Téma 11A Zdsady odbéru a transportu materidalu
k mikrobiologickému vysetireni, prOvodky

11A.1 Obecné zdsady odbéru a transportu infekéniho
materidlu

Pfi odbéru a transportu infekcniho materidlu je potfeba dbdt urcitych pravidel, aby vysetteni
meélo co nejvetsi smysl.

11A.1.1 Indikace mikrobiologického vysefieni.

V nékterych pfipadech si musi klinik ujasnit nejen zda se rozhodne pro vysetieni, ale také pro
jaké konkrétni vyseffeni. To neni jednoduché, v praxi se fada vysetieni provadi zbytecné, a
naopak spousta vysetieni, kterd by méla byt provedena, provedna nejsou, anebo jsou
provedena chybné. Vysetfeni by mélo mit néjaky konkrétni smysl.

11A.1.2 Odbér vzorku
Problém md nékolik Cdsti:
11A.1.2.1 Volba vhodného vzorku
Priklady:
e U infekci DCD neni vhodny vytér z krku, daleko lepsi je vzorek sputa (ne sliny)
¢ nevhodny je roztok borové vody u vyplachu dutin, neumozriuje preziti patogend

11A.1.2.2 Spravné nacasovdani:
e odebrat vzorek pred zahdjenim antibiotické 1&éCby
e U serologickych vysetifeni je nutno provést nejméné dva odbéry, druhy za dva oz tfi tydny
e U nékterych parazitdz je vhodné nacasovdani prodiskutovat s mikrobiologem
11A.1.2.3 Spravné provedeni odbéru
Tady byvd Casto zakopany pes nelspéchu vysetfeni — napriklad
e jestlize se odebere moc nesteriing, zachyti se misto patogend kontaminanta
e jestlize je odebrdn vytér z kofene jazyka namisto z mandli, je vysledek zna&né zkresleny.

11A.1.3 Vyplnéni pruvodky.

Spravné vyplnéni privodky je uvedeno ve zvI&stni kapitole.

11A.1.4 Zaslani materidlu do laboratore
e materidl je vidy tfeba dopravit do laboratore co nejdfive
e nékteré materidly maji zvldstni zdsady zpracovdni

11A.1.5 Viastni zpracovani materidlu v laboratori
| tuto fézi mOzZe klinické pracovisté ovlivnit, napf.:

e dohodnout s mikrobiologem nékteré detaily zpracovani

o telefonicky zjistit pfedbézné vysledky

11A.1.6 Zaslani vysledku

e zorganizovat tak, aby nedochdazelo ke zbyteénym prodlevam
e dnes zpravidla moznost vyuzit zasilani vzorku

11A.1.7 Interpretace vysledku a poutziti pri terapii
e laborator zpravidla odfiltruje zcela evidentni kontaminanty z prostfedi a ndhodné ndlezy



e v méné jednoznacnych pfipadech oviem v kazdém pripadé koneéné rozhodnuti lezi na
klinickém pracovisti

11A.2 Prehled zdkladnich odbérovych souprav a nadobek

Pro nepiimy prukaz pouzivime prakticky vzdy zkumavku na sérum, nebot vzorkem je v tomto
pfipadé vzdy srdzliva krev.

Pro pfimy prukaz naopak mizeme pouzit nejrizn&jsi typy odbérd. Zpravidla se jednd budto o
rdzné typy odbérovych souprav (,,vytérovek") pro vytéry a stéry, nebo o rizné nddobky, ve
kterych se posilaji tekuté a kusové materidly (mocg, hnis, exsuddat, mozkomisni mok apod.)

11A.2.1 Zasady pro pouziti odbérovych souprav (,,vytérovek")
(v pfipadé vytérd a stérd)
e suchy tampon je zpravidla nevhodny, s vyjimkou nékterych prikazd virovych (pfipadné
chlamydiovych) antigend, popt. PCR (ale i tam se prosazuji specidini fransportni média)
e pouzivd se transportnich pud, univerzaini (pro bakteriologii) je pUda Amiesova.
e pro mykologii se d& také pouzit Amiesova pUda, pripadné zvldstni souprava FungiQuick;
zvI&stni soupravy se pouzivaii také u izolace vird a chlamydii
e U posevnich a urethrdlnich vytéru je nejlepsi kombinace Amies + C. A. T., kde Amies je na
bakterie a C. A. T. na kvasinky a tfrichomonddy

11A.2.2 Zasady pro pouziti odbérovych nddobek
(v pfipadé tekutych a kusovych materidld)
e ve véfsiné plipady nezdlezi na typu nddobky, ale jen na tom, aby nddobka byla sterilni
e je oviem nutno respektovat poZzadavek piipadny pozadavek na oznaceni z divodu
usnadnéni tfidéni vzorkd
e nesterilni nddobky jsou pfipustné jen u parazitologického vysetfeni stolice
e U materidll, kde je nutné téZ anaerobni vysefieni, je idedini zasldni pfimo v injekéni
stiikaéce bez vzduchu s jehlou nahrazenou specidlnim uzdvérem
¢ U hemokultur (kultivace vzorku krve) se dnes pouZivaji specidini fransportné-kultivaéni
lahvi¢ky pro automatickou kultivaci; Ize je poutzit i pro nékterd dalsi vysetieni
e U dermatomykéz (koznich plisnovych onemocnéni) se zasilaji nehty, viasy, Supiny apod.
e U izolace virb nutno nddobku vioZit do systému udrzujiciho teplotu kolem 0 °C

11A.2.3 Jednoltlivé typy odbérovych souprav a nddobek

Souprava s bakteriologickou transportni pudou (nejéastéji Amiesovou) je zdkladem vieho

Suchy tampon jen vyjimecné: PCR nebo nékteré prikazy antigenu, kde nepotiebujeme zivého
patogena, ale jen jeho antigen &i DNA, a transportni pdda by byla spise na skodu.

FungiQuick je souprava na vysetieni kvasinek. Vétsinou ale kvasinky vyrostou i z Amiesovy pUdy.

Soupravy pro viry a pro chlamydie se pouzivaji vyjimecné.

C. A. T. je souprava pouze pro gynekologické (popr. andrologické) vysetieni.

Zkumavky mohou mit rdzné rozméry a oznaceni uzaveérd. Sirsi samostojaci zkumavce fikdme
sputovka, ale zdaleka nemusi slouzit jen k zasldni sputa.

Hemokultivaéni nddobka dnes obsahuje nejen protisrdzlivou Iatku, ale i transportné-kultivaéni
médium. SlouZi pro automatickou kultivaci krvi. Odbérové nddobky podobné hemokultivacnim,
rovnéz slouZici pro automatickou kultivaci, se pouzivaji také u vysefieni na tuberkulézu.

11A.2.4 Jiné typy odbéru nez ,vytérovky* a odbérové nddobky

V nékterych piipadech se doporucuje primo v ordinaci natér na podlozni skli¢ko a to poslat.
V koznim Iékarstvi se pouZivaii otisky pfimo na kultivaéni pudu, kterd je pro tento UCel nalita az
po okraj Petrino misky (zpravidla se pouzivd mensich Petriho misek). Jiny typ oftisk, pres sterilni
Ctverecek filtracniho papiru, se pouZiva v chirurgii. — Urikult je zvIastnim zpUsobem zasildni moce.



11A.3 Spravné vyplnénad pruvodka (Zaddanka) a jeji vyznam
11A.3.1 Osobni Udaje

Precizni vypInéni osobnich udaju (jméno, Cislo pojisténce, cislo odesilajicino zafizeni, pojistovna
aj.) je velmi dUlezité. V pripadé chyb mUze dojit nejen ke zpozdéni platby za vysetteni, ale mize
se také stat, Ze vysledek je omylem zasldn na jiné oddéleni nebo pfifazen k jinému pacientovi.

11A.3.2 Presny popis materidlu a poZzadovaného vysetreni
11A.3.2.1 Priklady ¢astych chyb:

e oznaceno pouze ,vytér“, aniz by bylo zrejmé, zda se jednd o vytér z krku, pochvy Ci
odijinud; pfitom v laboratofi se kazdy typ materidlu zpracovdvd ponékud odlisné

e ani oznacéeni ,stér z rany* nestadi (je rozdil, jde-li o rénu operacni, traumatickou,
zhnisanou, zda je lokalizovdna na bfise, na koncetiné ¢&i treba periandiné).

e U ,katetrizované moce* rozliSit katetrizaci kvili odbéru (citlivéjsi nez moc bézné
odebrand) od moée z permanentniho katetru (naopak vyssi pravdépodobnost
kontaminace)

e neniuvedeno, zda je pozadovdno napr. anaerobni vysetieni apod.

11A.3.3 Diagnéza

Naprosto nezbytné je vyplnéni skutecné diagndzy-

11A.3.4 Dalsi udaje

e UVést, zda jde o akutni i déletrvaijici stav i kontrolu po 1é€bé

upozornit na komplikovany zdravotni stav pacienta

uvést stavajici nebo uvazovanou antibiotickou terapii, pripadné i alergii na antibiotika

cestovatelskd anamnéza a pracovni anamnéza: prédce v zemédélstvi, v lese qj.

pfipadné daldi dilezité informace

V pfipadé mimorddnych vzorkd nebo jakychkoli pochyb je vidy dobré upozornit laborator i
telefonicky

11A.4 Dalsi osudy odebraného vzorku

Odeslanim vzorku se Zddankou do laboratore a jeho prijetim laboratofi konci takzvand
preanalytickd faze vysetteni. Poté ndsleduje viastni analyza vzorku v laboratof.

Po vyhodnoceni vzorku je vysledek vysetfeni odesldan pracovisti, které vzorek odebralo. Tim
zacind postanalyticka faze, kterd je také velmi dilezitd a spociva predevsim ve sprdvné
interpretaci vysledku v kontextu viech ostatnich ndlezd.



Téma 11B Mikrobidlni osidleni Ustni dutiny,
ekologie dutiny Ustni
11B.1 Mikrobiom dutiny Ustni

Mikrobiom dutiny Ustni tvofi spolecné s mikrobiomem stfeva a mikrobiomem zenské pochvy
jedno ze fii nejrozsdhlejsSich mikrobidinich spoleCenstvi v lidském téle. Zahrmuje vice neZ 700 rodd
mikroorganismu, z nichZ nékteré dosud nebyly popsény a klasifikovany.

Mikrobiom dutiny Ustni se skiddd ze stdlé sloiky, kterou predstavuji komenzdlové (tj. bakterie,
které se s ndmi déli o nase zdroje Zivin), a ze sloZky prechodné, coz jsou bakterie, které se do
Ustni dutiny dostdvaiji napfiklad s potravou zvendi.

Mikrofléru Ustni dutiny je nutno vnimat jako ekologicky systém se vSim vsudy. Pfi pochopeni jeho
fungovani je mimo jiné dilezité vzit v Uvahu, Ze bakterie (a dalsi organismy, napfiklad kvasinky)
pfi Zivoté v Ustni dutiné nevykazuji stejné vlastnosti jako kdyz je péstujeme na umélych
kultivacnich ptddch. Zasadni je v této souvislosti tvorba biofilmu.

Mikrobiom Ustni dutiny md vyznamny vliv na jeji zdravi — poruchy tohoto ekosystému ovlivriuji jak
zubni kaz, tak také gingivitidu a parodontitidu, tedy zanét dasné a zavésného apardtu zubu, a
pfipadné i dalsi onemocnéni v oblasti Ustni dutiny (zdnéty mékkych tkdni v okoli Ust, zdnéty
slinnych 714z a podobné). Ustni mikroby ale ovliviuji také celkové zdravi organismu; jok bude
uvedeno ddle, maiji vliv na fadu celkovych onemocnéni.

11B.1.1 Mikrobiom ddasnového zldbku (sulcus gingivalis)

Bakterie ddsriového Zldbku hraji klicovou roli pfi vzniku a vyvoji onemocnéni zdvésného apardtu
zubU. PfestoZe prostiedi anatomicky souvisi s Ustni dutinou, nepronikd do néj kyslik, coz umoznuje
vyskyt fFady druh® anaerobnich bakterii. ZIdbek je omyvan tzv. sulkémi tekutinou, kterd doddva
bakteriim sulku pfisluiné Ziviny.

11B.1.1.1 Anaerobni bakterie gingivalniho sulku

V gingivdlnim sulku maji velky vyznam anaerobni bakterie. Je oviem tfeba fici, ze nékteré z nich
ve skutecnosti nejsou pravé anaeroby. To platii o vliaknitych grampozitivnich mikroaerofilnich
bakteriich rodu Actinomyces — A. gerencseriae, A. georgiae. Mikrobiologové je ale Casto po
praktické strdnce za anaeroby povazuji s ohledem na to, Ze jejich potfeba kysliku je mald a
dobre rostou v nedokonalé anaerobidze, kterou laboratore zpravidla poskytuji (vizte téz kapitolu
3.5.2). Casté jsou také gramnegativni anaerobni ty€inky. Aktinomycety Easto doprovdzi (a podle
toho se ijmenuje) bakterie s dlouhym ndzvem Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Ddle
nachdzime bakterie rodd Prevotella a Porphyromonas (zejména Porphyromonas gingivalis a P.
endodontalis), vyznamnda je také Tannerella forsythia. Vietenovity tvar maiji fusobakteria,
napfiklad Fusobacterium nucleatum. Ze spirochet se vyskytuje zejména Treponema denticola,
ale také daldi druhy, jako je T. vincentii, T. pectinovarum &iT. socranskii.

11B.1.1.2 Aerobni bakterie gingivdlniho sulku

Z bakterii, které jsou aerobni (presnégji fakultativné anaerobni) se v gingivainim sulku vyskytuji
predevsim streptokoky. Nejcastéji jde o streptokoky s viridaci (neboli alfa-hemolyzou). Ty Ize ddle
rozdélit na jednotlivé skupiny.

Skupina Streptococcus mutans. Z této skupiny byvd izolovan nejcastéji samotny S. mutans, méné
Casto S. sobrinus, vzacné S. cricetus a S. rattus. Ze sachardzy tyto streptokoky tvori lepkavé
glukany a fruktany, rychle tvori kyseliny ze sacharidU.

Skupina Streptococcus salivarius zahruje druhy S. salivarius, S. vestibularis — ve slindch a na
povrchu jazyka. Sacharézu metabolizuje na fruktan levan, na ptddach s timto cukrem roste
v mukdznich koloniich, mize vyvolat endokarditidu.

Skupina S. mitis/S. sanguinis predstavuje streptokoky druh¥ S. mitis, S. oralis a S. peroris — viechny
se vyskytuji na sliznici i v zubnim plaku. Do této skupiny patfi také S. sanguinis a S. gordonii —



najdeme je na jazyku, na bukdini sliznici a v zubnim plaku. S. sanguinis dovede §tépit sekrecni
IgA. Vétsina druhU této skupiny se mize podilet na vzniku subakutni bakteridini endokarditidy
(loudavd sepse — sepsis lental).

Skupina S. anginosus se vzyznacuje ristem v drobnych koloniich. Patii do ni zejména S. anginosus
(v britské literature S. milleri), S. constellatus se dvéma poddruhy, S. c. constellatus a S. c.
pharyngis, a S. intermedius. Kromé& nosohltanu se nalézaji zejména v gingivdlnich sulcich. PUsobi
dentoalveoldrni a endodontické infekce.

11B.2 Zubni plak

Zubni plak je typickym prikladem mikrobidlniho biofilmu. Je to pfilnavd mikrobidini vrstva na
povrchu zubu. Je tvofena bakteriemi (Zivymi i mrtvymi), jejich produkty (zejména
polysacharidovymi hmotami) i hostitelskymi slozkami (ze slin). Zubni plak se nedd opldchnout,
odstranit jej Ize pouze mechanicky (praktickym dopadem je skutecnost, Ze pri isténi zubl je
podstatné dilezitéjsi mechanické pUsobeni kartdcku nez slozeni zubni pasty, popfipadé Ustni
vody). SloZeni plaku zdavisi na jeho stdri a lokalizaci. Podle lokalizace se rozlisuje supragingivalni
a subgingivalni plak.

11B.1.1 Subgingivaini plak

Existuji dva druhy subgingivdinino plaku — adherentni a neadherentni. Adherentni plak nasedd
na kofen zubu, je to vlastné obdoba plaku supragingivdinino. Obsahuje prevdiné grampozitivni
ty&inky a vidkna (aktinomycety) a také grampozitivni koky . Neadherentni plak se vyskytuje mezi
adherentnim plakem a povrchem mékké tkéné ddsné. Jeho typickou slozkou jsou

gramnegativni anaerobni bakterie.

11B.1.2 Mikroorganismy v zubnim plaku

V supra- i subgingivainim plaku je nejcastéji zastoupenym rodem Actinomyces sp., tedy vidknitd,
Cdstecné acidorezistentni mikroaerofiini bakterie. Presto existuji rozdily mezi obéma typy plaku:

Supragingivalni plak obsahuje vyznamné vyssi mnozstvi nékterych druh¥ aktinomycet, neisserii,
streptokok(, celkové bakterii takzvaného ,zeleného* (green) a ,fialového (purple) komplexu.

Subgingivalni plak naproti tomu obsahuje vyznamné vyssi mnozstvi gramnegativnich
anaerobnich ty&inek rodu Prevotella a predevsim bakterii drunl Tannerella forsythia a
Porphyromonas gingivalis, coz jsou bakterie ,,Cerveného” (red) a ,,oranZzového" (orange)
komplexu se vztahem k parodontitidé. V neadherentnim plaku se oviem vyskytujii u zdravych
osob — zdlezi na mnozstvi a vzdjemnych pomérech k jinym bakteriim.

Periodontdini patogeny jsou oviem nékdy piitomny jen v supragingivalnim plaku. Supragingivaini
plak tedy funguje jako rezervodr infekce nebo reinfekce subgingivalniho prostoru

11B.1.3 Vyvoj zubniho plaku

11B.1.3.1 Vznik a zrani zubniho plaku

Vyvoj zubniho plaku zacind vytvorenim takzvané pelikuly (anglicky acquired pellicle). Je to
tenkd (0,5 az 1 um) vrstvicka, vytvérejici se na ocisténém povrchu zub( béhem nékolika minut
az hodin. Tvofi ji glykoproteiny, které jsou adsorbované ze slin. PUsobi zprvu jako ochrannd
vrstva, kterd chréni sklovinu pfed vlivem volnych kyselin, postupné je ale osidlovdana
mikroorganismy. Dochdzi k adhezi bakterii, zejména grampozitivnich kokd a rbznych tycinek.
Ndsledné se tyto bakterie shlukuiji — dochdzi k jejich agregaci a je produkovdana hlavni slozka
mezibuné&c&né maitrix, kterou jsou polysacharidy. Postupné se do plaku zapojuiji dalsi bakterie.
Zrani plaku urychluje sacharéza, ale je mozné i bez ni — streptokoky, které jsou v plaku zapojené,
totiz samy produkuji polysacharidy i v obdobi, kdy nemaiji pfisun sacharidd zvendi. Ve spodnich
vrstvdch merzitim dochdzi k mineralizaci plaku. Tvoii se zubni kdmen, ktery obsahuje 80 %
minerdld. Vliivem bakteridinino metabolismu se ale zdroven snizuje pH (vznikaji kyseliny miéénd,
propionovd a rizné dali). Pokud pH poklesne z pUvodni hodnoty kolem 6,5 na hodnotu 5,5 a



méné, zacne dochdzet k demineralizaci skloviny, coz je proces, ktery mize postupné vést ke
vzniku zubniho kazu (jok o tom bude fe¢ ddle).

Subgingivdlni kdmen (tzv. konkrement) obsahuje gramnegativni mikroorganismy. Je porézni.
Jeho porozita je ddna tim, Ze vidknité bakterie pfiléhaji palisddovité k povrchu zubu a dochdzi
k ukldddani mikrobidinich slozek pUsobicich toxicky na tkédné parodontu.

11B.1.3.2 Druhové zmény v zubnim plaku v prubéhu éasu

Do 24 hodin v plaku previadaji streptokoky, a to predevsim ze skupin mutans, sanguis a mitis

Bé&hem prvnich dnu piibyvd gramporzitivnich ty€inek a vidknitych mikroorganismu - laktobacily a
aktinomycety

Za tyden nalezneme sloupcovité mikrokolonie koku, na néz pii povrchu plaku nasedaii ty&inky az
vldkna

Za fii tydny se v plaku objevuje pfevaha vidknitych mikrobu, na povrchu nalézdme Utvary
vzhledu kukufi¢nych klasd, kde je centrdini vidkno (grampozitivni anerobni nespirdlujici tycinky,
napfiklad Eubacterium yurii) obklopeno grampozitivnimi koky.

V jedné studii (Al-Ahmad, J Med Microbiol, 2007) bylo Zzjisténo, ze tloustka biofilmu stoupd z asi 15 um po jednom dni az na
asi padesdt um po tydnu. Piitom podil streptokokd byl z&sadni v jednodennim plaku, po 7 dnech jeho podil klesal. Podil

Fusobacterium nucleatum klesal po 2 dnech, naopak po sedmi dnech zacal stoupat. BEhem prvniho tydne klesd také
podil aktinomycet.

11B.1.4 Plak na zubnich ndhraddch

Plak na zubnich ndhraddch md sloZzeni odlisné oproti plaku na zubech, navic je toto slozeni
pomérné kolisavé.

V oblastech dotykaijicich se sliznice previddaiji i tady streptokoky skupiny mutans a sanguinis,
Castym ndlezem jsou ale také kvasinky rodu Candida.

Z anaerobnich bakterii nalézadme nejcastéji grampozitivni tycinky véetné vidknité bakterie
Actinomyces israelii a veillonely.

Pomeérné Casto se objevuji také stafylokoky, hlavné Staphylococcus aureus.

11B.1.5 Zubni plak v détstvi

Déti pred profezdnim prvnich mlécnych zubd zubni plak v pravém slova smyslu nemaiji. Je to
ddno tim, Ze streptokoky, které maiji pfi jeho vzniku zasadni vyznam, potrebuji ke svému
dlouhodobému usidleni povrch, kterd je pevny a na kterém neprobihd tzv. deskvamace
(odlupovdéni povrchovych vrstev epitelu). To ddsnovd sliznice neumozniuje. Ke kolonizaci pak
dochdzi zpravidla od matky. Je tedy dilezité, jakou mikroflérou je osidlena Ustni dutina matky.



