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Klinicka mikrobiologie

o Zajistuje diagnostiku infek¢nich
onemocneéeni vyvolanych baktériemi,
viry, parazity a mykotickymi agens

o Stanovuje citlivost/rezistenci
mikrobialnich agens k
antimikrobialnim latkam

o Ve spolupraci s klinickymi lekari
poskytuje konzultace
mikrobiologickeho nalezu a
antimikrobialni terapie



o Spravny vysledek
mikrobiologického vysetreni
zacina spravnym odbérem
biologického materialu a jeho
spravnym transportem do
mikrobiologicke laboratore




o Vyter z krku

+» AMIES

o Vysetreni na toxin Clostridium
difficile

+» Kusova (tekuta) stolice

o PCR vysetreni

% Suchy tampon




o Vysetreni
biologického
materialu

o Stanoveni
pravdépodobného
pUvodce infekce

o Stanoveni
citlivosti k
antibiotikim




Vysetreni biologickeho materialu

o Mikroskopie
o Kultivace
o Prukaz antigenu

o Prukaz metabolitu Helicobacter
pylorii (ureaza)

o Prukaz nukleovych kyselin (PCR)
o Prukaz protiladtek (nepfimy prukaz)




Mikroskopie

+» Nativni preparat

o Trichomonas vaginalis

+» Barveny preparat
Barveni dle Grama
Barveni dle Giemsy
Barveni dle Ziehl- Nielsena
Barveni spor

Barveni pouzder
Fluorescencni barveni

O O O O O O



Barveni podle Grama

o Hans Christian Joachim Gram, 1884

o Déli bakterie do dvou zakladnich
skupin

Grampozitivnhi G +, modrofialové
Gramnegativni G -, ruzovocervené



Barveni podle Grama-Gramnegativni




Barveni podle Grama- vyznam

o Diagnostickeé barveni - zaklad
klasifikace a taxonomie bakterii

o Moznost okamzité a racionalni
antibioticke terapie






Fluorescencni barveni

Pomoci fluoreskujiciho barviva

o Imunofluorescence

Na hledany antigen se navaze
protilatka oznacena fluoreskujicim
barvivem

o Pozorovani pomoci
fluorescencniho mikroskopu




Fluorescencni barveni
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Kultivaéni prukaz

o Zakladni mikrobiologicky postup

o Cilem je ziskat mikroba
z klinickeho materialu v Ciste
kulture

o Identifikovat ho
o Uréit citlivost k antibiotikiim




o Kultivaéni pudy (tuhé, tekuté,
diagnosticke, selektivni, selektivné
diagnosticke...)

o OCkovani biologického materialu
o Diagnosticka antibiotika
o Kalibrované klicky




Kultivacni pudy

+» Tekuté:masopeptonovy bujon
% Tuhé:

o Krevni agar

o Cokoladovy agar

o Levinthaluv agar

o Mc Conkey agar (Endova puda)
o Sabourauduv agar

o Desoxycholat - citratovy agar
o Chromagary




Podminky kultivace

o Dostatecna vlhkost prostredi

o Optimalni teplota - 37 C (4 C, 40 C)
o Optimalni pH pudy - 7,2 - 7,4

o Dostatek vhodnych zivin

o Vhodné plynné prostredi (aerobni,
anaerobni, mikoraerofilni kultivace)



Anaerostat




|dentifikace bakterii

Podle morfologie
podle rdstovych vlastnosti
Hmotnostni spektrometrie (MALDI)

Podle biochemickych vlastnosti
Selektivni pudy
Komercni diagnostické soupravy
o Podle antigenni struktury
Latexova aglutinace
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Uskali dokonalé identifikace

o Stafylokoky koagulaza negativni a
jejich ruzna jména
o Jiné- Finegoldia magna

Anaerobni kultivace:

Nalez: Finegoldia magna . .
Stanoveni kvalitativni citlivosti na antibiotika:
Augmentin, Unasyn metronidazol

clindamycin

F.magna je grampozitivni anaerobni kok.

Kody citlivosti: C=citlivy, R=rezistentni, X=vysledek sdélime na pozadani



Biochemicka identifikace bakterii




Prukaz antigenu

o Latexova aglutinace
oRychla vysetrovaci metoda




o Nalez primarniho patogena-
vetSinou jednoznacna situace
(Neisseria gonorrhoeae)

o Nalez oportunniho patogena- nutna
komunikace s klinikem!!

V =7

castéjsi situace




o Stanoveni citlivosti agens
k antibiotikum (pokud to Ize)

o Diskova difuzni metoda

o Stanoveni hodnot MIC antibiotika
vuc¢i danému mikroorganismu

o Semikvantitativni metody
(mykoplazmata, ureoplazmata)



= et et e el e " e
i i T o e

T LA R R Rt et R T LA

iy A B P - e T e ety
PR o A A R R --,-i'-e'—-ﬁ*,.! L




Prukaz nukleovych kyselin (PCR)

o Polymerazova retézova reakce
(Polymerase Chain Reaction)

o Moznost prukazu mikroba i pfi
kultivacni negativité (meningitidy,
infekce TEP)

o Riziko kontaminace



Prukaz protilatek

o) .
o Prukaz odezvy makroorganismu na
infekCni agens

o ELISA, komplementfixacni reakce,
automaty

o Obtizne kultivovatelné baktérie
(chlamydie, borélie)
o mykologie




o Klinicka mikrobiologie- poskytuje
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servis vysetreni klinickym lekarum
v uzké spolupraci s nimi!!

o Vzajemna komunikace!!




o Konzultace
mikrobiologickeho
nalezu

o Konzultace
antibiotické
terapie




Kasuistika

o Pacient VCH, 1960

o Prijaty v breznu 2015 pro bolesti
zad, crp 275, leukocytoza, febrilie

o Paraplegik po autonehodée, kovovy
material na rozhrani Th a L patere



o Bolesti zad:

> Ranna infekce

> Spondylodiscitida

> Infekce ledvin

> Infekce v dutineé brisni (pankreas)

> Infekce v malé panvi
(gynekologicke infekce)




Kasuistika

o Paraplegik po autonehode, kovovy
material na rozhrani Th a L patere

o Odbér biologického materialu:
> Hemokultivace
> MocC




Kasuistika

o Diagnostikovana spondylodiscitida
v oblasti Th patere

o Hemokultura?
o Empiricka antibioticka terapie?



o PUvodce?

Staphylococcus aureus predstavuje nejcastejsi
mikrobialni agens vyvolavajici spondylodiscitidu. Lze
jej predpokladat zejmeéna u spondylodiscitid
anamnesticky spojenych se stafylokokovou infekcni
endokarditidou, u pacientl s pfedchozi katétrovou
infekci krevniho Fecisté, nebo infekci klze a
mekkych tkani v anamnéze. Rizikovou skupinu pro
spondylodiscitidu vyvolanou Staphylococcus aureus
predstavuiji také nitrozilni narkomani.

U pacientud s touto predpokladanou etiologii je pro
empirickou terapii doporuceny oxacilin
v kombinaci s gentamicinem.



o Anhamneéza:

> Infekcni fokus (kariézni chrup,
abscesy, IE...)

> Predchozi infekce (infekce spojené
se zavedenim CVK, uroinfekce, jiné
infekce spojené a bakterémii...)



o Anhamneéza:

> 11-12/2014 hospitalizovan pro
absces v ledviné

> Nefrektomie

> Revize pro krvaceni do IUzka po
ledvine

> 11/2014 pozitivnhi hemokultura s
nalezem Klebsiella pneumoniae
s ESBL produkci




Kasuistika

o Vstupné nasazeny potencovany
aminopenicilin (Augmentin)

o Pro vysokou suspekci na
klebsielovou etiologii
spondylodiscitidy doporucena
terapie meropenemem

o Monoterapie- solitarni ledvina
s horsi funkci, kreatinin 370 umol/I,
alergie na ciprofloxacin




Kasuistika

o Kultivace: pudy, inokulum,
antibiotickeé disky

o Atmosfera, doba kultivace

o Hodnoceni: identifikace

mikroorganismu a stanoveni
citlivosti




Kasuistika

o Pozitivni hemokultura s nalezem
Klebsiella pneumoniae s ESBL
brodukci

o Ponechana terapie meropenem +

bridany amikacin v redukovanych
davkach

o Pokles hodnot crp i leu, stabilizace
stavu




Kasuistika

o Delka terapie?

o Peroralni pokracovani terapie?

o Ertapenem? (OPAT- zatim ne v CR)
o P.o. tetracyklin?

Tetracyclines MIC breakpoint Disk Zone diameter |Notes
{mg/iL) content breakpoint Numbers for comments on MIC breakpoints
(ug) {mm) Letters for comments on disk diffusion
§=< R > Sz R <

Doxycycline - - - - 1. Tigecycline has poor activity against Morganella spp., Proteus spp. and Provid
Minocycline N N B _ 2. For tigecycline broth microdilution MIC determination, the medium must be preg
Tet li _ - - _

s Imi 5 = T —1A. Zone diameter breakpoints validated for E. coli only. For other Entercbacteriaci
Tigecycline 1 2 15 18 15




Kasuistika

o Hospitalizace pokracuje.....

Sestrol Skocte na internet, otevirete CHIRURGIE.COM,
sjed'te dold a kliknéte na ikonu "Jste totding v prdeli?”



Kasuistika

o Opakovana antibioticka konzultace
> Pacient s crp opet 270, zhorsSeni stavu

Klindamicin v terapii osteomyelitidy
v kombinaci s amikacinem

Po CDI (Clostridium difficile)
Kl.pneumoniae ESBL ze sputa
MRSA z hrudnich drénd

Polyrezistentni Pseudomonas aeruginosa
Z mocCi
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Kasuistika

o PUvodce spondylodicitidy zfejmé ne
S.aureus, tedy zbytecny
klindamycin

o Riziko clostridiove kolitidy

o Amikacin neni vhodny v monoterapii
plicnich infekci

o Amikacin neni vhodny v monoterapii
stafylokokovych infekci




Kasuistika

o Opet doporuceny do terapie
meropenem

o Vyhled pacienta?




o Klinicka mikrobiologie — spoluprace
mikrobiologa s klinickym Iékarem

o Na konci/ na zacatku kazdého
mikrobiologického vysetreni je
nemocny clovek



Dekuji za pozornost
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