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Poznamka: Z praktickych divodu tato
orezentace zahrnuje celé téma mikrobialniho
piofilmu v klinické mikrobiologii. V praktiku je

téma rozdéleno — cast ukolu (ty, které
traviciho traktu, konkrétné ustni

sou soucasti jedenactého tématu,
niofilm na cévnich katetrech) soucasti

no tématu.
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Dychaci
infekce —

Uvod B8



Vyznam infekci dychacich cest
(respiracnich nakaz)

® Jsou to nejbeznéjsi infekce v ordinaci
praktického Iékare (mikroby se v dychacich
cestach snadno pomnozuiji)

® Maji obrovsky ekonomicky dopad
(neschopenky, OCR)

® Maji sklon vyskytovat se v kolektivech a obcas
probihat v podobé epidemii

® Tri Ctvrtiny respiracnich infekci (a u déti jeste
vice) vyvolavaji viry



Umisténi nakazy v ramci
dychacich cest

® Neni jedno, kterou cast dychacich cest infekce postihuje
(lisi se vysetrovani, lécba i zavaznost).
— Priznaky infekci rznych casti dychaciho traktu jsou
rizné (smrkani u rhinitid, kasel u infekci DCD)
— Ruzni jsou také puvodoci
® Proto je treba rozliSovat infekce:

— hornich cest dychacich (plus anatomicky i stredniho
ucha, které s nimi souvisi)

— dolnich cest dychacich, vcetné plic (nekdy se plice
kladou zvlast, nejde uz o , cestu”)

Je ale potreba pocitat také s tim, Ze infekce muze
postihovat vice casti dychacich cest soucasné.



Rozdéleni dychacich infekci

HCD a prilehlé organy
® infekce nosu a nosohltanu

® infekce ustni casti hltanu
(faryngu) vcetné mandli

® infekce vedlejsich dutin
nosnhich

® vetsinou se sem prirazuji
z anatomickych duvodu
takeé infekce stredniho ucha

DCD a plice:
® infekce priklopky hrtanové

® [nfekce hrtanu (laryngu) a
prudusnice (trachey)

® infekce bronchu (prudusek)

® infekce bronchiolu
(prudusinek)

® infekce plic



Neni chripka jako ,,chripka®

® VétsSina béznych akutnich onemocnéni dychacich cest
probiha jako rhinitidy, faryngitidy nebo smisené
rhinofaryngitidy (zanéty nosu a hltanu). Epidemiologové
pouzivaji zkratku , ARI“ — acute respiratory illness (akutni
respiracni onemocneéni). Lidé ¢asto mluvi o ,,chripce”, ale o
tu tady nejde

® Prava chripka sice postihuje dychaci cesty, ale spise dolni,
projevuje se suchym kaslem a také celkovymi priznaky
(schvacenost, horecka). Podobné se ovSem mohou
orojevovat i napriklad tzv. parachripky. Epidemiologové
tady pouzivaji zkratku ,,ILI“ (influenza-like illness, chripce
podobna onemocnéni).



Normalni osidleni dychacich cest

® Nosni dutina nema specifickou floru, prechazi tam
vSak mikroflora z kUze (predni ¢ast) a hitanu (zadni
cast)

® V hitanu (stejné jako v ustni dutin€) nachazime
ustni streptokoky, neisserie, nevirulentni kmeny
hemofilt aj. Mnohé dalsi tam jsou, ale vétSinou je
nevykultivujeme

® Plice a dolni dychaci cesty jsou za normalnich
okolnosti bez vétsiho mnozstvi mikrobu

® Na ostatnich mistech (hrtan) jsou ruzné prechod
(hrtan — jako v hltanu, ale méng)




. Indikace

k vysetreni pfri
chorobach

dychacich cest



Vysetrovani a |[écba infekci nosu a
nosohltanu

® VVysetrovani je zbytecné. Ani hlenohnisavy sekret neni
duvodem provadét bakteriologické vysetreni, pokud
netrva delsi dobu.

® Lécba je symptomaticka (pri ucpaném nosu kapky,
jinak tekutiny, napt. Caj; ani antipyretikum neni pfrilis
vhodné, protoze zvySena teplota pomaha proti virum).
Antibioticka Iécba neni indikovana. Nanejvys je mozno
zkusit lokalni [éCbu framykoinem.

® Pouze pokud infekce trva déle nez 10-14 dnu, je
vhodné vysetrit vytér z nosu (vyhnout se kontaminaci
z kUze!) a |écCit cilené antibiotiky dle citlivosti



Co pravi odbornici

,Vice nez 80 % rhinitid je provazeno zménami na sliznicich
dutin, proto toto onemocnéni byva nazyvano také
rhinosinusitida. Kasel provazi asi 60-80 % rhinosinusitid.
Hlenovita sekrece z nosu se do tfi dnu od pocatku
onemocnéni méni v hlenohnisavou, obsahujici
deskvamované epitelialni bunky a kolonizujici bakterie
bézneé se vyskytujici v nose. Tato kvalitativni zména sekrece,
ktera byva casto v ambulantni praxi nespravné povazovana
za bakterialni komplikaci, zejména provede-li se kultivacni
vysetreni hlenu nebo vytéru z nosu, vsak patri
k prirozenému prubéhu virové rhinosinusitidy.”

(Respiraéni infekce — doporuéeny postup CLS JEP)



Vysetrovani a |[écba infekci
prinosnich dutin

® Lécba sinusitidy pravdépodobného bakterialniho puvodu
by méla byt zahajena neprodlené, i bez vysetreni.

® Lékem volby je amoxicilin (napr. AMOCLEN), alternativou
muze byt doxycyklin (DOXYBENE), u déti kotrimoxazol (napr.
BISEPTOL)

® \/ysetrovat vytér z nosu Ci krku je k nicemu.

® Pokud mame pochybnosti o uspésnosti [éCby a chceme |éCit
cilené, jedina moznost je spravné provedena punkce Ci
vyplach dutin na ORL, samozrejmeée pokud vyplach, ne
borovou vodou!! Na zadanku nutno uvést, zda jde o Cisty
punktat, nebo proplach fyziologickym roztokem



Vysetrovani a lécba infekci
stredniho ucha

® Lécba ma smysl, pokud jde o skutecné prokazany
zaneét (bolest, zarudnuti, horecka) a nereaguje na
protizanétlivou lécbu

® Lékem volby je amoxicilin (napr. AMOCLEN),
alternativou muze byt kotrimoxazol

® \/ysetrovat vyteéer ze zvukovodu ma smysl| pouze po
provedené paracentéze (propichnuti bubinku)

® Jinak ma samozrejmeé smysl vysetrit hnisavou
tekutinu, ktera je pri paracentéze odebrana



Tonsilopharyngitis
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Vysetrovani a lécba infekci z krku

® Vzdy by meél byt proveden vytér z krku (tonsil) k ovéreni
bakteridlniho puvodu a pripadné uréeni plvodce. (To, zZe
mnozi lékari vytery nedelaji, jesté neznamena, ze je to tak
dobre.)

® Protoze ale zpravidla neni mozné cekat na vysledek
kultivace, provede se také vysetreni CRP (zvyseny u
bakterialnich infekci, typicky nad 60 mg/l — u virové naopak
pod 40 mg/l), jehoz vysledek je k dispozici mnohem dfrive

® Lécba by méla byt cilena. U angin zpusobenych
Streptococcus pyogenes (a téch je naprosta vetsina) je
lékem prvni volby V-penicilin. Makrolidy (RULID, KLACID,
SUMAMED, AZITROX) by se mély pouzivat pouze u
alergickych pacientu.

® Pripadné serologie EB viru a cytomegaloviru (vylouceni
infekéni mononukledzy a cytomegalovirdzy)



Vysetrovani a lécba zanétu hrtanu
(a prudusnice)

® Neni co vysetrit. Délat napf. vyter z krku je
nesmyslné, protoze v krku jsou uplné jiné bakterie.
Mikrobiologicke vysetreni se tedy az na vyjimky
(chronické stavy) neprovadi

® Lécba je jen symptomaticka. Antibiotika nejsou
indikovana prakticky za zadnych okolnosti



Vysetrovani a lécba zanétu
prudusek a prudusinek

® Zakladem je klinické vysetreni, které prokaze rozvoj kasle
s vykaslavanim, bez nalezu na plicni tkani (podle rentgenu a
klinického vysetreni)

® Laboratorni vysetrovani je vétsinou zbytecné. U
vykaslavani hnisu se zasild sputum (chrchel), nebot je
pravdepodobna sekundarni bakterialni infekce. V tom
pripadé ma také smysl vysetrit CRP. Dale je mozno poslat
krev na serologické vysetreni protilatek proti
mykoplasmatum a chlamydiim.

® Lécbha antibiotiky je vétsinou zbytecna, u mykoplasmat a
chlamydii se pouziji tetracykliny nebo makrolidy



Zvlastni pripad: akutni zhorseni
chronické bronchitidy

® Charakterizovana
— zhorsenim kasle
— zvysenou expektoraci a zménou charakteru sputa i jeho barvy
— Casto zhorsenim dusnosti.

® Puvodci jsou do 40 % viry

® 7 baktérii jsou nejcastejsimi vyvolavateli H. influenzae,
Streptococcus pneumoniae Ci Moraxella catarrhalis.

® Rutinni antibioticka |éCba pacientl se nedoporucuje

® Podani atb ma prokazatelny ucinek pouze pokud jsou u
pacientl pritomny soucasné vsechny tri priznaky
onemocneéni



Mikrobiologické vysetrovani infekci plic

® U klasickych komunitnich pneumonii
— krev na hemokultivaci (hemokultura)
— sputum — mikroskopické a zakladni kultivacni vysetreni
— sputum — kultivacni prukaz Legionella pneumophila

— moc — prukaz antigenu Legionella pneumophila

® U atypickych pneumonii
— krev — sérologické vysetreni (prukaz protilatek)
— hemokultura a sputum na bakteriologii (pro jistotu)
— virologické vysetreni (sérologie, primy prukaz)
— sputum — primy prukaz puvodce (EIA, PCR)

e Specialni pripady: TBC (sputum na TBC), plicni
aspergiléza (kultivace BAL, antigeny v krvi, serologie)



Odbery a
vysetrovani u
dychacich
infekci



Odbér vzorku na vysetreni
z dychacich cest obecné (1)

® Na bakteriologii posilame

— vytéry — (z krku, tonzil, nosu apod.), vzdy na tamponu
v transportni pudeé (napr. Amiesové), popsat odkud je
vytéer

— sputum, trachealni aspirat ci bronchoalveolarni lavaz,
pripadné také ruzné endotrachealni kanyly a podobné

vzorky, u bronchitid a pneumonii (pozadavek vysetreni
TBC musi byt na zadance!)

— hemokulturu u pneumonii
— moc na legionelovy antigen

® Na mykologické vysetreni volime vytér na tamponu
v souprave FungiQuick (ale také bézny Amies)



Odbeér vzorku na vysetreni
z dychacich cest obecné (2)

® Virovi puvodci se vetSinou nevysetruiji.

® Je-li vyjimecné potreba je vysetrit, volime napt.
vyplachy z nosohltanu a bronchoalveolarni lavaze
specialnim médiem, Ci krev na serologii
respiracnich viru (tj. na protilatky — je ale treba
pocitat s tim, ze protilatky se vytvori az za tyden Ci
dva po propuknuti nemoci)

® U viru chripky se pouziva vytér ze zadni steny
faryngu do specialniho transportniho meédia



Vytér z krku — technika

® Odbérovy material: Tampon na tycCince v transportnim
mediu podle Amiese.

® Zpusob odbéru:

— Tampon se zavede za pomoci Spatle za patrové oblouky, aniz by
doslo k dotyku se sliznici dutiny ustni.

— Valivym pohybem se razantnée setre povrch obou tonsil a
patrovych oblouku tak, aby se do tamponu nasalo dostatecné
mnozstvi sliznicniho sekretu.

— Soucasné se provede vytér ze zadni stény faryngu.

— Tampon se opatrné vyjme, aby se zabranilo jeho kontaminaci, a
vlozi se do sterilniho obalu, nejlépe s transportnim médiem.

® Uchovavani: Do 24 hodin pfi pokojoveé teploté (na kapavku
neuchovavat a zaslat okamZité)

® Transport: Do 2 hodin pri pokojové teplote.



Vytér z nosohltanu (,,pertussoidni”
syndrom, podezreni na davivy kasel)

® Odbérovy material: Tampon na dratu; na bordetely
nutno ihned naockovat na specialni kultivacni pudu, na
hemofily staci zaslat v transportni pudé

® Zplisob odbéru: Koncova ¢ast (asi 3 az 4 cm) tamponu na
draté se ohne o hranu odbérové zkumavky do uhlu 90°,
zavede se ustni dutinou za patrove oblouky k zadni sténé
nasopharyngu, aniz by doslo k dotyku se sliznici dutiny
ustni nebo tonsil. Krouzivym, véjifovitym pohybem se
provede stér z faryngealni sliznice (tamponem vzhuru).

® Uchovavani: Okamzity transport do laboratore.
® Transport: Do 2 hodin od odbéru pri pokojové teplote.



Odbeér sputa

® Odbérovy material: Sterilni pruhledny kontejner z umélé
hmoty se Sroubovacim vickem.

® Zpusob odbéru:
— Odber se provadi vzdy za dohledu sestry nebo lékare.

— Pacient si vyplachne usta a vyklokta vodou (omezeni kontaminace
ustnimi bakteriemi)

— Poté pacient zhluboka zakasle tak, aby vykaslal sekret z dolnich
dychacich cest, nikoliv sliny ¢i sekret z nosohltanu.

— Takto ziskané sputum se zachyti do sterilniho kontejneru v objemu
nejménée 1ml.

® Uchovavani: Do 24 hodin pri chladnickové teploté
® Transport: Do 2 hodin pri pokojové teplote.



Mozna vysetreni u plicnich infekci

® Zakladem je klinické vysetreni a rentgen, dulezité je
rozliseni klasické x atypické pneumonie (zcela jiné
spektrum puvodcu)

® U klasickych pneumonii ma smysl spravné odebrané
sputum, pripadné (zejména u septického prubéhu) krev
na hemokultivaci

® U atypickych pneumonii serologie mykoplasmat a
chlamydii (pripadné v ramci ,,serologie respiracnich viru“).

® U nemocnicnich pneumonii muze pripadat v Uvahu navic
cilené vysetreni na legionely. Kromé kultivacniho
vysetreni je mozné i vysetreni moce na legionelovy
antigen, pripadné serologie



Co napsat na zadanku o vysetreni

® Kromé vyplnéni obvyklych poli (jméno, Cislo
pojisténce...) je dulezité pole pozadavku, co ma byt
vysetreno.

® Priklady formulaci na zadance:
— Vytér z krku na bakteriologii
— Punktat Celni dutiny na bakteriologii + kvasinky
— Krev na serologii plvodcu atypickych pneumonii
— Sputum na bakteriologii
— Sputum na TBC (kultivace + PCR)
— Hemokultura €. Il z periferie
— BAL na Pneumocystis jirovecii



Co je potreba vedet

® Na pruvodku je nutno uvést, o jaky vzorek jde, jaké
vysetreni je pozadovano, a pripadné dalsi podstatné
udaje

® Mikrobiolog ma pravo odmitnout spatné odebrany

vzorek sputa (nehnisavy, neobsahuje leukocyty, jen
epitelie = jsou to sliny!!!)

® Kultivace tuberkulozy trva nékolik tydnu, stejné tak
kultivace nekterych hub

® U virologie a prukazu ruznych antigenu zavisi

rychlost vysetreni hlavné na organizaci prace




/pracovani a

vvhodnoceni

respiracnich
vzorku



Co se se vzorky déje v laboratori

® \/étSina vytéru se kultivuje na krevnim agaru. Na
ten se umistuji disky, jejichZ cilem je odclonit
béZnou fléru a umoznit zachyt patogenu. Kvuli
hemofilovi, ktery na KA roste jen v pritomnosti
napr. zlatéeho stafylokoka, se na agar ockuje
stafylokokova ¢ara

® U sput apod. se také provadi mikroskopie
® Kromé KA se uzivaji dalsi pudy, napf. Endova

® Virologickeé vzorky se izoluji na vajickach Ci
tkanovych kulturach, nebo se hleda antigen

® V serologickych vzorcich se hledaji protilatky



Jak najit patogena mezi béznou

orofaryngealni flérou

e Bézna orofaryngealni fléra zahrnuje ustni
streptokoky (bezbarvé drobné kolonie s viridaci) a
ustni neisserie (drobné zlutaveé kolonie bez
hemolyzy. To vyrazné ztézuje hledani moznych
patogenu. Presto:

— Hemolytické streptokoky (ale i zlaty stafylokok) se projevi
vyraznou hemolyzou na krevnim agaru

— Pro zachyt hemofilu se pouziva disk s bacitracinem — ve
vysSi koncentraci nez v bacitracinovém testu
(k odclonéni bézné flory)

— Pro zachyt meningokoku se pouziva disk se smeési
vankomycinu s kolistinem



Zachvt patogena v krku ¢i sputu

o] 1 o¢kovano tamponem

—_—
e

2 ockovano klickou

3 stafylokokova cara

4 disk BH (bacitracin pro
hemofily)

5 disk VK (vankomycin a
kolistin pro meningokoky)

Na celé naoCkované plose
patrame po streptokocich
(bezbarvé) a po
stafylokocich (spisSe bilé Ci
zlatavé)




Kultivacni vysledek vytéru z krku

S beznOU ﬂOrOU V téchto mistech

Bacitracinovy disk miZe byt umistén budto na patrame po hemofilech
stafylokokovou ¢aru, nebo cca 1 cm od ni,
pouzivaji se oba zpUsoby.




Vysvetlivky k dalsimu textu

KA — krevni agar

EA — Enduv agar; vétSinou lze misto néj pouzit
alternativné také McConkeyho agar

KA+AMIK — krevni agar s amikacinem, selektivni pro
streptokoky a enterokoky

NaCl — KA s 10 % NaCl, selektivni pro stafylokoky
B — bujon



www.lumen.luc.edu



Vysetreni sputa
Diagnostické schéma (1)
e Den 0: mikroskopie (Gramovo barveni)

e Den 1: vysledek primokultivace vzorku na KA a EA.

Je-li pritomna jen bézna fléra, EA se vyhodi a KA se
prodluzuje do dalsiho dne. Pripadny patogen se
urcuje a testuje se jeho citlivost; je-li ho malo, déla
se jeho izolace (kolonie se opatrné nabere klickou a
naockuje se na celou misku krizovym roztérem tak,
aby se urcité ziskal Cisty kmen.

e NaCl se u sputa nevyuziva, ale u nékterych jinych
respiracnich vzorku (trachealni aspirdty, bronchoalveoldrni
lavaze) ano.




VysSetreni sputa
Diagnostické schéma (2)

e Den 2: expedice negativnich vysledku (prohlizeni
,prodluzek® jak rikame u nas, €i ,,dohrivek®, jak
rikaji v nemocnici na Homolce). Expedice vétsiny
pozitivnich vysledkd, je-li blizsi uréeni hotovo a test
citlivosti uspokojivy. Neni-li, nebo je-li hotova teprve
izolace, ,,jede se dal”“.

e Den 3: expedice véetsiny zbylych pozitivnich vysledku
(rezistentni, Spatné urcitelné, z izolaci)

* Den 4: vyjimecné expedice poslednich vysledku



Sputum — mozné nalezy

e Bezna flora: V DCD sice neni, ale pri pruchodu HCD
vzdy dochazi ke kontaminaci ustnimi streptokoky a
neisseriemi

e Patogeny: pneumokoky, pyogenni streptokoky,
hemofily (klasické pneumonie). Puvodci atypickych
pneumonii vétsinou nejsou kultivovatelni.

e Jednim z nejcastéjSich nalezu je Staphylococcus
aureus. Lékem volby by mél byt oxacilin, ovsem ten
neni t. €. dostupny v peroralni formé. Mohl by se
tedy pouzit napr. nektery cefalosporin I. generace.



Prakticka poznamka

e Malé, nasedlé kolonie, skoro bezbarve, s viridaci,
to jsou ustni streptokoky.

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

e Pokud na misce vidime jesté néco jiného, a zvlast

pokud to ,néco” ma vyraznou hemolyzu, bude to
asi hledany patogen.



,O0decitani” bakteriologie

Archiv MiU LF MU
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Vyter z krku
Diagnostické schéma

Den O: pouze nasazeni kultivaci

Den 1: vysledek primokultivace vzorku na KA a EA.
NaCl se zde nepouziva. | vtomto pripadeée se KA
s béznou florou prodluzuji

Den 2: expedice vsech negativnich a vétsiny
pozitivnich vysledku

Den 3: expedice témeér vsech zbylych pozitivnich
vysledku



Farynx — mozné nalezy
e Bé7na 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

e Patogeny: pyogenni streptokoky, arkanobakteria;
Casto se nenajde nic a puvod je virovy (EB viry a jiné
respiracni viry)

e Nejvyznamnejsim patogenem je Streptococcus
pyogenes. Lékem volby u nealergickych pacientu je
jednoznacné — ale to prece vite ©




VVyznam a
rozdeleni infekci
travicich cest



Vyznam infekci travicich cest

e Mnohé z nich jsou prenaseny kontaminovanymi
potravinami a vodou

e Neprijemné, ekonomickeé ztraty nejen pri infekci,
ale i pri kontaktu s infekci

e Pro jejich predchazeni je zasadni hygiena
v potravinarskych vyrobnach a provozovnach a
ochrana vodnich zdroju

e Dulezita je také osobni hygiena vcetné hygieny
dutiny ustni

e \VV |écbé jen vyjimecné pouziti antibiotik



Rozdeéleni travicich infekci

e Rozlisujeme
— infekce v dutiné ustni
— infekce hltanu — viz respiracni infekce

— infekce jicnu — velice vzacné, vétsinou sekundarni pfri
plvodné neinfekéni nemoci

— infekce zaludku (i spiSe spoluptsobeni zaludecénich
mikrobu u nékterych chorob)

— infekce tenkého streva (enteritidy)
— infekce tlustého streva (kolitidy)
— Casto infekce obou casti (enterokolitidy)



Normalni osidleni travicich cest

e Rty znamenaji prechod kozni a ustni flory

e V ustni dutiné (stejné jako v hltanu) nachazime
ustni streptokoky, neisserie, nevirulentni kmeny
hemofilt aj. Mnohé dalsi tam jsou, ale vétSinou je
nevykultivujeme

* Jicen a zaludek jsou za normalnich okolnosti bez
veétsSiho mnozstvi mikrobu

e V tenkém a zejména tlustém strevé nachazime
zpravidla asi 1 kg anaerobu, dale enterobakterie,
enterokoky, kvasinky, nékdy i nepatogenni améby

e Rit je opét mistem pfechodu stfeva a klize



Odbery a
vysetrovani u
infekcl streva



Odbér a transport stolice na
jednotliva vysetreni
Bakterie — v Amiesoveé transportni pudée

Kvasinky — |épe sice v pudé FungiQuick, ale v zasadé také
staCi Amiesova transportni puda

Viry — vzorek velikosti liskového orisku; ma-li byt provedena
izolace viru, je nutno chladit

Paraziti — opét velikosti liskového orisku, nemusi byt
sterilni. Oznacit cestovatelskou anamnézu! Zpravidla tri
vzorky (jeden negativni nevylucuje pozitivitu)

Toxin Clostridium difficile — opét velikosti orisku

Roupi — Grahamova metoda — perianalni otisk na specialni
lepici pasku, mikroskopuje se

Otravy bakterialnim toxinem — zvratky, zbytky jidel



Odbér stolice na bakteriologii

Pacient stoji (kleci) a opira se o ruce (lokty) nebo lezi.

Odbérovy tampon se opatrné zavede za analni sverac,
opatrnou rotaci se setre povrch analni sliznice a krypt

Pri spravném odbeéru je stolice makroskopicky zretelna
na povrchu tamponu.

Tampon se vlozi do nadobky (zkumavky) urcené

k transportu, v nadobce s transportnim mediem tampon
musi byt zanoren hluboko do media. Nadobka musi byt
dobre uzavrena.

Uchovavani a transport probihaji pri pokojové teploté,
lepsi je ovSem dorucit vzorek ihned

Na zadanku je vhodné uvést adresu pacienta



ProC adresu?

e \/ pripadé nalezu obligatniho patogena (salmonela,
shigela, kampylobakter, yersinie) je laborator
povinna hlasit nalez na Uzemné prislusné
pracovisté hygieny, takze jednak musi védeét, na
které okresni pracoviste volat, jednak pri samotném
hlaseni je adresa vyzadovana, aby mohl byt pacient
osloven

e Pokud na zadance adresa neni, zjisti laborator

adresu telefonickym dotazem (coz je ovsem
zbytecné zdlouhavé)



Odbér kusové stolice (na parazity,
toxin C. difficile, pripadné viry)

Pro odbér se pouziva kontejner s lopatkou, sterilita neni
striktné vyzadovana (hlavné u parazitu)

Pacient odebere po defekaci kousek stolice velikosti
liskového orechu (ne mensi), ne z povrchu stolice, ne tak,
aby mohlo dojit ke kontaminaci

Nutno vysetrit nekolikrat za sebou, zpravidla se provadi
tri dny po sobeé

Material Ize uchovat v lednici, ale nesmi zmrznout

Pri vySetreni na lamblie je |épe dorucit material do

laboratore Cerstvy; je vhodné domluvit s laboratofri cas
odbéru. U izolace viru nutno uchovavat pfri 0 °C



Jesteé ke stolici na parazity

e Dulezité je uvedeni tzv. cestovatelské anamnézy,
tedy nejen ,,navrat ze zahranici“ ale také presné
které oblasti, které pacient navstivil

e Pokud je ve stolici pritomen makroskopicky
pritomen cely parazit (napr. skrkavka), lze
poslat primo tohoto parazita ve zkumavce

e OvsSem pozor, €asto pacienti tvrdi, ze si ve WC
mise nasli parazita a ve skutecnosti jim do misy
zivoCich (treba zizala) spadl napr. z okenniho
parapetu

e Nékdy je presveédceni o pritomnosti parazita ve
streve soucasti psychiatrické diagnozy pacienta



Odbér na roupy
(Grahamova metoda)

e Odbér se provadi rano bez omyti (samicky roupu
pres noc nakladou vajicka do perianalnich ras)

e Pred odbérem pruhlednou (!) lepici pasku opatrné
odlepit z podlozniho skla, prilozit na analni otvor a
rasy v jeho okoli, stisknout hyzdé proti sobe, pak
zase rozevrit a pasku opatrné premistit zpatky na
sklo

e U dospélych (bolestivost kvuli ochlupeni) se pouzije
odber stolice (je ale mensi vytéznost), pripadné se
pouzije tzv. Schuffnerova tycinka



Diagnostika bakterialnich puvodcu

e Mikroskopie nema prakticky vyznam

eKultivace se provadi na ruznych pudach (vybér zavisi na stari
pacienta a diagndze, u cestovatell pripadné pridavame i
méneé obvyklé pudy), nalezené patogeny jsou identifikovany
—viz dale

*PFimy prukaz toxinti A a B (Clostridium difficile) jako
antigenu. Prukaz toxinu je dulezitéjsi nez samotny nalez
klostridia nebo nalez strukturalniho antigenu, na druhou
stranu i nalez antigenu bereme v pripadé odpovidajicich
priznakUl vazné (vice viz PO7)

X[PEC

Diagnostika virovych puvodct: vétsinou prikaz antigenu,
pripadné virove nukleove kyseliny.

\ cm
| 7esT

Diagnostika parazitarnich a houbovych plivodcu: vizte

specialni téma vénovaneé této problematice
WWW.0OX



Kultivace stolice

Den 0. (prijata stollce)
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- | identifikace CCDA - na kampylobaktery
Negativni vysledek je za 48h NaCl — na stafylokoky
Pozitivni za 72h a déle MCS - na nékteré STEC
*Neni-li uvedeno jinak, kultivace probiha p¥i 37 C Endo — na rizné enterobakterie

KA — na nékteré dalsi bakterie



ldentifikace bakterie

e Bakterie kultivujeme na rtiznych pudach, na
kterych maji charakteristicky vzhled

e Bakterie dale identifikujeme, zpravidla
biochemickymi testy

e \VV nekterych pripadech (salmonely, escherichie)
je zadouci antigenni analyza vypéstovaného
kmene (napr. u salmonel nebo nékterych E. coli)



Interpretace vysetreni stolice

e U vysledku vysSetreni stolice je nutno rozliSovat, zda jde o
primarni patogeny (salmonely, shigely, yersinie,
kampylobaktery) nebo jen podminéné patogeny; u
nékterych podminénych patogenu (predevsim u Escherichia

coli) je velmi zadouci blizsi urceni (EPEC, STEC, EAggEC a
dalsi)

e Interpretace se musi dit v kontextu klinickych priznakt
(pri masivnim nalezu tzv. nepatogennich améb a zaroven
vyraznych potizich muze byt vhodné preléceni)

e V pripadeé infekce Clostridium difficile je dulezité, zda je
pozitivni klostridiovy toxin. Samotny nalez

klostridiového antigenu nebo kultivacni nalez klostridia
mnoho nezhamena.



Zpét na
hlavni obsah







Na uvod
My jsme skvela flora bézna
k nasemu clovéku nézna
osidlime povrchy
cihame tu na mrchy

Schazime se kazdy patek
za UCelem tvorby latek
z kterych vznika biofilm
pevnejsi nez dub i jilm!

(Pisen bezne flory, in: O. Zahradnicek — Advent v dutinée ustni. Zkraceno)



Prehled temat

Zakladni charakteristika biofilmu

Bonus: Vice o biofilmu




Klinicke pripady
spojene s biofilmem



PEibéh prvni (tentokrat skutetny)

e Muz, 58 let, v roce 2001 zaveden
kardiostimulator, v roce 2002 opakované
hospitalizovan na internim oddéleni
s teplotami nejasné etiologie, vzestup
zanétlivych markeri

e V hemokulturach prokazan S. epidermidis
s velmi dobrou citlivosti

e Néekolikrat dlouhodobé preléCovan vysokymi
davkami antibiotik v kombinacich
(oxacilin, gentamicin, rifampicin, cefazolin,
cefalotin, klindamycin)



Pribeh — pokracovani
Zpocatku vzdy dobra odezva, poté se objevuji ataky
teplot i v priibéhu terapie.

Pri transesofagealnim vysetreni nalez vegetace na
komorove elektrode o velikosti 1,5 x 1,5 cm.

Kardiologové opakovane odmitaji odstranéni
kardiostimulatoru. Nasazena kombinace antibiotik
oxacilin + gentamicin + rifampicin, pacient

v dobrém klinickém stavu.

Znovu vsak dochazi k vzestupu teplot a zvyseni
CRP. Nasazena terapie vankomycin + rifampicin,
po zlepseni stavu je pacientovi odstranen trombus
a vymeénena elektroda (pod clonou ATB), to vede
k celkovému zlepseni stavu pacienta.




Vinikem byl biofilm

\'A A4

tim, ze nebyla brana v ivahu vysoka
rezistence mikroba rostouciho ve forme
biofilmu vUci témto antibiotikGim.

» Lécba nebyla od samého zacatku dostatecne
razantni a nedoslo k eradikaci loziska
biofilmu.

» Teprve odstraneéni elektrody (pod clonou
ATB) doslo ke zlepseni stavu pacienta.



wjijoiq Aronaie




Pribéh druhy

Michal byl 13lety kluk. Nenavidél rodice a rozhodl se
udélat cokoli, co bude proti nim..

Rozhodl se, ze jedna z metod boje s rodici by mohla
byt blokada vSeho, co po ném rodiCe chtéji.

A tak si prestal cCistit zuby, udrzovat poradek ve
svém pokoji a délat nékteré dalsi podobné véci.

Brzy ho ale zacCaly bolet zuby. Musel k zubari, ktery
konstatoval tezky zubni kaz. Zubarka mu zuby
spravila, ale také nemilosrdné trvala na tom, ze si
musi zacit zuby zase Cistit, jinak ze bude mit problemy
znova — ne jen s ni (a ostatnimi z generace ,vrat'te-se-
do-hrobu), ale hlavné s vlastnimi zuby.



ZloCincem byl

e ...0pét prerostly biofilm.

e V ustni dutiné je biofilm normalni. Je dokonce
uzitecny: normalni Ustni flora se organizovana ve
formé biofilmu, a tak se mize branit vnéjsim vliviim
vCetne patogennich agens

e Nicméne prilis prerostly biofilm (jako vysledek
priliS velkého mnozstvi zkonzumovanych cukrt a
priliS malého Cisténi zub(l) zplsobuje, ze biofilm se
stava nepritelem, misto aby byl pritelem
pacienta.



Biofilm utekl zubnimu kartacku a
stava se zdrojem kazu
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Zakladni
charakteristika
biofilmu



Biofilm: co je to?

e Biofilm je komplexni, organizovana
struktura
e Sklada se z zivych bunek (vétsinou

bakterii), hmot jimi produkovanych (vétsinou
polysacharidt) a kanalk

e Neni pritomen jen v zivych organismech, ale i
v prostredi. Napriklad kamen, na které jsme

uklouzli v 1été v rece Ci rybniku, byl asi pokryt

biofilmem. Biofilm je vyznamny i napriklad

v potravinarstvi n




Biofilm v rece

Water Channel
. ) Fast-Growing Cells

www.sbs.soton.ac.uk

() slow Growing Cells

<mmmm Microcolomes

Protozoa

Amoebae

Base Material



Rizné obrazky biofilmu

Biofilm na katetru

Foto: Archiv of Veroniky Holé



Rizné obrazky biofilmu

Biofilm na katetru

Bakterie
Kanalek

Katetr
Polysacharidy

Foto: Archiv of Veroniky Holé
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Vznik biofilmu

e Na zacatku je pevny povrch a plovouci
bakterie =

e Bakterie adheruje na povrch e
e Nasleduje agregace dalsich bakteriigss =

e Bakterie zacnou produkovat
polysacharidovou matrix s

e A7 vznikne tridimenzionalni struktura

zvana biofilm

-
—_—_
———

Biofilm muze byt jedno- ci vicedruhovy
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Vyvoj biofilmu, jiné schema

webs.wichita.edu
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Vyvoj biofilmu
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Vyvoj biofilmu, jiné schema
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Vyznam tvorby biofilmu u bakterii

Bakterie mohou lépe regulovat pocetnost
populace — v ramci biofilmu se totiz informuji
produkci urcitych latek (tzv. quorum sensing)

Bakterie se stavaji odolnéjsi vici vnéjsim vliviim,
napr..
— desinfekcnim prostredkim
— antibiotiklim
— imunitni reakci hostitele

Vv Vv 7

o Biofilm tvori jak bakterie bezné flory (z hlediska
organismu spise pozitivni), tak i patogeny.



Microbial Biofilms: '

Sticking Together for Success . A

Single-celled microbes readily form communities ' -

in resilient structures that provide advantages of .
multicellular organization.

. “Breaking away'

ng with the flow
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Mechanizmy ovlivnujici
rezistenci k antibiotiklim

e Vliv povrchového naboje
e Snizeni riistoveé rychlosti

e Penetracni bariéra

e Nehomogenni matrix

e Fenotypové odlisnosti

e Intercelularni signalizace
e Imunitni mechanizmy...



www.dms-online.de




Eradikace biofilmu

o Antibioticka lecba casto potlaci pouze
symptomy infekce zplsobené bunkami
uvolnénymi z matrix biofilmu a jejich interakci
S imunitnim systémem, bunky ulozené v matrix
biofilmu neni schopna zasahnout.

e K eradikaci biofilmu je mozno vyuzit
vysokych koncentraci ATB Ci jejich kombinaci
(napr. ATB zatka katétru), pokud lécba
selhava, je nutno vyjmout lozisko
biofilmu

 V budoucnu se urcité budeme pokouset primo
rozbit biofilm, napriklad pomoci enzymoterapie
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Prevence

e Katétry a kostni cementy

— vyrobené z nové generace plastt (snizeni rizika
adheze a tvorby biofilmu)

— s koloidnim stribrem a dalSimi povrchové
aktivnimi latkami

— s antimikrobialnimi substancemi, napr.

e minocyklin

e rifampicin

e Proplachy katétri

e Dodrzovani pravidel asepse, spravné
dekontaminacni postupy apod.




Diagnosticke a
experimentalni
metody u biofilmu



Biofilm a mikrobiologicka diagnostika

a) Prtkaz biofilmu

aa) fenotypovymi metodami (Christensenova metoda,
Kultivace na agaru s kongo cerveni)

Foto: Archiv Veroniky Holé

ab) genotypovymi metodami

b) Stanoveni citlivosti bakterii v biofilmu k jednotlivym
antibiotikdm (MBEC)

c) Zohledneni tvorby biofilmu pri bézné

bakteriologické diagnostice: napr. pri kultivaci zilnich

atetr( se voli specifické metody (viz dale) namisto

lasického pomnozeni v bujonu




Mikroskopie oralniho biofilmu

Vedle oficialnich metod pro priikaz biofilmu
existuji i dalsi moznosti, jak zviditelnit biofilm.

V pripadeé oralniho biofilmu:

« Gramovo barveni umoznuje pozorovat shluky
bakterii (G+ i G-) a pripadné bunky makroorganizmu
(epitelie apod.). Polysacharidové hmoty zUstavaji
nezbarvené.

Barveni alcianovou modri
naopak umoznuje i znazorneni
polysacharidového materialu, {].
nebunécné cCasti biofilmu, bunky
jsou zde znazorneny negativnhim
barvenim

Foto: Archiv Veroniky Holé



Prukaz vlivu Cisteni zubuna
oralni biofilm L

Dobrovolnik ma
pripraveny jodovy
roztok Ci tablety

s barvivem barvicim
zubni plak.

Roztok se necha pusobit
“_ 8 Vv dutiné ustni cca 2 min.

Foto: Archiv Veroniky Holé



Kultivace bakterii tvoricich biofilm

Pokud bakterie tvori biofilm, je
doporuceno pouzit pred vilastni kultivaci
materialu specialni postupy

V pripade kultivace centralniho ven6zniho
katetru s predpokladanou kolonizaci existuji
dve metody. Obé jsou vyhodnejsi nez klasicka
kultivace v bujonu, sonifikace je vsak jeste o
néco lepsi nez Makiho metoda



Moznosti

o Klasicka kultivace v bujonu:

o Semikvantitativni metoda: Umoznuje nam
zmapovat povrch katétru a semikvantitativne
posoudit nalez, nevypovida vsak o bakteriich v lumen
a bakterie se nemusi uvolnit z biofilmu.

« Sonifikace: rozrusuje biofilm na povrchu i vlumen
katétru. Vyockovani urcitého objemu vzorku je
kvantitativni metoda, takze dava moznost posoudit
mnozstvi mikrobd.



Prikaz vlivu pritomnosti sacharidd
na tvorbu zubniho plaku

e Princip pokusu je jednoduchy. Na plastovéem
ddlku (ktery imituje povrch zubu) je
kultivovana jedna z Ustnich bakterii pri
rtiznych koncentracich glukozy a po
rtzné dlouhé casové useky

e Vznikly biofilm je poté vizualizovan
gencianovou violeti a jeho intenzita je
kvantifikovana ve forme absorbance
pomoci spektrofotometru
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Stareé a novée zkratky pro urcovani
ucinnosti antibiotik

MIC — minimalni inhibicni koncentrace je
pojem, ktery se u antibiotik pouziva pro
oznaceni meze rdstu (mnozeni) mikroba

MBC — minimalni baktericidni koncentrace
se pouziva pro mez preziti bakterie. U vird by
se pouzil pojem ,minimalni virucidni* a
podobné.



Diagnosticke
MozZnosti

— stanoveni
MBEC

MBEC ... minimalni
biofilm eradikujici
koncentrace

Kontrola rUstu

(Existuje také hodnota:
MBIC ... minimalni
biofilm inhibujici
koncentrace — hodnota
nepodporovana vsemi
Vé dCI ) Foto: Archiv Veroniky Holé



Foto: Archiv Veroniky Holé

MIC versus MBEC

e Zatimco MIC je metoda urcujici minimalni
inhibicni koncentraci ATB u planktonické formy,
MBEC zjisti eradikaci bakterialniho biofilmu.
Vypovida tedy lépe o skutecném ucinku antibiotika
na bakterie zijici ve forme biofilmu.

e MBEC odpovida nejnizsi koncentraci
antibiotika, kde jesté prokazeme eradikaci
biofilmu (nepritomnost zivych bunék, nedochazi
ke zméné pH média, dllek tedy zlistava Cerveny)



Rozdily v MIC, MBIC a MBEC

Porovnani MIC, MBIC a MBEC (log)
log
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Zkratky antibiotik: pen — penicilin, oxa — oxacilin, ams — ampicilin/sulbactam,
cmp — chloramfenikol, tet — tetracyklin, cot — kotrimoxazol, ery — erytromycin, cli
— clindamycin, cip — ciprofloxacin, gen — gentamicin, tei — teikoplanin, van —

vvanlkamy/ein



Diagnostické moznosti II.

e Hodnoty MBEC lezi casto nad break pointem
pro dana antibiotika (bakterie jsou k nim
rezistentni)

e Hodnoty MBEC jsou take zpravidla
nekolikanasobné vyssi nez MIC

e Mikroby v biofilmu jsou zpravidla rezistentni i ke
kombinacim antibiotik, jedinou moznosti
potom zlstava vyjmuti biofilmového loziska
(katétru, ale i kloubnich nahrad, zubnich
implantatld apod.)
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Bonus: vice o biofilmu
Kde vsude pusobi biofilm problémy

 biofilm vznikly na umelych povrsich
v organismu cloveka i zvirete (katetry,
implantaty a podobné)

e mene casto biofilm na prirozenych povrsich
(zde si s tim organismus spise poradi), ale i zde
mohou byt komplikace (zubni plak cloveka,
biofilm v zlazovém epitelu vemene u kravy)

e a samozrejmeé také biofilm na rtiznych
povrsich ¢i v potrubnich systemech mimo
organismy, zejména ve vodarenstvi a
potravinarstvi



Materialy a mista

Na cem se tvori:  Nejiastsj& vyskyt:

e NEerez m,rtva’ |:n|'sta 5 ,

e hlinik Vyrola_rluho zarizeni
o ventily

* sklo e kilouby

e teflonu

o tésnéni
e guma e apod.
e plasty

Pouzity texty z publikace: Petra Sedlackova, Petra Klodnerova, Miroslav Cefovsky:
Metody inaktivace a odstranéni biofilmu



Jaké jsou mozné problémy u
primyslovych biofilmd

« zdroj krizovych, postpasteracnich a
poststerilacnich kontaminaci —
znehodnoceni potravinarskych produktdl, kazeni
potravin, popr. prenos nakaz potravinami

e koroze kovovych casti zarizeni

 turbulence protékajicich tekutych
materialll v pritokovych trubkach

e snizeni ucinnosti a energetickeé ztraty
v dlsledku tvorby tepelné izolacni vrstvy ve
vymenicich tepla



Biofilm jako zdroj dalsiho Sireni

» Poté, co se biofilm vytvori, uvolnuji se
z néj mikroorganismy, ktere pak
mohou kolonizovat zase dalsi
povrchy, takze biofilm vznika na dalSich
mistech

e Neodstraneény biofilm tedy predstavuje
potencialni riziko pro vznik biofilmu na

jinych mistech .




Ucinnost na biofilm # Udinnost na
bakterie

 Ucinnost chemickych latek na biofilm jako
celek je dana zcela jinymi mechanismy a
vlivy nez ucinek na bakterie samotné. Casto
se prave uplatnuje povrchovy naboj

e Proto postupy méné ucinné na jednotlivé

N mNr’

bakterie mohou byt ucinnéjsi na biofilm
U biofilmU v chirurgickych ranach je

napriklad dilezitéjsi lokalni osetreni
rany (napr. koloidni stribro — povrchovy

naboj) nez celkove podana antibiotika.



Odstranéeni biofilmu (obecné) .

e Odstraneni povrchu (vymeéna zarizeni, Casti
potrubi apod.) je samozrejmé radikalni krok.
Otazkou je, zda se biofilm nevytvori znovu,
bude-li nova Cast stejné konstrukce

» K mechanickému odstraneni biofilmu Ize
pristoupit, pokud to umoznuje situace

e Z fyzikalnich metod Ize pouzit napr. ultrazvuk

« Chemicka cesta je mozna, je vSak nutné mit
overeno, ze prislusny postup (latka a
koncentrace) na biofilm ptsobi. Casto se
pouzivaji chloroveé preparaty

« Kombinace rtznych postupt je téz mozna




Detergenty a desinfekce: moznost
kombinace (v primyslu)

U¢inna mizZe byt kombinace
« plisobeni detergentu, ktery rozpusti a rozrusi
organickou hmotu na povrchu biofilmu, nasledne

« oplachnuti rozruseny biofilm odplavi, a tim obnazi
mikroorganismy, a poteé

« desinfekcni latka pronikne dovnitr biofilmu a
inaktivuje pritomné mikroorganismy



Je mozna prevence?

e Sanci pro prevenci davaji materialove
vedy, zejména makromolekularni chemie

e Povrchy nejsou stejneé nachylné ke
kolonizaci; ménée nachylné jsou zpravidla
hydrofobni povrchy. I jednotlive plasty se lisi

e V medicine se jiz pouzivaji materialy se
specialni povrchovou upravou, pripadné
dokonce napusteneé antibiotiky (to ovsem
nelze v potravinarstvi pripustit)



Dalsi obrazky
biofilmu
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Biofilm na protéze
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Shrnuti
bonusoveho
materialu

Zpét na
hlavni obsah

e Biofilm plsobi komplikace nejen ve
zdravotnictvi, ale i v jinych oborech

e Nejcastejsim dalsim oborem, kde se biofilm
uplatnuje, je potravinarstvi

e I zde ovsem existuje vyznamna souvislost
s lidskym zdravim. Biofilm v technologickych
zafizenich se muze stat zdrojem
kontaminace potravin, pripadné vody



