KLINICKA
MIKROBIOLOGIE




Co je to klinicka mikrobiologie

Klinicka mikrobiologie ,sensu lato® je
lekarska mikrobiologie — tedy ta cast
mikrobiologie, ktera se tyka mikrobialniho
osidleni Clovéka a lidskych patogenu

o Klinicka mikrobiologie ,,sensu stricto”
popisuje vlastni procesy mezi klinickym
pracoviStém a laboratofi, jakoz i organizaci
vlastniho laboratorniho vySetreni




Proces mikrobiologickéeho
vysetrovani

KLINIK LABORATOR

e




1A Indikace — ZDA provest

lavnim kliCem k uspechu je , aby si lékar polozil
otazku co udéla jinak v zavislosti na vysledku
vysetreni.

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

Toto ale neplati u epidemiologickych indikaci a
také u profylaktickych indikaci (jako je screening
mikrobialniho osidleni pacientu v téZkém stavu)



1B Indikace- CO provest

Rozhodnutim, ze chce provést vySetreni, to
zdaleka nekonci. Musi se jeSté rozmyslet,
jaké vySetreni se rozhodne proveést.

o0 Musi znat spektrum patogenu a moznosti
jejich vySetfreni
O Soucasti je také rozhodnuti o tom, jak

technicky se odbér provede, do jaké
nadobky Ci odbérové soupravy a podobneé



Tri typy patogenu (1)

O Patogen typu Streptococcus pyogenes.
Nemusime védét, ze myslime zrovna na
tohoto patogena, ale musime presné
veédét, kde je jeho predpokladana
lokalizace.

o Tyka se kultivovatelnych bakterii a
kvasinek



Tri typy patogenu (2)

o Patogen typu Mycobacterium
tuberculosis. Musime védét, kde
patogena hledame, a zaroven i to, ze
hledame praveé tuto skupinu patogenu.

o Stale je to primy prukaz, ale specialni
postupy, pii bézné kultivaci se nezachyti.



Tri typy patogenu (3)

Patogen typu Toxoplasma gondii.
Nemusime védét, kde se patogen v téle
nachazi, ale musime védét, ze hledame
prave jeho.

o Nepfimy prukaz, event. primy prukaz
virového antigenu. Tyka se spirochet,
viru, ale 1 nékterych dalSich (treba
zrovna toxoplasmy).



2 Vlastni odber vzorku
3 Transport vzorku do laboratore

o Tyto faze nelze oddélit — odbér je nutno
Cinit jiz se zfetelem na transport
materialu do laboratore

o V zasadé existuji tri typy vzorku:

Vytéry a stéry na tamponech

Tekuté a kusové vzorky, zasilané v
nadobkach (zpravidla sterilnich)

Jiné a specialni pripady, viz dale
o0 Nelze zapomenout na spravné vyplnéni
pruvodky




JINE TYPY ODBERU NEZ ,VYTEROVKY*
A ODBEROVE NADOBKY

natér na podlozni sklicko: kapavka,

aktinomykoza, primo zaslana tlusta a tenka

kapka apod.

O v koznim lékarstvi a v epidemiologii otisky
pfimo na kultivacni pudu, ktera je pro
tento ucel nalita az po okraj Petriho misky;
v chirurgii otisk na filtracni papir

o 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.




Pruvodka
Spravné vyplnéna pruvodka je velice dulezita!

Osobni udaje: podstatné kvuli pojiStovné, ale i
kvuli identifikaci, komu poslat vysledek apod.
o Prfesny popis materialu a pozadovaného
vySetfreni
nepsat pouze ,vytér“, kdyz neni jasné, odkud
ani ,stér z rany“ nestaci (jaka rana, kde
lokalizovana)

Katetrizovana moc€ * moc z permanentniho
katetru

uvest, zda je pozadovano napf. anaerobni
vySetreni

nepozadovat vySetreni, které nelze provést
nebo nema smysl (napt. serologické vySetreni
TBC)




Pruvodka — co uveést

skutecnou diagnozu, je-li vice, napsat
tu, ktera souvisi s vySetfenim, popr.
vSechny /napft. (1) diabetes mellitus, (2)
posevni vytok/

o akutni / chronicky stav / kontrola po
léché

O uvest stavajici nebo uvazovanou
antibiotickou terapii, pripadné i alergii
na antibiotika



Pruvodka — co jesté uvést

cestovatelska anamnéza — navrat z tropu

pracovni anamneéza — prace v zemedeélstvi
aj.

O u serologickych vySetreni datum prvnich
priznaku, prvni / druhy vzorek

o u gynekologickych materialu fazi
menstruacniho cyklu (a pfi menses radéji
neodebirat)

o v pripadé mimoradnych vzorku se
dohodnout telefonicky



' Vytérovky
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Nektere typy vyterovek

Suchy tampon

s Dnes se pouziva jen pro PCR a
prukaz antigenu, ne pro kultivaci!

(&
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Amiesova puda s aktivhnim uhlim

Univerzalni transportni puda pro bakteriologii (vSechny
typy vytérovek). Draténa varianta je dulezita, pokud se
potrebujeme ,dostat za roh".



Souprava C. A. T. (Candida And Trichomonas,
pouze z genitalii

S Naviry

Na chlamydie



Odberoveé nadobky

» Odbérové nadobky se pouzivaji na
kusove a tekuté vzorky. Na rozmeérech
fakticky pfriliS nezalezi, stejné tak barva
uzaveéru nema samozrejme realny dopad.
Ma vSak nékdy vyznam organizacni —
zalezi na dohodé v ramci konkrétni
laboratore

> U anaerobni kultivace je lépe zaslat
primo strikacku s jehlou zabodnutou do
sterilni gumoveé zatky

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




Bézna zkumavka. Universalni
pouziti: srazliva krev (serologie),
moc, likvor, hnis, punktat apod.;

_ krevni a mocove katetry, mensi
kousky tkani...

Sputovka. Nejen na sputum, ale napf. |
na vetsi kousky tkani

Nadobka na stolice — na parazitologii.
Pouze tato nemusi byt sterilni!

Nadobka na odbér moce.




ZASADY ODBERU KRVE

o Odebirat asepticky!!! Nejen kvuli
pacientovi, ale i kvuli vzorku. Nestaci
ocistit kuizi benzinem, nutna desinfekce

o Desinfekci nechat pusobit dostatecné
dlouho, u alkoholovych prostredku do
zaschnuti (nechat skutecné zaschnout)

O Nejlépe pouzit tfi stejné hemokultivacni
nadobky. Pripadné doplnit napt. jednou
anaerobni

o Hemokultury popsat, nezapomenout na
Cas odbéru a misto odkud bylo odebrano



DRUHY KULTIVACNICH NADOBEK

o Existuji ruzne typy podle toho, které
mikroby maji byt predevSim zachyceny
(aerobni, anaerobni)

o Nékteré nadobky (,FAN®) obsahuji aktivni
uhli. Jsou urceny ke kultivaci krve
pacientu, ktefi uz berou antibiotika
(klasicka lahvicka by mohla dat falesné
negativni vysledek — antibiotikum by
potlacilo rust)
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FUNGOVANI KULTIVATORU

o Kultivator, napojeny na pocitac,
automaticky udrzuje optimalni
podminky kultivace, a zaroven
vyhodnocuje stav nadobky a indikuje
pfipadny rust (napf. zména tenze CO,)

o Rust je zvukove a opticky
signalizovan. Pokud ani po tydnu nic
neroste, signalizuje to pristroj také (je
treba expedovat negativni vysledek)



HEMOKULTIVATOR
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DYZ JE HEMOKULTURA POZITIVNI...

o Lahvicka je vyjmuta z pristroje
o Je nutno zaevidovat cas, resp. dobu od
prijmu do pozitivity. Viz dalsi obrazek

o Provadi se vyockovani na pevné pudy,
natér na sklo barveny Gramem a podle
jeho vysledku zpravidla ,napifimo*
orientacni diskovy test citlivosti; misto
standardni suspenze se pouzije primo
tekutina z lahvicky = neni spolehlivé



ProcC je tak dulezité zapsat Cas odberu

Priklad 1: Odebraly se tfi hemokultury,
vSechny jsou pozitivni, avSak jedna po 12
hodinach, druha po 36 hodinach a treti po 3
dnech. Kmeny jsou fenotypové odlisSné - je
velmi pravdépodobné, ze jde o kozni
kontaminanty

o Priklad 2: Odebraly se tfi hemokultury,
vSechny jsou pozitivni, vSechny po zhruba
stejném case po odbéru, kmeny vypadaji
podobné - je pravdépodobné, ze jde o
skutecného patogena




DALSI POSTUP

¢

o Je treba pocitat s tim, ze testy ,naprimo
jsou jen orientacni, uz pro nestandardni
obsah baktérii v jednotlivych krvich.
Zpravidla se proto v dalsim kroku
provadi radneé vysetreni citlivosti (Casto
pomoci kvantitativnich testu)

o Vyjimkou jsou pripady, kdy jde asi o
kontaminaci (zejména u koagulaza
negativnich stafylokoku)



SPOLUPRACE LABORATOR — ODDELENI

o Laborator se snazi v prubéhu
hemokultivace spolupracovat s
oddélenim, nejlépe formou telefonického
hlaseni, zasilani mezivysledku (i v pripadé
negativnich hemokultur) apod.

o UziteCna je také dlouhodoba evidence
pozitivnich nalezu v ramci soustavného
sledovani nozokomialnich nakaz.

o Konkreétni formy spoluprace je tfreba
dohodnout vzdy individualné



4 Rozhodnuti, jak zpracovat

Je 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 ¢i VS mikrobiologa, jak
vzorek zpracovat



S Vlastni zpracovani (1)

o Vlastni zpracovani zpravidla zajistuji
laboranti

Postupuje se vzdy
prisné asepticky,
aby se omezilo
riziko laboratorni
kontaminace.
Prace v biohazard
boxu je zaroven i
dobrou prevenci
profesionalnich
nakaz




S Vlastni zpracovani (2)

o Zpracovani bakteriologickych kultivacnich
vzorku obvykle zahrnuje nasledujici

pred vlastnim zpracovanim se nékteré vzorky
homogenizuji, centrifuguji ¢i jinak upravuji
u neékterych typu vzorku rychlé postupy —
mikroskopie, popt. pfimy prukaz antigenu
témer vzdy je zakladem kultivace na nékolika
pevnych pudach (KA + Endo + popr. dalsi)
nékdy téz pomnozeni v tekuté pude (v pripadeé
vytéru ze spojivky POUZE tento bod)
o Zpracovani jinych vzorku (serologie, PCR,
mykologie, parazitologie) je specialni a je dana
typem vySetreni a povahou vzorku




Tekuté pudy a pevné pudy

o Zakladem tekutych pud je masopeptonovy
bujon (hovézi vyvar + bilkovinny hydrolyzat).
Pouzivaji se predevsim k pomnozeni. Vysledek
se Spatné hodnoti: v podstaté jen Ciry bujon /
zakaleny bujon (roste /neroste)

o Zakladem vétSiny pevnych pud je tentyz bujon,

ale doplnény vytazkem z agarove rasy. Bakterie

na pevnych pudach rostou pomaleji, ale zato
velmi rozmanité, a lze je rozockovat.
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Pevne pudy




Tekuté pudy




Rozdéleni tekutych pud

o Tekuté pudy mnoho kategorii nemaji. Vlastné
jen dvé:
Pudy pomnozZovaci jsou nejbéznéjsi a
univerzalni. Prikladem je bujon pro aerobni
kultivaci a VL-bujon pro anaerobni kultivaci

(VL = viande-levure, z francouzstiny — obsahuje
masokvasnicny extrakt)

Pudy selektivné pomnoZovaci maji za tikol
pomnozit urcitou bakterii a potlacit mnozeni
jinych. Prikladem je selenitovy bujon pro
salmonely



Pevné selektivni pudy

o Ucelem je selektovat (vydélit) ze smési
bakteérii pouze urcitou skupinu nebo
skupiny

o Prikladem je agar pro stafylokoky s 10 %
NaCl

o Nékdy je selektivnosti dosazeno pridanim
antibiotika. Krevni agar s.amikacinem je
selektivni pro streptokoky a enterokoky



Pudy diagnostickeé

o0 Nepotlacuji rust zadného
mikroba

o Zato diky svému slozeni
rozliSuji mikroby podle
urcité vlastnosti

o Prikladem je krevni agar ke
sledovani hemolytickych
vlastnosti a VL krevni agar
(podobny, ale na anaeroby)




Pudy selektivné diagnostickeé
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o Kombinuji v sobé

selektivni a diagnosticke
vlastnosti

- Prikladem puda Endova:
Rostou pouze nékteré
G- bakterie (selektivita)

Ty, co rostou, lze rozlisit na
laktoza pozitivni (Cervené) a
negativni (bledé€)

- Podobna je puda McConkeyho,
ve sveté béznéjsi

o Selektivné diagnostické jsou i pudy XLD, CIN
aj.



Pudy XLD a MAL na salmonely
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Pudy selektivni, diagnostické a
selektivné diagnostické — shrnuti

Puda Kmen A Kmen B
selektivni neroste roste

Puda
diagnosticka

Puda Kmen E Kmen F Kmen G
selektivné neroste roste, ma roste, ma
diagnosticka kolonie kolonie

makoveé takoveée



Pudy obohacené a selektivné
obohacené

O Jsou urceny pro narocCne
mikroby

o Obsahuji razné nutricni
faktory
Obohacenou pudou je i krevni

agar, ktery jsme ale uvedli
mezi pudami diagnostickymi

Prikladem ,,Cistych obohacenych

pud® jsou cokoladovy agar pro patogenni neisserie
a hemofily a Levinthaluv agar jen pro hemofily
(které ani na krevnim agaru nerostou)



Pudy ke specialnim ticelum

In vitro testovani citlivosti

na antimikrobialni [atKy:
Miilleruv-Hintonové agar;
slouzi zaroven ke sledovani
pigmentu bakterii

Vpravo nahore
nepigmentovany
stafylokok, vievo dole
zelené pigmentovana
Pseudomonada




6 Zaslani vysledku

oVysledek je zaslan pote, co je dokoncen
diagnosticky proces. Nékdy je poslan
predbézny vysledek (,mezivysledek®) po
ukonceni aerobni kultivace s tim, ze to, co
trva delsi dobu (kultivace kvasinek, anaerobu
apod.) bude pripadné zaslano dodatecné

oVysledek uz v sobé zahrnuje kus
interpretace: mikrobiolog se vyjadiuje k
evidentnim kontaminacim, nahodnym
nalezam, bézné flore, komentuje nalez v
poznamece



7 Interpretace

o Definitivni interpretace nalezu je ovSem v
rukou klinika. Pouze on, nikoli mikrobiolog,
totiz drzi v rukou vedle mikrobiologického
nalezu také biochemicky, rentgenovy,
ultrazvukovy, a predevSim zna pacienta —
vypacil z néj anamnézu, vysetril jej, popripadé
(u obvodnich lékaiu) jej zna dlouhodobé.

o Samozrejmé, konzultace klinika a
mikrobiologa je u zavaznych pripadu velice
vhodna. Na druhou stranu nelze konzultovat
kazdy nalez.



Prehled bézné flory

Kuze, nos, boltec, zevni

Stafylokoky, korynebakteria,

zvukovod, kozni adnexa

Hltan a tstni dutina

Tlusté (i tenké) stfevo

Vagina

Pfechody (rty apod.)

kvasinky

Ustni streptokoky a neisserie

Hemoftily, mala mnozstvi
pneumokokil, meningokokd,
anaeroby, nepat. treponem.

Anaeroby, enterobakterie,
enterokoky, Entamoeba coli

Laktobacily, mala mnozstvi
nejraznéjsich mikrobu

Smés zastupct obou mist



S ¢im si lze splést patogena

oS kontaminaci: nejcastéji bakterie
rodu Bacillus, Micrococcus, Kocuria, ale
i mala mnozstvi stafylokoku, plisni a
podobné

0S nahodnym nalezem: u vytéru z
krku mikrob, ktery se tam dostal s
potravou

oS béznou florou: tyka se mist, ktera
svou béznou floru maji



Laborator klinické bakteriologie

Mikrobiolog (VS) Laborant 1
Laborant 2 ,,odec1t’av }ab’orator“ - zapisuje
,d&la opatka prohlizi vysledky vysledky

11 FA (

u pozitivnich
vzorku
pripravuje testy
citlivosti a testy
bliZsiho urceni
mikroba
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Jak najit patogena mezi
béznou orofaryngealni florou

o Bézna orofaryngealni flora zahrnuje astni
streptokoky (bezbarvé drobné kolonie s
viridaci) a ustni neisserie (drobné zlutave
kolonie bez hemolyzy. To vyrazné ztézuje
hledani moznych patogenu. Presto:

(ale 1
) se projevi vyraznou hemolyzou na
krevnim agaru
Pro zachyt se pouziva disk s
bacitracinem — ve vySSi koncentraci nez v
bacitracinovém testu (k odclonéni bézné flory)

Pro zachyt se pouziva disk se
smési vankomycinu s kolistinem




Zachyt patogena v krku ¢i sputu

1 ockovano tamponem

2 ockovano klickou

3 stafylokokova cara

4 disk BH (bacitracin pro
hemotfily)

5 disk VK (vankomycin a
kolistin pro meningokoky)

Na celé naockované plose
patrame po streptokocich
(bezbarvé) a po
stafylokocich (spise bilé ¢i
zlatave)




Kultivacni vysledek vytéru z
krku s béznou flérou

V téchto mistech
patrame po hemofilech




Prakticka poznamka

oMalé, nasedlé, skoro bezbarvé, s viridaci,
to jsou ustni streptokoky.

oMale, nazloutlé, bez viridace, bez
hemolyzy (nebo s nepatrné naznacenou
hemolyzou), oxidaza pozitivni, to jsou
ustni neisserie

oPokud na misce vidite jesSté néco jiného,
a zvlast pokud to ,,néco“ ma vyraznou
hemolyzu,l bude to asi kyzeny patogen.



Vytér z krku
Diagnostickeé schéma

oDen O: pouze nasazeni kultivaci

oDen 1: vysledek primokultivace vzorku
na KA a EA. NaCl se zde nepouziva. I v
tomto pripadé se KA s béznou florou
prodluzuji

oDen 2: expedice vSech negativnich a
vetSiny pozitivnich vysledku

oDen 3: expedice témeér vSech zbylych
pozitivnich vysledkt



Farynx — mozné nalezy

oBézna flora: Ustni streptokoky a neisserie;
hemofily (hlavné H. parainfluenzae), za
normalni se povazuje i malé mnozstvi
aureu, pneumokoku, meningokoku,
moraxel apod. DalSi soucasti bézné flory
(anaeroby, spirochety) se pri bézné
kultivaci neodhali

oPatogeny: pyogenni streptokoky,
arkanobakteria; casto se nenajde nic a
puvod je virovy (EB viry a jiné)

oNejvyznamnéjSim patogenem je
Streptococcus pyogenes.




Moc¢
Zakladni diagnostické schéma

oDen 0O: pouze nasazeni kultivace

oDen 1: vysledek primokultivace vzorku
na KA a EA ¢i1 MCh, expedice vSech
negativnich, testovani patogenu

oDen 2: expedice pozitivnich, je-li
dostatecna citlivost a uspokojive blizsi
urceni

oDen 3: expedice dalsich pozitivnich
vysledku



Mo¢c

oBézna flora sice neni, ale u starSich osob je
Casto pritomna bezpriznakova bakteriurie,
kterou u téchto osob neni nutno 1écit

oZa pravdépodobnou kontaminaci (Ci
nahodny nalez) povazujeme vSe v mnozstvi
do 10* / ml, vSe v mnozstvi do 10° / ml pri
dvou ruznych bakteriich a uplné vse pri
trech a vice bakteriich

0Z patogenu jsou nejbéznéjsi enterobakterie,
enterokoky, S. agalactiae, stafylokoky a
dalsi



Semikvantitativni zpracovani moce

o Pouziva se kalibrovana plastova klicka — do ocka
klicky se zachyti vzdy 1 ul moce

o Tento mikrolitr se rozockuje vétSinou na polovinu
misky krevniho agaru (vy to mate na celé misce)

o Dale se ockuje i na Endovu pudu nebo URIchrom,
zde se vSak jiz hodnoti jen kvalitativné

O Samoziejme, to, ze urcujeme kvantitu, nijak
neznamena, ze bychom se vykaslali na urcovani
rodu a druhu patogena

o U cystitid volime zpravidla nitrofurantoin,
pripadné ko-trimoxazol, je-li bakterie na né
citliva



Semikvantitativni hodnoceni

oCet PocCet CFU | Pocet CFU Hodnoceni
onii na | (bakterii) v1 | (bakterii)v1l| (plati pro1l
misce ul moce ml moce druh bakt.)




