvi) je
uziteCné na pruvodku uvést



N o
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Diagnostika hnisavych infekci

= \/ laboratori je provedena mikroskopie
vzorku, dale jeho kultivace, blizsi urceni
odhalenych patogenu a vySetreni jejich
citlivosti na antibiotika

= U mikroskopie se hodnoti nejen mikroby,
ale i mnozstvi leukocytu apod.

= Pri kultivaci je uziteCne vyuzivat
pomnozovaci tekuté pudy (kdyby bylo
mikrobl malo) a také selektivni pudy
(s NaCl na stafylokoky, s amikacinem na
streptokoky), zejména u dekubitu apod.



Vyter z rany: Zakladni diagnosticke
schéma (bez anaerobu, kvasinek aj.)

(LiSi se dle lokalizace rany a dalsich okolnosti)
= Den 0: pouze nasazeni kultivaci

= Den 1: vysledek primokultivace vzorku na KA,
EA, NaCl a KA+AMI. V pripadé negativity vSech
pevnych pud se prohlizi B, je-li zakaleny,
vyoCkovava se (tzv. subkultivace)

" Den 2: expedice vsech negativhich a mnohych
pozitivhich vysledku — pro komplikace,
rezistence apod. ovsem zdaleka ne vsech

" Den 3: expedice dalSich pozitivnich vysledku



Vyter z rany — interpretace

= Bézna flora: zadna neni, vSe, co se najde, se
povazuje za patogena (pro jistotu i to, o Cem
mame pochybnosti, neni-li to kontaminace)

= Patogeny: vSechno mozné, od stafylokoku pres
streptokoky a pseudomonady az po anaeroby u
brisnich ran a pasterurelly u ran po pokousani
psem. Proto se doporucuje s atb IéCbou vycCkat
az po alespon predbeznem vysledku kultivace



Zaver
= Jak je vidét, u ruznych typu infekci se

posilaji ruzné vzorky, a jsou tu ruzné
pozadavky na pruvodky

= Nemuzeme chtit po klinickych Ieékarich ani
po zdravotnickych sestrach, aby se ve vsem
neomylne vyznali. Mikrobiologove i
laboranti v mikrobiologickych
laboratorich jsou povinni byt napomocni,
poslouzit spise dobrou radou nez
nadavanim ,,zase jste to odebrali blbe*.



Nashledanou priste!
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