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Uvod do
Klinicke
mikrobiologie



Pribeh prvni — 1

m Petr porad kaslal, tak navstivil lekare. Léekar
mu chtel rovnou predepsat antibiotika, pak si
ale vzpomneél, jak ho mikrobiologove
nabadali, at provede vysetreni. Tak udelal
vyter z krku. Nasel se v nem Haemophilus
Influenzae, citlivy na cefuroxim. Petr zacal
uzivat ZINNAT (preparat, ktery cefuroxim
obsahuje).



Pribeh prvni — 2

m Petruv stav se vSak nezlepsSoval. Petr se
nastval a navstivil znameého lekare na
plicnim. Byla provedena serologie
respiracnich viru a nalezeny vysoke titry
protilatek proti Mycoplasma pneumoniae.
Petr zacal uzivat SUMAMED
(azithromycin) a brzo je jeho stav vyrazne
zlepsil.



Vinikem bylo nejen Mycoplasma
pneumoniae, ale |

m obvodni lékar X. Y., protoze:
= spravne si vzpomnel, ze je vetsinou dobre pred nasazenim
antibiotik zjistit puvodce a antibiotickou citlivost
= udélal vsak chybu v rozhodovani, jaké vySetreni je v daném
pripade indikovano
= méeélo byt zaslano sputum, a pfi negativité kultivace (nebo pri
iIndiciich ukazujicich spise na typickou nez klasickou
pneumonii) pripadne srazliva ,krev na serologii respiracnich
virt“ (v€etné chlamydii a mykoplasmat, ac to viry nejsou)
m VSimnete si, ze jsou | pripady, kdy makrolidy jsou
spravné reseni dane situace (ac jinak autor techto
radku spise broji proti jejich naduzivani)



PFib&h druhy

m Nicol skrabalo v krku, a tak zasla k lekari. Lekar
provedl vyter z krku, ale byla nalezena pouze
bézna flora. Lekari se to nezdalo, protoze dle
CRP i zvySeného poctu polymorfonuklearu vse
nasvedcovalo hnisave bakterialni infekci.

m Lékar vedel, ze Nicol Casto strida partnery. Na
primou otazku priznala, ze mela oralni sex
s rizikovym muzem. Lekar provedl| novy odber,
tentokrat s poznacenim, ze jde o vysetreni na
kapavku. A nemylil se.



Vinikem byla pouze
Neisseria gonorrhoeae

m Obvodni Iékar tentokrat nic nezanedbal, gonokokova
faryngitida zase neni tak bézna, aby se po ni rutinne
patralo pri rutinni anamneze. Pozitivni je, ze se
nenechal zviklat negativhim vysledkem vysetreni.

m Lekar si totiz spravne uvedomil, ze kazdy typ vzorku
ma v laboratori sve rutinni vysetrovaci schema. Toto
schéma plati vzdy, nejsou-li vyrceny specialni
pozadavky. Je-li tedy duvod ke specialnimu
vySetfeni, je nutno je vyznacit na pruvodce.



Co je to klinicka mikrobiologie

m Klinicka mikrobiologie ,sensu lato” je
lekarska mikrobiologie — tedy ta Cast
mikrobiologie, ktera se tyka mikrobialniho
osidleni Clovéka a lidskych patogenu

m Klinicka mikrobiologie ,sensu stricto®
popisuje vlastni procesy mezi klinickym
pracovistem a laboratori, jakoz | organizaci
vlastniho laboratorniho vysetreni



Proces mikrobiologickeho
vysetrovani — na vsem zalezi!!!

KLINIK LABORATOR
Indikace vySetieni — zda, jaké i

Vlastni provedeni odberu
Transport materialu
Rozhodnuti, jak zpracovat

Vlastni zpracovani materialu

Zaslani vysledku

Interpretace v kontextu ostat.
vysledku a stavu pacienta (IéCit
vzdy pacienta, ne nalez)




1 Indikace



1A Indikace — ZDA provest

m Hlavnim klicem k uspechu je zpravidla polozit si
otazku co udelam jinak v zavislosti na vysledku
vysetreni.

m Pokud zjistim, ze at vyjde vysetreni jakkoli,
bude muj dalsi postup ve vztahu k pacientovi
stejny, je vySetreni pravdepodobnée zbytecne

m Toto ale neplati u epidemiologickych indikaci a
takeé u profylaktickych indikaci (jako je skrining
mikrobialniho osidleni pacientu v tézkém stavu)



1B Indikace — CO provest

m Rozhodnutim, ze chci provést vysetreni, to
zdaleka nekonci. Musim se jeste rozmysilet,
jakeé vysetreni se rozhodnu provest.

m Musim znat spektrum patogenu a moznosti
jejich vysetreni
m Soucasti je take rozhodnuti o tom, jak

technicky se odbér provede, do jake nadobky
Cl odberove soupravy a podobne



Tri typy patogenu (1)

m Patogen typu Streptococcus pyogenes.
Nemusim vedet, ze myslim zrovna na tohoto
patogena, ale musim presne vedet, kde je jeho
predpokladana lokalizace.

m Patogen typu Mycobacterium tuberculosis.
Musim vedet, kde patogena hledam, a zaroven
| to, Zze hledam praveé tuto skupinu patogenu —
to tedy musim vyznacit na zadance.

m Patogen typu Toxoplasma gondii. Nemusim
vedet, kde se patogen v teéle nachazi, ale
musim vedet, ze hledam prave jeho.



Tri typy patogenu (2)

m Patogen typu Streptococcus pyogenes. Tyka se
kultivovatelnych bakterii a kvasinek, tedy
vétSiny mikrobu z P 01 az P 06 a zCasti P 10

m Patogen typu Mycobacterium tuberculosis.
Stale je to primy prukaz, ale specialni postupy,
pri bezné kultivaci se nezachyti. Tyka se
zejména mikrobu z P 07, P 08, P 11, ¢ast POG.

m Patogen typu Toxoplasma gondii. Neprimy
prukaz, event. pfimy prukaz viroveho antigenu.
Tyka se spirochet z P 09, virtzJ 12a J 13, ale
| nekterych dalsich (treba zrovna toxoplasmy).



www.medmicro.info



2 Odber vzorku

(vCetne zadanky)
3 Transport



2 Vlastni odber vzorku
3 Transport vzorku do laboratore

m [yto faze nelze oddelit — odber je nutno Cinit jiz
se zretelem na transport materialu do
laboratore

m V zasadeé existuji tri typy vzorku:
= Vytery a stery na tamponech

= Tekute a kusove vzorky, zasilané v nadobkach
(zpravidla sterilnich)

= Jine a specialni pripady, viz dale
m Nelze zapomenout na spravne vyplneni
pruvodky



Vyterovky




Jiné typy odberu nez ,vyterovky"
a odberove nadobky

nater na podlozni sklicko: kapavka, aktinomykoza,
primo zaslana tlusta a tenka kapka apod.

v koznim lekarstvi a v epidemiologii otisky primo na
kultivacni pudu, ktera je pro tento ucel nalita az po
okraj Petriho misky; v chirurgii otisk na filtracni papir
urikult — zvlastni zpusob zasilani moce na pudu;

Z ruznych duvodu se prilis neujalo.

rychlé diagnostické soupravy, vetsinou zalozene na
pfimém prukazu antigenu; jednoducha manipulace,
dostupna i pro nemikrobiologicky personal. Pri
pochybach o vysledku pouzit klasicke zaslani do
laboratore.



Volba ,do ¢eho odebrat":
Tekuty vzorek, nebo vyter?

e Prednost ma zpravidla zaslani
tekuteho/kusového materialu pred pouhym
zaslanim steru/vyteru.

e EXxistuji Cetne vyjimky, napr.

* v bakteriologii se zpravidla pouziva vyter
z rfitniho kanalu namisto kusove stolice (i
kdyz zaslani kusove stolice v zasade neni
chyba)

» ster z urethry je u kapavky doporucovan
spise nez zaslani vzorku moce



Kontaktni
desticka




Uricult

www.mediost.com




vyterovek
Suchy tampPoN wwcagayiassenices.co

Nekteré t

Dnes se pouziva jen pro
PCR a prukaz antigenu, ne
pro kultivaci!

Amiesova puda s aktivnim uhlim

Univerzalni transportni puda pro bakteriologii
(vSechny typy vytérovek). Dratena varianta je
dulezita, pokud se potfebujeme ,dostat za roh".


http://www.herenz.de/

Dalsi vytery

Fungi Quick (na kvasinky a pllsne) i e

Na Vlry www.copanswabs.com

Na chlamydie

www.copanswabs.com



Prehled souprav na vytery

Suchy tampon na spejli:  Suchy tampon na

prukaz antigenu a DNA dratku: totéz, potrebuiji-i
se dostat na jinak
nedostupne misto

Tampon v Amiesu na Tampon v Amiesu na
Spejli: univerzalni pro dratku: totéz, potrebuiji-li
pakteriologickou se dostat na jinak
Kultivaci (vC. anaerobu, 'nedostupne misto
Kapavky, kampylobakt.)

Fungiquick — houby
C. A. T. — houby a trichomonady (stéry z pohlavi)

Soupravy s médiem na viry, popr. chlamydie



Odberové nadobky

m Odberove nadobky se pouzivaji na kusove a tekute
vzorky. Na rozmerech fakticky prilis nezalezi, stejne
tak barva uzaveru nema samozrejme realny dopad.
Ma vsak nekdy vyznam organizacni — zalezi na
dohode v ramci konkrétni laboratore

m U anaerobni kultivace je lépe zaslat primo strikacku
s jehlou zabodnutou do sterilni gumove zatky

m Vzorky se snazime vzdy dopravit do laboratore co
nejdrive, zasadni je to vsak u mocCe — do dvou hodin



Bézna zkumavka. Universalni
pouziti: srazliva krev (serologie),
moc, likvor, hnis, punktat apod.;
Krevni @ mocove katetry, mensi
kousky tkani...

Sputovka. Nejen na sputum, ale napfr. i
na vetsi kousky tkani

Nadobka na stolice — na parazitologii.
Pouze tato nemusi byt sterilni!

Nadobka na odbér moce. Je lepsi, kdyz pacient

moci rovnou do zkumavky, avSak zvlasté pro zeny je
to obtizné (nejsou-li ve sprse). Mohou tedy mocit do
teto nadobky, a pak sestra moc prelije do zkumavky.
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Pruvodka 1

m Spravné vyplnéna pruvodka je velice dulezita!

m Osobni udaje: podstatné kvuli pojistovne, ale i
kvuli identifikaci, komu poslat vysledek apod.

m Presny popis materialu a pozadovaneho
vysetreni
= nepsat pouze ,vyter’, kdyz neni jasné, odkud
= ani ,ster z rany” nestaci (jaka rana, kde

lokalizovana)

= Katetrizovana mocC x mocC z permanentniho katetru
= uvest, zda je pozadovano napr. anaerobni vysetreni

= nepozadovat vysetreni, ktere nelze provest nebo
nema smysl (napr. kultivacni vysetreni u syfilis)



Pruvodka 2 — co uvest

m skuteCnou diagnozu, je-li vice, napsat tu, ktera
souvisi s vysSetrenim, popr. vsechny /napr. (1)
diabetes mellitus, (2) posevni vytok/

m akutni / chronicky stav / kontrola po lecbe

m uvest stavajici nebo uvazovanou antibiotickou
terapii, pripadne i alergii na antibiotika



Pruvodka 3 — co jeste uvest

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

m U serologickych vysetreni datum prvnich
priznaku, prvni / druhy vzorek

m U gynekologickych materialu fazi
menstruacniho cyklu (a pfi menses radeji
neodebirat)

m v pripadé mimoradnych vzorku se dohodnout,
telefonicky



Vyplnéni pruvodky — shrnuti

Nesmime zapomenout vyplnit na pruvodce
vSechna dulezita pole:

m pole popisujici pacienta (jmeno, rodné cislo,
diagnoza, pojistovna, oddeleni...)

m pole popisujici vzorek (typ vzorku, lokalizace,
okolnosti odberu)

m a vSechny ostatni vyznamne Casti (zejmena
anamnézu)



Chyby pri vyplhovani zadanek

m Castou chybou je nedostateéné
oznaceni typu vzorku

m Je take chybou pozadovat vysetreni,
ktere je nevhodné (napriklad patrani po
protilatkach tam, kde prevazuje bunecna
imunita a protilatky nemaji diagnosticky

vyznam)
A

|




2A Odbery:
hemokultury



Zakladni pojmy kolem sepsi

m Sepse je stav, kdy bakterie vyvolaly infekci
Krevniho reciste, s vysokymi horeckami,
rozvratem metabolismu a spoustou dalsich
klinickych projevu

m Bakter(i)emie je jakakoli pritomnost bakterii
v krvi, tj. | takova, ktere je prechodna a pro
organismus vubec nic neznamena

m Pseudobakter(i)émie je stav, kdy jsou baktérie

v Krvi pritomny jen zdanlive (Spatne provedene
vysetreni krve, zpravidla kozni kontaminace).



Druhy sepsi

m Primarni sepse — nektere bakterie maji
sepse ,V popisu prace’, treba tyfove
salmonely nebo do jiste miry |
meningokoky

m Sekundarni sepse — sepse nasledujici
po predchozim postizeni nejakeho
organu

m Zvlastni typy sepsi:

= Urosepse — sepse pri onemocneni ledvin

= katetrova sepse jako nozokomialni
onemocheni



Sepse — klinicky obraz

m nestabilni telesna teplota

m porucha svaloveho tonu

m nesnasenlivost stravy, prujem

m poruchy dychani — zrychlene,
nepravidelne, dechove pausy, selhani

m poruchy krevniho obehu — zrychleny Ci
zpomaleny puls, pokles TK, apod.

m casto zloutenka, hyper/hypoglykemie,
metabolicky rozvrat, krvaceni, nervove
priznaky apod.



Definice hemokultivace

m Jedna se o0 nesrazlivou krev, principialne
zcela odlisné vysetreni nez vysetreni
serologicka

m Dnes zpravidla odbéer do specialnich
lahvicek pro automatickou kultivaci

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

m ldealné pokazdeé z nového vpichu, nebo
aspon jedna venepunkce + centralni zila
+ periferni zila (odliSeni bakteriemie od
kolonizace vstupu)



Zasady odberu krve

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

m Desinfekci nechat pusobit dostatecné dlouho, u
alkoholovych prostfedku do zaschnuti (nechat
skutecné zaschnout)

m Nejlepe pouzit tri stejne hemokultivacni
nadobky. Pripadne doplnit napr. jednou
anaerobni

m Hemokultury popsat, nezapomenout na Cas
odberu a misto odkud bylo odebrano



Druhy kultivacnich nadobek

m Existuji ruzne typy podle toho, ktere
mikroby maji byt predevsim zachyceny
(aerobni, anaerobni)

m Nekteré nadobky (,FAN") obsahuji
aktivni uhli. Jsou urceny ke kultivaci
krve pacientu, ktefi uz berou antibiotika
(klasicka lahviCka by mohla dat falesnée

negativni vysledek — antibiotikum by
potlacilo rust)



Standard =~ Akt uhli ~ Akt.uhli

aerobni  anaerobni arbm

www.medmicro.info =~ =



Fungovani kultivatoru

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

m Rust je zvukoveé a opticky signalizovan.
Pokud ani po tydnu nic neroste,
signalizuje to pristroj takeé (je treba
expedovat negativni vysledek)



& o
L L T

‘ www.medmicro.info




Kdyz je hemokultura pozitivni...

m LahviCka je vyjmuta z pristroje

m Je nutno zaevidovat cas, resp. dobu od
prijmu do pozitivity. Viz dalsi obrazek

m Provadi se vyoCkovani na pevnée pudy,
nater na sklo barveny Gramem a podle
jeho vysledku zpravidla ,naprimo”
orientacni diskovy test citlivosti; misto

standardni suspenze se pouzije primo
tekutina z lahvicky = neni spolehlive



ProcC je tak dulezite zapsat Cas
odberu

m Priklad 1: Odebraly se tri hemokultury, vSechny
jsou pozitivni, avsak jedna po 12 hodinach,
druha po 36 hodinach a treti po 3 dnech.
Kmeny jsou fenotypove odlisne - je velmi
pravdepodobné, ze jde o kozni kontaminanty

m Priklad 2: Odebraly se tri hemokultury, vsechny
jsou pozitivni, vsechny po zhruba stejneém Case
po odbéeru, kmeny vypadaji podobne - je
pravdepodobne, ze jde o skuteCneho patogena



E. coli v hemokulture, fazovy kontrast

http://www.visualsunlimited.com/browse/vu198/vu19873.html



Dalsi postup

m Je treba pocitat s tim, ze testy ,naprimo” jsou
jen orientacni, uz pro nestandardni obsah
bakterii v jednotlivych krvich. Zpravidla se proto
v dalsim kroku provadi radne vysetreni citlivosti
(Casto pomoci kvantitativnich testu)

m Vyjimkou jsou pripady, kdy jde asi 0
kontaminaci (zejméena u koagulaza negativnich
stafylokoku)



Spoluprace laborator — oddeleni

m Laborator se snazi v prubéhu hemokultivace
spolupracovat s oddelenim, nejlepe formou
telefonického hlaseni, zasilani mezivysledku
(1 v pripade negativnich hemokultur) apod.

m UziteCna je take dlouhodoba evidence
pozitivnich nalezu v ramci soustavného
sledovani nozokomialnich nakaz.

m Konkretni formy spoluprace je treba
dohodnout vzdy individualné /\q




2B Odbery:
vzorky moce



Vysetreni moce (Cast prva)

m Vysetreni moce je vhodné u nekomplikované a
nezbytne u komplikované cystitidy spravne

m Mikrobiologove doporucuji pouziti katetrizovane moc
jako rutinni zpusob odbéeru moce na bakteriologicke
vysetreni spatne, bezne (ale spravne) odebrana
mo¢ je dostacujici a katetrizace muze zpusobit
latrogenni cystitidu; katetrizovana mocC je vhodna
tam, kde bézné odebrana moc¢ dlouhodobé nestaci

m Pri bakteriologickeém vysSetreni mocCe neni podstatne,
zda se pri odbéru proud moce dotyka pri odberu
predkozky (u muzu) ¢i malych stydkych pysku (u zen)
spatne, je nutno, aby zena pri moceni jednou
rukou labia odtahla, podobne i muz; to ze (ze
studu) pacienti v tomto smyslu nebyvaji pouceni
je duvodem kontaminaci



Vysetreni moce (Cast druha)

m Zevni usti uretry je treba pred odberem na
bakteriologické vysetreni peclive omyt, pripadne |
lehce desinfikovat spravneée

m Nadobka, do ktere pacient mocCi, musi byt sterilni
spravne, a to at’' moci do siroké nadobky, z niz se
mocC preléva, Ci primo do zkumavky (ve sprse)

m Zkumavka, ve které se posila mocC, musi mit zluty
uzaver spatne, je to jedno, ale musi byt sterilni.
Jiné to muze byt jen kdyz to laborator pozaduje
napr. pro prehlednost

m Zadanka o vy3etfeni musi obsahovat informaci, zda
jde o0 mocC bezné odebranou, katetrizovanou,

punktovanou, nebo zda jde o vzorek z permanentniho

mocoveého katetru spravneé (hlavne katetrizovana x
PMK, viz dale)



A

VySetfeni moce (Cast tieti) [

m MocC z permanentniho katetru ma v bakteriologicke
diagnostice stejny vyznam jako mocC katetrizovana
primo za ucelem vysetreni spatne, moc z PMK je
méné validni vzorek nez bézné odebrana,
katetrizovana naopak vice

m Vzorek mocCe musi byt dodan do laboratore do dvou
hodin po odberu. Pokud to neni mozne, je nutno jej
uchovat v ledniCce spravne (teplotni sok se zde
povazuje za mensi zlo nez pomnozena
kontaminace)

m Vzorek moce je pri diagnostice kapavky lepsi nez
vytér z mocove trubice Spatne



2C Odbery:
dalsi konkretni

pripady



Odbér stolice

m Bakterie — v Amiesoveé transportni pudé

m Kvasinky — stejné, ale lépe v pudé FungiQuick

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

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

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

m Toxin Clostridium difficile — jako na parazity



Otiskova metoda u plosnych ran

m [ato metoda se pouziva ke kvantifikaci
mikroorganismu, zejména v ranach. Pri
pouziti Ctveratych filtraCnich papiru muzete
lepe odlisit skutecného patogena od nahodne
kontaminanty

m Vy tuto metodu nebudete pouzivat na ranu,
ale vyzkousite si ji na vlastni kuzi.



Natery — posevni/urethralni nater

m Sklicka se pouzivaji v ruznych situacich: u
aktinomykozy, anaerobnich infekci apod.
m SkliCka se také posilaji souCasne s posevnim
vyterem pri podezreni na posevni infekce.
= Posilaji se dve sklicka.
= Jedno se obarvi dle Grama, na bakterie, ale i
epitelie, leukocyty apod.
» Druhé dle Giemsy (hlavné kvuli trichomonadam)
= Hodnoti se jednak kvantita jednotlivych utvaru,
jednak celkovy vzhled preparatu
m U kapavky se posila zpravidla jen jedno sklicko
(urethralni vyter), nachazime gramnegativni
intraleukocytarni diplokoky



Normalni mikroflora: epitelie,
laktobacily (Doderleinuv bacil)

Lactobacillus vaginalis -1 ~f f ' f:ﬁﬂnil

epithelial cell - 2 01 ) o L L g s "
| RNV N i e 1 Giemsa

http://en.microdigitalworld.ru



www.medmicro.info

Obraz _ Grailip
bakteridlni e

vaginozy
(laktobacily
nahrazeny
gardnerelami,
popr. mobilunky
a jinymi
bakteriemi,
casté clue cells
— bakterie
adherovane na
epitelie)




Aerobni vaginitis (na rozdil od
vaginozy jsou tu pritomny leukocyty)
' ¥ Gram
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Trichomonoza

Photo by:Dr S.M. Sadjjadi
parasito@sums.ac.ir
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4 Rozhodnuti
Jak zpracovat
5 Vlastni
Zpracovani



4 Rozhodnuti, jak zpracovat

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

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

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



5 Vlastni zpracovani (1)

m Vlastni zpracovani zpraV|dIa zajistuji laboranti, drive
se SS vzdélanim, nyni s VOS nebo Bc. stupnem
vysoké skoly

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

www.medmicro.info




5 Vlastni zpracovani

(2)

Zpracovani bakteriologickych kultivacnich
vzorku obvykle zahrnuje nasledujici

= pred vlastnim zpracovanim s

homogenizuji, centrifuguji Ci |

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

e nektere vzorky
inak upravuji

é postupy —

Kaz antigenu

= témer vzdy je zakladem kultivace na nekolika

pevnych pudach (KA + Endo

+ popr. dalsi)

= Nnekdy téz pomnozeni v tekuté pudé (v pripade
vytéru ze spojivky POUZE tento bod)

m Zpracovani jinych vzorku (serologie, PCR,

mykologie, parazitologie) je
typem vysetreni a povahou

specialni a je dana
vzorku



Laborator klinicke bakteriologie

Lara t2 éb ﬂ Mlkroblolog (VS) ,odecita Laborant.1l

opacka’ laborator” — prohlizi =ule Vi=lehi ]
itivnich virkﬂ Nysledkykultivaci zaplsu‘e { 'y_].
3 ipravuje sty " 2 - e

| r,n.;.: osti a
s ) ”'_._
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S Cim si Ize splest patogena

m S kontaminaci: nejCasteji bakterie rodu
Bacillus, Micrococcus, Kocuria, ale 1 mala
mnozstvi stafylokoku, plisni a podobnée

m S nahodnym nalezem: u vytéru z krku
mikrob, ktery se tam dostal s potravou

m S beznou florou: tyka se mist, ktera svou
béznou floru maji



Kuze, nos, boltec, zevni
zvukovod, kozni adnexa

=%

Stafylokoky (i zlate),
korynebakteria, kvasinky

Hltan a ustni dutina

Ustni streptokoky a neisserie

Hemofily, mala mnozstvi
pneumokoku, meningokoku,
anaeroby, nepat. treponem.

Tlusté (i tenke) strevo

Anaeroby, enterobakterie,
enterokoky, Entamoeba coli

Vagina

Laktobacily, mala mnozstvi
nejruznéjSich mikrobu

Prechody (rty apod.)

Smeés zastupcu obou mist




4A Zpracovani
a vyhodnoceni
respiracnich
vzorku



Jak najit patogena mezi beznou

orofaryngealni florou

m Bezna orofaryngealni flora zahrnuje ustni
streptokoky (bezbarve drobne kolonie s viridaci)
a ustni neisserie (drobne zlutave kolonie bez
hemolyzy. To vyrazne ztezuje hledani moznych
patogenu. Presto:

= Hemolyticke streptokoky (ale i zlaty stafylokok) se
projevi vyraznou hemolyzou na krevnim agaru

= Pro zachyt hemofilu se pouziva disk s bacitracinem
— ve VySSi koncentraci nez v bacitracinovem testu
(k odcloneni bézne flory)

= Pro zachyt meningokoku se pouziva disk se smési
vankomycinu s kolistinem



Zachyt patoge

=

na v krku Ci sputu

——

1 oCkovano tamponem
2 ockovano kliCkou
3 stafylokokova Cara

4 disk BH (bacitracin pro
hemofily)

5 disk VK (vankomycin a
kolistin pro
meningokoky)

Na celé naoCkované
ploSe patrame po
streptokocich (bezbarve)
a po stafylokocich (spiSe
bilé Ci zlataveé)



Kultivacni vysledek vyteru z krku
S béznOU flérOU V techto mistech

Bacitracinovy disk muze byt umistén budto patrame po hemofilech
na stafylokokovou ¢aku, nebo cca 1 cm od
ni, pouzwajl se oba zpusoby

3, .
3 ":k"-.” =,
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Vysvetlivky k dalsimu textu

m KA — krevni agar
m EA — Enduv agar; vétsinou Ize misto nej pouzit
alternativne take McConkeyho agar

s KA+AMIK — krevni agar s amikacinem, selektivni
pro streptokoky a enterokoky

m NaCl — KA s 10 % NaCl, selektivni pro stafylokoky

m B — bujon

s MCh — modova chromogenni puda (pro identifikaci
nejbéznéjSich mocovych patogenu)



Vysetreni sputa




Vysetreni sputa
Diagnostické schéma (1)

m Den 0: mikroskopie (Gramovo barveni)

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



Vysetreni sputa
Diagnostické schéma (2)

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

m Den 3: expedice vetsiny zbylych pozitivnich
vysledku (rezistentni, Spatné urcitelné, z izolaci)

m Den 4: vyjimecné expedice poslednich vysledku



Sputum — mozne nalezy

m BéZna flora: V DCD sice neni, ale pfi pruchodu
HCD vzdy dochazi ke kontaminaci ustnimi
streptokoky a neisseriemi

m Patogeny: pneumokoky, pyogenni streptokoky,
hemofily (klasické pneumonie). Puvodci
atypickych pneumonii vetsinou nejsou
kultivovatelni.

m Jednim z nejCastéjSich nalezu je
Staphylococcus aureus. Léekem volby by mel
byt oxacilin, ovsem to je generikum a fi
parchanti z farmaceutickych firem ho
momentalne v p. o. formé nevyrabegji. Mohl by
se tedy pouzit napr. nektery cefalosporin |. gen.



Prakticka poznamka

m Malé, nasedle, skoro bezbarve, s viridaci, to
jsou ustni streptokoky.

m Malé, nazloutlé, bez viridace, bez hemolyzy
(nebo s nepatrne naznacenou hemolyzou),
oxidaza pozitivni, to jsou ustni neisserie

m Pokud na misce vidime jeste neco jiného, a
zvlast pokud to ,neco” ma vyraznou
hemolyzu, bude to asi kyzeny patogen.
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Vyter z krku
Diagnosticke schema

m Den 0: pouze nasazeni kultivaci

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

m Den 2: expedice vsech negativnich a vetsiny
pozitivhich vysledku

m Den 3: expedice temer vsech zbylych
pozitivhich vysledku



Farynx — mozné nalezy

m B&Zna flora: Ustni streptokoky a neisserie:
hemofily (hlavne H. parainfluenzae), za
normalni se povazuje i malé mnozstvi aureu,
pneumokoku, meningokoku, moraxel apod.
Dalsi soucCasti bezne flory (anaeroby,
spirochety) se pri bézné kultivaci neodhali

m Patogeny: pyogenni streptokoky,
arkanobakteria; Casto se nenajde nic a puvod je
virovy (EB viry a jiné)

= Nejvyznamnejsim patogenem je Sireptococcus

pyogenes. Lekem volby u nealergickych
pacientu je jednoznacne — ale to prece vite ©
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4B Zpracovani
a vyhodnoceni
vzorku z ran a
vZzorku moce
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Vyter z rany
Zakladni diagnostické schema

m (Lisi se dle lokalizace rany a dalsich okolnosti)
m Den 0: pouze nasazeni kultivaci

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

m Den 2: expedice vSech negativnich a mnohych
pozitivhich vysledku — pro komplikace,
rezistence apod. ovsem zdaleka ne vsech

m Den 3: expedice dalSich pozitivnich vysledku



Vyter z rany

m Bezna flora: zadna neni, vse, co se najde, se
povazuje za patogena (pro jistotu | to, o cem
mame pochybnosti, neni-li to kontaminace)

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

m V nhasem pripade bychom mohli pouzit
k lécbé napriklad ciprofloxacin. Rozhoduijici
je vsak spravna lokalni péce o ranu!






MocC
Zakladni diagnosticke schema

m Den 0: pouze nasazeni kultivace

m Den 1: vysledek primokultivace vzorku na KA a
EA Ci MCh, expedice vsech negativnich,
testovani patogenu

m Den 2: expedice pozitivnich, je-li dostatecna
citlivost a uspokojive blizsi urceni
m Den 3: expedice dalsich pozitivnich vysledku



\'4

\Vile]e:

m Bézna flora sice neni, ale u starsich osob je
casto pritomna bezpriznakova bakteriurie,
kterou u téchto osob neni nutno Iecit

m Za pravdepodobnou kontaminaci (Ci nahodny
nalez) povazujeme vSe v mnozstvi do 104/ ml,
v§e v mnozstvi do 10° / ml pfi dvou rliznych
bakteriich a uplné vse pri trech a vice bakteriich

m Z patogenu jsou nejbéznéjSi enterobakterie,
enterokoky, S. agalactiae, stafylokoky a dalsi



Semikvantitativni zpracovani
moce

m Pouziva se kalibrovana plastova kliCka — do ocka
klicky se zachyti vzdy 1 ul mocCe

m [Tento mikrolitr se rozoCkuje vetsinou na polovinu
misky krevniho agaru (vy to mate na celé misce)

m Dale se oCkuje i na Endovu pudu nebo URIchrom, zde
se vsSak jiz hodnoti jen kvalitativhe

m Samozrejme, to, ze urcujeme kvantitu, nijak
neznamena, ze bychom se vykaslali na urCovani rodu
a druhu patogena

m U cystitid volime zpravidla nitrofurantoin, pripadne
ko-trimoxazol, je-li bakterie na né citliva



Semikvantitativni

hodnoceni moce

PocCet Pocet CFU Pocet CFU Hodnoceni
kolonii (bakterii) v 1 yl (bakterii) v 1 (plati pro 1

na misce moce ml mocCe druh bakt.)
Méneé Méné nez 10 Méné nez Kontaminace
nez 10 104

10-100 10-100 104-10° Hraniéni

Vice nez Vicenez 100 Vice nez 10° Infekce
100



o6 Zaslani
vysledku
[ Interpretace



6 Zaslani vysledku

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

m Vysledek uz v sobé zahrnuje kus
interpretace: mikrobiolog se vyjadruje
K evidentnim kontaminacim, nahodnym
nalezum, bézné flore, komentuje nalez v
poznamce



[ Interpretace

m Definitivni interpretace nalezu je ovsem
v rukou klinika. Pouze on, nikoli mikrobiolog,
totiz drzi v rukou vedle mikrobiologickeho
nalezu take biochemicky, rentgenovy,
ultrazvukovy, a predevsim zna pacienta —
vypacil z nej anamnezu, vysetril je], popripade
(u obvodnich Iékaru) jej zna dlouhodobé.

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



Vyjev z laboratore
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Normalni mikroflora a jeji vyznam

m Na ruznych mistech lidskeho té€la je pritomna
tzv. normalni (bézna) flora ¢i mikroflora.

m Je tvorena komenzalnimi ci saprofytickymi
mikroby, ktere jsou hostiteli vice Ci méne
pProspesne:
= kolonizaci prislusné sliznice brani tomu, aby

byla osidlena patogeny
= podileji se na stavu mikroprostredi, napr. pH
= ve streve likviduji nestravitelné zbytky

= mohou mit i dalsi pozitivni efekty pro hostitele
(napf. tvorba vitaminu stfevnimi bakteriemi)



Kde mikroflora je a kde neni

m Mikroflora neni ve tkanich, v parenchymu
organu, v Krvi, v mozku ani mozkomisnim
moku. Zde je kazdy nalezeny mikrob velmi
pravdepodobne patogenem

m Mikrofléra neni ani v nekterych dutych
organech, napr. v jicnu, v plicich, v mocovem
mechyri (kromé starych osob) Ci v deloze

m Mikroflora je zejména v dutingé ustni a

hitanu, v tlustém (a zCasti i tenkém) streve,
v pochvé a v mensim mnozstvi také na kuzi



Mikroflora v prubehu zivota Cloveka

m Plod nema zadnou béznou floru, po narozeni
zvolna zacina osidlovani

m Béhem prvnich mésicu a let zivota se bézna
mikroflora vyviji (zejmena strevni v souvislositi
se zmenami potravy)

m U zen se meéni vaginalni mikroflora v dusledku
hormonu pfi menarche, dale pri za¢atku
pohlavniho zivota a pak v menopause

m U starsich osob dochazi k dalSim zménam
(napr. se casto ustanovi ,bezna flora”
vV mocovém mechyri, drive sterilnim)



Mikroflora jako ekosystem

m Kdysi lidé mysleli, ze vSechny Skudce urody
jednoduse zahubi napriklad DDT. Ukazalo
se ale, ze takovy brutalni zasah casto
nadela vic skody nez uzitku, zviast kdyz
se pouzije nevhodnym zpusobem

m Podobne slozity ekosystem je i treba
strevni mikroflora. | proto dnes na strevni
infekce vetsinou nedoporucujeme
antibiotika, protoze system ,rozhodi" Casto
jeste vic.



Prehled bezné mikroflory

Kuze, nos, boltec, zevni
zvukovod, kozni adnexa

Hltan a ustni dutina

Tlusté (i tenke) strevo

Vagina

Prechody (rty apod.)



Normalni osidleni dychacich cest

m Nosni dutina nema specifickou floru, prechazi
tam vSak mikrofléra z kuze (predni cast) a
hitanu (zadni Cast)

m V hltanu (stejne jako v ustni duting)
nachazime ustni streptokoky, neisserie,
nevirulentni kmeny hemofilu aj. Mnohé dalSi
tam jsou, ale vetsinou je nevykultivujeme

m Plice a dolni dychaci cesty jsou normalne
bez vétSiho mnozstvi mikrobu

m Na ostatnich mistech (hrtan) jsou ruzné
prechody (hrtan — jako v hiltanu, ale méne)



Normalni osidleni travicich cest

m Rty znamenaji prechod kozni a ustni flory

m V ustni dutiné (stejne jako v hitanu)
nachazime ustni streptokoky, neisserie,
nevirulentni kmeny hemofilu aj. Mnohé dalsi
tam jsou, ale vetsinou je nevykultivujeme

m Jicen a zaludek jsou za normalnich okolnosti
bez vetSiho mnozstvi mikrobu

m V tenkém a zejména tlustém streve
nachazime zpravidla asi 1 kg anaerobu, dale
enterobakterie, enterokoky, kvasinky, nekdy i
nepatogenni ameby

= Rit’ je op&t mistem pfechodu stfeva a kize



Normalni situace v ustni dutine

= Ustni dutina je i za normalni situace velice
slozity ekosystém, slozeny z ruznych
druhu bakterii, usazenych materialu,
lidskych bunek a dalsich slozek

m Bakterie se v dutine ustni pritom nevyskytuji
v nejakém chaosu, ale v komplikovaném,
strukturovaném utvaru, zvaném biofilm.
V daném pripade jde o vicedruhovy
strukturovany biofilm, ve kterém napr.
anaeroby jsou pritomny ve vetsi hloubce
nez aerobni bakterie



MocCove cesty zdraveho cCloveka

Ledviny — normalné bez mikrobu
Panvicky ledvinné — normalne bez mikrobu
Mocovody (uretery) — normalné bez mikrobu

Mocovy mechyr mladych a stredne starych
osob — normalné bez mikrobu

Mocovy méchyr senioru — i za normalnich
okolnosti muze byt osidlen mikroflorou, ktera
necCini problemy a stava se ,béznou florou®

Mocova trubice — normalné bez mikrobu, ¢ast
prilehla k usti vSak muze byt osidlena zvenci



Normalni stav pohlavnich organu

m Za normalnich pomeéru nejsou mikroby
= U zeny v deloze, vejcovodech, vajecnicich
= U muze v prostate, chamovodech, varlatech

m Specifickou normalni floru ma vagina
(laktobacily, pfimés ruznych aerobnich |
anaerobnich mikrobu)

m Vulva tvori prechod vaginalni a kozni flory

m U muze je specificky predkozkovy vak,
vedle kozni flory jsou tu | napr.
nepatogenni mykobakteria apod.



Normalni osidleni kuze

m Prestoze kuze je pro mikroby nejdostupnéjsi,
je jeji osidleni mnohem chudsi nez
v pripade napr. ust, pochvy Ci tlustého streva
m Mikrob, ktery chce zit na kuzi, musi snaset
vyschnuti a vysokeé koncentrace soli
m Na kuzi se tedy normalné vyskytuji
= koagulaza negativni druhy stafylokoku
» zlaty stafylokok — malée mnozstvi je normalni
= korynebakteria a pribuzné G+ tyCinky
= mala mnozstvi kvasinek



Péce o strevni mikrofloru

m V rekonvalescenci prujmu, ale i napr. po
celkové antimikrobialni terapii (kde mohlo
dojit k vybiti casti mikroflory) je vhodné snazit
se o0 obnovu normalniho stavu

m Pouzivaji se jogurty (nesladké, netucne),

kyselé zeli, ruzné preparaty (|

ylac)

= Nektere obsahuji substraty pro ,dobre” bakterie,

to jsou prebiotika.

= Nekteré obsahuji primo ty dobre bakterie, to jsou

probiotika

= Nekteré obsahuji oboje, to jsou symbiotika



Péce o vaginalni @ a

mikrofloru 1

m Také vaginalni ekosystém muze byt
narusen antimikrobialni IéCbou Ci nejakym
onemocnenim

m [aké zde doporucuji ,lidove receptury” napr.
aplikaci jogurtu do pochvy

m Dnes ovsem Ize spise doporucit prebioticke
Ci probiotické vaginalni cipky

m Dulezita je také vyziva a uprava
hormonalnich hladin (antikoncepce)



