KLINICKA MIKROBIOLOGIE-
SHRNUTI

Ilvana Vitkova

Masarykova unlver’zna SRl
Katedra laboratornich metod : BgﬁgocmcE



Klinicka mikrobiologie

- ZajisStuje diagnostiku infekCnich onemocnéni vyvolanych
baktériemi, viry, parazity a mykotickymi agens

- Stanovuje citlivost/rezistenci mikrobialnich agens k
antimikrobialnim latkam

- Ve spolupraci s klinickymi Iekari poskytuje konzultace
mikrobiologického nalezu a antimikrobialni terapie



- VySetreni biologickeho
materialu

- Stanoveni
pravdepodobného
puvodce infekce

- Stanoveni citlivosti
k antibiotikim




Klinicka mikrobiologie

Spravny vysledek mikrobiologického vysSetreni
zacCina spravnym odbérem biologického materialu

a jeho rychlym transportem do mikrobiologické laboratore



Vysetreni biologického materialu

- Zhotoveni mikroskopického preparatu
- Kultivace

- Prukaz antigenu

- Prukaz metabolitu (Helicobacter pylorii -ureaza)
- Prukaz nukleovych kyselin (PCR)

- Prukaz protilatek (nepfimy prukaz)
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Mikroskopie

<Nativni preparat (napt. Trichomonas vaginalis)

<Barveny preparat

- Barveni dle Grama

- Barveni dle Giemsy

- Barveni dle Ziehl- Nielsena

- Barveni spor

- Barveni pouzder

- Fluorescencni barveni (napt. Pneumocystis jirovecii)



Barveni podle Grama

- Hans Christian Joachim Gram, 1884
- Deli bakterie do dvou zakladnich skupin

- Grampozitivni G +, modrofialove
- Gramnegativni G -, ruZovocerveneé

lkohol Karbolfuchsin




Barveni podle Grama- vyznam

- Diagnostické barveni — zaklad klasifikace a taxonomie
bakterii

- Moznost okamzité a racionalni antibiotické terapie
(mikroskopie pozitivnich hemokultur, sputa)




Fluorescencni barveni

Pomoci fluoreskujiciho barviva
Imunofluorescence

Na hledany antigen se navaze protilatka oznacena
fluoreskujicim barvivem

Pozorovani pomoci fluorescencniho mikroskopu
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Kultivacni prukaz

- Zakladni mikrobiologicky postup
- Cilem je:

v Ziskat mikroba z klinického materialu v Cisté kulture
v'|dentifikovat ho
v Urcit citlivost k antibiotikim
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Kultivacni prukaz

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

- OCkovani biologickeho materialu
- Diagnosticka antibiotika

- Kalibrované klicky



Podminky kultivace

- Dostatecna vihkost prostredi

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

- Dostatek vhodnych zivin

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



Anaerostat




Identifikace bakterii

- Podle morfologie
- Podle rustovych vlastnosti

- Podle biochemickych vlastnosti
- Selektivni pudy
- Komercni diagnosticke soupravy

- Podle antigenni struktury
- Latexova aglutinace

- Hmotnostni spektrometrie (MALDI TOF)



Ildentifikace bakterii- morfologie a rust

- Typicky rust nékterych
baktérii

- Morfologie kolonii

- Hemolyza




MacConkey agar a krevni agar
narust E.coli




Identifikace bakterii- MALDI

Vyhody hmotnostni spektrometrie (rychlost)
Uskali dokonalé identifikace

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 sdelime na pozadani




Identifikace bakterii- biochemie

- VétSinou nahrazeno
metodou MALDI TOF

- V nékterych pripadech ale
nutné (E.coli x Shigella

spp.)




Identifikace bakterii- prukaz antigenu

- Latexova aglutinace
- Rychla vysetrovaci metoda




Identifikace - prukaz antigenu

- Mykologie- stanoveni antigenu hub pomoci ELISA
- Galaktomanan (aspergilovy antigen)

- Glukan (panfungalni antigen- vysoka negativni prediktivni
hodnota)



Kultivace- hodnoceni

- Nalez primarniho patogena- vétsinou jednoznacna
situace (Neisseria gonorrhoeae)

- Nalez oportunniho patogena- nutné informace o
pacientovi a komunikace s klinikem!
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castgjsi situace



Stanoveni citlivosti k antibiotikim

- Diskova difuzni metoda

- Stanoveni hodnot MIC antibiotika vuc¢i danému
mikroorganismu

- Semikvantitativni metody (mykoplazmata, ureaplazmata)



Stanoveni citlivosti k antibiotikim

- Diskova difuzni metoda

- Difuze antibiotik z diskd do pudy a potlaceni rustu
bakteérii

- Srovnani se standardy

- Vyhodnoceni a zarazeni

do kategorii C/I/R




Stanoveni citlivosti k antibiotikim

- Stanoveni MIC: dilu¢ni testy

- Stanoveni koncentrace antibiotika, ktera potlacuje rust
mikroba (MIC)

- Srovnani se standardy
- Vyhodnoceni a zarazeni
do kategorii C/I/R
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Stanoveni MIC- E-test
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Diagnostika virovych infekci

1. Pfima- , mikroskopie, tkanoveé kultury, prukaz antigenu,
nebo nukleove kyseliny viru

2. Nepfima- prukaz protilatek
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Primy prukaz viru
- Mikroskopicky prukaz- elektronovy mikroskop

- Izolace viru na tkanovych kulturach- pestovani viru na
kulturach bunék (opiCi ledviny)- cytopaticky efekt



Prukaz nukleovych kyselin viru

- polymerazova retézova reakce
- pfimy prukaz NK viru (bakterii, kvasinek, parazitu)
- ruzné modifikace

- vyhody: vysoka specificita, rychlost, ATB nejsou
kontraindikaci vysetreni

- nevyhody: vysoka cena, pristrojové vybaveni, riziko
kontaminace




Prukaz protilatek

- Prikaz odezvy makroorganismu na infekCni agens

- Pouzivané take u obtizne kultivovatelnych bakterie
(chlamydie, borélie)



Prehled serologickych metod

Precipitace

Aglutinace

Komplement fixaCni reakce (KFR)
Neutralizace

Reakce se znacenymi slozkami:
- imunofluorescence
- enzymova imunoanalyza
- Western blot (imunoblot)

o H~ w0 b =



- Klinicka mikrobiologie- poskytuje servis vySetreni
Klinickym lékafum v uzké spolupraci s nimi

- Stanovuje ruznymi metodami puvodce daného
onemocneéni

- Konzultace mikrobiologického nalezu

- Konzultace antibioticke terapie

- Rychlost, kvalita

- VVzajemna komunikace!




Kazuistika 2: pacient s hlubokym abscesem

Muz, fidi¢ kamionu, vék 53 let, po prodélaném erysipelu na bérci dfive
Bydli doma s otcem, otec bez abscesl
Cestovatelska anamnéza: nyni na cesté z Némecka, cesty po Evropé

12.9.2023 — oSetfen na chirurgické ambulanci FN Brno, pfed 3 dny se objevilo zarudnuti

na bérci, které se zvétSuje. Pod kolenem je kozni defekt, distalné pustulka, okoli indurované
s flegmoénou, CRP 76, leu 14,3 x 10° g/l. Pacient byl odeslan na ambulanci Kliniky infeké&nich
chorob FN Brno (KICH). Zde aplikovan P-PNC.

13.9.2023 — prijem na KICH — subfebrilie, na bérci praskly absces, flegména v okoli asi 20 cm
a tahne se po vnitini strané stehna ke trislu. Vstupné nasazen G-PNC 5 MIU/6h.

14.9.2023 — pfi pfevazu evakuace vétsiho mnozstvi hnisu, provedena incize fascie, dutina
do hloubky 4 cm, zaveden drén. Antibioticka terapie byla upravena na oxacilin 3g/6h. +
klindamycin 900mg/8h.
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Kazuistika 2: pacient s hlubokym abscesem

15.9.2023 — zarudnuti v okoli defektu v rozsahu asi 15 cm, defekt zejici, vytéka husty
hnis, vyména drénu, lokalni terapie. Kultivacné z rany prokazan S. aureus MRSA,
nasledné PVL+, zména terapie na linezolid 600mg/12h.

16.9.2023 — ustupujici otok a zarudnuti, bez sekrece
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s nekrotickymi tkanémi, drén in situ, nekrektomie
21.9.2023 — vyrazné zlepsSeni lokalniho nalezu, pacient propustén

Linezolid podavan celkem 7 dni i.v. za hospitalizace, doporuceno jesté 7 dni p.o.
terapie

Pacient hospitalizovan 9 dni na KICH a poté propustén do pée ambulantniho chirurga
Pacient poucen o dekolonizaci a rezimovych opatfenich



Dekuji za pozornost



