KLINICKA MIKROBIOLOGIE-
SHRNUTI

i M. Hanslianova
[ itce A, Sevtikovs
gLl . Sevcikova
OKM FEN Brno



Klinicka mikrobiologie

o Zajistuje diagnostiku infekc¢nich
onemocnéni vyvolanych baktériemi, viry,
parazity a mykotickymi agens

o Stanovuje citlivost/rezistenci mikrobialnich
agens k antimikrobialnim latkam

o Ve spolupraci s klinickymi Iékari poskytuje
konzultace k mikrobiologického nalezu a
konzultace k antimikrobialni terapii



Preanalyticka faze

o Spravny vysledek
mikrobiologického vysetreni
zacina

spravnym odbérem biologickeho
materialu

spravnym transportem do
mikrobiologicke laboratore




Obecné zasady

o Spravna volba vzorku
o Spravny odbér
ze spravného mista
ve spravnou dobu
spravnym zpUsobem
do spravnych souprav
o Spravne oznaceni odbérové nadoby a
zadanky
o Spravne zasilani do laboratore




Specialni pozadavky

Likvor

Sputum

BAL

Vyter z krku, nosu, nosohltanu,
laryngealni vytéer

Hnis, punktat

Vytéry z ran a hnisavych lezi
Vytéry z pochvy

Stolice




Specialni pozadavky

Krev na hemokulturu
oDoba odbéru

oCas odbéru

oMisto odbéru

oMnozstvi odebrané krve
oPocet lahvicek




Specialni pozadavky

o Vzorky na mykologicke vysetreni
sliznicni a organove mykozy

povrchove mykozy (kozni supiny,
seSkraby z nehtu, vlasy, chlupy)

o Vzorky na parazitologicke vysetreni
prukaz stievnich, krevnich parazitd
posevni, uretralni sekret



Virologické vysetreni

o Nepfimy prukaz - prukaz protilatek
respiracni infekce (chripky, RS, Mycopl. pn.)
neuroinfekce (KE, HSV, varicella-zoster)

exantematické infekce (zardénky spalnicky,
mononukledza, HSV, varicella-zoster)

ostatni (hepatitidy A,B,C, CMV, EBV, parotitida,
HIV)
o PHmy prukaz
antigent
izolace viru
PCR




Specialni pozadavky

o Transport materialu

idealneé do 2 hodin po odbéru
pri pokojove teploté
na tajicim ledu



Vysetreni biologického materialu v
laboratori

o Kontrola a
zavedeni do
systému

o Stanoveni
pravdepodobného
puvodce infekce




Vysetreni biologického materialu

o Mikroskopie
o Kultivace
o Prukaz antigenu, toxinu

o Prukaz metabolitl Helicobacter
pylorii (ureaza)

o Prukaz nukleovych kyselin (PCR)
o Prukaz protildtek (neptimy prukaz)



Mikroskopie

+» Nativni preparat
o Trichomonas vaginalis

\/

+» Barveny preparat
o Barveni dle Grama
o Barveni dle Giemsy

o Barveni dle Ziehl- Nielsena
o Barveni spor
O
O

Barveni pouzder
Fluorescencni barveni



Barveni podle Grama

o Hans Christian Joachim Gram, 1884

o Déli bakterie do dvou zakladnich
skupin

Grampozitivnhi G +, modrofialoveée
Gramnegativni G -, ruzovocervené



Barveni podle Grama-Gramnegativni




Barveni podle Grama- vyznam

o Diagnostické barveni - zaklad
klasifikace a taxonomie bakterii

o Moznost okamzité a racionalni
antibiotickeé 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 klinického materialu v Cisté
kulture

o Identifikovat ho
o Uréit citlivost k antibiotikim




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

o Ockovani biologického materialu
o Diagnosticka antibiotika
o Kalibrovane klicky




Kultivacni pudy

+» Tekuté:masopeptonovy bujon
% Tuhé:

o Krevni agar

o Cokolddovy 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,
zvysena tenze CO2)




Anaerostat




|dentifikace bakterii

Podle morfologie
Podle rustovych vlastnosti
Hmotnostni spektrometrie (MALDI)

Podle biochemickych vlastnosti
Selektivni pady
Komercni diagnostické soupravy
o Podle antigenni struktury
Latexova aglutinace

O O O O



Uskali dokonalé identifikace

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

Anaerobni kultivace:

Nalez: Finegoldia magna . .
Stanoven1 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!!
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castéjsi situace




Stanoveni citlivosti k antibiotikum

o Diskova difuzni metoda

o Stanoveni hodnot MIC antibiotika vadi
danému mikroorganismu

o Semikvantitativni metody (mykoplazmata,
ureoplazmata)
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Prukaz nukleovych kyselin (PCR)

o Polymerazova retézova reakce
(Polymerase Chain Reaction)

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

o Prukaz nekultivovatelnych nebo
bomalu rostoucich agens

o Riziko kontaminace




Prukaz protilatek

o .
o Prukaz odezvy makroorganismu na
infekcni agens

o ELISA, komplementfixacni reakce,
automaty

o Obtizné kultivovatelné bakteérie
(chlamydie, borélie)

o mykologie




o Spoluprace mikrobiologa s

klinikem a jejich vzajemna
komunikace

informace o konkrétnim pacientovi
konzultace mikrobiologického nalezu
konzultace antibiotické terapie

o Spoluprace mikrobiologa s
epidemiologem




Septické stavy
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Sepse

o Primarni - patogen jen v krevnim
recisti — po i.v. aplikaci lécCiv, drog

o Sekundarni - v téle je primarni
lozisko a sekundarné se patogeny
vyplavi do krevniho obehu

o Katetrové - puvodce pochazi z
kolonizace zavedeného cévniho
katetru



Puvodci sepse

o Ranné sepse - Streptococcus
pyogenes, Staphylococcus aureus

o Urosepse — Escherichia coli

o Intraabdominalni sepse -
enterobakterie, anaeroby

o Nosokomialni sepse - Pseudomonas
aeruginosa, enterobakterie s
produkci beta-laktamaz, kvasinky,
Staphylococcus koagulaza negativni



Infekce centralniho nervového
systemu
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Infekce centralniho nervoveho
systemu

o Zdroj
Hematogenni — meningokoky
Per continuitatem - pneumokoky,

hemofily
Podél nervu - virus herpes simplex,
virus vztekliny

Primo - pri poranéni hlavy



Meningitidy

o Meningitidy aseptické - virove
Enteroviry, virus herpes — simplex,

varicella-zoster, virus klistové
menigoencefalitidy

o Meningitidy purulentni

Streptococcus agalactiae, Haemophilus
influenzae, Neisseria meningitidis,
Streptococcus pneumoniae, Listeria
monocytogenes



Meningitidy

o Chronické meningitidy

Mycobacterium tuberculosis (bazilarni
meningitida),

Cryptococcus neoformans

Listeria monocytogenes



Mozkovy absces
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Mozkove abscesy

o Akutni - bakterialni

Smisena aerobni a anaerobni flora,
Staphylococcus aureus, nokardie

o Chronické - bakterialni, mykoticke,
parazitarni

Mycobacterium tuberculosis, Nocardia
asteroides
Cryptococcus neoformans, Aspergillus
spp.
Cysticerkosa (Taenia solium),
echinokokosa




Respiracni infekce

o Infekce nosu a nosohltanu

Ryma, zanét nosohltanu
o Rhinoviry,koronaviry

o Haemophilus influenzae, Staphylococcus
aureus,Streptococcus pneumoniae

o Nosicstvi
o Neisseria meningitidis
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Infekce dutiny ustni a mandli

o Virove
Rhinoviry, koronaviry, adenoviry, EB
virova tonsilitida, herpangina

o Bakterialni : angina

Streptococcus pyogenes,
Corynebacterium diphteriae, anaerobni
Plautova-Vincentova

o Kvasinkové
SO0r
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Infekce stredniho ucha a vedlejsich
oshich dutin

o Akutni zanét stredniho ucha a dutin
Respiracni viry
bakterialni: Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae, Branhamella
catharralis, Staphylococcus aureus,

Streptococcus pyogenes, Bacteroides
spp., Peptostreptococcus spp.




Infekce stredniho ucha a
vedlejsich nosnich dutin

o Chronické

bakterialni: Pseudomonas aeruginosa,
Proteus mirabilis, peptostreptokoky



Infekce priklopky hrtanove

o Epiglottitis

Haemophilus influenzae typ b



Infekce laryngu a trachey

o Virove
Viry influenzy, parainfluenzy, RS virus

o Chlamydia pneumoniae,
Mycoplasma pneumoniae

o Bakterialni

Corynebacterium diphteriae, ostatni
infekce sekundarni po virech



Infekce bronchu

o Viroveé
Viry chripky, adenoviry, RS virus

o Bakterialni
primarni: Mycoplasma pneumoniae,
Chlamydia pneumoniae, Bordetella
pertussis

Sekundarni: Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae, Branhamella
catharralis, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia
cepacia




Infekce plic

o Akutni zanéet

Chripka A,B, RS virus
Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia
pneumoniae

Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae,
Staphylococcus aureus, Branhamella
catarrhalis, Klebsiella pneumoniae



Infekce plic u oslabenych
jedincu

o Enterobakterie - Klebsiella
pneumoniae

o Legionella pneumophila
o Pneumocystis jirovecii
o Nocardia asteroides

o Aspergillus spp.

o Cytomegalovirus




Ventilatorové pneumonie

o Casné

Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae,
Staphylococcus aureus, Branhamella
catharralis

o Pozdni

Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa




Infekce ran

o Povrchové zranéni — Staphylococcus
aureus, Streptococcus pyogenes

o Anaerobni traumatosy - Clostridium
perfringens, Clostridium septicum,
Clostridium tetani (toxin)



Infekce operacnich ran

o Infekce endogenni - z okoli rany, ze
streva:

Staphylococcus aureus, Streptococcus
pyogenes, celed Enterobacteriacae,
Bacteroides sp.

Infekce endogenni (nozokomialni):

Klebsiella pneumoniae, Enterobacter sp.,
Pseudomonas aeruginosa




Infekce po kontaktu se
Zviretem

o Pokousani - ustni mikroflora zvirete

Staphylococcus aureus, Pasteurella
multocida, Capnocytophaga canimorsus

Vzteklina
o Kontakt bez kousnuti (zoonozy)

— Francisella tularensis,
Erysipelothrix rhusiopathiae,
Bartonella henselae



Osteomyelitidy

o Akutni: Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes,
Haemophilus influenzae, Salmonella
spp.

o Chronicka: Pseudomonas
aeruginosa, enterobakterie,
Mycobacterium tuberculosis




Infekce kuze

o Bakterialni

Impetigo: Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes

Folliculitis : Staphylococcus aureus
Acne vulgaris: Propionibacterium acne
Erysipel: Streptococcus pyogenes




Bakterialni infekce projevujici
se na kuzi

o Produkce toxinu zpusobujicich
vyrazky:
Spala - Streptococcus pyogenes
Syndrom toxického Soku -
Staphylococcus aureus
o Neisseria meningitidis
disseminovana intravaskularni
koagulopatie

o Erytema chronicum migrans -
Borrelia spp.




Virova onemochneni projevujici se
na kuzi

o Exantematické virozy

Spalnicky, zardénky, erytema
infectiosum (5.détska nemoc, parvovirus
B19), exantema subitum (HHV 6)

o Vesikularni exantem (puchyrky)
Herpesviry, poxviry

o Bradavice
Papillomaviry

o Petechie

Hemoragické horecky (Lassa, Ebola, u
nas Hantaan)



Kozni mykosy

o Candida albicans — intertrigo,
vulvovaginitida, soor

o Dermatofyta — tinea pedis (Trichophyton
rubrum)



Parazitarni onemocnéni kuze

o Svrab
o Pedikuldéza - zavsiveni

o Postipani Clenovci



InfekCni prujmy

o Bakterialni

Salmonely, shigely, kampylobaktery,
yersinie

Enterotoxicka, enteroinvazivni
enterohemoragicka Eschericha coli
Toxin Clostridium difficile

Aeromonas spp., Plesiomonas
shigeloides




InfekCni prujmy

o Virove

Rotaviry, adenoviry, kaliciviry
(Norwalk), astroviry, noroviry

o Parazitarni

Giardia lamblia, Entamoeba hystolytica,
Cryptosporidium parvum




Otravy z potravin

o Bakterie vylucujici toxiny

Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Clostridium botulinum



Mocoveé infekce

o Escherichia coli, Enterococcus
faecalis, Streptococcus agalactiae

o Chlamydia trachomatis, Ureaplasma
urealyticum, Mycoplasma hominis

o Candida albicans
o Trichomonas vaginalis




Sexualné prenosne infekce

o Bakterialni

Neisseria gonorrhoeae, Treponema
pallidum,(Haemophilus ducrey,
Calymmatobacterium granulomatis)

o Chlamydia trachomatis

o Virove

HIV, HSV 2, papilomaviry, molluscum
contagiosum, Hepadnavirus (hepatitida
B)

o Parazitarni
Trichomonas vaginalis, ektoparazite



Infekce v souvislosti s
tehotenstvim

o Virove infekce se zavaznym
prub&hem
Hepatitida E, chripka
o Bakterialni infekce

Streptococcus pyogenes (porod Ci
potrat, horecka omladnic),
Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae (mastitidy)




Infekce plodu a novorozence

o Vrozeneée

Virove: zardenky,
cytomegalovirus,varicella-zoster, HIV
Bakterialni: syfilis, listeriosa
Parazitarni: toxoplasmosa




Infekce plodu a novorozence

o Perinatalni a neonatalni

Bakterialni: Neisseria gonorrhoeae,
Streptococcus agalactiae, Listeria
monocytogenes

Chlamydia trachomatis
Virove: hepatitida B, HIV,




Nosokomialni infekce

o Nakazy ziskané v souvislosti s
pobytem ve zdravotnickém zarizeni

o Endogenni - infekce vlastni
mikroflorou

o Exogenni - infekce zavlecena zvenci
(ruce personalu)




Nosokomialni infekce

o Bakterialni
Bakterie citlivé na ATB

Bakterie rezistentni na ATB

o Selekce rezistentnich kmend pUsobenim
ATB na citlivé kmeny
MRSA, VRE, Pseudomonas aeruginosa,
Stenotrophomonas maltophilia
o Indukce tvorby betalaktamdz pUsobenim
ATB

Sirokospektré batalaktamdzy, induktivni
betalaktamazy



Nosokomialni infekce

o Virové
Hepatitidy, rotaviry, adenoviry

o Parazitarni
Roupy, svrab



Kasuistika

o Pacient VCH, 1960

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

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



o Bolesti zad:

> Ranna infekce

> Spondylodiscitida

> Infekce ledvin

> Infekce v dutiné brisni (pankreas)

> Infekce v malé panvi
(gynekologické infekce)




Kasuistika

o Paraplegik po autonehodé¢, 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 Plvodce?

Staphylococcus aureus predstavuje nejcastéjsi
mikrobialni agens vyvolavajici spondylodiscitidu. Lze
jej predpokladat zejména u spondylodiscitid
anamnesticky spojenych se stafylokokovou infekcéni
endokarditidou, u pacientU s predchozi katétrovou
infekci krevniho recisté, nebo infekci kizZe a
meékkych tkani v anamnéze. Rizikovou skupinu pro
spondylodiscitidu vyvolanou Staphylococcus aureus
predstavuji také nitrozilni narkomani.

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



o Ahamnéza:

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

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



o Anamneza:

> 11-12/2014 hospitalizovan pro
absces v ledviné

> Nefrektomie

> Revize pro krvaceni do luzka po
ledvine

> 11/2014 pozitivhi 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 Délka terapie?

o Peroralni pokracovani terapie?

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

Tetracyclines MIC breakpoint Disk Zone diameter [Notes
(mg/L) content breakpoint Numbers for comments on MIC breakpoints
(ug) {mm) Letters for comments on disk diffusion
§< R> S2 R <

1. Tigecycline has poor activity against Morganella spp., Proteus spp. and Provid

Doxycycline
2. For tigecycline broth microdilution MIC determination, the medium must be preg

Minocycline

Tet li - _ _ N
bl i |nei = = T —A. Zone diameter breakpoints validated for E. coli only. For other Enterobacteriac
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 opét 270, zhorSeni stavu

Klindamicin v terapii osteomyelitidy
v kombinaci s amikacinem

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

Polyrezistentni Pseudomonas aeruginosa
Z mocCi

A\

v VYV VY VY



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 kazdeho
mikrobiologického vysetreni je
nemocny cloveék



Dekuji za pozornost
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