Repetitorium podzimniho semestru
praktickych cviceni z lek.
mikrobiologie — diagnostika
jednotlivych skupin mikrobt

Sepsal: Ondrej Zahradnicek

Autorska poznamka: tento text navazuje na repetitorium jarniho semestru a k jeho
pochopeni je nezbytné potfebna znalost metodologie, v jarnim semestru probirana; zde
uz metody nejsou vysvétlovany. Stejné jako jarni repetitorium text opét neni
kompletnim prehledem toho, co se v podzimnim semestru v praktiku probiralo,
zejména v ném nenajdete popisy konkrétnich tkold (ovSsem ne Ze by po vas nékdo
chtél znat zpaméti, kdy se kam pipetuje kolik mililitr{).

Text chce byt spiSe teoretickym zakladem, ktery ovSsem student bezpodminecné musi
doplnit svymi poznamkami z jednotlivych praktickych cviceni. Vrele také doporucuiji
nahlédnout na naSe webové stranky www.medmicro.info.

Vzhledem k tomu, Ze ast textu (predevsim posledni dvé kapitoly) vznikla Gpravou jinych
textd, slouzicich plivodné k jinym Gc¢eldim, mozna, Ze v ném najdete i informace
nadbyteCné, za coz se omlouvam.

Text je autorskym vlastnictvim Ondfeje Zahradnicka a je urcen k vyukovym tceltim,
jeho pouziti k jinym Gcellim je tfeba konzultovat s autorem.

Text neproSel Zadnymi recenzemi a mohou v ném byt drobné chyby, omlouvam se.

Pouzité zkratky:

CA — Cokoladovy agar

EA — Endlv agar

KA — krevni agar

MH — Miilleriv — Hintonové agar

DalSi zkratky jsou vysvétleny pfimo u jednotlivych kapitol

P01 — Stafylokoky
Uvod

Stafylokoky jsou vedle streptokoki a enterokokd klinicky nejvyznamnéjsi grampozitivni
koky. VSechny stafylokoky jsou potencialni, oportunni patogeny, ale:

Staphylococcus aureus (,,zlaty stafylokok™, dale STAU)
e Je ,Castéji zly, méné Casto hodny".
e V malém mnozstvi mlize byt u zdravych osob na kiizi, pfipadné v nosni dutiné apod.
e Je ale plvodcem abscest v kdiZi i jinde, infekci HCD, sepsi, enterotoxikdz,
o Nékdy také plivodcem vzacnéjSich infekci (syndrom toxického Soku ¢asto
v souvislosti s menstruacnimi tampony)




e Posledné jmenované pripady se tykaji kmend produkujicich specifické faktory
virulence — takovych je ovéem ze vSech kmenll druhu S. aureus vyrazna mensSina

Koagulazanegativni stafylokoky (dale STKN)

e Jsou ,Castéji hodné, méné Casto zIe"

e Normalné jsou soucasti bézné fléry na kizi (véetné zevniho zvukovodu, predni tretiny
nosni dutiny, velkych stydkych pyskd, zevni ¢asti rtu apod.)

e Patogenem se stavaji méné Casto (mocove infekce, katetrové sepse)

o Pri nalezu v hemokulture je potreba prokazat, ze nejde o kozni kontaminaci — za
vyznamny se povazuje opakovany nalez kmene se stejnymi vlastnostmi ve vice
hemokulturach, pficemz automat hlasi pozitivitu ve vSech pripadech po zhruba stejném
Case

Byst¥i studenti si povsimli, Ze pro jednoduchost zde nehovofime o koagulazapozitivnich stafylokocich
jinych nez STAU. Jejich prakticky vyznam je minimalni.

Diagnostika

Mikroskopie

e Grampozitivni koky

e Mély by byt ve shlucich (stafylé = hrozen)

e Avsak zejména pfi barveni kolonii narostlych na pevnych pldach to neni moc vidét
e U STAU jsou zpravidla shluky vétsi néz u STKN.

Kultivace

KREVNI AGAR

e Ploché, maslovité kolonie, bilé nebo (hlavné u STAU) nazloutlé

e To je rozdil oproti streptokoklim a enterokokdim, které jsou ,bezbarvé;jsi*

e Nikdy viridace, mlze byt ¢astecna ¢i Gplna hemolyza, Cast&ji u STAU

PODA s 10 % NACL

e Tato plda je pro stafylokoky selektivni

e Jeto logické, vzdyt' si libuji v kiizi, ¢asto zpocené

e Pokud v laboratofi uvidite piidu s napisem ,NaCI* bez blizSiho Gdaje o koncentraci,
vézte, Ze jde pravé o (nejbéznéjsich) 10 %

MH

 Stafylokoky jsou schopny riist na MH.

e To maiji spolecné s enterokoky, naopak streptokoky na MH bez krve zpravidla
nerostou.

Biochemické a podobné identifikacni metody

e VSechny katalaza pozitivni, oxidaza negativni*

e Priikaz volné plasmakoagulazy (,plasma ve zkumavce"): STAU pozitivni, STKN
negativni

e Priikaz clumping faktoru (= vazané plasmakoagulazy, ,plasma na sklicku*), STAU
pozitivni, STKN negativni

e Priikaz hyaluronidazy, STAU pozitivni, STKN negativni

o Vzajemne rozliseni STKN testem v panelech

e v Cesku se pouziva STAPHYtest (Pliva — Lachema).



*negativni oxidazou se stafylokoky liSi od trochu podobnych mikrokokd, kocurii a kytokoki — ty se vzacné
mohou vykultivovat, zpravidla jako kontaminace z prostredi, jejich Skodlivost je minimalini).

Antigenni analyza

Moderni latexové testovaci soupravy opét k odliSeni STAU od ostatnich. Prokazuiji
clumping faktor a zaroven dalSi antigenni determinanty STAU

Testovani citlivosti

e béznym difusnim diskovym testem, mikrodilucnim testem Ci E-testem.

e VSimneme si, Ze STAU je zpravidla citlivéjSi nez STKN (to ,horsi patogeny" zpravidla
byvaiji).

Diferencialné diagnosticky algoritmus

KROK 1: NEZNAMY KMEN

e obarvime Gramem, abychom vyloucili jiné bakterie nez G+ koky

KROK 2: G+ KOKY

e V praxi potfebujeme odlisit stafylokoky od streptokoki a enterokokdi

o Katalazovy test: stafylokoky +, streptokoky -, enterokoky —

e Nebo rlist na NaCl (vhodné i pfi izolaci ze smési). Rostou pouze stafylokoky

Enterokoky také snaseji vyssi koncentraci NaCl, lec jen do 6,5 %

KROK 3: STAFYLOKOKY

rozliSime na STAU a STKN

e Orientacné vyuzijeme toho, Ze STAU miva nazloutlé a hemolytické kolonie a
v mikroskopii vétsi shluky.

e Pro spolehlivé rozliSeni ale tohle vSechno nestaci

e Pouzijeme proto priikaz volné plasmakoakuldzy, clumping faktoru (dnes misto nich
zpravidla komercni testy antigenni analyzy), pripadné hyaluronidazy, Stépeni manitu Ci
DNASsy.

KROK 4: VZAJEMNE ROZLISENI STKN

V praxi se to vétsinou nedéla, vysledek ,STKN" je povazovan za dostacujici.

e Vzajemné rozliSime biochemickym testem v panelu (STAPHYtest)

Popis specialnich testi

Neuvadime zde popis diagnostickych postupt obecné znamych, jako je Gramovo barveni, ba ani
STAPHYtest, ktery je Uplné stejny jako vSechny ostatni biochemické testy v panelech

Volna plasmakoagulaza

Prokazuje se koagulaci krali¢i plasmy. Nevyhodou je, Ze test se da orientacné odecist az
po nékolika hodinach, definitivné druhy den. Pozitivni (STAU) je koagulace, tj. tekutina
se zmeéni v ,zelé".

Clumping faktor (vazana plasmakoagulaza)

se prokazuje pomoci sklickové aglutinace kralici plasmy. Kmen se smicha s kapkou
plasmy, v pozitivhim pripadé (STAU) vzniknou hrudky.

Dnesni rozliSovaci testy (typu Pastorex, Stafaurex)

jsou vlastné latexovou aglutinaci na katronové karticce. Test je spolehlivéjsi nez plvodni
clumping faktor, ale i nez priikaz volné plasmakoagulazy — soupravy totiz vyuzivaji
kombinace rliznych antigen(



Hyaluronidaza (test dekapsulace)
levny a elegantni test. Potfebujeme opouzdreny kmen, napt. Streptococcus equi.
Naockujeme jej na

Hyaluronidasa Zluté "soplovity" nartist, agar jako pas.
oranZoveé suché kolonie. K nemu kolmo
testované kmeny.
Bile testované kmeny Kmen normalné
stafylokokul. vypada jako sopel.

V pripadé pozitivity
v misté, kde priléha
kmen stafylokoka,

Hodnoceni:

Kmeny C, D patfi k druhu

Staphylococcus aureus vig:lfme _ )
pulkruhovitou zonu,
Kmeny A, B, E patfi mezi kde kmen sice roste,
koagulazanegativni ale ztraci
stafylokoky ~Soplovitost™.

Pouziti stafylokokii v diagnostice jinych mikrobti

1) V diagnostice hemofil& se STAU vyuziva pfi satelitovém fenoménu — viz dale

2) V diagnostice streptokokll se vyuziva STAU pfi CAMP testu. Pozor! STAU miize
produkovat nékolik typl hemolyzind, nejbézné;jsi alfa, beta, delta. Pro CAMP test
potfebujeme kmen, ktery produkuje beta hemolyzin, ale ne alfa a ne beta. Proto také
nelze CAMP test pouzit zpétné k diagnostice stafylokoka: jen malo ,divokych" kmen(
STAU jsou Cisti beta-producenti.

Pisen

1. Kdo liba divku na ouska a na bélostnou Siji

ten liba vlastné stafouska jenz do kliZze se vpiji
VZdyt' kazda divka na ousku krom nézné divci viiné
ma spoustu malych stafouskd at’ zdrava je i stiné

2. Ach divko s viini nad riize pojd’ se mnou hned a zacni
pro stafousky z té tvé kiize chystat test kultivacni

Pojd’ otestujem stafousky na jejich hemolyzu

a viadime je do zkousky zda umi tvorbu slizu

3. Kdo Septa nézna slovicka své divukrasné dame
a pak ji liba na vicka a nabizi ji ramé

At vi, kdyz liba bez rousky a kdyz se maji radi,
Ze tak i jeji stafousky se s jeho skamaradi



P02 — Streptokoky
Uvod

Mezi streptokoky je nejvyraznéjSim patogenem Streptococcus pyogenes. Avsak i ten
mdze byt nalézan v krku zdravych osob. Ostatni streptokoky se vyznacuiji riznou mirou
patogenity.

Streptococcus pyogenes (jediny zastupce sk. A dle Lancefieldové)

e Zplsobuje anginu, spalu, spalovou anginu, riizi, flegmony

e V pripadé napadeni fagem jesté zavaznéjsi stavy, napf. nekrotizuijici fasciitidy

e Protilatky mohou tvofit imunokomplexy a zplisobovat autoimunitni onemocnéni —
revmatickou horecku a akutni glomerulonefritidu

Streptococcus agalactiae (jediny zastupce sk. B u clovéka)

e Zplsobuje urogenitalni infekce

e Pritomen v pochvach i zdravych Zen, i tehdy ale nebezpedi — pro pripadného
novorozence

e U jinych Zivocich( jiné typy infekci (u krav zanéty mlécné Zlazy, odtud nazev!)

Streptokoky ,non-A-non-B" (hemolytické streptokoky jinych
skupin)

e Pomeérné Casté nalezy ve faryngu, potencialni patogeny

e Obcas i jinde, napr. v ranach

Streptococcus pneumoniae (pneumokok)

e U zdravych osob nalézan ve faryngu; neni-li ho moc, je to v poradku

e Plvodce pneumonii, sinusitis, zanétli stfedniho ucha, meningitid apod.
e Vyznamny u splenektomovanych

Ustni streptokoky (streptokoky s viridaci jiné nez pneumokok)

e Vedle Ustnich neisserii hlavni soucast bézné flory v Ustech a faryngu

e Podil na zubnim kazu (spiSe ve smyslu dysbalance bézné flory)

e Pri priiniku do krevniho fecisté u zdravych nic neudéld, ale u predisponovanych osob
(revmaticka horecka, cévni implantaty) mohou vytvaret vegetace (biofilm) —
endocarditis lenta (sepsis lenta)

Nehemolytické streptokoky

e Obcas nalézany v ranach ¢i jinde, maly vyznam

Déleni dle Lancefieldové se vlastné tyka vSech streptokokd, ale v praxi se uplatiiuje jen u hemolytickych.
Beztak velka Cast viridujicich zadny antigen dle Lancefieldové nevlastni

Diagnostika

Mikroskopie

e Grampozitivni koky

e Nazev pravi, Ze jsou v fetizcich. AvSak nékteré jsou ve dvojicich (pneumokok) a u
natérd z pevnych pld opét na usporadani nelze spoléhat

e Dlouhé fetézy tvori zejména S. pyogenes



Kultivace

KREVNI AGAR

o Témér bezbarvé kolonie, vétSinou drobnéjsi nez maji enterokoky a stafylokoky. Vétsi
kolonie (na urovni enterokokdl a stafylokok(l) ma jen S. agalactiae.

e Vyznamnym diagnostickym znakem hemolyza x viridace x Zadna zména

e Hemolytické jsou S. pyogenes (SRPY), S. agalactiae (SRAG) a non-A-non-B (SRNO),
viridujici je S. pneumoniae (SRPN) a Ustni streptokoky (SRUS)

e S. pyogenes ma natolik vyraznou hemolyzu, ze diky tomu nehrozi zaména
s enterokoky; to je vyznamné, protoze ma jako jediny pozitivni PYR test

PODA S AMIKACINEM

e Tato plida je selektivni pro streptokoky a enterokoky

o Stafylokoky a gramnegativni bakterie nerostou

MH

o Streptokoky zpravidla nejsou schopny riist na MH.

o Citlivost na antibiotika se zjiStuje pomoci MH s krvi, anebo pfimo KA.

Biochemické a podobné identifikacni metody

e VSechny katalaza a oxidaza negativni

e PYR test negativni s vyjimkou S. pyogenes

o V nékterych pripadech se vyuziva hemolytickych interakci a citlivosti na antibiotika
(viz dale)

e Biochemicky test v panelu (STREPTOtest Pliva — Lachema) se vyuziva prakticky jen k
rozliSeni viridujicich streptokokd, protoZe ostatni streptokoky jsou biochemicky malo
aktivni

Antigenni analyza

Moderni latexové testovaci soupravy vyuzivaji antigenni soustavu podle Lancefieldové.
Nedaji se pouzit u viridujicich streptokokd, které tyto antigenni determinanty nemaiji.
Nejcastéji se pouziva k vzajemnému rozliSeni uvniti skupiny non-A-non-B streptokokd.

Testovani citlivosti

e Béznym difusnim diskovym testem ¢i E-testem na vhodnych plidach; neda se
provadét vysetreni MIC mikrodilucnim testem

e Zejména u S. pyogenes je zakladnim lékem volby klasicky penicilin

Diferencialné diagnosticky algoritmus

KROK 1: NEZNAMY KMEN

e obarvime Gramem, abychom vyloucili jiné bakterie nez G+ koky

KROK 2: G+ KOKY

e V praxi potfebujeme odlisit streptokoky od a stafylokok{ enterokokdi

 Katalazovy test: streptokoky -, stafylokoky +, ovsem enterokoky také —

e Zluc-eskulinova ptida nebo Slanetz-Bartleyho agar (enterokoky rostou v koloniich
specifické barvy, stafylokoky ani enterokoky nerostou)

e Alternativou je PYR test: enterokoky +, streptokoky — s vyjimkou S. pyogenes

KROK 3: STREPTOKOKY

RozliSime dle hemolyzy



e Streptokoky s Uplnou ¢i ¢asteCnou hemolyzou — viz krok 4A

o Streptokoky s viridaci — viz krok 4B

o Streptokoky bez hemolyzy zpravidla dale neidentifikujeme

KROK 4A: VZAJEMNE ROZLISENI HEMOLYTICKYCH STREPTOKOKU

e Provedeme PYR test Ci bacitracinovy test (SRPY +, SRAG -, SRNO -)

e Provedeme CAMP test (SRAG +, SRPY -, SRNO -)

KROK 5A: VZAJEMNE ROZLISENI NON-A-NON-B

e V pripadé potreby rozliSime latexovou aglutinaci

V praxi se to vétsinou nedéla, vysledek ,STKN" je povazovan za dostacujici.

KROK 4B: VZAJEMNE ROZLISENI VIRIDUJICICH STREPTOKOKU

e Provedeme optochinovy test (SRPN +, SRUS -)

e Alternativou je test ,rozpustnosti* kolonie v praskové zluci a test patogenity pro mys.

o Orientacné Ize také pouzit vzhled kolonii (u SRPN ploché, penizkovité Ci miskovité,
anebo u opouzdrenych kmend mukdzni kolonie) a mikroskopii (u SRPN charakteristické
dvojice protahlych kokl kopickovitého — lancetovitého — tvaru)

KROK 5B: VZAJEMNE ROZLISENI USTNICH STREPTOKOK(

e Vzajemneé rozliSime biochemickym testem v panelu (STREPTOtest)
V praxi se to vétsinou nedéla, vysledek ,ustni streptokok™ je povazovan za dostacuijici.

Popis specialnich testi

Bacitracinovy test a optochinovy test

Je to prachsprosty difusni diskovy test citlivosti, jen s tim, Ze antibiotika bacitracin a
optochin se dnes IéCebné zpravidla nevyuzivaji (bacitracin jen v kombinaci
s neomycinem = framykoin). Je ovSem treba zd(raznit, Ze i zde je nutno pouzit pidu
s krvi, jinak by streptokoky nevyrostly.

U bacitracinového testu se vyuziva primarni citlivosti SRPY na bacitracin. Test se
v soucasnosti povaZuje za nespolehlivy a proto ho vytlacil PYR test

U optochinového testu se vyuziva primarni citlivosti SRPN na optochin. Test se vyuziva,
protoze nic lepSiho nemame; o jeho spolehlivosti jsou ovsem také pochyby.

CAMP test

Nema nic spolec¢ného s cyklickym adenosinmonofosfatem, proto se také piSe CAMP a ne
cAMP. Jde o zkratku jmen objevitelli (Christie — Atkinsen — Munch — Petersenova). Je
prikladem takzvanych hemolytickych interakci.

OBECNY PRINCIP HEMOLYTICKYCH INTERAKCI

Jde o to, ze dvé bakterie produkuji hemolyziny, které maji castecny efekt na krvinky;
pokud je priockujeme k sobé (napfiklad naockujeme jednu jako ¢aru a druhou jako
jednu ¢i dvé ¢ary kolmé k prvni ¢are), mohou nastat rtizné efekty. Synergismus
znamena, Ze se hemolyziny vzajemné potencuji, v fadé pripadd ovsem jen tehdy,
dostanou-li se k membrané krvinky ve spravném poradi, coz ovliviuje tvar zony
synergismu. Antagonismus naopak znamena, Ze celkovy hemolyticky efekt je mensi nez
efekt samotného jednoho z hemolyzin(i.

Kromé CAMP testu se hemolytické interakce vyuzivaiji také v diagnostice korynebakterii,
listerii, arkanobakterii a dalSich.

VLASTNI PRINCIP CAMP TESTU




Jde o synergismus mezi beta hemolyzinem STAU a hemolyzinem SRAG. V praxi se
pouziva laboratorni kmen STAU, ktery je ovéfenym producentem beta hemolyzinu
prakticky bez produkce alfa a delta hemolyzinu. Takovy kmen ma jen ¢astecCnou
hemolyzu, stejné jako S. agalactiae.

Na misku tedy naocCkujeme caru laboratorniho kmene STAU a kolmo k ni ¢aru
testovaného kmene, kterou prerusime v misté krizeni, abychom nekontaminovali klicku
stafylokokem. Nechame inkubovat v termostatu. Druhy den v pfipadé pozitivity vidime
z6nu UpIné hemolyzy. Poetické duse vidi tvar motylich kridel, kdezto odporni skeptici
pouze dva trojuhelniky ©.

CAMP test se pouziva pouze v diagnostice streptokokd, nikoli v diagnostice stafylokokd, vysvétleni je
v predchozi kapitole.

Latexové aglutinace

Jsou UplIné stejné jako obdobné testy u stafylokokd, neisserii ¢i hemofild.

ASLO
Jde o neutraliza¢ni priikaz protilatek. Neni sou€asti priikazu streptokoka, ma vyznam
vyhradné pii sledovani pozdnich nasledkd. BlizSi vysvétleni viz jarni semestr

Pouziti streptokokt v diagnostice jinych mikrobti

V diagnostice stafylokokl se pouziva Streptococcus equi, Je to zviteci, pro Clovéka témér
nepatogenni druh. Studenty, ktefi si ho budou plést s Rhodococcus equi, budeme tahat
za usi.

Pisen — ,Plda s amikacinem™
Zhnisanou ma ranou Dasa

A je vazné na masli

/:Pod kobercem proteasa

bet'aka ji nenasli:/

Pak udélal téco Lacin
Za pomoci zet'aka
Vyzkouseli amikacin
nasli toho betaka

Neni to zas tak moc penéz
Tak nebud’'me lenosi
Najde se tam pyogenes
zvladneme ho penosi

PO3A — Enterokoky

V praktiku P3 doslo ke ,snatku z rozumu™ dvou vcelku nesouvisejicich témat: enterokokd coby dokonceni
G+ kokd, a pak celych G+ tyCinek. Zde je vSak z praktickych ddvodd uvadime zvlast'.

Uvod
I prlimérné inteligentni studenti v nazvu enterokok slysi fecké ,enteron" ili stfevo.
Tam se opravdu vyskytuji jako soucast bézné fléry. Pokud vSak enterokoka zivot ve



strevé omrzi, opusti své rodné strevo a vyda se ,na navstévu" do sousednich otvorli ©.
Enterokok je tedy pomérné béznym urogenitalnim patogenem.

E. faecalis (ECFS) je o néco vice patogenem, E. faecium (ECFM) zase 0 néco vice
béznou flérou, ale rozdil mezi nimi neni velky. Kromé nich existuje spousta dalSich,
méné dlezitych. Moravské patrioty jisté potési existence £. moraviensis.

Enterokoky jsou rezistentnéjsi nez streptokoky nebo stafylokoky. VSechny jsou primarné
rezistentni ke vSem cefalosporinlim, linkosamid@im, malo G¢inné jsou i makrolidy a nizsi
koncentrace aminoglykosidd. ECFM je jeSté rezistetnéjsi (napf. je primarné
rezistentné&jsi k ampicilinu).

No nejsou srandovni, bracho?

Diagnostika

Mikroskopie
e Grampozitivni koky
e Zpravidla v kratkych retizcich, nelze na to spoléhat

Kultivace

KREVNI AGAR

o Kolonie Sedo-bezbarvé, ale vétsi nez u streptokokli kromé S. agalactiae, ktery ma
kolonie hodné podobné

» _Na rozdil od streptokokd neni u enterokok{i béZzna hemolyza, ale neni ani vyloucena.
Castéjsi je viridace, zejména u ECFM.

KREVNI AGAR S AMIKACINEM

e Tato plda je selektivgl’ pro streptokoky a enterokoky

ZLUCESKULINOVY AGAR (ZE) A SLANETZ-BARTELYHO AGAR (SB)

Jde o ptidy vyuzivané k diagnostice enterokokd. Jsou selektivné diagnostické. Na prvni
z nich rostou enterokoky v ¢ernych koloniich, na Slanetz-Bartleyho agaru v hnédo-
rezavych. Obé pldy jsou selektivné diagnostické — nejenze na nich enterokoky vypadaiji



typicky, ale také by na téch pddach nemélo (skoro) nic jiného riist; vyjimkou jsou
grampozitivni tyCinky — listerie.

MH

e Enterokoky jsou schopny rlist na MH.

Biochemické a podobné identifikacni metody

e VSechny katalaza a oxidaza negativni

e Arabindza (Stépeni): ECFM +, ECFS —

(pozor, ve vysetrovacich metodach je to spatné, spravné je to tady!)

e Pokud chceme odhalit i méné bézné enterokoky, pouzijeme biochemicky test
v panelu, napriklad ENCOCCUStest.

Testovani citlivosti
e Béznym difusnim diskovym testem, mikrodilu¢nim testem ¢i E-testem.
e Je-li kmen citlivy na ampicilin a zaroven byl urcen jako ECFM, je nékde chyba.

Diferencialné diagnosticky algoritmus

KROK 1: NEZNAMY KMEN

e obarvime Gramem, abychom vyloucili jiné bakterie nez G+ koky

KROK 2: G+ KOKY

e V praxi potfebujeme odlisit enterokoky od streptokokd a stafylokok

 Katalazovy test: stafylokoky +, streptokoky -, enterokoky —

e ZE nebo SB (enterokoky rostou v typickych koloniich), anebo PYR test (neodlisi
stafylokoky, z nichZ mnohé jsou také PYR +, ale ze streptokokl je PYR + pouze

_ 5. pyogenes a ten ma vyrazné odlisnou morfologii kolonii)

Rikate si mozna, proC k odliseni streptokoki nepouzijeme riist na MH. Je pravda, ze streptokoky na MH
vétsinou nerostou, na rozdil od streptokokd. Nékteré streptokoky ale mohou na MH Spatné sice, ale
presto rlst, takze k diagnostice se rlist na MH nehodi.

KROK 3: ENTEROKOKY

rozliSime dva nejbéznéjsi druhy, v bézné praxi neuvazujeme o ostatnich

e VyuZijeme arabindzovy test.

KROK 4: PRESNEJIST ROZLISENI ENTEROKOKO

Protoze podil jinych enterokoki nez je ECFS a ECFM je zanedbatelny, zpravidla se spokojime
s arabindzovym testem. Pokud ale chceme mit jistotu, musime pouzit kombinaci vice reakci

e Enterokoky rozliSime biochemickym testem v panelu (ENCOCCUStest, Pliva —
Lachema)

Popis specialnich testi

Arabindza

Zkumavka obsahuje arabindzu a indikator. Plvodni barva zkumavky je zelena. Je-li
arabindza Stépena (ECFM), zkumavka zezloutne. Pokud Stépena neni (ECFS), zlistane
zelena.



P0O3B — Grampozitivni tyCinky
Uvod

Jejich vyznam je daleko mensi, nez je tomu v pfipadé grampozitivnich kok{. Nesmime je
ale podcenit.

Listeria monocytogenes (a pripadné dalSi zastupci listerii)

o (Casto bezpriznakové infekce, nebezpecné u teéhotnych

e Vyznamna svou schopnosti prezivat pfi nizkych teplotach a vysokych koncentracich
soli — proto se také vyskytuje napf. v syrech

»Hysterie kolem listerie"™ byvaji Casto na poradu dne v zapadoevropskych zemich. Hrozba listeriozy byva
umeéle zveliCovana, aby se zdlvodnily zakazu dovozu konkurencnich mlékarenskych vyrobkd.

Corynebacterium sp. a ,koryneformni tyCinky"

o Drive zavazné Corynebacterium dijphtheriae (plvodce zaskrtu) uz dnes tolik nehrozi.
Studentlim zato hrozi problémy, pokud si nezapamatuji pravopis ,-phth-".

e Ostatni korynebakteria se vyskytuji jako souc¢ast bézné flory na kiizi a jsou
obcasnymi patogeny napf. v ranach nebo v pfipadech sepsi

e ,Koryneformni tyCinky" je nazev pro bakterie nejen rodu Corynebacterium, ale i
nékolika dalSich: Rhodococcus, Dermatophilus, Rothia Ci Arcanobacterium. VSechny
jsou obc¢asnymi ptivodci zejména koznich infekci. Vyjimkou je Arcanobacterium,

obcasny plivodce tonsilitid (oproti SRPY ovsem velmi vzacné).
V Brné byl objeven Rhodococcus jostii, a to pfimo na ostatcich markrabéte Josta.

Bacillus sp.
e Vyrazné patogeny B. anthracis (antrax — snét’ slezinna, hrozba bioterorismu) a B.
cereus (potravinové toxikdzy z obilnych vyrobkd)

e Ostatni bacily se vyskytuji zpravidla jako kontaminace na misce
Pokud spatfite nick Bacil na literarnim serveru Pismak, pak vézte, ze jde o autora téchto radkd.

Laktobacily

Budou probrany zaroven s anaeroby. Sice nejsou primo anaerobni, ale zpravidla coby
mikroaerofilni mikroby rostou Iépe v anaerobidze

Diagnostika

Mikroskopie

Grampozitivni tyCinky

CORYNEBACTERIUM

Casto pleomorfni (rliznotvaré) tycinky, usporadané do ,,ohradek" — palisad, pfipadné
atvarll ve tvaru ptacich kridel

LISTERIE

Tycinky bez vyrazného palisadového usporadani, spiSe tvori fetizky

BACILLUS

Velmi robustni tyCinky, ob¢as prerusené neprobarvenym mistem — endosporou

Kultivace
CORYNEBACTERIUM
Na KA drobné bélavé kolonie, pfipominajici poprasek, ¢asto se mize splést s kvasinkami



LISTERIE

Na KA kolonie podobné enterokokdim, anebo (pokud jsou hemolytické) streptokoklim
BACILLUS

Plst'ovity nardst, odliSny od snad vSech ostatnich druhl baktérii

JINE PODY NEZ KREVNI AGAR

e Za zminku stoji, Ze korynebateria Casto nalézame na KA s amikacinem

e U listerii se (spiSe ale v potravinafstvi) pouzivaji chromogenni pldy, napf. ALOA.
MH

e Na MH spiSe nerostou, proto je lépe pouzit pro testovani pldy s krvi

Biochemické a podobné identifikacni metody

e Corynebacterium, Listeriai Bacillus jsou katalaza pozitivni, avSak napftiklad
Arcanobacterium je negativni

e V zahranici dostupné biochemické testy v panelech (napf¥. API-coryne fy BioMérieux)

e U nas lIze vyuzit kombinace dvou testti (STREPTOtest a STAPHYtest) pfi pouziti
specialni matice

o U listerii a korynebakterii Ize vyuzit hemolytickych interakci

Testovani citlivosti
e Béznym difusnim diskovym testem na vhodnych plidach

Diferencialné diagnosticky algoritmus

KROK 1: NEZNAMY KMEN

e obarvime Gramem, abychom vyloucili jiné bakterie nez G+ tyCinky

KROK 2: G+ TYCINKY

e V praxi potfebujeme rozliSit nejbéznéjsi rody

e Pouzijeme rozdily v mikroskopii, viz vySe

e Pouzijeme také rozdily v morfologii kolonii na KA, viz vySe

e V pripadé potieby pouzijeme biochemické testy, rlistové schopnosti (listerie prezivaji
pfi nizkych teplotach), selektivni a selektivné diagnostické plidy apod.

Popis specialnich testi

Soucasné pouzity STAPHYtest a STREPTOtest

Pracuje se s nimi tak, Ze se oba testy provedou a odectou, jako by se jednalo o
stafylokoka, resp. streptokoka. Do pocitaCe se pak zadaji pouze nékteré reakce — ty,
které u koryneformnich tycinek i listerii mohou hrat roli. V pocitaci se musi zvolit
prislusny oddil — ne tedy ,stafylokoky" i ,streptokoky”, ale ,koryneformni bakterie".

PO4A — Enterobaktérie

Také tady pro prehlednost uvadime zvIast’ enterobaktérie, a zvIast’ Vibrionaceae, kampylobaktera a
helikobaktera

Uvod

Enterobaktérie si néktefi studenti s oblibou pletou s enterokoky, avsak jde o
nejvyznamnéjsi Celed’ G- tyCinek. OvSem i ony si zpravidla libuji ve stfeve.

Z hlediska patogenity Ize rozClenit na:



Obligatni patogeny, plivodci systémovych infekci
Sem patfi ptivodci moru, tyfu a paratyfi. V Evropé nas zase tak moc netizi.

Obligatni patogeny, plivodci strevnich infekci

Sem patfi shigely, salmonely a yersinie. Na stejné Grovni je také kampylobakter z dalsi
podkapitoly. Jde o prlijmova onemocnéni podléhajici hlaseni. V nékterych pripadech
mdZe dojit i k sepsi, hlavné u mimin a starych a oslabenych lidi.

Potencialni patogeny

Tady je strasna spousta rodli. Na prvnim misté nelze nejmenovat Escherichii coli, dale
pak Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter, Serratia, a nezapomenme na hvézdné trio
Proteus — Providencia — Morganella (dohromady tvofi tribus Proteae a jsou to bakterie
s vyraznou proteolytickou a mensi sacharolytickou aktivitou, které hlavné rozebiraji
organické zbytky, at’ uz v prirodé — mrSiny nebo ve stfevé — stfevni obsah). Ty, které
zde nejsou jmenovany, jsou prece jen o kus méné vyznamné a jejich pfipadna
neznalost neni diivodem k utrzeni usi.

K onemocnéni dochazi u téchto bakterii:

e Kdyz se narusi rovnovaha strevniho
ekosystému

o KdyZ se dostanou ze streva jinam
(nejbliz to maji do urogenitalniho
systému, a protoze jsou liné, malokdy

- Milacku, pro¢ jsi
nervozni? Déla ti

dojdou dal) , starosti OTEC?
e Kdyz se vyskytne kmen, ktery je
virulentnéjsi nez jiné. U E. coli napriklad - Ne, ETEC...

kmeny oznaCované Ctyrpismennymi
zkratkami, jako je EPEC, ETEC, EIEC Ci
VTEC.

Nepatogenni
Velka spousta pro Clovéka zpravidla nevyznamnych druhd, jako je Pragia fontium Ci
Budvicia aquatica (uvadim pouze z vlasteneckych ddvodu).

Diagnostika

Mikroskopie

e Gramnegativni tyCinky

e Vzajemné rozdily mezi nimi nestoji za fec a v diagnostice nemaji vyznam. Je ale
dobre vedet, ze nekteré se barvi polarné. To neznamena, Ze bychom je museli jezdit
barvit na Spicberky, ale Ze se barvi vic u pold (koncd) tycinky nez uprostied. Takova
polarné vybarvena tycinka miiZe, potvora, dokonce budit dojem, Ze se nejedna o
tyCinku, ale o dva koky.

Kultivace

KREVNI AGAR

e Kolonie Sedo-bezbarvé (trfeba u escherichie) nebo bilé (tfeba u klebsiely), ale
mnohem vétSi a vodovejsi nez stafylokoky Ci enterokoky, o streptokocich ani nemluvé




e Hemolyza mize byt pfitomna u rodd Escherichia a Proteus, ale nema diagnosticky
vyznam. SpiSe z tradice se véri, ze hemolytické kmeny escherichii jsou horsi nez
nehemolytické, ale nemusi to byt vzdycky pravda.

o Neékteré kmeny Proteus mirabilis a v mensi mite i Proteus vulgaris vykazuji na
krevnim agaru tzv. Raussliv fenomén — maji plazivy rlist. Z centralni kolonie se
bakterie Sifi po povrchu agaru. Protey se také vyznacuji pronikavym zapachem.

ENDOVA PODA

e Rostou na ni enterobakterie, Vibrionaceae a gramnegativni nefermentujici tycinky.
Nerostou na ni nejen zadné grampozitivni bakterie, ale ani zadné z ostatnich
gramnegativnich (selektivita)

e Bakterie, které si pochutnaji na laktdze, zbarvuiji svoje kolonie i okolni plidu na
tmavocerveno. Bakterie, kterym laktdza nechutna (nemaji pro ni enzym) zbarveni pldy
nemeéni. To se da dobre vyuzit — obligatni patogeny jsou vesmés laktdza negativni,
z potencialnich jsou laktdza negativni jen malokteré (ale proteové treba ano).

e Proteové se i na Endové agaru plazi, ale méné nez na KA

SELEKTIVNE DIAGNOSTICKE PODY

Pouzivaiji se plidy XLD, MAL, DC a jiné kvdli salmonelam, CIN kv{li yersiniim apod.
Vétsina pdd na salmonely je zaloZzena na priikazu paralelni laktdza-negativity a zaroveri
tvorby sulfidd. Tato kombinace se projevi bledymi koloniemi s ¢ernym stfedem.

MH

e Enterobakterie jsou schopny rlist na MH.

Biochemické a podobné identifikacni metody

e VSechny katalaza pozitivni a oxidaza negativni (s vyjimkou rodu Plesiomonas)

o VétSinou maji vyraznou biochemickou aktivitu. Jejich metabolismus je fermentativni.
Ke vzajemnému rozliSeni se pouziva testll v panelech, jako je ENTEROtest 16 a
ENTEROtest 24.

Testovani citlivosti

e Béznym difusnim diskovym testem, mikrodilu¢nim testem ¢i E-testem.

e Nutno hlidat pfirozené rezistence (napr. klebsiela na ampicilin, enterobaktery na
cefalosporiny 1. a 2. generace, protey na kolistin apod.); jejich znalost mize také
usnadnit diagnostiku

Diferencialné diagnosticky algoritmus

KROK 1: NEZNAMY KMEN

e obarvime Gramem, abychom vyloucili jiné bakterie nez G- tyCinky

KROK 2: G- TYCINKY

e Provéfime, Ze rostou na Endoveé agaru. Tim vyloucime mnohé bakterialni rody, které
na Endové agaru nerostou (napriklad hemofily, pasteurelly Ci legionelly)

KROK 3: UZ VIME, ZE ROSTOU NA ENDOVE AGARU

e V praxi potfebujeme odlisit enterobakterie od Vibrionaceae a gramnegativnich
nefermentujicich tyCinek )

 Gramnegativni NEFERMENTUJICI tycinky pozndme podle toho, Ze NEFERMENTUJI
glukdézu. Ne zcela spolehlivy, ale presto pouzivany je Sikmy agar dle Hajny. Do malé



zkumavecky je nalit tento Cerveny agar. Kdyz se jeho barva jakkoli zméni, nejde
pravdépodobné o gramnegativni nefermentujici tyCinky.

o Vibrionaceae zase pozname podle toho, ze jsou oxidaza pozitivni

KROK 4: RODOVE A DRUHOVE ROZLISENI ENTEROBAKTERII

e V orientaCnim uréeni, o€ by mohlo jit, slouZi selektivhé diagnostické pldy

e Pro druhové rozliSeni pouzijeme biochemické testy v panelu

e Z ekonomickych ddvod( se nékdy pouzivaji také zkumavkové testy a jejich
kombinace, pficemz vyhodny je test MIU, kdy z jedné zkumavky zjistime tfi véci.

KROK 5: VNITRODRUHOVA DIAGNOSTIKA — ANTIGENNI ANALYZA

Pouziva se jen v nékterych pripadech:

e Z epidemiologickych ddvod{ u salmonel, shigel a yersinii

e Z dtivodu rozdilné patogenity u escherichii, pokud potfebujeme vyloucit EPEC,
eventualné ETEC, VTEC a podobné.

Bez ohledu na diivod se provadi klasickou skliCkovou aglutinaci (viz jarni semestr)

Popis specialnich testi

MIU

Zkumavka obsahuje kombinaci nékolika substratli v polotuhém agaru. Ockuje se
vpichem a inkubuje se pres noc. Pokud zlistane zakal pouze v ¢afe vpichu, jde o
nepohyblivou bakterii, pokud se bakterie ,rozleze" po celé zkumavce, je pohybliva.
Zrlzovéni substratu svédci o Stépeni urey. Cerveny prstenec po prikapnuti Kovacsova
Cinidla vykazuji indolpozitivni bakterie.

Basen

NemUlzem vZzdy slepici
Kontrolovat stolici
Jednou projdem driibezarnou
A stolici najdem zdarnou
Prileti vSak holub bély
Zanese tam salmonely
Odnesou pak vejce

Pro cukrare-strejce
Cukraf, stryCek nevinny
Nadéla z nich zmrzliny
MIadez sni ji s dlivérou
A vsichni se...

P04B — Ostatni strevni bakterie
Uvod
Nesmime zapominat, Ze kromé enterobakterii jsou i dalSi bakterialni pivodci infekci GIT.

Vibrionaceae
e Rod Vibrio - V. cholerae, ptivodce cholery, dale tzv. halofilni vibria
e Rod Aeromonas — infekce ran pri kuchani ryb (spiSe v ucebnicich)



e Rod Plesiomonas nyni prerazen mezi enterobakterie
Cholera je stale vyznamnou infekci v mnoha zemich subtropického a tropického pasu.

Campylobacter a Helicobacter

e Kampylobakteridza je v posledni dobé stejné Casta strevni infekce jako salmoneldza.
Campylobacter je zahnuta oxidaza pozitivni tycCinka

e Helicobacter je nékolikrat zahnuta (spiralovita) tycinka, jedina bakterie, schopna
prezit v Zaludku. Helikobakter zde preziva diky masivni produkci ureazy. Dochazi ke
Stépeni mocoviny na oxid uhliCity (ktery vyprcha) a amoniak (ktery ,zezasadituje"
mikroprostredi kolem helikobaktera). Mezi klinicky vyznamnymi mikroby nenajdeme
druhého takového, ktery by
urcity enzym produkoval tak
masivni mérou.
Helikobaktery se podileji na
gastroduodenalnich viedech,
ale jde vzdy jen o jeden

+
z faktord. Jsou i zdravi lidé T T
s helikobaktery v Zaludku. 1 2 3

Nobelova cena za medicinu za rok 2005 je spojena pravé s helikobaktery.

Diagnostika

Mikroskopie
Gramnegativni tyCinky, zahnuté (helikobakter spiralovity), pohyblivé. Lze sledovat i
v nativnim preparatu.

Kultivace

VIBRIA

Podobaji se enterobaktériim. Pro cilenou kultivaci se pouZivaji specialni plidy, zejména

tekuté médium — alkalicka peptonova voda, a pevna ptida — TCBS (TCZS) agar (zkratka

znamena thioglykolat, citrat a ZluCové soli = bile salts).

KAMPYLOBAKTERY

Ctyfi kultivacni zvlastnosti:

e Specialni kultivacni pida ¢erné barvy s aktivnim uhlim

e ZvySena tenze CO,

e Prodlouzena kultivace — 48 h

e ZvysSena teplota — 42 °C (kampylobakter je primarné ptaci patogen a ptaci maji vyssi
télesnou teplotu)

HELICOBACTER

Specialni plda, kultivace trva pét dni

Biochemické a podobné identifikacni metody

e Vibrionaceae se poznaji od enterobakterii pozitivni oxidazou. Vzajemné se rozlisi

ENTEROtestem s tim, Ze pro né musime pouzit specialni matici
e Campylobacter zaujme pozitivni (i kdyz nékdy opozdénou) oxidazovou reakci




e Helicobacterimponuje, jak jiz bylo re¢eno, mohutnou ureazovou aktivitou. Je tak
mohutna, zZe ji Ize prokazat i pfimo v blocku bioptatu. Helikobaktery jsou tedy vyjimkou
potvrzuijici jinak platné pravidlo, ze biochemické identifikacni testy Ize provadét pouze
s kmenem a nikoli s celym vzorkem. To vSak helikobakterlim nestaci. Cht&jice byt
originalni za kazdou cenu, daly vzniknout jedinému mikrobiologickému testu, na ktery
potfebujeme celého pacienta: urea breath test (viz dale).

Slysite-li dva mikrobiology bavit se o Aeligonech, nemusi to byt mirkobiologové-hudebnici. Spise maji na
mysli své oblibené helikobaktery ©.

Testovani citlivosti

e Neprovadi se.

Diferencialné diagnosticky algoritmus

KROK 1: NEZNAMY KMEN

e obarvime Gramem, abychom vyloucili jiné bakterie nez G- tyCinky

KROK 2: G- TYCINKY

e Provéfime, zda rostou na Endové agaru. Tim vyloucime mnohé bakterialni rody,
které na Endové agaru nerostou (napriklad hemofily, pasteurelly Ci legionelly)

KrRoOK 3A: UZ VIME, ZE ROSTOU NA ENDOVE AGARU

e V praxi potfebujeme odlisSit Vibrionaceae od enterobakterii a gramnegativnich
nefermentujicich tyCinek

 Gramnegativni NEFERMENTUJICI tycinky pozndme podle toho, Ze NEFERMENTUJI
glukdzu (viz predchozi podkapitola).

e FEnterobacteriaceae zase pozname podle toho, ze jsou oxidaza negativni

KROK 4: VIBRIONACEAE

K rozliSeni pouzijeme ENTEROtest, s matici pro vibria a aeromonady.

Krok 3B: UZ VIME, ZE NEROSTOU NA ENDOVE AGARU

Kampylobaktera a helikobaktera od jinych takovych (hemofild, legionel aj.) odlisime

mikroskopii — jedna se o0 ZAHNUTE tycCinky.

Upfimné feceno, v praxi bychom u kampylobakter(i a helikobakterd asi tento algoritmus viibec nevyufZili.

Diagnostikujeme je jen tehdy, pokud predem pojmeme podezreni, ze by se o tyto baktérie mohlo jednat,
a v takovém pfipadé jim pripravime specialni testy a kultivacni pldy.

Popis specialnich testi

Urea breath test

Pacientovi podame radioaktivné znacenou mocovinu. Je-li v zaludku helikobakter,
mocovinu Stépi. Radioaktivni oxid uhlicity pak ma vyznamny podil ve vydechovaném
vzduchu. Neni-li helikobakter pfitomen, mocovina neni Stépena a projde i

s radioizotopem az do streva.

PO5A — Hemofily (a Pasteurellaceae)

Rovnéz hemofily a pseudomonady se sesly v jednom praktiku jen proto, ze by ty ani ony celé praktikum
nezaplnily.

Uvod

Celed’ Pasteurellaceae zahrnuje gramnegativni ty¢inky nerostouci na EA.



Pasteurella
Je doma v psich tlamach. Pasteurelové infekce jsou Casté v ranach po pokousani psem.

Haemophilus

Je u Clovéka mnohem béznéjsi nez pasteurella. Hemofily se vyskytuji ve faryngu
zdravych osob, patogenem se stavaji pfi poruseni rovnovahy. To se tyka jak druh(
Haemophilus parainfluenzae (HEPA) a Haemophilus aphrophilus (HEAP) tak i vétSiny
kmenl Haemophilus influenzae (HEIN). AvSak opouzdiené kmeny HEIN s pouzdernym
typem ,b" jsou horsSi nez ostatni: byvaji priCinou invazivnich infekci — epiglotitid,
meningitid, pfipadné pneumonii. Proto se také proti nim ockuje.

ObsSournici cestujici do tropl by méli znat také Haemophilus ducreyi, plvodce mékkého viedu.

Diagnostika

Mikroskopie
e Gramnegativni kratké tyCinky

Kultivace

KREVNI AGAR

e Pasteurely na KA rostou a typicky smrdi. Vypadaji podobné jako enterokoky.

e Hemofily na KA rostou pouze v pritomnosti baktérie, ktera jim umozni pristup
k faktorlim uzavienym uvnitf erytrocytd. Takovou bakterii byva S. aureus. Jev se
oznacuje jako satelitovy fenomén — hemofil totiz ,krouzi® kolem stafylokokové cCary
jako druzice (satelit).

Kdyz je feC o druzicich, vite, jak zni otrocky preklad jména slavného Ceského cestovatele a literata
Krystofa Haranta z PolZic a Bezdruzic? Prece Christopher the Bastard from Afterspoons and
Withoutsatelites! ©

CA A LEVINTHALOV AGAR y 3

e Bez pomoci jiné bakterie rostou hemofily jen na CA, pripadné prefiltrovaném CA,
ktery ma nazev Levinthalllv agar

AGAR K DIAGNOSTICE RUSTOVYCH FAKTOR(

Je to pomérné chudy agar, blizky zivnému agaru. Je paradoxni, Ze hemofily v podstaté
nejsou zase tak zhyckané, jak by si nékdo myslel. Nebyt potreby ristovych faktord,
rostly by v podstaté na kdeCem. Proto pravé se pouziva tento chudy agar k jejich
rozliseni.

MH

e Hemofily nejsou schopny ridst na MH, citlivost se zjiSt'uje na Levinthalové agaru.

Biochemické a podobné identifikacni metody

o Nékteré firmy nabizeji biochemické soupravy k testovani hemofilli a podobnych
bakterii, v praxi se vSak priliS nevyuzivaiji.

Testovani citlivosti
e Diskovym testem na Levinthalové agaru s tim, Ze je nutné zaroven prokazat
pripadnou produkci betalaktamazy pomoci diagnostického prouzku

Diferencialné diagnosticky algoritmus
KROK 1: NEZNAMY KMEN



e obarvime Gramem, abychom vyloucili jiné bakterie nez G- tyCinky

KROK 2: G- TYCINKY

e Provéfime, zda rostou na Endové agaru. Zjistime, Ze nerostou.

KROK 3: UZ VIME, ZE NEROSTOU NA ENDOVE AGARU

Upfimné feceno, potvlirek, které nerostou na EA je hrozné moc. Pokud ale ucitime

typicky zapach a zaroven vidime satelitovy fenomén (hemofily) nebo mame k dispozici

anamnézu pokousani psem (pasteurely), tusime, ktera bije.

KROK 4A: POTVRZENI DIAGNOSTIKY PASTEUREL

o Pasteurelu ovefime tak, Ze zkusime citlivost na penicilin a vankomycin. Je citliva na
penicilin a rezistentni na vankomycin, coz je kombinace mezi bakteriemi nebézna.

KROK 4B: URCENI DRUHU HEMOFILA

Nejbéznéjsi tfi druhy hemofild (HEPA, HEAP a HEIN) ur¢ime faktorovym testem.

KROK 5B: VNITRODRUHOVA DIAGNOSTIKA — ANTIGENNI ANALYZA

V pripadé invazivni infekce a prokazaného HEIN provadime latexovou aglutinaci,

abychom prokazali pripadnou pfitomnost typu ,b".

Poznamka k diagnostice vytérl z krku

V praxi samozrejmé nemivame k dispozici izolovany kmen, ale cely vzorek. Hemofil by
se nam ve vytéru z krku ztratil mezi Ustnimi streptokoky a neisseriemi. Na KA
naockujeme stafylokokovou ¢aru a na ni umistime bacitracin — v jiné koncentraci nez
pro bacitracinovy test (na disku byva napsano ,BH" — ,Bacitracin hemofilovy").
Bacitracin odcloni béznou floru a hemofily rostou kolem stafylokoka.

Popis specialnich testi

Faktorovy test

Na chudy agar plosné naockujeme hemofily jako pri testovani citlivosti. Na agar vSak
misto antibiotickych diskli naklademe disky napusténé rlistovymi faktory:
o Disk s faktorem X (hemin)

e Disk s faktorem V (NAD*)

e Disk se smési faktorli X + V

*pro St'oury: nikotinamidadenindinukleotid, nikoli néhradni autobusova doprava ©
Vyhodnoceni vysledki:

e HEIN roste pouze kolem ,,smésného" disku (potrebuje oba faktory)

e HEPA roste kolem smési a kolem V faktoru (staci mu V faktor)

e HEAP roste kolem smési a kolem X faktoru (staci mu X faktor)

PO5B — Pseudomonady (a dalsi gramnegativni
nefermentujici bakterie, zkracené GNFB)

Uvod

Jsou to oportunni patogeny, které napadaji oslabené jedince: popalené,
transplantované, déti s cystickou fibrézou a podobné. Jsou to vyznamni ptivodci
nozokomialnich infekci. Zdravého Clovéka zpravidla nenapadaiji. Jejich metabolismus je
aerobné respiracni, jsou to mikroby z vnéjsiho prostredi, Casto patogeny rostlin.



Pseudomonas aeruginosa
Zdaleka nejbéznéjsi GNFB. Jeji charakteristika se nelisi od ostatnich

Ostatni GNFB

Za zminku stoji zejména:

e Burkholderia cepacia; Alium cepa = cibule, burkholderie plisobi hnilobu cibule

e Stenotrophomonas maltophilia. krasny priklad, jak i pfiSerny nazev mlize mit svou
logiku. Je to jakasi jednotka (monas) ktera ma zlizené (steno-) moznosti vyzivy (-
tropho-) a to konkrétné tak, ze miluje (-philia) pouze maltézu (malto-). Jako panda
Zere jen bambus a koala okusuje blahovicnikové listi, tak stenotrofomonady ,okusuji®
maltdzu.

e Acinetobacter je upfimné receno spis kok nez tycinka (nanejvys kokotycinka), ale
z praktickych diivodl se obvykle probira zaroven s ostatnimi GNFB. Je to druha
nejbéznéjsi GNFB po pseudomonade.

Diagnostika

Mikroskopie

Gramnegativni tyCinky, které nepoznate od jakychkoli jinych rovnych gramnegativnich

tyCinek.

Kultivace

KA

Podobaiji se enterobaktériim. Pseudomonady na KA priliS neprojevi své pigmenty, mohou

vSak projevit svou viini a zejména perletovy lesk. Mohou byt také hemolytické, coz u

nich ale nic neznamena.

EA

Na EA rostou. Laktdzu zpravidla nefermentuji, avSak kolonie mohou byt tmavé

v disledku produkce pigmentu i jinych biochemickych zmén.

MH

Na MH rostou jako zbésilé. Protoze je MH skoro bezbarva plida, je zaroven ideaini pro
pozorovani tvorby pseudomonadovych pigmentl. Ty jsou nejcastéji zelené, méné Casto
hnédé, rezavé ¢i modré.

Biochemické a podobné identifikacni metody

o Nékteré maji pozitivni oxidazu ( Pseudomonas), jiné (Acinetobacter) ji vsak maiji
negativni.

e Nefermentuji glukézu, Hajnova ptida zlistava ¢ervena.

e Existuji vSak biochemické testy, zaloZzené na aerobné respiracnich reakcich. Pouziva
se (u nas) NEFERMtest 24. Jeho zvlastnosti je, ze se inkubuje 48 h (tedy dvojnasobek
¢asu proti vétsSiné ostatnich testl od stejného vyrobce) a kultivuje se pfi 30 °C namisto
béznych 37 °C. Bystré studenty, ktefi se docetli v Uvodu, Ze jde o mikroby z prostredi,
toto zjiSténi zajisté neprekvapi.

Testovani citlivosti

e Lze provadét vSechny metody bez omezeni. Zeleny pigment je viditelny i
v mikrodilu¢nim testu uréovani MIC.



Diferencialné diagnosticky algoritmus

KROK 1: NEZNAMY KMEN

e obarvime Gramem, abychom vyloucili jiné bakterie nez G- tyCinky

KROK 2: G- TYCINKY

e Provéfime, zda rostou na Endové agaru. Tim vyloucime mnohé bakterialni rody,
které na Endové agaru nerostou (napriklad hemofily, pasteurelly Ci legionelly)

KROK 3: UZ VIME, ZE ROSTOU NA ENDOVE AGARU

 V praxi potrebujeme odlisit Vibrionaceae a enterobakterie ]

e Gramnegativhi NEFERMENTUJICI tyCinky pozname podle toho, ze NEFERMENTUJI
glukdzu a Hajnovu ptdu tedy z ¢ervené barvy neméni na jinou

Krok 4: GNFB

e Pseudomonadu pozname, protoZe voni po jasminu (starsi kultury ale smrdi
¢pavkem), je barevna (vétSinou zelena), kolonie maji perletovy lesk a jsou oxidaza
pozitivni.

o K rozliSeni ostatnich pouzijeme NEFERMtest

POG6A — Riizné dalsi gramnegativni tycinky

Jiz poCtvrté se jevi jako uZite¢né kapitolu rozdélit. Dokonce se autorovi jevilo jako logiCtéjsi nejdFive
dokoncit gramnegativni tyCinky a pak se teprve pustit do kokd, navzdory tomu, ze v protokolu je to
naopak.

Uvod

Ctyfi rody zde popisované toho nemaji mnoho spolec¢ného. Jedno vak prece: nezachyti
se zpravidla pri bézné kultivaci, klinik musi pojmout podezieni, ze by se o né mohlo
jednat, a v nékterych pfipadech je dokonce uZzite¢néjsi nepfimy priikaz nez primy.

Legionella

Plvodce pontiacké horecky a legionarské nemoci. Vyskytuje se v potrubi, ve vodé, ktera
je dost tepla na to, aby se v ni mnozily, a ne dost tepla na to, aby je zabila. Rizikova
jsou slepa ramena vodovodnich systém(, ktera mohou slouZit jako rezervoary legionel.

Nejvétsim odbornikem na legionely v Cesku je dr. Drasar z vySkovské nemocnice.

Brucella

U nas malo bézné zoondzy prenasené z hovéziho dobytka (B. abortus), prasat (B. suis)
¢i koz a ovci (B. melitensis — nazev podle ostrova Malta).

Bordetella
Plvodce davivého kasle (pertuse zplisobena B. pertussis, parapertusse zptisobena B.
parapertussis), diky ockovani vzacny

Francisella
Plvodce tularemie, v riziku jsou pfedevsim osoby stahujici zajice.

Diagnostika

Legionella
Mlzeme se pokusit o pfimy kultivacni priikaz na specialnich ptidach, napt. BCYE. Nebo
hledat protilatky v séru.



Brucella
Témér vyhradné serologicka diagnostika.

Bordetella
Roste sice Casto i na KA (zejména B. parapertussis), ale nemusi tu byt poznana.

Francisella
Témér vyhradné serologicka diagnostika

Diferencialne diagnosticky algoritmus
Je to v tomto pripadé spiS teoreticka moznost, vétSinou totiz na tyto infekce nepfijdeme nahodou pfi
testovani neznamého kmene, ale pouze cilené, mame-li na prislusnou infekci podezreni.

KROK 1: NEZNAMY KMEN

e obarvime Gramem, abychom vyloucili jiné bakterie nez G- tyCinky
KROK 2: G- TYCINKY

e Provéfime, zda rostou na Endové agaru. Zjistime, Ze nerostou.
KROK 3: UZ VIME, ZE NEROSTOU NA ENDOVE AGARU

Kombinaci anamnézy a typickych vlastnosti je urcime.

Popis specialnich testi

Kultivace na Bordet-Gengou

e Pouziva se zvlastni postup. Vzorek se nanese doprostred a klickou se rozprostira
~Snekem" a radialnimi ¢arami. Po kultivaci se hledaji naCernalé kolonie zejména
v periferni ¢asti misky

P06B — Gramnegativni koky
Uvod

Pomérné malg, ale dlleZitd skupina.

Neisseria gonorrhoeae

Nejchoulostivéjsi (/n vivoi in vitro) neisserie, plivodce kapavky. i vivo choulostivost se
projevuje praktickou nemoznosti jiného prenosu nez sexualniho. Kapavka je predevsim
urethritida, u Zen téz cervicitida, nikoli tedy kolpitida (zanét vaginy). Na to je tfeba
myslet i v diagnostice. Nelze také zapominat na moznou kapavcitou faryngitidu. I ti,
ktefi jesté neodhalili plivaby oralniho sexu, by méli s touto moznosti pocitat.

Neisseria meningitidis

Zradna bakterie, ktera se vyskytuje u vyznamného procenta zdravych osob ve faryngu,
na druhou stranu plisobi i zavazné invazivni infekce. Dvacetileta divka, ve Ctvrtek jesté
zcela zdrava, se tak v nedéli mize ocitnout na pitevné. Invazivni infekce (meningitidy,
sepse, pneumonie) zplsobuji urcité klony. Pro patogenitu jsou vyznamné spise
proteinové antigeny, kdezto polysacharidové zase urcuiji, zda je €i neni mozna prevence
ockovanim. Existuji vakciny proti séroskupinam A a C, pfipadné A, C, Y a W135.
Prozatim vSak neni vakcina, ktera by chranila proti kmen{m séroskupiny B.



Ustni neisserie
Vyskytuji se jako soucast mikroflory dutiny Ustni a faryngu. Vyjimecné mohou byt
patogenem.

Moraxella (Branhamella) catarrhalis

Na rozdil od jinych moraxel, které maji vztah hlavné k infekcim oka, je tato spiSe spjata
s hornimi cestami dychacimi. Mlize zde byt béZnou flérou, anebo patogenem — zalezi na
mnozstvi a okolnostech.

Odbeér vzorku

U podezreni na kapavku se odebira vytér z urethry, cervixu, rekta a pripadné i faryngu
(bystfi studenti jisté odhalili, ze u muze jedno z téchto mist vynechame ©). Vzhledem
k tomu, Ze rozmazlené gonokoky neobycejné ochotné chcipaiji, je doporucenihodné pri
odbéru kromé vytéru (provedeného klasickou vytérovkou s Amiesovou plidou) provést i
pfimo natér na sklicko a poslat sklicko. Netyka se to vytér z fiti, kde je mikrobd i
normalné ,habakuk" a sklicko by bylo k ni¢emu.

Ostatni popisované bakterie se odhali pfi diagnostice vytérli z krku, popfipadé
(meningokok) hemokultur, mozkomisSniho moku a podobné.

Diagnostika

Mikroskopie

Gramnegativni koky. Patogenni neisserie maji charakteristické usporadani po dvojicich,
priemz cely Utvar pfipomina kavové zrno. Ve vzorku (likvor u meningokokové
menigitidy, urethralni natér u kapavky) se typicky vyskytuji nejen vng, ale i uvnitr
leukocytli. Nesmime ale oekavat, Ze by kazdy leukocyt byl piny diplokokd.

Kultivace
KA
Na bézném KA rostou jen moraxely a Ustni neisserie. Meningokok roste na KA, je-li tento
obohaceny zivinami.
EA
Na EA moraxely ani neisserie nerostou. (Je fatalnim omylem mnoha medikd, ktefi se
domnivaji, Ze ano, protoze ,jsou pfece gramnegativni®.)
CA
CA se pouziva ke kultivaci zejména kapavky, ale vyo¢kovavaji se nari i vzorky
mozkomisniho moku. Lze také pouzit jeho variantu, GC agar, ktery obsahuje antibiotika,
je to tedy selektivné obohacena piida.
MH
Na MH nerostou, testovani citlivosti se musi provadét na KA

(moraxely), obohaceném KA (meningokoky) Ci CA (gonokoky).

Biochemické a podobné identifikacni metody

e Maji pozitivni oxidazovy test.

e M. catarrhalis ma pozitivni indoxylacetatovy (INAC) test. Je to test, ktery se prakticky
provadi stejné jako oxidazovy az na to, Ze se reakc¢ni ploSka musi pred testem zvlhcit



(napf. kondenzni vodou zespodu vicka misky), test trva déle nez oxidazovy (nékolik
minut) a barva neni modra, ale modrozelena.

o K podrobnému rozliSeni neisserii i moraxel slouzi biochemické testy, v naSich
podminkach hlavné NEISSERIAtest

Testovani citlivosti
Viz Kultivace — MH.

Diferencialné diagnosticky algoritmus

KROK 1: NEZNAMY KMEN

e obarvime Gramem, abychom vyloucili jiné bakterie nez G- koky

KROK 2: G- KOKY

e Ovérime oxidazou, ze se jedna o neisserie/moraxely (mohlo by jit napf. o
acinetobaktera a ten je oxidaza negativni)

e M. catarrhalis odliSime INAC testem

e DalSi rozliSeni provedeme biochemickym testem v panelu (NEISSERIAtest)

KROK 3: MENINGOKOK, POVODCE INVAZIVNI INFEKCE

e Prakticky jen v tomto pripadé pokraCuje diagnostika dal: provadi se latexova
aglutinace. Lze ovSem provést také aglutinaci primo likvor

Poznamka k diagnostice vytérd z krku

Jak jiz bylo feceno u hemdfilll, v praxi samoziejmé nemivame k dispozici izolovany
kmen, ale cely vzorek. Pro snazsi odhaleni meningokok{ pouzivame disk
s vankomycinem a kolistinem (V + K), kolem kterého meningokoky rostou, kdezto
vétSina zastupcli bézné flory i moznych dalSich patogent je na jedno ¢i obé z antibiotik
rezistentni.

Intermezzo

Na tomto misté povazuje autor repetitoria za vhodné upozornit na podstatny
metodologicky rozdil mezi bakteriemi, které byly probrany v tématech P01 az P06, a
bakteriemi, houbami a parazity, probiranymi v tématech P07 az P11. Zatimco ty prvni
(s vyjimkou legionel, bordetel, brucel, francisel a helikobakterli) nalezneme pfi rutinni
bakteriologické kultivaci (aniz bychom museli vyslovit podezieni na konkrétniho
mikroba), ty druhé vyzaduji bud'to specialni kultivacni postupy (anaeroby,
mykobakteria, houby) nebo se kultivovat prakticky viibec nedaji a musi se
diagnostikovat jinak (spirochéty, parazité). V kazdém pripadé je u nich nezbytné, aby
klinik pojal podezreni, Ze se o takovou infekci mize jednat, zaznamenal to na zZadance
a zaslal k vysSetfeni odpovidajici vzorek.

Z tohoto diivodu také v dalSich kapitolach nenaleznete , Diferencidlné diagnosticky
algoritmus". Také koncepce Ukoll u praktické ¢asti zkousky se u téchto mikrobd lisi.



P07 Anaeroby
Uvod

Striktné anaerobni bakterie nejsou schopny zit v prostredi, které obsahuje vétsi mnozstvi
kysliku. Tim je ovlivnén jejich prenos. Vétsina infekci zplisobenych anaeroby je
endogenniho plivodu: z mista, kde jsou anaeroby coby bézna fléra (Ustni dutina,
stfevo, pochva) se dostavaji do okoli. Z dutiny Ustni se mohou anaeroby napr. pfi
zubnim kazu, Urazu apod. dostat do mékkych tkani v okoli Celisti Ci krku. Stfevni
anaeroby pfi perforaci zptisobuiji peritonitidu, poSevni pak zanéty malé panve.Vyjimkou
jsou klostridia, které sporuluji, a diky tomu se mohou mnohem snaze Sifit.

G- KOKY

Vyznam ma jediné rod Veillonella.

G+ KOKY

Peptococcus (ve shlucich) ani Peptostreptococcus (v Fetizcich) se neliSi od obecné
charakteristiky nesporulujicich anaerobd.

G- TYCINKY

Bacteroides, Prevotella a Porphyromonas pattily plivodné do jednoho rodu a maji
zaoblené konce. Naopak Spicaté konce ma Leptotrichia a Fusobacterium (podili se na
tzv. Plaut-Vincentové anginé). Mobiluncus - GCastni se nespecifickych zanétd pochvy,
oznacovanych jako "vagindzy". Drive byl oznacovan jako "poSevni vibrio".

G+ NESPORULUJICI TYCINKY

Actinomyces — zpUsobuje aktinomykdzu, je probrano v P08. Bifidobacterium - uplatiiuje
se pfi zubnim kazu, jinak vyuziti v mlé¢ném priimyslu (je v jogurtech, i béznych!)
Propionibacterium — P. acnei ma vyznam pri vzniku akné.

G+ SPORULUJICI TYCINKY — CLOSTRIDIUM

C. botulinum produkuje botulotoxin. Nedochazi k infekcim, onemocnéni ma charakter
alimentarni intoxikace (otravy). Clovék se vétsinou otravi podomacku vyrobenymi
konzervami, hlavné masovymi, pfipadné u nékterych druhl konzervované zeleniny.
Ovoce je méneé rizikové, protoze je kyselé, a nizké pH toxin nici. Onemocnéni se projevi
hlavné obrnami (parézami). C. tetani zplisobuje tetanus. V tomto pfipadé sice dochazi
k infekci, ale dilezité je zase plsobeni toxinu. Clovék se zrani napf. o Spinavy trn,
zemédeélsky nastroj (nejrizikovéjsi jsou vidle, protoze témi se prehazuje hndij) a do rany
si vnese klostridia. Vznikne nevelké lozisko infekce, samo o sobé nevyznamné.
Vyznamné ale je, Ze z loziska se Sifi tetanicky toxin. Stejné jako botulotoxin je to
neurotoxin, ale pdsobi opacné: ne obrny, ale naopak kreCe svalstva. Klostridia
plynatych snéti, napfiklad Clostridium perfringens (ale i nékolik dalSich druh{l) maji na
svédomi dva typy lidskych onemocnéni: a) Plynata snét’ je predevsim valecné
onemocnéni. V- miru se miiZze pfihodit napf. pfi zemétfeseni a podobnych katastroféach.
Uraz jednak presekne zasobeni tkané krvi (a tedy i kyslikem), jednak zaroven vnese do
tkané klostridia. Vznikne rozsahlé loZisko, které kromeé klostridii obsahuje také plynné
produkty. Kdyz se na postizené misto (obvykle koncetinu) klepne prstem, ozve se zvuk
praskani bublin plynu b) R{zné formy zanétl tenkého a tlustého streva, které jsou
zplsobené enterotoxiny. OvSem pozor! Tato klostridia se vyskytuji ve stfevé i za
normalnich podminek, ddilezité tedy neni, jestli tam jsou, ale jestli ten kmen, co tam je,



produkuje nebo neprodukuje toxin. C. difficille zptisobuje také zanét tlustého streva,
takzvanou pseudomembranovou kolitidu. Nejcastéji k ni dojde tak, Ze se jedna o
pacienta, ktery ma toto klostridium v malém mnozstvi ve stfevé. Kdyz potom pacient -
treba kvdli zanétu kloubd - pojida linkosamidova antibiotika, vybiji vSechnu béznou
fléru kromé Clostridium difficille (to je jako jeden z mala anaerobl rezistentni).

Odbér materialu

Striktni anaeroby nesnaseji kyslik (nékteré hynou i v pritomnosti jeho velmi nizkych
koncentraci). Tomu se musi prizplsobit i odbér materidlu (obvykle stfikacka s jehlou
zabodnutou do gumové zatky; u vytérl staci bézna souprava s Amiesovou piddou, ale
tekuty material je vZzdy cennéjsi pro diagnostiku nez pouhy vyteér).

Diagnostika

Mikroskopie

Je velice dilezitd, hodnoti se tvar v¢etné tvarovych detaild (zaoblené Ci zaspicatélé
konce tycinek), barvitelnost dle Grama a usporadani.

Spory klostridii mohou a nemusi byt viditelné — néktera

klostridia tvori spory jen tehdy, kdyZ se dostanou do C. tetani -)
nepriznivych podminek.

Umisténi sférické spory na konci tycinky ("palicka na jiné klastrid.(:)
buben") je typické pro Clostridium tetani.

Kultivace

je anaerobni — pouziva se néktery ze zplisob( ziskani anaerobniho prostredi, viz dale.

Pouzivame pldy s masokvasnicnym extraktem (francouzsky viande-levure), kterym pak
fikdme VL bujon (tekuta pomnozovaci plida) a VL agar (vlastné by se mélo fikal ,VL
_krevni agar", je to pevna diagnosticka plida).

Zloutkovy agar se pouziva ke specidlnimu testu na priikaz toxinu C. perfringens.

Délka kultivace je vySSi nez u anaerobd, vysledky se odecitaji zpravidla za 48 — 96 h.

Néktera klostridia se kultivovat témér nedaji, protoze jim vadi i malicka troska kysliku.
Takovym klostridiim fikame EOS ("extremely oxygen sensitive", extrémné citliva na
kyslik).

Biochemicka identifikace
se také pouziva, v nasSich podminkach zpravidla ANAEROtest 23. Matice neni jednotna,
musime mit k dispozici vysledek mikroskopie.

Pokus na zvireti
pripada stale jesté v Gvahu u tetanu a botulismu. PouzZiva se mys. V pozitivnim pripadé
zvire uhyne a je charakterizovano typickou pozici koncetin a ocasu.

Priikaz antigenu

se pouziva hlavné jako prlikaz toxinG C. perfringens a C. difficille ve stolici. Je totiz u
nich dllezitéjsi nez samotny nalez klostridia: klostridia se totiz vyskytuji bézné, ale ne
vzdy produkuji toxin.



Testovani citlivosti na antibiotika
Pouziva se difusni diskovy test, je vSak nutno pouzit i v tomto pripadé anaerobni
kultivaci na VL agaru.

Popis specialnich testi

Anaerobni kultivace
Pro kultivaci striktné aerobnich (= pouze v kyslikovém prostredi rostoucich) a
fakultativné anaerobnich (= na kysliku nezavislych) baktérii neni potreba vytvaret
zvlastni podminky. Zato strikiné anaerobnim baktériim musime vytvorit specialni
bezkyslikové podminky, chceme-li je péstovat na pevnych pddach.

ANAEROSTAT

je nadoba, ktera ma tésné priléhavé viko. Pred pouzitim si nachystame sacek se
specialni smési chemikalii (generatorem anaerobidzy) a do anaerostatu viozime (pokud
uz tam neni) platinovy katalyzator. Kdyz se do anaerostatu umisti naockované misky,
sacek se smési se otevie, u nékterych typl se jesté zalije vodou (typy, které se
nezalévaji, berou vodu ze vzduchu). Tim zacne bézet prvni faze reakce, ktera béhem
nékolika desitek minut vytvori smés vodiku a oxidu uhli¢itého. Ve druhé fazi pak vodik
na katalyzatoru reaguje s kyslikem za vzniku vody. Tim je spotrebovan kyslik.
Kdybychom do anaerostatu nedali katalyzator, probéhla by pouze prvni faze reakce.
Tento postup se pouziva, pokud namisto anaerobniho chceme ziskat mikroaerofilni
prostfedi (napf. na kampylobaktery),

ANAEROBNI BOX

je modernéjsi zplisob kultivace. Je to velka prosklena bedna, do které je anaerobni smés
vhanéna z bomby. Mlizeme v ni pracovat pomoci dvou otvor(i v predni sténé, na
kterych jsou pfipevnény gumové rukavy. Pracovnik tudy prostrci ruce, aniz by
anaerobni smés unikala ven. To, co prece unikne, se zase doplni z bomby. I tak ovSem
anaerostat ani anaerobni box neumoziuji rlist téch anaerobl, které jsou na kyslik
nejhaklivéjsi.

Priikaz lecitinazy Clostridium perfringens

(1) Na zZloutkovém agaru se lecitinazy projevuiji precipitaci

(2) Clostridium perfringens tvori toxin, ktery je svou povahou lecitinaza.

(3) Ne kazda lecitinaza je toxin Clostridium perfringens

Na polovinu Zloutkového agaru naneseme specificky antigen proti toxinu C. perfringens.
Poté ockujeme testované kmeny jako cary tak, aby vzdy polovina ¢ary byla v oblasti
bez antitoxinu a polovina v oblasti s antitoxinem.

Pozitivni kmen vypada tak, ze v oblasti bez antitoxinu je precipitace pritomna, ale
v oblasti s antitoxinem pritomna neni
(je inhibovana antitoxinem).

Negativni kmen ,I. typu" je takovy,
kde vlibec neni zadna precipitace,
kmen tedy netvofi Zzadnou lecitinaza.

Negativni kmen ,II. typu" je naopak
takovy, kde precipitace je vSude,
kmen sice tvori jakousi lecitinazu, ale

"\ pozitivni
-{ negativni |
negativni Il

Lypulka s antitoxinem



ta neni totozna s hledanou lecitinazou, protoze zjevné neni inhibovana antitoxinem.

P08 Mykobakteria a jiné acidorezistentni bakterie

Jsou to tyCinky, které se nebarvi Gramovym barvenim. Jejich bunécna sténa je vysoce
hydrofobni, obsahujic mykolové kyseliny. Mykobakteria jsou odoIna viici odbarveni
kyselinami a zaroven také odolna viici kyselinam jako takovym - proto se jim Fika
acidorezistentni. V mensi mife maji tutéz viastnost také aktinomycety, nokardie a
korynebakteria.

Mykobakteria dobre snaseji vnéjsi zmény, zejména vyschnuti. Jsou také odolna na
vétSinu antibiotik a na mnohé desinfekcni prostredky. Prenasi se vzduchem;
postprimarni tuberkuldza vznika jako endogenni (tj. pacient nakazi "sam sebe" -
"probudi" spici mikroby. Mykobakteria velmi pomalu rostou, (dlouha generacni doba - u
TBC asi 20 hodin, u lepry nékolik tydn).

U zdravych jsou moznosti prenosu TBC malé, riziko se zvySuje pri Spatném celkovém
stavu (Spatna vyziva za valky, AIDS).

Mykobakteria plisobi zvlastni skupinu chorob, které se v mnohém lisi od jinych
bakterialnich chorob. Vyznamné ovliviiuji imunitu @ mnohé projevy nemoci jsou vlastné
alergické reakce (pozdni precitlivélost).

Tuberkuldza

je zplsobena Mycobacterium tuberculosis (Cisté lidska) nebo M. bovis (z dobytka)
Obvykle se jedna o plicni onemocnéni, ale mtiZe se vyskytnout i postizeni jinych organt
(kosti, travici Ustroji). Tuberkuldza se projevi pfi prvnim kontaktu obvykle jako tzv.
primarni komplex - zanétlivé lozisko + zvétSené uzliny. Po letech se miize (ale nemusi)
tuberkuldza obnovit jako tzv. postprimarni tuberkuldza. Tuberkuldza je na svété velice
rozSifena, nakazeno je asi 1,7 miliard osob. M. tuberculosis je Cisté lidsky patogen.

Na TBC zemfrel basnik Jifi Wolker.

Mykobakteriozy

Takto se oznacuji onemocnéni zplisobena jinymi mykobakterii nez M. tuberculosis a M.
bovis - napf. M. avium-intracelullare, M. kansasi. Probihaji do jisté miry podobné jako
tuberkuldza, ale jsou rezistentnéjsi na Iéky. Tato mykobakteria se mohou vyskytovat u
zvirat nebo i v prostredi.

Nepatogenni mykobakteria

Jsou i mykobakteria, ktera Clovéku neskodi a mohou se vyskytovat tfeba jako soucast
bézné flory (M. smegmatis)

Lepra

zplisobena M. leprae probiha velmi pomalu. Ma formu tuberkuldzni, kdy na kiizi vznikaji
ohranicena loziska, a formu lepromatdzni, kdy dochazi kromé znecitlivéni perifernich
nerv také k deformaci tkani. Vznika typicka "lvi tvar" - facies leontina.

Aktinomykdza a nokardioza
Jsou to zvlastni onemocnéni s hnisavym loziskem v podkozi ¢i jinde ve tkani. Loziska
zpravidla obsahuji mazlavy hnis.



Odbeér vzorku

U tbc je nejbéznéjsim vzorkem sputum, ale podle lokalizace mohou byt pouzity rizné
vzorky. Je tfeba vyznacit na priivodce, Ze je pozadovano vySetieni na tbc (bud’
mikroskopicky + kultivacné, nebo PCR, pfipadné oboje)

Diagnostika

Mikroskopie

Provadi se barveni za horka podle Ziehl-Neelsena (Cti cil nylsna), viz dale.

U aktinomykdzy a nokardidzy Ize provadét Gramovo barveni, v obou pripadech jde o
vétvena G+ vlakénka, mnohem mensi nez viaknité houby. Zpravidla jsou nepravidelné
probarvena, coz souvisi s jejich ¢aste¢nou acidoresistenci.

Kultivace

Pouziva se specidlnich ptd - napf. pevna plida Lovenstein-Jenssenova a tekuta pida
Ogawova. Aby mykobakteria neprerostly jiné bakterie, provadi se pred zaCatkem
kultivace tzv. moreni vzorku - tj. odstranéni béznych bakterii, zpravidla louhem
(mykobakteria jsou nejen acido-, ale i alkalirezistentni). Vysledek kultivace se pak
zpravidla hodnoti po 3, 6 a 9 tydnech kultivace. Néktera tzv. "rychle rostouci
mykobakteria" se mohou mnozit i rychleji a tvori kolonie po 2 — 7 dnech. Naopak M.
leprae roste jeSté pomaleji a neda se kultivovat prakticky viibec.

Pfed nedavnem se podafilo M. leprae vykultivovat (po asi 50 tydnech). Pro rutinni diagnostiku je vam
ovsem tohle zjisténi pomérné malo platné.

V posledni dobé se pro kultivaci tuberkulosnich mykobakteria vyuzivaji automatické
kultivatory podobné jako na hemokultivaci. Dokazou zpravidla hlasit pozitivitu o néco
drive nez klasicka kultivace.

U aktinomykdzy se pouziva klasicka anaerobni kultivace, ale musi se kultivovat déle (az
tyden).

U nokardidzy se pouziva normalni aerobni kultivace, ale opét se musi déle pockat.

Biochemicka identifikace

Provadi se ve specializovanych laboratorich

Priikaz antigenu a priikaz protilatek

Neprovadi se - latkova imunita je u mykobakterii nepodstatna, protilatky se sice tvori,
ale malo a nemaji vyznam ani pro pacienta, ani pro diagnostiku. Ovéreni stavu bunécné
(1) imunity se provadi koznim testem dle
Mantouxové pfimo na k{Zi testované osoby. et
V pfipadé pozitivity se vytvoFi zanétliva reakce v oy smmenaon 4
mist&, kam byl vstiiknut tuberkulin, resp. e
lepromin (antigeny mykobakterii). e

Lepromin se ziskava pomoci pasovci (obrazek pasovce
prevzat z encyklopedie Microsoft Encarta Encyclopedia)

Testovani citlivosti na antituberkulotika
Nelze provadét diskovym testem - provadi se pfimeési jednoho Ci vice antituberkulotik
v kultivacnim médiu v urcité kombinaci a koncentraci.




Aktinomycety a nokardie Ize testovat na VL-agaru (aktinomycety) Ci krevnim agaru
(nokardie) na jejich citlivost na antibiotika

Pritkaz DNA
Metodou PCR Ize prokazat DNA mykobakterii dokonce i ze vzork{i nékolik staleti starych.

Popis specialnich testi

Barveni dle Ziehl-Neelsena

1. Za horka se barvi karbolfuchsinem - Gabbetem (jen takto se mykobakteria obarvi)

2. Odbarvujeme kyselym alkoholem (= alkohol s pridavkem mineralni kyseliny). Odbarvi
se vse kromé mykobakterii

3. Dobarvujeme pozadi na modro (methylenovou modri) nebo na zeleno (malachitovou
zeleni).

Pozitivni vzorek se projevi jako cervené carky na modrém Ci zeleném pozadi.

Kultivace na Lowenstein-Jenssenové ptidé

Jde o vaje¢nou ptdu zelené barvy, mykobakteria na ni tvofi bilozluté kvétakovité
kolonie. Plida se naléva do zkumavky a zazatkuje, ¢imzZ je jednak zamezeno vyschnuti,
jednak nakaze manipulujiciho personalu.

P09 Spirochéty
Uvod

Spirochety jsou spiralni bakterie - nepatfi tedy mezi ani mezi koky, ani mezi tycCinky.
Také se nebarvi podle Grama, i kdyZ maiji bliz ke G- baktériim nez ke grampozitivnim.

Treponema pallidum

Treponema pallidum zplsobuije syfilis (lues), smrtelnou nemoc, ktera se hojné vyskytuje
i v.dnesSnim Cesku. Oproti kapavce je to spiSe nemoc "profesionalek" nez "nadsSenych
amatérek". Nemoc ma tfi stadia: 1) mistni projevy (tvrdy vied, zvétSené uzliny), 2)
celkova infekce - projevuje se vyrazkou, 3) organové zmeény - nevratné poskozeni cév,
mozku, michy a podobné. Prvni dvé stadia jsou vysoce nakazliva, treti jiz méné.
Treponemata pronikaji placentou, dojde k potratu anebo k postizeni plodu. Pfibuzna
treponemata 7reponema pertenue a T. carateum zplsobuiji tropicka kozni onemocnéni.
U nas se nevyskytuji. Nepatogenni treponemata jsou soucasti bézné flory v Ustech a v
prirozeni. Mohou byt pricinou falesné pozitivnich serologickych reakci na syfilis.
Treponema pallidum je velmi citlivé na vnéjsi prostredi. U ostatnich treponemat je
odolnost vétsi. Prenos je u 7. pallidum pouze pohlavni, u ostatnich treponemat i
nepohlavnim kontaktem, hmyzem a podobné.

Borrelia recurrentis a Borrelia duttoni

zplsobuji navratnou horeCku. Prenasecem je ves Satni. Borrelia recurrentis se vyskytuje
i na jihu Evropy. B. duttonipouze v tropech. Pfi nemoci je zvétSena slezina a jatra.
Horecky trvaji nékolik dndi, pak odejdou a vrati se. Zdrojem jsou nejrlizn&jsi zvirata
(hlavné hlodavci). Dilezity je pfenos Clenovci. Mezi druhem borrelie a druhem
prenasece je zpravidla vztah.



Borrelia burgdorferi sensu lato

(= v SirSim slova smyslu) vlastné zahrnuje nékolik kliStaty prenasenych druhd,
zplsobujicich Lymeskou borelidzu. Nejvyznamnéjsi jsou Borrelia burgdorferi sensu
stricto (= v uzSim slova smyslu), B. gariniia B. afzelii. U nas se vyskytuje hlavné druha
a treti z nich; jejich priznaky byvaji nervové. V USA se vyskytuje spiS prvni z nich a
pfiznaky byvaji kloubni. Nemoc ma tfi stadia, od nespecifickych ke specifickym.
Klasickym priznakem jsou stéhovavé Cervené skvrny (erythema chronicum migrans).

Borrelia vincenti
se s fuzobaktérii podili na vzniku Plaut-Vincentovy anginy.

Leptospiry

Dnes se uznava jediny patogenni druh - Leptospira interrogans (druh Leptospira biflexa
je nepatogenni). To, co se dfive oznaCovalo za druhy, jsou dnes jen serotypy. Zavazny
serotyp icterohaemorrhagiae vyvolava Weilovu chorobu (Zloutenka, krvaceni, poSkozeni
ledvin, tézky stav nékdy koncici smrti), typ grippotyphosa blatackou horecku (néco
mezi chripkou a tyfem). Leptospiry jsou odolnéjsi nez treponemata. Zdrojem jsou
infikovana zvirata (krysy, potkani, hrabosi, mysi), Clovék se nakazi kontaminovanou
vodou, potravinami, kousnutim. Leptospiry mohou pronikat i kdizi.

Diagnostika

Leptospiroza a borelioza

U leptospirdzy se pouziva zastinova mikroskopie (viz jarni semestr). U obou se pouziva
ELISA a ke konfirmaci Western blotting.

Syfilis

METODY PRIMEHO PROKAZU

Lze je pouzit pouze ve fazich, kdy je co odebrat (napriklad spodina z tvrdého vredu).

Zastinova mikroskopie

Fluorescencni mikroskopie

Pfima imunofluorescence (neplést s predchozi metodou)

PCR

e RIT (rabbit infectivity test — kultivacni pokus na kraliCich varlatech)

METODY NEPRIMEHO PROKAZU

Screening se provadi pomoci jedné metody netreponemové (reakce RRR, je to

precipitace, antigenem je kardiolipin z hovézich srdci) a jedné metody treponemové

(reakce TPHA, je to pasivni hemaglutinace). Popis obou metod najdete v repetitoriu

jarniho semestru v prislusnych kapitolach. Metody jsou pomérné citlivé, ale nespecifickeé.

Konfirmace (potvrzeni) se provadi bud'to tam, kde screening je aspon ¢astecné pozitivni,

nebo tam, kde je zavazné podezieni na infekci. Provadi se zejména nepfrimou

imunofluorescenci, reakci ELISA a Western blot. Dfive se za ,nejvyssi etalon" povazovala

reakce TPIT (Nelson), ktera se dnes uz skoro neprovadi.



Popis specialnich testi

TPIT (Nelsondv test) = 7reponema pallidum imobilizacni test. Laboratorni kmen je
smichan s pacientovym sérem. Obsahuje-li sérum protilatky, je kmen zbaven
pohyblivosti, coz se ozifejmi v zastinu.

P10 Klinickd mykologie

Houby jsou eukaryotni organismy, tvori samostatnou fisi vedle FiSe ZivociSné a rostlinné.
Z organel hub ma vyznam bunécna sténa, tvorena chitinem a Uplné jina nez bunécna
sténa baktérii. Houby se mohou mnozit nepohlavné (napr. pucenim), ale také
pohlavné. K tomuto Ucelu si tvori spory a konidie. Nekteré spory ovsem slouzi i k
nepohlavnimu mnozeni.

Védecka klasifikace hub se porad vyviji. Situaci komplikuje fakt, Ze spousta hub ma dvé
formy - jednu treba kvasinkovou, druhou pohlavni, ktera vypada uplné jinak.

Pro praxi hovorime vétSinou o kvasinkach (spiSe jednobunécné, biochemicky hodné
aktivni) a vlaknitych houbach. Neni to ovSem presné.

Pfenos hub mize byt rlizny, vétSinou se ovsem snadno prenaseji vzduchem ve formé
spor a konidii.

Mikroskopické houby jsou velmi rliznoroda skupina. Nékdy se déli do Sesti tfid podle miry adaptace. Na
jednom konci jsou ty, které jsou adaptované tak Spatné, ze nemaji jak Skodit (nékteré pddni houby), na
druhém ty, které jsou adaptované tak dokonale, Ze témér neskodi a spiSe kolonizuji sliznice (kandidy).
Nejhorsi infekce délaji "ty uprostred".

Houby zpisobuji mykézy (houbové zanéty), mykotoxikdzy (houbové otravy, v SirSim slova smyslu sem
patfi i otravy velkymi houbami, napf. muchomiirkami), mykoalergdzy (alergie na houby) a mycetismy
(houba je pfitomna v organismu, ale Skodi jen mechanicky utlacovanim okolnich tkani).

Mykdz pFibyva, Sifi se nasledkem "zmensSovani svéta", zmény Zivotniho stylu a také antibiotické 1éCby,
ktera zlikviduje baktérie, které houbam konkuruiji.

Mykdzy délime vétSinou takto:

e Mykdzy povrchové ( 7Trichophyton, Epidemrophyton), a podkozni ( Sporothrix)

o Mykdzy organoveé ( Cryptococcus, Aspergillus, Mucor, Histoplasma, Coccidioides,
Blastomyces, Paracoccidioides),

o Kandiddzy maji zvlastni postaveni. Nejvyznamnéjsi z kandid je druh Candida
albicans, dllezité jsou ale i nékteré dalSi - C. tropicalis, C. crusej, C. parapsilosis. U
zavaznych onemocnéni je druhové urCeni uziteCné - nékteré druhy maji prirozenou
rezistenci vAci nékterym antimykotik@im.

Odbeér vzorku

Posilaji se Supiny, seSkrab z nehtd, vlast apod. Je potfeba dat pozor, aby se poslal
material z hlubsi ¢asti loziska, protoze na povrchu jsou jednak uhynula viakna a jednak
se tam mohou vyskytovat spory vzdusnych plisni, které by vzorem mohly
kontaminovat.

U kvasinek se pouzivaji vytéry, zaslané v médiu FUNGIquick, u gynekologickych a
andrologickych materiald C. A. T.




Diagnostika

Mikroskopie

Houby jsou asi desetkrat vétSi nez baktérie, proto jsou dobre viditelné i v nativnim
preparatu. Daji se ale barvit i podle Grama (zejména kvasinky), barvi se modre,
prestoze jejich bunécna sténa nema nic spolecného s bunécnou sténou grampozitivnich
baktérii. - Nékdy se pouzivaji také specialni barveni, napr. barveni Parkerovym
inkoustem

Kultivace

Zakladem je Sabouraudlv agar. VétSinou se naléva jako Sikmy agar do zkumavek, takze
i pfi dlouhodobé kultivaci (vldknitych hub) plida nevyschne.

Kvasinky zachytime i pfi bakteriologické kultivaci na krevnim agaru. Od kolonii
Staphylococcus epidermidis nebo Corynebacterium sp. se odliSi nékdy kvasnicovou
vilni, ale nékdy teprve natérem.

Pro rozliSeni kandid se pouzivaji rlizné chromogenni pldy (viz jarni semestr, kultivace)

Biochemicka identifikace

Provadi se napr. pomoci soupravy Auxacolor, jde o test v panelu v podstaté analogicky
biochemickym identifikacnim testlim na bakterie.

Neprimy priikaz

ma vyznam u systémovych mykdz, napr. aspergildzy.

Testovani citlivosti na antimykotika

pfipada v (vahu u kvasinek, nikoli u vlaknitych hub. Difusni diskovy test se délava, ale
neni spolehlivy. Spolehlivéjsi je napr. tzv. FUNGItest, coz je vlastné mikrodilucni test,
ale provedeni je jednodussi nez u mikrodilu¢nich testli pouzivanych v bakteriologii.

Pouzivaji se antimykotika nékolika skupin:

AMFOTERICIN B je vysoce Ucinné, ale zaroven také velmi jedovaté rezervni antimykotikum k 1é¢bé velmi
zavaznych infekci. Mensi toxicitu ma zvlastni lékové forma - amfoter. B v intralipidu.

AZOLOVA ANTIMYKOTIKA, jako je itrakonazol (SPORANOX), flukonazol (DIFLUKAN), ketokonazol,
mikonazol aj., se pouzivaji k bézné lécbé celkové i lokalni. U flukonazolu je problémem primarni
rezistence nékterych druhd kandid.

5-FLUOROCYTOSIN (flucytozin) je moderni rezervni antibiotikum, velmi drahé, hodi se pro lécbu v
kombinacich.

P11 Lékaiskd parazitologie
Uvod

Paraziti jsou mikrobidlni patogeny ZivociSného plivodu. Néktefi paraziti nesplfiuji definici
mikroba (jsou pozorovatelni pouhym okem), ale z praktickych dlivodl se zafazuji do
mikrobiologie.

Paraziti mohou zptsobovat nemoci prakticky vSech organovych soustav. To je dano mj.
jejich rtiznorodosti. Parazity je mozno Clenit podle rtiznych kritérii. Souhrnem
nejbéznéjSich Clenéni je nasledujici schéma:

Paraziti vnitini (plisobi jako patogeny uvnitt téla)

* Prvoci (bicikovci, vytrusovci, ameéby...) - napF. toxoplasma

e Cervi plosi (plosténci)




o Tasemnice (Cestoda) - napt. tasemnice dlouhotlenna
5 o Motolice (Trematoda) - napf. motolice jaterni

e Cervi obli(oblovci) - Nematoda Cili hlistice - napr. Skrkavka

Paraziti vnéjSi (hmyz a roztoci) - napt. veS murka

Existuje ale také moznost Clenit parazity podle organd, které napadai:

stfevni paraziti — nejcastéjsi (giardie/lamblie, entaméby, Skrkavky, roupy, tasemnice
apod.)

urogenitalni paraziti — napriklad trichomonady

krevni paraziti — napriklad malaricka plasmodia

tkanovi paraziti — napriklad toxoplasma

Paraziti vydrzi zpravidla méné nez bakterie, zato se mohou casto aktivné cilené
pohybovat (skrz kiizi, napfi¢ nasim télem). Pfenos je nejcastéji fekalné-oralni, kontakt
apod.

Odbér vzorku

Posilaji se rizné kusové vzorky, a to i v pripadé stolice. Vyjimecné se posila néco jiného,
napf. natér na sklicko (malarie, MOP), sklicko s lepici paskou (Grahamova metoda na

roupy) Ci vytér na médiu C. A. T. (diagnostika trichomonad).
V pfipadé stolice se doporucuje vzorek velikosti liskového (nikoli kokosového) ofechu.

Diagnostika

MIKROSKOPIE

Mikroskopie je zakladem diagnostiky vétsiny parazitfl. PouZivaji se barvici metody
(Giemsa, trichrom), ale dost Casto i nativni preparat. Casto se vSak vyuzivaji slozité
koncentracni metody pred vlastni mikroskopii (Kato, Faust — viz dale)

KULTIVACE

Pouziva se prakticky jen u trichomonad. Kultivacnim médiem je samotné transportni
médium. Vysledek se odecita jako nativni preparat.

NEPRIMY PROKAZ

Pouziva se hlavné u tkanovych parazitdz, kde ani jina diagnostika neni mozna,
predevsim u toxoplasmdzy. Pripada tu v ivahu napr. KFR a ELISA.

Popis specialnich testi

Metoda dle Kato

Vrstva rozsuspendované stolice, ve které predpokladame parazity, se prekryje
celofanem napusténym malachitovou zeleni.

Faustova koncentracni metoda

Vzorek se smicha s nasycenym roztokem siranu
zineCnatého. Pak se centrifuguje. Pro dalSi proces se
pouzije jen Cast tésné u hladiny. Ta se opét smicha

se siranem a opét centrifuguje, a pak totéz jesté o 1R
jednou. Nakonec se zkumavka dolije siranem az do 8 ' 8 '
okraj. Na hladinu se pfilozi kryci sklicko, které se | | »?
pak zase prenese na podlozni sklicko. Jsou-li | A
pfitomni parazité, nalepi se na kryci skli¢ko zepfedu. 4 2 3 4




Grahamova metoda na roupy.
Mame-li podezieni na opravdové roupy (nikoli roupy v pfeneseném slova smyslu, které ma témér neustale
autor téchto radkd), hodi se nam Grahamova metoda.

Pacient (vétSinou dité) na nas vystrCi zadek. Na Fit' se mu nalepi specialni a zasadné

prihledna lepici paska. Hyzdé se pritisknou k sobé. Poté se paska opét odlepi a nalepi

se na podlozni sklicko. To se pak prohlizi v mikroskopu.

Metoda se nehodi pro pacienty, majici chlupatou fit'. V takovém pFipadé se doporucuje standardni
vySetfeni stolice.

Basen

Sel jsem obéd naraziti
V menze byli paraziti
Skrkavky a lamblie
Spoluzacka tam...

Hadanka

Vite, jaky je rozdil mezi ¢eskym védcem a tasemnici? (Odpovéd’ je bilou barvou)

P12 Klinicka mikrobiologie I

Zatimco ,sensu lato" je klinicka mikrobiologie synonymem Iékarské mikrobiologie jako
celku, existuje jesté klinicka mikrobiologie ,sensu stricto®, tedy v uzSim slova smyslu.

Obecné zasady odbéru a transportu infekcniho materialu

1. Indikace mikrobiologického vysetreni.

Casto se provadi mikrobiologické vySetfeni zbyte¢né, a naopak, Ze se neprovede tam,
kde by bylo Gcelné.

Pri ivaze o mikrobiologickém vySetfeni (stejné jako tfeba vysetreni biochemickém) by se
mél prakticky IékaF zamyslet nad tim, jak bude postupovat v pfipadé riiznych vysledkd
vySetreni. Dojde-li k zavéru, Ze bez ohledu na vysledek bude IéCit pacienta stejnym
zplisobem, je vySetieni pravdépodobné zbytecné.

V nékterych pripadech si musi klinik ujasnit nejen zda se rozhodne pro vySetreni, ale
také pro jaké konkrétni vySetreni. Prvni otazka je, zda provést pfimy priikaz (ma vzdy
prednost) nebo neprimy (pokud primy neexistuje, je obtizny, anebo pokud neni na
pfimy prlikaz co odebrat — napf. u toxplasmdzy)

Rozhodnout se ale musime i v ramci jednotlivych metod nepfimého &i pfimého priikazu.
To se tyka serologickych a virologickych vysSetreni (protilatky proti kterému
mikrobovi?), ale Casto také bakteriologickych vySetreni (napriklad pozadavek anaerobni
kultivace, popripadé soucasného vysetreni bakteriologického a mykologického).

Vedle indikaci ze strany pacienta existuji také indikace ze strany populace, to jest
indikace epidemiologické. Prikladem je priikaz viru chfipky (pfimy ¢i nepfimy). Pro
lécbu daného pacienta je jeho vyznam pochybny, zato je cilem je pfiprava co
nejkvalitnéjsi vakciny pro dalsi rok; jinak receno, i tady jde nakonec o zdravi lidi.

2. Odbér vzorku — problém ma nékolik casti:
VOLBA VHODNEHO VZORKU — PRIKLADY:



*u infekci DCD neni vhodny vytér z krku, daleko lepsi je vzorek sputa (ne sliny)
*nevhodny je roztok borové vody u vyplachu dutin, neumoziuje preziti patogent

SPRAVNE NACASOVANI:

*odebrat vzorek pred zahajenim antibiotickeé lécby

* u serologickych vysetreni je nutno provést nejméné dva odbéry, druhy za dva az tfi
tydny

*u nékterych parazitdz je vhodné nacasovani prodiskutovat s mikrobiologem

SPRAVNE PROVEDENI ODBERU — TADY BYVA CASTO ZAKOPANY PES NEUSPECHU VYSETRENI -
NAPRIKLAD

 jestlize se odebere moc nesterilng, zachyti se misto patogend kontaminanta

 jestlize je odebran vytér z kofene jazyka namisto z tonzil, je vysledek znacné zkresleny.

PouzZiTi VHODNE ODBEROVE SOUPRAVY (V PRIPADE VYTERU A STERO)

*suchy tampon je zpravidla nevhodny, s vyjimkou PCR a nékterych priikazli virovych
antigendi

" pouziva se transportnich pld, univerzalni (pro bakteriologii) je plida Amiesova.

* pro mykologii souprava Fungiquick, zvlastni soupravy také u izolace vird a chlamydii

*u poSevnich a urethralnich vytérli nejlépe kombinace Amies + C. A. T., kde Amies je na
bakterie a C. A. T. na kvasinky a trichomonady

Pouziti VHODNE NADOBKY (V PRIPADE TEKUTYCH A KUSOVYCH MATERIALQ)

*ve vétsSiné pripadd nezalezi na typu nadobky, ale jen na tom, aby nadobka byla sterilni

*nesterilni nadobky jsou pripustné jen u parazitologického vySetreni stolice

*u materiall, kde je nutné téz anaerobni vysetieni, je idedlni zaslani pfimo v injekéni
stfikaCce bez vzduchu s jehlou zabodnutou do sterilni zatky

*u hemokultur se dnes pouzivaji specialni transportné-kultivacni lahvicky pro
automatickou kultivaci; Ize je pouzit i pro néktera dalsi vysetreni

*u dermatomykdz se zasilaji nehty, vlasy, Supiny a podobné

* u izolace vird nutno nadobku vlozit do systému udrzujiciho teplotu kolem 0 °C

Pouziti DALSICH ZPOSOBO VYSETRENI:

napftiklad Ize provést pfimo v ordinaci natér na podlozni sklicko a to poslat
(aktinomykdza, kapavka...), v koznim Iékarstvi se pouzivaji otisky primo na kultivacni
pldu... moznosti je mnoho, Ize se informovat pfimo v laboratofi.

Nelze omlouvat vzorek odebrany non lege artis snahou "Setfit pacienta", protoze
nespravny odbér miize ¢asto znamenat nespravny vysledek, tim i nespravné léceni a
mnohem vétsi zlo pro pacienta nez diikladné provedeni odbéru.

3. VypInéni privodky.

*nutné precizni vyplnéni osobnich Gdaj (pacienta, pojistovna aj. — kvdli platbé)

* jesté vétsi pozornost nutno vénovat pozornost také udajiim odborného razu:

Zakladem presny popis materialu a pozadovaného vysetreni.

PRIKLADY CASTYCH CHYB:

*oznaceno pouze ,vytér®, aniz by bylo zfejmé, zda se jedna o vytér z krku, pochvy ci
odjinud; pfitom v laboratofi se kazdy typ materialu zpracovava ponékud odlisSné
*ani oznaceni ,stér z rany" nestaci (je rozdil, jde-li o ranu operacni, traumatickou,
zhnisanou, zda je lokalizovana na bfiSe, na koncetiné Ci tfeba perianainé).



*u ,katetrizované moce" rozliSit katetrizaci kvili odbéru (citlivéjsi nez mo¢ bézné
odebrana) od moce z permanentniho katetru (naopak vyssi pravdépodobnost
kontaminace)

*neni uvedeno, zda je pozadovano napr. anaerobni vySetieni apod.
Kuridzni nedorozumeéni se obcas stava, je-li vzorek oznacen ,vytér z hrdla®, pficemz neni jasné, jedna-li se
o cervix i o farynx ©.

Z DALSICH DOLEZITYCH UDA10:

*vypInéni skute¢né diagndzy: mikrobiologovi miize hodné napovédét a urychlit i
zpresnit diagnostiku. Ma-li pacient vice diagndz, je treba uvést tu, ktera ma vztah
k predpokladané infekci, popfipadé zminit vSechny.

*uvést, zda jde o kontrolu po Ié¢bé, upozornit na komplikovany zdravotni stav pacienta
apod.

* uvést stavajici nebo uvazovanou antibiotickou terapii, pripadné i alergii na antibiotika
' nékteré anamnestické Udaje — navrat z tropd, prace v zemédeélstvi, v lese

* u serologickych vysSetieni datum prvnich pfiznaki a zda se jedna o prvni ¢i druhy
vzorek

* u gynekologickych materialti neni od véci uvést fazi menstruacniho cyklu

V pripadé mimoradnych vzork( je dobré upozomit laborator i telefonicky.

4. Zaslani materialu do laboratore

material je vzdy treba dopravit do laboratore co nejdrive

*u modi jeSté vice nez u ostatnich — nutno do dvou hodin, jinak hrozi pomnozeni
kontaminant

* nelze-li material dodat ihned, uchovat s tim, ze citlivé mikroby nemusi byt zachyceny

*kdyz uz se material uchovava, je zpravidla je lepSi nechat vzorek pfi pokojové teploté
na misté chranéném pred sluncem, nez uchovavat jej v chladnic¢ce; dlivodem je tepelny
Sok, ktery mize citlivéjsi organismy postihnout. Vyjimkou jsou vzorky moce.

* u virologickych materialQ, jak jiz bylo receno, je vhodny transport na tajicim ledu

5. Vlastni zpracovani materialu v laboratori

I tuto fazi mdze klinické pracovisté ovlivnit, napf.:

*dohodnout s mikrobiologem nékteré detaily zpracovani

* telefonicky zjistit predbézné vysledky vysetreni (celé vySetreni trva v pripadé
bakteriologie zpravidla dva az sedm dni, predbézny vysledek ovSsem mize byt
k dispozici uz za 24 hodin)

6. Zaslani vysledku a jeho interpretace

ZASLANI VYSLEDKU

* zorganizovat tak, aby nedochazelo ke zbyteCnym prodlevam

*dnes zpravidla moznost vyuzit zasilani vzorkl elektronicky (v ramci zdravotnického
zarizeni i mezi zarizenimi navzajem)

*dohodnout s mikrobiologem, zda ma byt zaslan az konecny vysledek nebo i
mezivysledek

dohodnout, kam ma byt vysledek poslan, je-li pfi odbéru znamo, zZe bude pacient
prelozen

INTERPRETACE



*laborator zpravidla odfiltruje zcela evidentni kontaminanty z prostredi a nahodné
nalezy

v méné jednoznacnych pripadech ovsem konecné rozhodnuti lezi na klinickém
pracovisti

*voditkem miize byt poznamka ke kvantité (,ojedinéle", ,masivné"), nesmi se ale
precenit

*u vzork{ z dutin normalné osidlenych béznou flérou je nezbytné chapat ekosystém
mikrobd jako celek, nemoc je ¢asto porusenim rovnovahy mezi mikroby a lécba
antibiotiky nemusi byt nutna

*interpretace serologickych vySetreni: samotna pritomnost protilatek neni zpravidla
vyznamna, ddlezit&jsi je titr a zejména jeho dynamika.

Obecné je tfeba upozornit, Ze neni nejlepsi laboratof, ktera ma hodné pozitivnich
nalezl, ale takova laboratot, ktera dokaze odlisit skute¢nou pozitivitu od nahodné
kontaminace. LéCit neexistujici infekci je totiz jen o malo mensi chyba nez nelécit
infekci existujici, a to z mnoha dlivodd, narusenim pfirozené mikrofléry pacienta
pocinaje a zvySovanim rezistence mezi populaci mikroorganismii konce.

7. Kontinualni spoluprace mezi klinikem a laboratori

Mlze mit nejrliznéjsi formy, od obCasnych konzultaci az po soucinnost pfi vyzkumné
praci. Je oboustranné uzitecna. Klinikovi pomaha pfi rozhodovani, mikrobiologovi zase
dava konkrétnéjsi predstavu o pacientech, jejichz vzorky mu prochazeji rukama.

Prehled zakladnich odbérovych souprav a nadobek
Pro NEPRIMY PRUKAZ pouzivame prakticky vzdy zkumavku na sérum, nebot’ vzorkem je
v tomto pripadé vzdy srazliva krev.
Pro PRIMY PRUKAZ naopak miiZzeme pouzit nejréizn&jsi typy zkumavek a odbérovek.
Prednost ma zpravidla zaslani tekutého/kusového materialu pred pouhym zaslanim
stéru/vytéru. Existuji ale i cetné vyjimky: vytér z fitniho kanalu namisto stolice, stér
z urethry u kapavky apod.

Vytérovky

SOUPRAVA S BAKTERIOLOGICKOU TRANSPORTNI PODOU (NEJICASTEJI AMIESOVOU)

je zakladem vSeho. Hodi se prakticky k jakémukoli bakteriologickému kultivacnimu
vysetreni.

SUCHY TAMPON

Lze pouzit jen vyjimecné: PCR nebo nékteré priikazy antigenu, kde nepotfebujeme
Zivého patogena, ale jen jeho antigen ¢i DNA, a transportni plida by byla spiSe na
Skodu. Vyjimecné se Ize se suchym tamponem spokojit u nékterych kontrolnich vytérd.

FUNGIQuICK

je souprava na mykologické vysetreni

SOUPRAVY PRO VIRY A PRO CHLAMYDIE

se pouzivaji vyjimecné (jen pro izolaci agens), u virl a chlamydii totiz vyrazné prevazuje
nepfimy prikaz (zasilani séra) anebo kdyz uz pfimy priikaz, tak pfima detekce antigenu
nebo nukleové kyseliny

C.A.T.



je souprava pouze pro gynekologické (popf. andrologické) vysetfeni. Transportni pdda
je zaroven i pldou kultivacni. Slouzi jen k priikazu kvasinek a trichomonad, pro
bakterie se nehodi, proto je zpravidla potfeba poslat kromé C. A. T. i klasicky Amies.

Zkumavky
mohou mit rizné rozméry, ale musi byt sterilni. (Vyjimkou je souprava na odbér stolice
na parazitologii, ta sterilitu nevyZaduje.) SirSi samostojaci zkumavce rikame sputovka,
ale zdaleka nemusi slouzit jen k zaslani sputa.
HEMOKULTIVACNI NADOBKA
dnes obsahuje nejen protisrazlivou latku, ale i transportné-kultivacni médium. Slouzi pro
automatickou kultivaci krvi. Existuji riizné typy — aerobni, anaerobni, pediatrické, u
vsech jesté ve varianté s aktivnim uhlim (k adsorpci antibiotik a jinych latek, které by
mohly negativné ovlivnit preziti mikroba).
Je potieba rozliSovat mezi odbérem krve na serologii (srazliva krev, nepfimy priikaz nebo priikaz
neékterych antigent, napf. HBsAg) a odbérem krve na hemokultivaci (nesrazliva krev, kultivacni priikaz
Zivych bakterii a kvasinek).
U hemokultur je nutno
o proveést dva az tri odbéry, pri vzestupu teploty
o vzdy z nové venepunkce (odbér ze zavedeného vstupu pripadén ucinit také, ale
pocitat ho ,navic", nad ramec ,normalni hemokultivace"

o odbér provést striktné asepticky (misto vpichu desinfikovat, ne jen Cistit benzinem ci
lihobenzinem)

o pouzit pro celou sérii stejny typ nadobky

o peclivé oznacit, vCetné data a HODINY odbéru

o pfi interpretaci zohlednit, zda ve vSech hemokulturach jedné série je zachycen
stejny kmen a zda kultivacni pozitivita byla po zhruba stejné dobé

Dalsi zptisoby odbéru

SKLICKO

pfimym natérem na sklicko se v nékterych pripadech doprovodi zaslani vytérovky.
Napriklad u kapavky je bohuzel velké riziko, ze pfipadny patogen navzdory veskeré
snaze neprezije transport: proto ho hledime zachovat alesporn mikroskopicky. Dalsi
zpracovani (fixace, barveni) sklicka si uz provede laborator.

MOP

Je zvlastnim pripadem zasilani na sklicku.

Do laboratore pfichazeji dvé sklicka. Jedno se obarvi podle Grama, druhé podle Giemsy.
Je to tak proto, ze podle Grama bys se nedaly barvit trichomonady, které se barvi
pravé podle Giemsy. MOP se hodnoti dvojim zplisobem: Za prvé se zhodnoti kvantita
jednotlivych elementd (jeden az Ctyfi kfizky), jednak se MOP zhodnoti celkoveé - Cislem
MOPu, nékdy s uvedenim podskupin. Zakladnich typt MOP{ (Cisel) je Sest:

e MOP I: obraz zdravé Zeny. Obsahuje hlavné epitelie a laktobacily, malo leukocytl

e MOP II: i tento obraz mohou mit zdravé Zeny, nebo miiZze znamenat nespecificky
nehnisavy zanét. Oproti prvnimu typu obsahuje vice riznych baktérii. Leukocyty vSak
chybi. U takzvanych "bakterialnich vagin6z" vidime zvlastni epitelie, na které jsou
nalepena velka kvanta bakterii. Rika se jim "clue cells".



e MOP III: typicky bakteridlni hnisavy zanét. Obsahuje leukocyty, spoustu rliznych
bakterii, relativné méné epitelii, zato laktobacily chybéji nebo je jich malo.

e MOP IV: Kapavka. Vlastné vypada jako MOP III, ale misto rliznych bakterii obsahuje
skoro samé gramnegativni diplokoky. Nékteré jsou i uvnitf leukocytd.

e MOP V: Je ho vidét predevsim v Giemsoveé barveni. Obsahuje spoustu leukocytd,
mize, ale nemusi obsahovat vSelijaké bakterie, a predevsim obsahuje Gtvary, které
jsou vétsi nez leukocyty, mensi nez epitelie, jsou Smolkové modré a maiji Spicata,
karminové Cervena jadra: jsou to trichomonady.

e MOP VI: PoSevni mykdza. Nejzavaznéjsi obsahuji hodné leukocytli, méné zavazné
obsahuiji leukocytl méné. Vzdycky jsou ale pfitomny kvasinky. Vyznamné je i to, jestli
tvori jen jednotlivé buriky (klidova faze) nebo puci a vétvi se (nebezpecnéjsi, aktivni
faze).

Je dlezité nezaménit kvasinky za jadra spermii, ktera se jevi podobné a ktera mohou
byt v natéru pritomna jako nasledek chvil vasné, které vysSetfovana zZena prozivala pred
odbérem.

MOPy dnes prakticky k vySetfeni nepfichazeji, z nejméné 99 % je nahradily vytéry na soupravé C. A. T.

URIKULT

byl jednu dobu zvIastnim zplsobem zasilani moce. Moc¢ se pfimo na klinickém pracovisti
nalila do nadobky s pevnou kultivacni plidou a zase vylila. Neposilala se tedy uz moc,
ale rovnou kultivacni plida. Vysetieni mélo zkratit dobu mezi vymocenim pacienta a
nasazenim na pldu prakticky na nulu. Z riiznych praktickych dtivodi se vsak prilis
neujalo.

Pisen — ,,Hemoskovadlo"
1. Byla jedna z kalnych zimnich nedél
v houfu mracen den se ve tmu smrakal
Primar pravé do bujonu hledél

je to Ciré, nebo je tam zakal?

Tuhle sluzbu, tu mi byl Cert dluzen -

- do bujonu hledét na Sesty den

Lepsi hledat Gtocisté u Zen

nezli zkoumat krev co je tu tyden

R. A pritom jej nahle napadlo:
Zakoupime hemoskovadio
Nejsme blbci, mame filipa
Koupime si stroj, co zapipa

2. Do pristroje hemoska se stréi
Ostatni uz automat si hlida
Kultivuje, spokojené vrci

Technika tu lidskou praci strida
Kdyz se zvuky zaCnou linout divné
Je to znakem, Ze tam néco roste
Automat nam vzorek hned vyplivhe



Mily Watsone, je to tolik prosté!

R. Dobre, Ze primare napadlo
Zakoupiti hemoskovadlo

Dllezité je mit filipa

Koupit si ten stroj, co zapipa.

P13 Klinicka mikrobiologie II

Bézna flora

Bézna flora je soubor mikrobl (hlavné baktérii), které normainé osidluji téni povrchy a
nékteré télni dutiny. I v ramci bézné fléry se ale nechovaiji vSechny mikroby stejné.
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o "Klasicka" bézna flora. Tyto mikroby maji velmi nizkou patogenitu, presto nikdy
nejsou zcela nepatogenni. Jejich patogenita se projevi predevsim tehdy, kdyz se
dostanou tam, kam nemaji. Na urCenych mistech se vyskytuji témér vzdy. Priklad:
Ustni neisserie, viridujici streptokoky, Escherichia colive stfevé. koagulaza negativni

stafylokoky na k{zZi

o Nekultivovatelna Cast "klasické" bézné flory se od predchozi liSi jen tim, ze ji pri
bézném vysetreni nezachytime. Priklad: anaeroby v Ustech, stfevé i pochve,
nepatogenni spirochety v tstech a mnoho dalSich mikrob(

e Prechod mezi béznou flérou a patogenem predstavuji mikroby, které jsou vice
patogenni nez predchozi. Zalezi velice na konkrétni situaci, poctu a virulenci mikrobd i
stavu makroorganismu. Priklad: meningokoky Ci pneumokoky v krku, Streptococcus
agalactiae v pochve, zlaty stafylokok na kdzi

e Prechodna (transientni) bézna fléra jsou baktérie, které sice na urcité misto
normalné nepatfi, presto se tam mohou v urcitych pripadech vyskytnout, aniz by to
znamenalo skute¢nou infekci. Prikladem je vyskyt enterobaktérii v Ustech,
pseudomonad ¢i stafylokokl ve strevé apod.

o Kolonizace je stav, kdy urcity mikrob nebo mikroby sekundarné osidli misto, kde
drive Zadné mikroby nebyly nebo tam byly jiné, a vytvofi se stav rovnovahy.
Kolonizujici mikroby se pak chovaji v podstaté jako bézna flora. Prikladem je
kolonizace mocového méchyre starych osob enterobaktériemi

Prehled
bézné flory

Klasicka bézna
fléra, dobre
kultivovatelna

Také normalni bézna
flora, ale nezachyti se
(obtizna
kultivovatelnost)

Prechod mezi
béznou florou a
patogenem

Kize (vCetné boltce,
zevniho zvukovodu,

Koag. neg. stafylok.,
Corynebacterium sp.

Staphylococcus aureus
(mala mnozstvi),

zevni tretiny nosu, Candida
spojivk. vaku apod.) ]
Ustni dutina + farynx | Ustni neisserie a Anaeroby (Prevotella, Mala mnoZzstvi

streptokoky, pfipadné
hemofily (hlavné H.
parainfluenzae)

Porphyromonas,
Actinomyces,
Fusobacterium),
nepatogenni spirochety

meningokok,
pneumokokad, zlatych
stafylokokd, Moraxella
catarrhalis, event. i S.




| | pyogenes
Mocové cesty Normalné bez mikrobd, u starSich lidi kolonizace strevni florou
Tlusté strevo E. coli, dalsi Anaeroby vcetné klostridii, | Entamoeba coli,
enterobakterie, kvasinky, vlastné i
enterokoky nékteré enterobakterie
Tenké strevo Podobné jako v tlustém streveé, ale mensi mnozstvi
Zaludek, jicen NormaIné bez mikrob#
Predkozkovy vak Kozni mikrofléra Nepatogenni
mykobakteria
Pochva Laktobacily, stafylokoky | Anaeroby (mala mnozstvi) | Streptococcus
agalactiae, Gardnerella,
Mobiluncus aj.
Déloha, vejcovody normalné bez mikrobd
Vulva, ret, fit’ apod. smés mikroflory kiize a mikrofldry priléhajici dutiny

Vztahy mikrobti bézné flory a patogenil

Je nutno pocitat s tim, Zze za béznych podminek neexistuje jednoduchy vztah mikrob -
makroorganismus. Mikroby se ovliviiuji i navzajem - ty z bézné flory i ty vice ¢i méné
patogenni. Dohromady vznika ekosystém stejné slozity jako treba ekosystém louky
nebo rybnika. Baktérie jsou do jisté miry schopny reagovat na exoprodukty jinych
bakteérii jiného i stejného druhu a podle toho upravit i svoje chovani, napfr. mnozeni.
Pro jev, kdy baktérie sleduji celkovy pocet svého a pribuznych druhd v populaci, se
pouziva pojem quorum sensing (jakoby "sledovani kvdra potfebného k hlasovani
v parlamentu").

Baktérie (ani jiné mikroby) nenachazime moc Casto v "planktonické forme", ve které je
najdeme napr. v bujonu. Tvorivaji Casto biofilm - vrstvicku, kterou zname treba
z povrchu kamend v rybnice. Do biofilmu Spatné pronikaji antibiotika a viibec se da fici,
Ze baktérie jsou tu lIépe chranény.

Nejcastéjsi patogeny jednotlivych organovych soustav

Horni cesty dychaci

Streptococcus pyogenes (hlavné zanéty mandli neboli tonsilitidy Cili anginy),
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus. Dale
rlizné viry (RS viry, adenoviry, rhinoviry), pop¥. kvasinky. Zvlastnim pfipadem je zanét
priklopky hrtanové, typicky zplisobeny hemofilem.

Dolni cesty dychaci

Streptococcus pneumoniae, Klebsiella pneumoniae, Chlamydia pneumoniae,
Mycoplasma pneumoniae, Mycobacterium tuberculosis, viry chripek, parachfipek,
aspergily a dalsi

Travici cesty

V dutiné Gstni kandidy a rizné baktérie. V Zaludku helikobakter. Ve strevé

kampylobaktery, salmonely, shigely, yersinie, klostridia a jejich toxiny, kvasinky,
paraziti (entamoeba, lamblie...), viry (hlavné rotaviry).




Mocové cesty
Escherichia coli a dalSi enterobaktérie, enterokoky, Streptococcus agalactiae, kvasinky,
stafylokoky, nékteré viry, vzacné paraziti

Pohlavni organy

Kapavka, syfilis, Haemophilus ducreyi, Chlamydia trachomatis (nékteré sérotypy),
mykoplasmata a ureaplasmata, Streptococcus agalactiae, enterobaktérie, Gardnerella
vaginalis, Mobiluncus mullieris, trichomonady, kvasinky, papilomaviry

Ktlize, oko, zevni zvukovod
Staphylococcus aureus, kvasinky, plisné, Propionibacterium acnei, zakozka svrabova.
Nékteré virdzy se projevuji n kiizi, ale nejde o lokalni infekci

Infekce krevniho recisté

Stafylokoky (zlaté i koagulaza negativni), enterokoky, enterobaktérie, gramnegativni
nefermentujici tyCinky. Zalezi na okolnostech - stafylokoky jsou typické u katétrovych
sepsi (kdy stafylokoky putuji do téla po cévkach).

Kosti, chrupavky, svaly, vazivové tkané
Stafylokoky, anaeroby (hlavné v okoli Gstni dutiny, stfeva a pochvy), streptokoky,
pripadné cokoli, co se do tkané dostane zvenci (napf. pfi Urazu nebo operaci)

Mozek, micha a nervy

Mozkomi$ni mok mdiZe byt hnisavy - pak se mluvi o hnisavé meningitidé. NejcastéjSimi
plivodci jsou

Streptococcus agalactiae — novorozenci (nakaza pri porodu)

Haemophilus influenzae — déti 2 — 5 let (rapidné ubyva po zavedeni oCkovani)

Neisseria meningitidis — dospivajici a mladi dospéli; ale také malé déti

Streptococcus pneumoniae — starsi lidé

Z dalSich infekci: ptivodce tuberkuldzy, virus klistové encefalitidy, nékteré herpesviry,
virus vztekliny, néktefi paraziti (toxoplasma), vyjimecné kvasinky a plisné.

Vysetreni jednotlivych typt vzorkt

Vytér z nosu, krku, astni dutiny a ucha

e Zpracovava se zpravidla jen aerobné, na krevni agar + Ctvrtinu nebo polovinu
Endova nebo McConkeyho agaru. Na krevni agar se nanese na polovinu Stétickou,
rozockuje se klickou. Na StétiCkovou Cast se
umisti

e disk s vankomycinem a kolistinem
(odcloni béznou floru, odhali rezistentni
meningokoky)

o stafylokokovou ¢aru

o na stafylokokovou ¢aru disk s
bacitracinem (odcloni béznou fléru, odhali
hemofily podle soucasného satelitového
fenoménu)

e Vytéry z ucha se navic ockuji na KA hemofity

bacitracinovy disk
{na hemofily)

V + K disk
fvanka. + kolistin}

meningokoky

afylokek. £ara

ockevdni tampanem

ackeovani kligkou



s 10 % NaCl.
Odecita se po 24 hodinach a negativni obvykle jesté po 48 hodinach ("prodluzky™).

Vytéry z oka (spojivkového vaku)
se pouze zalévaji bujénem. Teprve je-li bujon zakaleny, vyockovava se na KA a Endovu

¢i jinou pldu.

Sputum

Pokud mozno se homogenizuje, nékdo spiSe doporucuje vyhledat hnisavé viocky.
Provede se natér na sklicku, kde se semikvantitativné (na kfizky) odecitaji epitelie,
leukocyty a rlizné tvary baktérii. Dale se zpracovava podobné jako vytéry (vyse).

Podobné se zpracovavaji trachealni aspiraty (vycucy z pridusnice) a
bronchoalveolarni lavaze (vyplachy plic).

Moc

Moc se zpracovava semikvantitativné. Je vice moznosti, jak to délat. Jedna z nich je
pouziti kalibrované klicky, napfiklad o objemu jednoho mikrolitru. Touto klickou se
rozprostre moc¢ po celém povrchu krevniho agaru (celé misky nebo jeji poloviny). Pocet
kolonii vynasobeny tisicem pak zhruba odpovida po¢tu mikroorganismd v jednom
mililitru plivodni moce. Kromé KA se pouzije také Endo nebo McConkey. Nékteré
laboratore pouzivaji misto KA jinou ptidu, napf. CLED, anebo viibec pouzivaji specialni
chromogenni agary.

Semikvantitativni vySetfeni nam aspon castecné odlisi patogeny (velké mnozstvi,
Cista kultura) od kontaminace ¢i kolonizace (mensi mnozstvi, ¢asto nékolik rliznych
druh{).

Existuji také specialni soupravy (napf. Uricult), kde klinicky I€kar uvede odebranou
moc pfimo do kontaktu s kultivacni plidou.

Stolice

Na rozdil od predchozich materialli se zpravidla nepouziva KA. Pouzije se Endo a
dalsi ptidy, napt. XLD, MAL, CIN, kampylobakterova plida a jiné, nékdo opét pouziva
chromogenni plidy. U sv. Anny napf. pouzivame nasledujici postup:

Pfi pfijmu se stolice nasadi na Endovu ptidu, CIN, kampylobakterovou plidu a XLD. U
podezreni na STEC (viz E. coli) se pouzije i McConkey se sorbitem. Odbérova tycinka
se pak vklada do selenitového bujonu.

Druhy den se odecte Endo a XLD. Selenit se vyockuje znovu na Endo a dale na MAL.
Pripadné se odeCte McConkey se sorbitem.

Treti den se odecte Endo z pomnoZeni, MAL, CIN a kampylobakterova piida.

V pripadé potreby se pouziji i dalSi plidy (KA, plida na klostridia, TCZS na choleru
apod.)

Ri{izné stéry, vytéry, punktaty, cévky mocové i cévni, kusy tkané a

jiné

U téchto materidlli se zvazuje zpracovani podle konkrétni situace. VétSinou se pouzije

KA + Endo (nebo McConkey), ¢asto také plida s 10 % NaCl, nékdy selektivni pdda na
streptokoky (s amikacinem) a dalsi. Tekuté materialy se mikroskopuiji; vysledek se
neodecita na krizky, ale popisuje se slovné (naptiklad "amorfni hmoty, leukocyty,



baktérie nenalezeny"). Prakticky vZdy se po vyockovani na pevné plidy pouzije téz
bujon. V nékterych pripadech nelze jinak nez napr. cévku pouze zalit bujonem a teprve
druhy den ji vyockovat

Hemokultury

by se mély odebirat pokud mozno tfi, pfi vzestupu télesné teploty pacienta. Mélo by se
hlidat, zda je odbér pfisné sterilni, zda nemdze byt kontaminovan z kdze.

Dnes se hemokultury odebiraji prakticky vzdy do lahvicek pro automatickou kultivaci.
Laborator je pouze zaeviduje a umisti do automatu. Pokud automat hlasi pozitivitu,
vyockuji se hemokultury na KA a Endo, udéla se natér a podle vysledku natéru se
prfimo provede atb test - bud’ "grampozitivni" nebo "gramnegativni" sada antibiotik.

Mozkomisni mok

MozkomiSni mok se mikroskopuje, u podezieni na hnisavou meningitidu se provede
latexova aglutinace se specifickymi séry (predevsim meningokokovym,
pneumokokovym, hemofilovym). Poté se provadi bud’ klasicka kultivace (doplnéna o
cokoladovy agar kvdli meningokok{m), nebo se pouzije lahvictka pro automatickou
kultivaci jako u hemokultur.

Gynekologické materialy

e Pouzivaji se zpravidla vytéry z poSevni klenby a z délozniho krcku (cervixu), nékdy (u
kapavky) i z Gsti moCové trubice. Obcas se vySetreni dopliiuje o vytér z fiti.

e Kromé bézné bakteriologie (KA, Endo) se zpravidla provadi anaerobni vysetreni,
vysetfeni na mykoplasmata, popf. i dalsi.

e Zvlastnosti je mozné pouziti soupravy s transportni a kultivacni ptidou C. A. T., a dale
moznost provést primo natér materialu na jedno Ci dvé podlozni sklicka. Jsou-li sklicka
dvé, hovori se o vySetreni mikrobialniho obrazu poSevniho (MOP).

C.A.T.

e Je to specialni odbérova souprava s prihlednou transportni a kultivacni pidou (vedle
hemokulturnich lahvicek je to druha vyjimka z pravidla, Ze transportni ptidy nemaiji nic
spole¢ného s pldami kultivacnimi). Souprava pfijde do laboratore, zde se kultivuje
48 h pri 37 °C a pak se vysledek hodnoti mikroskopicky. Lze najit kvasinky a pohyblivé
trichomonady. Naopak pro diagnostiku baktérii je C. A. T. nevhodny - proto se témér
vzdy provadi paralelné bézné bakteriologické vysetreni

MOP

Byl probran v predchozi kapitole.

Hodné uspéchil u zkousky z Iékarské mikrobiologie vsem
krasnym studentkam (to jsou vSechny studentky) a vSem
sympatickym studentiim preje Ondrej Zahradnicek



