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Proces vysetreni v laboratori klinicke
mikrobiologie

e Praktickou podobou klinické mikrobiologie je vysetreni v
laboratofi klinické mikrobiologie. Spousta zdravotnikl ma
pocit ze je to jen ,zalezitost laboratore®. Ve skutecnosti
velmi dulezité jsou i ty ¢asti procesu, které probihaji u
|0zka pacienta: na zac¢atku odbér, transport, a na konci
interpretace vysledku

e Spatné provedeny odbér & transport materialu

e zbytecné trapeni pacienta
e zbytecné vyhozené prostredky na vysetreni



Laboratorni vysetreni: proc ho
vlastneé provadime?

Laboratorni vysetreni je proces. Jeho cilem je ziskat
informaci, pouzitelnou pro Iéceni pacienta (bud
bezprostredné nyni, nebo v budoucnu), pripadné
pro ochranu populace (zjisténi, zda ma vyznamnou
chorobu)

Proces zacina v okamziku, kdy se nékdo rozhodne
vysetreni provest.

Proces konci v okamziku, kdy nékdo (dost casto tentyz
clovek) vyhodnoti vysledek v kontextu ostatnich
informaci a vyuzije ho pro zachazeni s pacientem



Proces laboratorniho vysetrovani

PACIENT/LEKAR/
SESTRA

Indikace vysetreni — zda, jaké

Vlastni provedeni odberu

LABORATOR

Transport materialu

Rozhodnuti, jak zpracovat

Vlastni zpracovani materialu

Zaslani vysledku

Interpretace vysledku (nikdy
jednotlive, vzdy spolecneée
s ostatnimi vysledky)




Pri provedeni odbéru v laboratori

PACIENT/LEKAR/
SESTRA LABORATOR

Indikace vysetreni — zda, jaké ‘

Odeslani pacienta k odberu Vlastni provedeni odbéru

Transport v ramci laboratore

Rozhodnuti, jak zpracovat

Vlastni zpracovani materialu

Zaslani vysledku

Interpretace vysledku (nikdy
jednotlive, vzdy spolecneée
s ostatnimi vysledky)



ProC na odbeéru tolik zalezi

e Odbeér a transport vzorku je na zacatku celého
vysetrovaciho procesu. To znamena, ze je-li odbér spatny,
je Spatna cela dalsi diagnostika

e Spatné provedeny odbér & transport materialu

e zbytecné trapeni pacienta

e zbytecné vyhozené prostredky na vysetreni

e riziko chybného vysledku, ktery vede |éCbu pacienta
nespravnym smeérem (Casto k dalSim nakladim, napt.

pfi zbytecné lécbé antibiotiky)



Odbér s ohledem na vysetreni

 Odbér samozrejme neni oddélena cast celého
procesu. To, co a jak se ma odebrat, zavisi na
tom, co bylo pozadovano, a zaroven také na
tom, co a jak bude vysetreno

* | v pripadé odbéru stejného materialu (treba
krve ¢i moce) mohou platit rtizna pravidla
podle toho, co se se vzorkem bude dale dit



1A Ma smysl proveést vysetreni?

Ten, kdo tzv. indikuje vysetreni (= rozhoduje o jeho
provedeni), tedy v soucasnosti zpravidla |ékar, by se mél
sam sebe zeptat: ,,Co udélam jinak v zavislosti na vysledku
vysetreni?“

Pokud zjisti, ze at vyjde vysSetreni jakkoli, bude jeho dalsi
postup ve vztahu k pacientovi stejny, je vysetreni
pravdepodobné zbytecné

/ tohoto pravidla jsou nekteré vyjimky:

Pacienti v tezkém stavu, kde se dlouhodobé hlida jejich
osidleni

Vysledek nema vyznam pro pacienta, ale napriklad pro
organy verejného zdravi apod.



1B Vysetreni provedeme. Ale jaké?

e Kdyz se rozhodneme vysetrovat, neni to jesté konec.
Musime se jesté rozmyslet, jaké vysetreni
vybereme.

 Jde hlavné o rozhodnuti, jestli zvolit primy prukaz
(mikroskopicky, kultivacni) nebo neprimy (hledame
protilatky), ale i rozhodovani typu ,moc, nebo vytér
Z mocove trubice?”

* Soucasti je také rozhodnuti o tom, jak technicky se
odbér provede, do jaké nadobky Ci odbéroveé
soupravy a podobné




Tri typy patogenu (1)

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

* Patogen typu Mycobacterium tuberculosis. Musi se

vedét, kde patogena hledat, a zaroven i to, ze se
hleda prave tato skupina patogenu.

e Patogen typu Toxoplasma gondii. Nemusi se vedet,
kde se patogen v téle nachazi, ale musi se védét, ze
se hleda prave on.



Tri typy patogenu (2)

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

* Patogen typu Mycobacterium tuberculosis. Stale

je to primy prukaz, ale specialni postupy, pri bézné

kultivaci se nezachyti. Mykobakteria, gonokoky,

egionely, plisné, paraziti apod.

* Patogen typu Toxoplasma gondii. Neprimy prukaz,
event. primy prukaz virového antigenu. Spirochety,
viry, chlamydie, mykoplasmata aj.
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2 Vlastni odbér vzorku
3 Transport vzorku do laboratore

Tyto faze nelze oddélit — odebirame uz s ohledem na to,
jak bude vzorek cestovat do laboratore

V pripadé mimoradnych vzorktl se dohodnout telefonicky
(Iépe volat predem, nez aby musel mikrobiolog volat
zpatky, ze bylo Spatné odebrano)

Jednotlivé typy vzorkd budou probrany dale

Zaroven s odberem vzorku je nutno vyplnit zadanku o
vysetreni (,,priuvodku”) — i spravné vyplnéni zadanky je
velmi dulezité



Zadanka o vysetfeni (,privodka“)

* Spravneé vyplnéna pruvodka je zaklad dobré
diagnostiky — je voditkem, jaké vysSetreni se ma
provest a jak

* Pruvodka neni jen uredni dokument. Osoby
vypliujici privodku se ¢asto mylné domnivaji, ze
napr. diagnodza je jen formalni zalezitost pro
pojistovnu. Pfitom mikrobiolog ¢asto pomoci
diagnozy rozhoduje o svém dalsim postupu
diagnostiky.

* Laborator ma nejen pravo, ale i povinnost zadat
doplnéni Spatné vypinéné pruvodky.



Pruvodka 1

e Spravné vyplnéna pruvodka je velice dulezita!

* Osobni udaje: podstatné kvuli pojistovné, ale i kvili
identifikaci, komu poslat vysledek apod.

* Presny popis materialu a pozadovaného vysetreni
— nepsat pouze ,vytér”, kdyz nenijasné, odkud

— ani ,stér z rany” nestaci (je potreba uvést typ rany a kde se na téle
nachazi)

— Pokud ma pacient permanentni mocovy katetr (PMK, cévku) a
moc je odebrana z néj, je to potreba uvést (,moc z PMK)

— uvést, zda je pozadovano néjaké specidlni vysetreni (na kvasinky,
na anaerobni bakterie apod.)



Pruvodka 2 — co uvést

skutecnou diagnozu, je-li diagnoz vice, napsat tu, ktera
souvisi s vysetrenim, popr. vsechny (napr. (1) cukrovka, (2)
posevni vytok)

akutni / chronicky stav / kontrola po lécbé

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

pobyt v exotické ciziné — v které zemi
pracovni anamnéza — prace v zemedélstvi aj.

u gynekologickych materialti fazi menstruaéniho cyklu (+
nékdy je lepsi pockat s vySetrenim az po skonceni
menstruace)



4 Rozhodnuti, jak vzorek zpracovat

Tato Cast jiz probiha v laboratori. Rozhodnuti je v
zasadeé dano tzv. standardnimi operacnimi postupy
(SOP). Pro kazdy typ vzorku je stanoven urcity
postup. To ale neznamena, ze by nebyla nutna
zkusenost: zkuseny laborant musi casto

rozhodnout, do které kategorie vzorku spada ten
ctery ,,hranicni vzorek”

Dulezita je opét komunikace mezi laboratori a
<linickym pracovistém (upresnéni toho, co neni
jasné z zadanky apod.)




5 Vlastni zpracovani (1)

 Vlastni zpracovani zpravidla zajistuji laboranti,

dfive se SS vzdélanim, nyni s VOS nebo Bc.
stupném vysoké skoly

Postupuje se vzdy

prisné asepticky, aby se |

omezilo riziko £

laboratorni

kontaminace. Prace

v tzv. biohazard boxu je

zaroven i dobrou

prevenci

profesionalnich nakaz




5 Vlastni zpracovani (2)

Zpracovani bakteriologickych kultivacnich vzorku
obvykle zahrnuje nasledujici

— pred vlastnim zpracovanim se nekteré vzorky
homogenizuji, odstreduji Ci jinak upravuji

— u nékterych typu vzorku rychlé postupy — mikroskopie,
popr. primy prukaz antigenu

— témeér vzdy je zakladem kultivace na nékolika pevnych
pudach (blizsi vysvétleni v kapitole o diagnostice)

— nékdy téZz pomnozeni v tekuté pudé (v pripadé vytéru ze
spojivky POUZE tento bod)

e Zpracovani jinych vzorku (serologie, PCR,
mykologie, parazitologie) je specialni a je dana
typem vysetreni a povahou vzorku



Laborator klinické bakteriologie
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,O0decitani” bakteriologie
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6 Zaslani vysledku

e Vysledek je zaslan poté, co je dokoncen
diagnosticky proces. Nékdy je poslan predbézny
vysledek (,,mezivysledek”) po ukonceni aerobni
kultivace s tim, ze to, co trva delsSi dobu (kultivace
kvasinek, anaerobl apod.) bude pripadné zaslano
dodatecné

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



Zaslani vysledku — organizace

Zaslani je nutno zorganizovat tak, aby nedochazelo
ke zbytecnym prodlevam.

Dnes je zpravidla moznost vyuzit zasilani vzorku
elektronicky (v ramci zdravotnického zarizeni i
mezi zarizenimi navzajem)

lékar dohodne s mikrobiologem (nebo napise na
pruvodku), zda ma byt zaslan az konecny vysledek
nebo i mezivysledek

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



/ Interpretace (,jak rozumét vysledku“)

e Definitivni interpretaci nalezu vétsinou déla
osetrujici lekar. Pouze on, nikoli mikrobiolog, totiz
drzi v rukou vedle mikrobiologického nalezu takeé
biochemicky, rentgenovy, ultrazvukovy, a predevsim
zna pacienta — vypacil z néj anamnézu, vysetril jej,
popripadé (u obvodnich lékaru) jej zna dlouhodobé.

 Samozrejme, konzultace klinika a mikrobiologa je u

zavaznych pripadu velice vhodna. Na druhou stranu
nelze konzultovat kazdy nalez.



Interpretace — priklady

Laborator odfiltruje evidentni kontaminace. To jsou
mikroby, které urcité nejsou v téele nemocného a do
vzorku se musely néjak ,priplést”.

Poznamka k mnozstvi (,,0jedinéle”, ,masivneé”) je
uzitecna, ale nesmi se ale precenit

U vzorkt z dutin normalné osidlenych béznou florou je
nezbytné chapat ekosystém mikrobu jako celek, nemoc je
Casto porusenim rovnovahy mezi mikroby a lécba
antibiotiky nemusi byt nutna

Interpretace serologickych vysetreni
samotna pritomnost protilatek neni zpravidla vyznamna
dulezitéjsi je titr a jeho zmény v Case
u modernich reakci (ELISA) pomér IgM x 1gG; na indexu pozitivity
zase tolik nezalezi



Pozitivni vysledek — ale co znamena?

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

— Lécit neexistujici infekci je chyba



Prabézna spoluprace mezi .
klinickym pracovistém a laboratori

® Nejde jen o domluvu o konkrétnich vzorcich!
Spoluprace muze mit nejriiznéjsi formy

® od obcasnych konzultaci az po soucinnost pfri
vyzkumné praci

® je oboustranné uzitecna

® klinikovi pomaha pri rozhodovani

Vewvyse

pacientech, jejichz vzorky mu prochazeji rukama.



lypy
vzorku



Typy vzorku v klinické
mikrobiologii

Tekuté a kusové vzorky predstavuji odebrané tkane,
télni tekutiny, tekutiny, kterymi bylo

vyplachovano, umélé materialy vynate z téla a
podobné. Posilaji se ve sterilni zkumavce.

Stéry a vytery jsou odbéry vatovym tamponem na
spejli Ci dratku

Ostatni vzorky: otisky, tzv. urikulty, sklicka apod.

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



Vytéry a stery

DateDatim

Dnes jiz prakticky neexistuje kultivacni indikace suchého
tamponu bez transportniho média. Tento tampon je
indikovan prakticky vyhradné pro vysetreni metodou PCR a
nékteré prukazy antigenu

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

Specialni média vyzaduji houby (Fungiquick), houby +
trichomonady z genitalii (C. A. T.), viry, chlamydie
Potrebuji-li se dostat ,,za roh”, pouziji tampon na dratu a
nikoli na spejli.



Nekteré
odbérové
soupravy

® zleva:

CAT
FungiQuick

souprava na
chlamydie

suchy
tampon
s dratem

|

Irnel o

Reprofoto z propagacnich
material(l dodavatele



Prehled ,vytérovek”

Suchy tampon na spejli: Suchy tampon na dratku:
prukaz antigenu a DNA totéz, potrebuji-li se dostat
na jinak nedostupné misto

Tampon v Amiesu na
spejli: univerzalni pro
bakteriologickou kultivaci
(vC€. anaerobu, kapavky,
kampylobakt.)



Odbérové nadobky

 Odbérové nadobky se pouzivaji na kusové a tekuté vzorky.
Musi byt vzdy sterilni. Na rozmérech fakticky prilis nezalezi,
stejné tak barva uzavéru nema samozrejme realny dopad.
Ma vsak nekdy vyznam organizacni — zalezi na dohodeé v
ramci konkrétni laboratore

e U anaerobni kultivace je Iépe zaslat primo strikacku
uzavrenou specialni zatkou

* Vzorky se snazime vzdy dopravit do laboratore co nejdrive,
zasadni je to vSak u moce — do dvou hodin



* Vlevo
klasicka
zkumavka,
napr. na
sérum,
vpravo
nadobka na
strevni
parazity (ta
jedina ma
vyjimku:
nemusi byt
sterilni)

Priklady
nadobek

Reprofoto z propagacnich
materiald dodavatele



Co se napriklad posil3, a jak rychle

se to musi dopravit

Moc — do dvou hodin, pokud nelze, nutno dat do
lednicky (vyjimka!!!)

Sérum (srazliva krev) — na case tolik nezalezi, ani na
teploté (ale |épe nechat v lednicce)

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

Odstrizené katétry —i zde je vhodné rychlé zaslani,
pripadné pokojova teplota.



Jiné typy odbéru nez
vyterovky” a odbérové nadobky

natéer na podlozni sklicko: kapavka, aktinomykdza, primo
zaslana tlusta a tenka kapka apod.

v koznim lékarstvi otisky primo na kultivacni pudu, ktera je
pro tento ucel nalita az po okraj Petriho misky

urikult — zvlastni zpusob zasilani moce na pudu; z ruznych
duvodu se prilis neujalo.

rychlé diagnostické soupravy, vétsinou zalozené na
primém prukazu antigenu; jednoducha manipulace,
dostupna i pro nemikrobiologicky personal. Pri pochybach
o vysledku pouzit klasické zaslani do laboratore.



Diagnostika
infekci v oblasti
pohlavnich
organu



Odbeéry z genitalii

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

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

e V pripadeée prukazu kapavky, syfilis, chlamydii,
papilomaviru se uzivaji zvlastni postupy



Odecitani kultivaci z pohlavnich organu

* Den 0 - odbér a zaslani vzorku, pripadna
mikroskopie zaslaného sklicka

* Den 1—odeéet KA, EA, popt. CA + GC (kapavka)
* Den1-2-odecet C. A. T. (trichomonady)

* Den 2 — odecet NaCl, gardnerel, anaerobni
cultivace, popf. CA + GC (definitivné)

e Denl, 2, 3, 4 — odecet kultivace kvasinek

* Den 6 — odecet kultivace mykoplasmat



MOP — mikrobni obraz posevni

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

* Hodnoti se jednak kvantita jednotlivych utvard,
jednak celkovy vzhled preparatu. Dosud se
pouziva déleni na Sest typu, ale postupné se
prehodnocuje

— MOP | — tzv. normalni obraz zdravé zeny

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

— MOP IV — kapavka

— MOP V — trichomonoza

— MOP VI - kvasinkova infekce




Hemokultury — odbér krve
V gynekologii a porodnictvi se také vyskytuiji,
napriklad u puerperalni sepse
* Jedna se o nesrazlivou krev, principialné zcela
odlisné vysetreni nez vysetreni serologicka
* Dnes zpravidla odbér do specialnich lahvicek pro
automatickou kultivaci

* Nutno odebrat dve, ale jeste lépe tri hemokultury
pri vzestupu teploty

* |dealné pokazdé z nového vpichu, nebo aspon
jedna venepunkce + centralni zila + periferni zila
(odliseni bakteriémie od kolonizace vstupu)



Odbeéry u hnisavych

infekci a infekci ran

V diaghostice hnisavych infekci ma vzdy vetsi
vyznam tekuty material (hnis) nez pouhy vyter
z hnisaveho loziska

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

Je nezbytné peclivé vyplnit pruvodku, nestaci
,Stér z rany”, ale specifikovat puvod rany i jeji
lokalizaci na téle

Také dulezité anamnestické udaje (navrat ze

zahranici, prace v zemedelstvi) je uzitecné na
pruvodku uveést



Zaver

* Jak je vidét, u riznych typu infekci se posilaji
ruzné vzorky, a jsou tu riizné pozadavky na
pruvodky

 Nemuzeme chtit po klinickych Iékafich ani po
zdravotnickych sestrach, aby se ve vsem
neomylné vyznali. Mikrobiologové i laboranti v
mikrobiologickych laboratorich jsou povinni
byt napomocni, poslouzit spise dobrou radou
nez nadavanim ,,zase jste to odebrali blbé“.



Konec prezentace
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