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I Osnova

 klinicka mikrobiologie
* procesy a organizace vysetreni

* normalni mikrofléra a interpretace primych a
V7 7 (o) (o]
neprimych prukazu

2/53



| Klinicka mikrobiologie

+ klinicka mikrobiologie ,,v sirsim slova smyslu"

- |ékarska mikrobiologie: mikrobialniho osidleni
cloveéka a lidské patogeny (tj. obsah zkousky
Lekarska mikrobiologie)

 klinicka mikrobiologie ,,v uzsim slova smyslu"
- procesy na klinickém pracovisti a v laboratori

- organizace vlastniho laboratorniho vysetreni
konkrétnich typld vzorky
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I Procesy na klinickém pracovisti a
v laboratori

Klinik Laborator

Indikace vySetreni - zda a
jakeé
Vlastni provedeni odbéru

Transport materialu

Rozhodnuti, jak zpracovat
material

Vlastni zpracovani materialu
Zaslani vysledku

Interpretace v kontextu ostatnich vysledkt
a stavu pacienta (lécime pacienta, nikoliv
nalez). Spoluprace klinika s mikrobiologem. 1/53



I Indikace vysetreni

* €O se zmeni v zavislosti na vysledku vysetreni?

- cilena vs. empiricka lécba (pokud se postup péce
0 pacienta nezmeéni je vysetreni pravdépodobné
zbytecne)

- neplati u epidemiologickych indikaci a
profylaktickych indikaci (screening mikrobialniho
osidleni pacientu v t&Zkém stavu)

« jaké vysSetreni chci provést?

- orientace ve spektru moznych patogeni a
moznosti jejich vysetreni - rozhodnuti o
technicky spravném odbéru

- spravny odber je klicovy pro vsechny dalsi
diagnostické kroky! 5/53



I Typy patogenu

« kultivovatelné bakterie a kvasinky, nékteri paraziti

- mikroby ze cviceni PO1 az P06 (tj. patogeny typu
S. aureus, S. pyogenes apod.)

- neni nutné myslet na konkrétni druh patogenu
- zachytitelné béznymi diagnostickymi postupy
- nutné znat lokalizaci patogenu v téle

- bakterie a mikromycety kultivovatelné specialnimi
postupy

- mikroby ze cviceni P06, (legionelly, bordetelly apod.) P07
(anaeroby), PO8 (mykobakterie), PO5 (mikromycety)

- specialni postup nutno vyznacit na zadance!

- nutné znat lokalizaci patogenu v téle
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I Typy patogenti (2)

 nekultivovatelné nebo bézné nekultivované
patogeny

patogeny ze cviceni P08 (spirochety), P09 (viry), P05
(nékteri paraziti, napr. toxoplasma)

neprimy prikaz, primy prikaz (virové antigeny)

neni nutné znat lokalizaci patogenu v téle, ale
nutné cilit na konkrétni patogen
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Ukol 1: Indikace
mikrobiologického vysetreni

 vymyslete vhodné reseni pro nasledujici kazuistiky
« zamyslete se, jestli je vhodné indikovat vysetreni

« zvolite empirickou nebo cilenou lécbu, nebo budete
léCit jen symptomaticky?
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J Ukol 1: kazuistika A

- pacient se zarudlou, cervenou mandli a belavym
povlakem, podezreni na anginu

medicalook.com
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I Ukol 1: kazuistika B

- pacient s bolestivosti v oblasti obliceje, dle rtg
zirejmeé sinusitis, CRP vysoké (zrejmeé tedy
bakteriadlni plivod), klinicky vSak neni indikovana
punkce dutiny

Frontal —_
sinus

Ethmoid
sinus

Maxillary
sinus

FADAM.

drgreene.org 10/53



I Ukol 1: kazuistika C

- pacient s bolestivosti v oblasti zad, dle
biochemickych markert vysloveno podezieni na
pyelonefritidu

N

bbc.co.uk
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I Ukol 1: kazuistika D

« pacient s prokazanou pneumonii, u kterého jiz
bylo provedeno vysetreni sputa a nebyla
potvrzena pritomnost béznych patogeni

* V anamneéze prace v zivocisné vyrobeée
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I Ukol 1: kazuistika A (zaveér)

- |écba bez mikrobiologického vysetreni vzdy Spatna

 dle studii je nejméné polovina tonsilitid virova (vcetné
infekéni mononukledzy), klinické vysetreni nestaci ke
spravné diagnoze

* nutné je mikrobiologické vysetreni, popr. pouziti
soupravy pro detekci S. pyogenes primo v ordinaci

* v casove tisni alespon CRP pro ovéereni bakterialni
etiologie

* v |écbe pri prokazaneé etiologii S. pyogenes (nebo
aspon prokazané bakterialni etiologii pomoci CRP)
pouzijeme penicilin

- makrolidova antibiotika pouze u alergiku!
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I Ukol 1: kazuistika B (zavér)

- punkce neni indikovana ani mikrobiologicky
(punktovat pacienta jen kvuli vy$etfovani je nutno
povazovat za jeho zbytecneé tyrani)

* neni indikovan ani vytér z nosu, protoze nalezené
bakterie (Casto zlaté stafylokoky) se neshoduji s
patogenem pritomnym v dutiné (pneumokok, hemofil,
moraxela)

 doporucena empiricka lIécba

« amoxicilin Iék prvni volby (Sirokospektre p-laktamoveée
antibiotikum)
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I Ukol 1: kazuistika C (zavér)

* nutné vysetreni moce

 vhodné i hemokultivacni vysetreni — odliseni
systémového patogena od bakterii pritomnych pouze
v mocoveém mechyri, pripadné kontaminace

- lécba by méla byt cilena

* na rozdil od cystitidy je pri pyelonefritide nutno volit
preparaty, které se dostatecné koncentruji i ve
tkanich a ne jen v moci (ne tedy napr. nitrofurantoin)
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I Ukol 1: kazuistika D (zavér)

« odber srazlivé krve - vysetreni séra

* navzdory anamnéze se zrejme bude uvazovati o
beznych respiracnich patogenech ze spektra
puvodcl atypickych pneumonii (viry,
mykoplasmata, chlamydie)

« vhodné doplnit o serologicky priikaz tularémie,
pripadné dalsich zoono6z (napriklad leptospirozy; pokud
by Slo napr. o zootechnika pomahajiciho v Africe, pak i
napr. bruceléza apod.)
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Odbeér vzorku a transport do

laboratore

« pri odbéru nutné brat na zretel i transport
materialu

* tFi typy vzorku:
- vytery a stery na tamponech

- tekuté a kusové vzorky, zasilané v nadobkach
(zpravidla sterilnich)

- jiné a specialni pripady

« spravné vyplnéni prtivodky
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I Odbeér vzorku

- prednost ma zpravidla zaslani tekutého/kusového
materialu pred pouhym zaslanim stéru/vytéru

- priklady vyjimek:

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

- ster z uretry je u kapavky, ale i negonokokovych
urethritid (NGU) doporucovan spise nez zaslani
vzorku moce
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I Odbéroveé soupravy

« suchy tampon (dnes jen

pro PCR a prukaz antigenu, =
nikoliv kultivace), suchy =
tampon na dratku o

calgarylabservices.com

 Amiesova puda s aktivhim uhlim (univerzalni
transportni plda pro bakteriologii pro véechny typy
vytéra)

« draténa varianta je vhodna, pokud se potrebujeme
,dostat za roh"™ (stér z rany s vybézky apod.)

L
= [Lr=== . -:g “ak
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herenz.de
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I Odbéroveé soupravy (2)

Fungi Quick (na kvasinky
a plisné)

 souprava C. A. T. (Candida
And Trichomonas, pouze
z genitalnii)

° na viry

* na chlamidie —

copanswabs.com 20/53



I Odbérové nadobky

* na kusové a tekuté vzorky
* na rozmeérech nezalezi
* barva uzavéru ma vyznam jen v kontextu dodavatele

* u anaerobni kultivace zaslat primo strikacku se
specialnim uzavérem (ne s jehlou!)

- vzorky dopravit do laboratore co nejdrive (u moce
do dvou hodin)
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J odbérové nadobky (2)

 bézna zkumavka (universalni g
pouziti: srazliva krev (serologie) Sesstetacas=s =
moc, likvor, hnis, punktat apod.,
krevni a mocove katetry,
mensi kousky tkani...

« sputovka (sputum, vetsi
kousky tkani, ...

 nadobka na stolici - na parazitologii
(pouze tato nemusi byt sterilni!)

 nadobka na odbér moce (lepsi, kdyz
pacient moci rovnou do zkumavky,
avsak zvlaste pro zeny obtizné;
moc z této nadobky sestra prelije
do zkumavky)




) Ukol 3: Jiné odbérové metody nez
odbéerovky a nadobky

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

- otisk na agar: v koznim lekarstvi a v epidemiologii
otisky pfimo na kultivaéni padu, ktera je pro tento Ucel
nalita az po okraj Petriho misky; v chirurgii otisk na
filtraCni papir, ktery je pak prilozen na misku s kultivacni
pudou

» urikult - zvlastni zpusob zasildni moce v soupravé
N . v 7 (o) VIV .
obsahujici kultivacni pudy; prilis se neujalo

* rychlé diagnostickeé soupravy, vetsinou zalozené na
piimém prukazu antigenu; jednoduchd manipulace,
dostupna i pro nemikrobiologicky personal (pri
pochybach o vysledku nasleduje klasické zaslani vzorku
do laboratore) 23/53



I Otiskova metoda u nekterych ran

« Ctverecek filtracniho papiru je nanesen na ranu a
v . v 7 (o)
prenesen na kultivacni pudy
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I Uricult

www;nediost.com 25/53



I Zadanka

« spravneé vyplnéna privodka je velice dtlilezita!

- osobni adaje (kvuli pojistovné, identifikaci, komu poslat
vysledek apod.)

* presny popis materialu a pozadovaného vysetreni:
- nepsat pouze ,,vytér", kdyz neni jasn¢, odkud je
- ani ,stér z rany" nestaci (jaka rana, kde lokalizovana)
- katetrizovana mo¢ x moc z permanentniho katetru

- uveést, zda je pozadovano specialni vysetreni
(napr. anaerobni)

- nepozadovat vysetreni, které nelze provést nebo
nema smysl (napr. kultivaéni vysetreni u syfilis)
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J Zadanka (2)

« skutecnou diagnozu (je-li vice, napsat tu, ktera souvisi
s vysetrenim, popr. vsechny; napr. (1) diabetes mellitus,
(2) posevni vytok)

- akutni / chronicky stav / kontrola po lécbeé

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

» cestovatelskd anamnéza (navrat z tropu, ...),
pracovni anamneéza (prace v zemedeélstvi, ...)

« u serologickych vysetreni datum prvnich priznaki,
prvni / druhy vzorek

. u gynekologickych materialu fazi menstruaéniho cyklu
(pfi menses radeji neodebirat)

- mimoradné vzorky dohodnout telefonicky 27/53



J Ukol 4a: Vyplnéni zadanky

« vyplnte do zadanky jméno a udaje pacienta a
pozadované vysetreni dle karticky

+ nezapomenite vyplnit véechna dulezita pole (pole
popisujici pacienta, vzorek, amanmézu apod.)
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Ukol 4b: Nejéastéjsi chyby
v zadance

- pokuste se zjistit, které chyby jsou pritomny

« Castou chybou je nedostatecné oznaceni typu
vzorku nebo pozadovat vysetreni, ktere je
nevhodné (napriklad patrani po protilatkach tam, kde
prevazuje bunecna imunita a protilatky nemaji
diagnosticky vyznam)
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Ukol 4b: Nejéastéjsi chyby
v zadance

« vysledky:

vyter z rany: nedostatecneé, nutné presnéejsi
uvedeni typu rany a mista na teéle

tkan na mikrobiologii: naprosto nedostatecne,
7 ’ . O
nutno vice udaju

vyter z rekta na parazitologii: nelze pouzit vytér,
nutno poslat kusovou stolici

kultivace syfilis: treponemata nelze kultivovat
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I Rozhodnuti, jak zpracovat material

 dano standardnimi operacnimi postupy (SOP)

- pro kazdy typ vzorku je dano v SOP, jak ma byt
vzorek zpracovan a jaké metody na néj maji byt
aplikovany

* ne vzdy je ovsem vse dano SOP (zvlasteé ve vzacnych
a mimoradnych pripadech je na rozhodnuti zkuseného
laboranta Ci mikrobiologa, jak vzorek zpracovat)

« v dllezitych pripadech vhodné zatelefonovat do
laboratore a domluvit se!
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I Vlastni zpracovani

- zajistuji laboranti, diive se SS vzdéldnim, nyni s VOS
nebo Bc. stupném

* postupuje se vzdy prisné asepticky, aby se omezilo
riziko laboratorni kontaminace

* prace v “biohazard boxu"™ dobrou prevenci
profesionalnich nakaz
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I Vlastni zpracovani (2)

« obvykly postup zpracovani bakteriologickych
kultivacnich vzorku:

homogenizace, centrifuguace Ci jina uprava

u nékterych typu vzorku rychlé postupy -
mikroskopie, popt. pfimy prukaz antigenu

témér vzdy je zakladem kultivace na nékolika
pevnych plidach (KA + Endo + popr. dalsi)
nékdy téz pomnozeni v tekuté pldeé (v pripadé
vytéru ze spojivky POUZE tento bod)

« zpracovani jinych vzorkt (serologie, PCR, mykologie,
parazitologie) je specialni a je dana typem vysetreni a
povahou vzorku
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I Zaslani vysledku

- vysledek zaslan poté, co je dokoncen diagnosticky
proces

* nekdy poslan predbézny vysledek (,mezivysledek™) po
ukoncCeni aerobni kultivace s tim, ze to, co trva delsi
dobu (kultivace kvasinek, anaerobu apod.) bude
pripadné zaslano dodatecné

« vysledek uz v sobe zahrnuje kus interpretace:
mikrobiolog se vyjadruje k evidentnim kontaminacim,
nahodnym ndlezim, b&zné fléfe, komentuje nalez v
poznamce
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I Interpretace

» definitivni interpretace nalezu v rukou klinika

* mikrobiolog nema k dispozici také biochemicky,
rentgenovy Ci ultrazvukovy nalez (a predevsim nezna
pacienta)

 konzultace klinika a mikrobiologa je u zavaznych
pripadt vhodna (nelze konzultovat kazdy nalez)

35/53



I Normalni mikroflora a jeji vyznam

* na ruznych mistech lidského téla

- komenzalni Ci saprofytické mikroby, ktere jsou
hostiteli vice ¢i méné prospesneé:
- 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)
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I Lokalizace normalni mikroflory

* neni ve tkanich, v parenchymu organt, v krvi,
v mozku ani mozkomisnim moku - kazdy nalezeny
mikrob velmi pravdepodobné patogenem

* mikroflora neni ani v nékterych dutych organech, napr.
v jicnu, v plicich, v moCovem mechyri (kromé starych
osob) Ci v deéloze

 mikroflora zejména v dutiné ustni a hitanu,
v tlustém (a zcCasti i tenkém) streve, v pochveé a
v mensSim mnozstvi také na klzi
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I Mikroflora v prubéhu zivota
Clovéka

 plod nema zadnou béznou fléru, po narozeni zvolna
zacina osidlovani

 béhem prvnich mésictl a let Zivota se bézna
mikrofléra vyviji (zejmeéna strevni v souvislosti se
Zzménami potravy)

* u Zzen se méni vaginalni mikrofléra v dusledku
O A\ V4 A\ \Ya 4 V4
hormonu pri menarche, dale pri zacatku pohlavniho
zivota, a pak v menopause

« u starsich osob dochazi k dalsim zmenam (napr. se
casto ustanovi ,bézna flora™ v mocoveém mechyri, drive
sterilnim)
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I Normalni osidleni travicich cest

* rty prechod kozni a ustni flory

* v ustni dutineé (stejne jako v hltanu) ustni streptokoky,
neisserie, nevirulentni kmeny hemofilu aj. (dalsi
obvykle nekultivovatelné); dentalni biofilm (slozity
strukturovany ekosystém)

* jicen a zaludek jsou za normalnich okolnosti bez
AV4 \VaV 4 AV4 Y 4 - O
vetsiho mnozstvi mikrobu

« v tenkém a zejména tlustém streve zpravidla 1 kg
anaerobu, dale enterobakterie, enterokoky, kvasinky,
nekdy i nepatogenni améby

* Fit je opét mistem prechodu stfeva a kUze
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I Normalni osidleni dychacich cest

* nosni dutina nema specifickou floru, prechazi tam
mikrofldra z kUZe (predni ¢ast) a hltanu (zadni ¢ast)

* v hltanu (stejné jako v ustni dutin€) ustni streptokoky,
neisserie, nevirulentni kmeny hemofilu aj. (dalsi
obvykle nekultivovatelné)

- plice a DCD normalné bez vétsiho mnoZstvi mikrobu

* na ostatnich mistech (hrtan) jsou ruzné prechody
(hrtan - jako v hltanu, ale méne)
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I Mocoveé cesty zdraveho cloveka

» ledviny - normalné bez mikrobd
 panvicky ledvinné - normalné bez mikrobu
- modovody (uretery) - normalné bez mikrobu

 mocovy mechyr mladych a stredné starych osob -
normalné bez mikrobu

 mocovy méchyr seniorll - i za normalnich okolnosti
muze byt osidlen mikroflérou, kterd necini problémy a
stava se ,béznou florou™

« mocdova trubice - vnéjsi ¢ast muze (nemusi) byt
osidlena jednak kozni mikroflorou, jednak i specificky
(viridujici streptokoky, aerokoky)
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I Genitalie zdravéeho cloveka

7 7 v O - -
* za normalnich pomeru nejsou mikroby:
- u zeny Vv deloze, vejcovodech, vajecnicich
- U muze v prostate, chamovodech, varlatech

« specifickou normalni floru ma vagina (laktobacily,
V7 v 7 ’ . ’ . (o)
primés ruznych aerobnich i anaerobnich mikrobu)

 vulva tvori prechod vaginalni a kozni flory

 u muze specificky predkozkovy vak, vedle kozni a
urethralni flory i napr. nepatogenni mykobakteria apod.
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I Normalni osidleni kize

« chudsi osidleni nez v pripadé napr. ust, pochvy Ci
tlustého streva

* mikroby musi snaset vyschnuti a vysokeé
koncentrace soli

 normalné se vyskytuji:
- koaguldza negativni druhy stafylokoki
- S. aureus - malé mnozstvi normalni
- korynebakteria a pribuzné G+ tycinky
- mala mnozstvi kvasinek
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I Interpretace primého prukazu

- patogen: mikrob nalezeny pfimym prukazem muzZe byt
patogenem (neni jim ale vzdy)

« soucast bézné fléry: duvod, proc je tfeba znat
V4 V4 7 V' 4 O V4 n V4
normalni osidleni v ruznych lokalizacich.

 nahodny nalez (= soucast transientni bézné flory);
priklad: mala mnozstvi enterobakterii ve vytéru z krku,
7 v \'4 V4 n O V4 V4
zvlaste u ambulantnich pacientu — normaini

» kolonizujici mikrob: zejména u vytéru z ran (mnohé
mikroby ranu jen kolonizuji)

« kontaminace béehem odbeéru, transportu apod.
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) Ukol 5a: Interpretace primého
prukazu

* pomoci tabulky v prezentaci napiste interpretaci pro
tfindct ndlezu, které jsou napsany na karti¢kach
v praktikarne

7\

* pouzivejte terminy “patogen”, “beézna flora”, “nahodny
nalez”, “kolonizace”, “kontaminace”
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Ukol 5a: Interpretace primého
prukazu (prehled bézné flory)

KUzZe, nos, boltec,
zevni zvukovod, kozni
adnexa

Hitan a ustni dutina

Stafylokoky (i zlaté),
korynebakteria, kvasinky

Ustni streptokoky a neisserie

Hemofily, mala mnozstvi

o - o
pneumokoku, meningokoku,
anaeroby, nepat. treponem.

Tlusté (i tenke) strevo Anaeroby, enterobakterie,

Vagina

Prechody (rty apod.)

enterokoky, Entamoeba coli

Laktobacily, mala mnozstvi
[ O N « V7 = 0
nejruznejsich mikrobu

Smés zastupcU obou mist
46/53



) Ukol 5a: Interpretace primého
prukazu - vysledky

Streptococcus pyogenes ve vyteru z krku patogen
Neisseria lactamica ve vytéru z krku bézna flora

Escherichia coli (vyznamné mnozstvi) v patogen

mocCi

Escherichia coli ve stolici bezna flora
Bacillus sp. ve stéru z kuze kontaminace
Sgaphy/ococcus epidermidis ve stéru z bezna flora
kuze

Staphylococcus epidermidis opakované patogen
ve vzorku z krevniho recisté
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) Ukol 5a: Interpretace primého
prukazu - vysledky

Pseudomonas aeruginosa v rane, kde kolonizace (streptokoka

byl zaroven nalezen Streptococcus léCit celkove,
pyogenes pseudomonadu jen
lokalné)
Entamoeba histolytica ve stolici patogen
Entamoeba coli ve stolici nahodny nalez

Aspergillus sp. v malém mnozstvi v kontaminace z prostredi
kozni supiné

Trichophyton mentagrofytes v kozni  patogen

supiné

Rotavirus ve stolici patogen
48/53



I Interpretace neprimého prukazu

- akutni infekce: pozitivitou IgM protilatek,
ctyrnasobnym vzestupem titru, nizkoavidnimi
protilatkami (pozor na zkrizenou reaktivitu)

* nemoc v minulosti: zpravidla pouze IgG pozitivita a
nizky, nemenici se titr

« chronicka nemoc: nekdy obtizna interpretace (u
hepatitidy B je velky rozdil mezi jednotlivymi formami
chronické hepatitidy)
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) Ukol 5b: Interpretace neprimého
prukazu

 interpretujte nékolik klinickych situaci na
kartickach

* pro interpretaci je nutno vyuzit jak klinicka data, tak
také laboratorni nalezy

50/53



) Ukol 5b: Interpretace neprimého
prukazu (klinickeé situace)

Klinicka situace Vysledky serologie

Tehotna zena bez Toxoplasma IgG +, IgM —, KFR pozitivni, titr
problému 1:10 opakované

Senior s priznaky Toxoplasma IgG -, IgM -, KFR negativni
toxoplasmoveée

retinitidy

Pacient se VHA a VHC kompletné negativni, HBsAg,
zloutenkou HBeAg a anti-HBc igM pozitivni

Jiny pacient se VHA kompletné negativni, anti-HBs, anti-HBe
zloutenkou a anti-HCV IgM pozivitni

Pacient s Protilatky proti borreliim kompletné negativni

erythema migrans 51/53



) Ukol 5b: Interpretace neprimého
prukazu (interpretace)

Klinicka situace @ Vysledky serologie Interpretace

Tehotna zena bez Toxoplasma IgG +, IgM -, Neni nyni nakazena, zrejmeé
problému KFR pozitivni, titr 1:10 infekce drive, ma vyhodu,
opakované protoze je chranéna
Senior s priznaky  Toxoplasma IgG -, IgM -, Vzhledem k pfiznakdm
toxoplasmové KFR negativni nelze infekci vyloucit. Je
retinitidy nutné dalsi vysetrovani
Pacient se VHA a VHC kompletné Akutni hepatitida B
Zloutenkou negativni, HBsAg, HBeAg a
anti-HBc igM pozitivni
Jiny pacient se VHA kompletné negativni, Akutni hepatitida C;
Zloutenkou anti-HBs, anti-HBe a anti- hepatitida B v minulosti
HCV IgM pozivitni
Pacient s erythema Protilatky proti borreliim Nutna lécba, mozna prilis
migrans kompletné negativni Cerstva infekce
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I Po tomto cviceni byste meéli umeét:

* popsat rozhodovaci procesy, moznosti odbéru vzorku,
transport do laboratore

* spravne vyplnit zadanku a byt si vedomi nejcasteéjsich
chyb pri jejim vyplnovani

* hovorit o normalni mikroflore lidského téla a na zakladé
techto informaci byt schopni posoudit, zda vysledek
testovani je patogen, normalni soucast mikroflory,
kolonizace, kontaminace apod.

» interpretovat vysledky pfimého i nepfimého prukazu v v
klinickém kontextu
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