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PATOGENITA
A VIRULENCE
MIKROORGANISMU



« PATOGENITA - schopnost mikroorganismu
vyvolat onemocneéni (vlastnost druhova)

* VIRULENCE — mira patogenity (vlastnost
individualni)

« KOLONIZACE - osidleni nepatogennim
mikroorganismem, popr. kdy usazeny
patogen nevyvolava klinické priznaky
onemocneni




KOCHOVY POSTULATY

1. Gen/jeho produkt se musi vyskytovat u téch kmenu, které
vyvolavaji onemocnéni, a ne u kmenu avirulentnich, které

chorobné priznaky nevyvolavaji.

2. Poskozeni genu u virulentnino kmene musi snizit jeho
virulenci, resp. zavedeni genu do avirulentniho kmene
musi ucinit kmen virulentnim.

3. Musi se prokazat, ze v urCitém okamziku infekce je gen
exprimovan.

4. Protilatky proti produktu daného genu musi byt protekcni
(musi chranit pred onemocnenim), resp. u bunécné imunity

produkt genu musi vyvolat protekCni imunitu. .



PRIROZENA PATOGENITA — jeji soucasti je

prenosnost, ktera je nutna k Sireni prirozeného

onemocheni v populaci

— primarni (obligatni) patogen: vyvola onemocneni
u zdravého jedince

— Fakultativni (oportunni) patogen: vyvola
onemocneni jen za urcitych podminek

EXPERIMENTALNI PATOGENITA - schopnost
vyvolat onemocnéeni u pokusnych zvirat




OBLIGATNI PATOGENY

* Plvodci ,klasickych™ nakaz: Corynebacterium
diphtheriae (zaskrt); Salmonella Typhi (bfisni tyfus);
Neissseria gonorrhoeae (kapavka)...

* Mira patogenity ruzna i u obligatnich patogenu
(Yersinia pestis je vice patogenni nez Streptococcus
pyogenes)

* Specializace na jeden hostitelsky druh (shigelly,
gonokoky — €lovék) x infekce ruznych druhu (stafylokoky,
virus vztekliny)



FAKULTATIVNI PATOGENY

Podminky pro vznik infekce

- zZmeéna mista prirozeného vyskytu
(Escherichia coli: stfevo x mocCoveé ustroji, krevni reciste...)

- shizeni odolnosti hostitele

(cukrovka, kortikoidy, antibiotika, tumory, pritomnost cizich
teles)



VIRULENCE

Kmeny vysoce, stredne, malo virulentni

* LDy — 50% letalni davka — takove mnozstvi
mikroorganismu, které usmrti 50 % infikovanych
experimentalnich zvirat

1D, - 50% infekcni davka — davka schopna vyvolat
nakazu u 50 % naockovanych osob

« Atenuace — umeélé sniZzovani virulence

* Zesileni virulence — opakovane pasazovani na
stejnem druhu hostitele 8



SLOZKY PATOGENITY
(VIRULENCE)

« KONTAGIOZITA (prenosnost) — schopnost mikroba
prenaset se mezi jednotlivymi hostiteli

* INVAZIVITA

a) schopnost vstoupit do hostitele (adherence, pomnozeni,
penetrace)

b) schopnost mnozit se ve vnitrnim prostredi hostitele
c) schopnost Sirit se ve vnitrnim prostredi hostitele

+ TOXICITA




PATOGENEZE INFEKCE

MIKROORGANISMUS MAKROORGANISMUS

- patogenita mikroba - vnimavost hostitele
- virulence kmene - stupen nespecifické odolnosti
- infekCni davka - kvalita specifické odolnosti

Vysledek infekce: Uzdrava, vyhojeni s nasledky,
perzistence, smrt




PUVODCI INFEKCNICH NEMOCI

A. VIRY

e satelitni nukleové kyseliny ( tzv.viroidy)
* priony (proteinové infekéni astice)

B. BAKTERIE

D. MIKROMYCETY (mikroskopické houby a kvasinky)

kvasinky

C. PARAZITI

prvoci
helminti \ :

¢lenovci

. Giardia miKfofilarie




PREHLED VIROVYCH INFEKCI A JEJICH PUVODCU

Autor: Mikael Haggstrom

Encephalitis/
meningitis Common cold

Eye infections

- JC virus - Rhinoviruses - Herpes simplex virus

- Measles - Parainfluenza virus - Adenovirus

- LCM virus - Respiratory syncytial - Cytomegalovirus

. Q;bl;;nsru > s Parotitis ~Pneumonia
/ o » - Mumps/ - Influenza virus,

Pharyngitis”  Gingivostomatitis virus Types A and B

- Adenovirus - Herpes simplex type 1 - Parainfluenza

- Epstein-Barr virus virus

- Cytomegalovirus - Respiratory

syncytial virus
Cardiovascular - Adenovirus

- Coxsackie B virus - SARS coronavirus

Hepatitis -
- Hepatitis virus !ﬂ ggllig:/sirus
typesA,B,C,D, E - HTLV-I

Skin infections
- Varicella zoster virus

Gastroenteritis

- Human herpesvirus 6 - Adenovirus

- Smallpox - Rotavirus

- Molluscum contagiosum - Norovirus

- Human papillomavirus Sexually transmitted - Astrovirus

- Parvovirus B19 diseases - Coronavirus
- Rubella - Herpes simplex type 2

- Measles - Human papillomavirus Pancreatitis

- Coxsackie A virus - HIV - Coxsackie B virus



PREHLED BAKTERIALNICH INFEKCI A JEJICH PUVODCU

Eye infections

- Staphylococcus aureus
- Neisseria gonorrhoeae
- Chlamydia trachomatis

Bacterial meningitis
- Streptococcus pneumoniae
- Neisseria meningitidis

- Haemophilus influenzae

- Streptococcus agalactiae

- Listeria monocytogenes

Sinusitis
- Streptococcus pneumoniae
- Haemophilus influenzae

Otitis media

- Streptococcus pneumoniae Upper respiratory tract

infection
- Streptococcus pyogenes
- Haemophilus influenzae

Pneumonia
Community-acquired:
- Streptococcus pneumoniae

- Haemophilus influenzae GaSt.m's .

- Staphylococcus aureus - Helicobacter pylori

Atypical: Food poisoning

- Mycoplasma pneumoniae - Campylobacter jejuni

- Chlamydia pneumoniae - Salmonella

- Legionella pneumophila - Shigella

Tuberculosis - Clostridium

- Mycobacterium e\ - Staphylococcus
tuberculosis ' 4 A - aureus

&y

B \ - Escherichia coli

. . Sexually transmitted
Skin infections diseases Urinary tract infections
- Staphylococcus aureus - Chlamydia trachomatis - Escherichia coli
: gtsrzg ;%‘::gﬁgz ’; }é ?geirl;?;a - Neisseria gonorrhoeae - Other Enterobacteriaceae
g - Treponema pallidum - Staphylococcus
- Ureaplasma urealyticum saprophyticus 13

Autor: Mikael Haggstrom - Haemophilus ducreyi - Pseudomonas aeruginosa




PREHLED MYKOTICKYCH INFEKCIi A JEJICH PUVODCU

MIKROMYCETY

ONEMOCNENI

KVASINKOVE moucnivka (soor) - bile splyvajici povlak na sliznici Ust, jazyka

Candida (Candida albicans), systémové kandidozy

Cryptococcus u oslabenych jedincu smrtelné probihaji infekce plic, meningitidy,
sepse

Pneumocystis intersticialni pneumonie u imunokompromitovanych pacientu

DIMORFNI plicni nakazy zavazné probihajici u imunokompromitovanych osob

VLAKNITE diive povazovan za nepatogenni, P. marneffei (rezervoar

Penicillium bambusové krysy) - diseminované infekce u AIDS pacientt

Fusarium napadaji potraviny, kontaminace klinického materialu

dermatofyty

infekce kuize vlasu a nehtt




PREHLED PARAZITICKYCH INFEKCI A JEJICH PUVODCU

Symptoms of >

Malaria

Central ——_

{ .
-Headache | “ I -s('élr?ills
Systemic - Sweating
- Fever .
Respiratory
Muscular - Dry cough

- Fatigue _\/ R ~»/7

-Pain [ 7 [ ABAs Spleen
[(§77%; fiﬂ'f:“‘\: - Enlarge-
TNE (80 N1 ment
- in VNS . 04
A\ Stomach

Zdroj: Wikimedia Conffiors /-
PUVODCE ONEMOCNENI
plasmodia malarie (Plasmodium falciparum, P. vivax, P. ovale, Pmalariae)
améby amébova dyzenterie (Entamoeba histolytica)
leishmanie visceralni a kozni leishmaniozy
toxoplasmy toxoplasmoza (Toxoplasma gondii)
Skrkavky ?skariéz'a - stfgvni obt’iicf (Ascaris lumbricoidgs), larvalni toxokaroza -
infekce utrobnich organu, oka (Toxocara canis, I. cati)
tasemnice stfevni cestodozy, cysticerkéza, hydatidéza
schistosomy schistosomadza (Schistosoma mansoni, S. haematobium, S. japonicum)
méchovci nakaza méchovci - stfevni obtize, anémie
filarie filarioza (elefantiaza, kozni, oéni onchocerkoéza)




VYZNAM MIKROBIOLOGICKEHO
VYSETRENI

Stanoveni puvodce/zdroje infekce

Adekvatni terapie Stanoveni u€innych
opatreni vedoucich k
omezeni Sireni infekce




PUVODCI INFEKCNICH NEMOCI

A. VIRY

e satelitni nukleové kyseliny ( tzv.viroidy)
* priony (proteinové infekéni astice)

B. BAKTERIE

D. MIKROMYCETY (mikroskopické houby a kvasinky)

kvasinky

C. PARAZITI

prvoci
helminti \ :

¢lenovci

. Giardia miKfofilarie




PUVODCI INFEKCNICH NEMOCI
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* satelitni nukleové kyseliny ( tzv.viroidy)

Prukaz kazdeho
agens vyzaduje
specificky pristup:
vhodny material +
vhodne metody




OBECNE PRINCIPY



OZNACENI VZORKU

Transportni nadobky a zadanky musi byt oznaceny:

« Spravne a citelné

« Jesté pred odbérem

» Relevantni diagnézou, z plyne diivod
pozadavku na vysetreni

« DalSimi informacemi dule
interpretaci vysledku vyse




STANOVENI DIAGNOZY

KONECNA DIAGNOZA

VYSLEDKY

: . . LABORATORNICH
KLINIKA 2 + | VYSETRENI:

e zakladni

e specialni




I ZAKLADNI INFORMACE

e aktualni klinické udaje

* misto lokalizace infekce, zdroj infekce

* imunitni stav, implantace cizorodého materialu, terapie, atd.

e vék, bydlisté, prodélana onemocnéni, rodinna anamnéza,
gravidita,

e stravovaci navyky

e profesni a zajmoveé aktivity
zamestnani, kontakt se zviraty, jedovatymi latkami, zahradnicCeni,
koupani v pfrirodnich sladkovodnich nadrzich, pobodani ¢lenovci, apod.

e cestovatelska anamnéza (podrobny popis mist pobytu, ¢as a
délka pobytu)

,exotické” infekce:
www.who.int; www.cdc.com




KLINICKE PROJEVY

SUBJEKTIVNI OBTIZE

PACIENTA

gastrointestinalni, kozni, jaterni,
neurologicke, ocni, urogenitalni, plicni,
renalni, svalové, apod.

+ \

hore¢naté stavy | 7
tfesavka,

zimnice

FYZIKALNI VYSETRENI

ODBORNIKEM

kozni
hepatosplenickeé
ocni komplikace
lymfaticke
neurologicke
plicni

atd.

ubytek na vaze
nechutenstvi aj.




ZAKLADNI LABORATORNI VYSETRENI

Odber krve, separace séra

KO

Cholesterol celkovy
Glykémie

Jaterni testy (ALT, AST)
Urea, kreatinin




SPECIALNI BIOCHEMICKE VYSETRENI

Odber krve, separace séra

Pri podezreni na infekcni proces:
FW,
CRP......




ZOBRAZOVACI METODY

- = —

Napr. RTG, UZ, MRI, PET, CT, oftalmologické vys.

Zdroj obrazku : Forstl a kol. Atlas Lékarské arazitologie, Wikimedia Commons



CT:
CE: CYSTS IN THE SPLEEN (1) AND MUSCLES (2)

Source: Atlas of Medical Parasitology, Autor Pietro Caramello, MD



ZOBRAZOVACI|I METODY

-
|

2783mm

48,73 mm

it

Napr. RTG, UZ, MRI, PET, CT, oftalmologické vys.

» Kazda metoda ma sve +/-
e Extréemneé vyhodné zviasté pro charakteri-
zaci patologickych zmen v CNS

Zdroj obrazku : Forstl a kol. Atlas Lékarské arazitologie, Wikimedia Commons



PRIKLADY JINYCH SPEC. VYS.

EKG - elektrokardiologické vysetreni
ECHO - echokardiologicke vysetreni

Zdroj obrazku : Wikimedia Commons



SPECIALNI
MIKROBIOLOGICKE
VYSETRENI




Vzorky se vzdy odebiraji
pred zahajenim terapie!!!




FAKTORY MIRY USPESNOSTI
MIKROBIOLOGICKEHO VYSETRENI

VALIDNI KLINICKE + ANAMNESTICKE UDAJE

==

e VALIDNI VZOREK

ee ze spravného mista
*e optimalni doba odbéru E

ee spravna technika odbéru NALYT|CKA
e dodrzeni podminek sklad FAZE

FAZE

* KVALITNI LABORATORNI PROCES }ANALYTICKA

« SPRAVNA INTERPRETACE VYSLEDKU

spravna - terapie, epidemiologicka opatreni



ZASADY ODBERU

KAZDY vzorek na mikrobiologické vysetfeni musi
splnovat:

Klinickou validitu
e odbér ze spravného mista (kde Ize pfedpokladat pfitomnost mikroba)

Technickou validitu

odbér

* Ve spravny €as (pied podanim antibiotika)

e spravnym zpusobem (lege artis, asepticky)

* do spravnych souprav (oznadené sterilni nadoby; popf. transportni média)

33



VALIDNI VZOREK

1. odbér z mista pravdepodobného vyskytu infek¢niho
agens
2 zachyt optimalniho mnozstvi materialu (tj. agens)

Z mista infekce

praxe:
-- preference odbéru tekutych vzorkii — hnisy, obsahy primarné sterilnich dutin aspiraci
injekéni strikackou (odbér tekutych vzorku tamponem ¢asto nevhodné = riziko faleSné
negativnich vysledku, kontaminace)

-- stéry a vytéry tamponem: pouze infekce orofaryngealni, nazofaryngealni, usni, o¢ni,
nekteré urogenitalni, pri podezreni na bakterialni - povrchové kozni léze, rektalni
urogenitalni a (s vyjimkou parazitarnich) rektalni



VALIDNI VZOREK

3. optimalni doba odbéru

4. spravna technika odbeéru

Vhodna odbérova souprava
e vytery: tampony napr. na tyCince nebo dratku v
kombinaci se zkumavkami

» tekuté vzorky (napr. mocC): sterilni nadoby se
Sirsim hrdlem

* hnis, aspirat: injekCni strikaCcka na jedno pouziti
uzavrena plastovou zatkou (nikdy jehlou)

Vzdy dodrzeni doporu¢eného mnozstvi minimalniho mnozstvi materialu




ZASILANI DO LABORATORE

DOPRAVA VZORKU DO LABORATORE:
* co hejrychleji

* ve spravném transportnim systému
(anaerobni uzavieny systém+ transportni pudy...)

e za spravne teploty a dalsich podminek
(vysSetreni na kapavku, likvor x moc)

36






- striktné anerobni bakterie

- kapnofilni bakterie
- Viry
- parazity (odbér tamponem nevhodny k prikazu agens

nezbytna stolice)
- efc.

Doporuceni od laboratore, ktera bude

vysSetreni provadet

& ™




PRIMY
LABORATORNI PRUKAZ
MIKROORGANISMU




PRIMY PRUKAZ

DETEKCE AGENS
VE VYSETROVANEM VZORKU

a) mikroskopie
b) izolace agens (nebo jeho éasti)
* kultivace
* detekce specifickych slozek ve vzorku (Ag, NK)

l

Identifikace mikroorganismu
(+ citlivost na atb) 40




DIAGNOSTICKY PRUKAZ AGENS

NEPRIMY PRUKAZ
detekce protilatek g1
| PRIMY PRUKAZ
napf. mikroskopie - svételna,

elektronova,
prikaz Ag, PCR



PRIMY PRUKAZ - MATERIAL

A)prukaz agens

e stery/vytery (napf. dutina ustni, nos, nosohltan, zevni zvukovod, rektum,
perianalni stery, uretra, pochva - ze zevni Ci stfedni klenby, cervix, sekret z
Bartholiniho zlazy, spojivkovy vak, kozni Iéze, rana nebo hluboky defekt)

ee sputum,endotrachealni aspirat, BAL,vyplachy parasanalni dutiny, duodenalni
obsah, stolice, mo¢€ (stfedni Ci posledni proud, cévkovana, z permanentniho
katétru, ziskana suprapubickou punkci), plodova voda, tekutina z adnex,
prostaticky sekret, ejakulat, mozkomisni mok, tekutina z nitroo¢niho prostoru,
sesSkraby pokozky, apod.

e« biopticky material (tkan odebrana z infikované lokality -(biopsie, excize,
aspirace, peroperacné)

e krev (nesrazliva EDTA, srazliva), kostni dfen, krevni natéry

e obsah patologickych dutin, hnis

e cizorody material, dialyzat

B) prukaz antigenu a DNA

e suspektni utvary




MAKROSKOPICKE VYSETRENI

PARAZITOLOGIE

Zdroj foto:
Férstl M. a kol.: Prakticky atlas Iékarské parazitologie.



I PRIMY mikroskopicky pRUKAZ PATOGENNIHO AGENS

STOLICE STANDARDNI A SPECIALNI VYSETRENI STOLICE

/

Tampony - vytér
vyjimka:
parazitologie NE! C. Specialni barvici metody

- N

A. nativni preparat
fedime fyziologickym roztokem

parazitologie, mykologie, bakteriologie vzacné (syfilis)

B. Koncentracni metody:
flotace a sedimentace

parazitologie

parazitologie
mykologie
bakteriologie

D. Kultivace

bakteriologie, mykologie, parazitologie - prvoci

Zdroj foto: Forstl M. a kol.: Prakticky atlas lékafské parazitologie| |




DIAGNOSTICKE METODY V
BAKTERIOLOGI
PRIME




Primy prukaz
NALEZV MIKROORGANISMU VE
VYSETROVANEM VZORKU
* Mikroskopicky prukaz
* |zolace mikroorganismu
- Kultivace

- Identifikace mikroorganismu (+ citlivost na
atb)

* Prukaz pritomnosti typickych
mikrobialnich slozek ve vzorku (Ag, NK)



Mikroskopicky prukaz

Nativni preparat (bakteriologie vzacné —
syfilis)

Barveny preparat

Diagnosticka barveni (podle Grama, Ziehl —
Neelsena, dle Giemsy)

Specialni barveni (dle Alberta, Burrino, Writze —
Conklina)

IMF

=\



ESwab

i 482C

- Moznost mikroskopického vySetfeni vzorku

- Vyborné podminky pro pfeZziti a transport anaerobnich mikroorganismu



wab - mikroskopie

| P873_ECCMID_Fontana[1].pdf - Adobe Reader - |83

Soubor Ulpravy Zobrazeni Dokument Nastroje Okna Napovéda

N
%

x

(=] 1 |{1 = ® | 600% v & -

Table 1

Meroscope examinabon of E Swab gram -slide s versus Amies Gel slides
Results are expressed as:

o ‘no. of shdes presentng dferences in - human cells and  lor microbial elements / no. of samples lesled
Specmen

ESwab Volumes forslides  preparation

100" S0ul Amies Gel shdes

Vaginal Swab (32) 3232 20032 Y.
Cervical Swab (27) 2727 25027
Urethral Swab (11) 111 11
Wound Swab (10) 1010 110 10

Total (80) 8080 (100°%) F280(90 %)

P value P=0.16 | P=0.04 v

11,00 x 8,50 " < 4

P873, ECCMID, 2009




ESwab - mikroskopie

Figure 1 Comparison of some microscopic observations

Drract Smaar rom Amas Gad E-swsb 0 W Smeer E-swab 100 pl Smear

LB= Lactobacili; BG-: Gram-negative bacilli; DC+: Gram-positive diplococci; Y: yeast cell; VS: Vaginal
Swab; CS: Cervical swab.

P873, ECCMID, 2009



ESwab - mikroskopie

Direct Smear from Amies Gel E-swab 100 pl Smear

-4

P873, ECCMID, 2009



Primy prukaz
NALEZV MIKROORGANISMU VE
VYSETROVANEM VZORKU
* Mikroskopicky prukaz
* |zolace mikroorganismu
- Kultivace

- Identifikace mikroorganismu (+ citlivost na
atb)

* Prukaz pritomnosti typickych
mikrobialnich slozek ve vzorku (Ag, NK)



y

Izolace bakter




Ildentifikace kmene

* Orientacni — morfologie kolonii, rist na
selektivné diagnostickych pudach; barveny
preparat, chromogenni média

 Konecna identifikace — biochemické a

fyziologické vlastnosti; antigenni struktura;
prukaz toxicity

* Typizace kmene: biotypizace; antibiogram:;
fagotypizace; bakteriocinotypizace; RFLP



Enterobacter cloacae; URIselect 4, McConkey agar

Acinetobacter spp.; URIselect 4, McConkey agar




Chromogenni pudy

ESBL




Ildentifikace kmene

* Orientacni — morfologie kolonii, rist na
selektivneé diagnostickych pudach; barveny
preparat, chromogenni media

 Konecna identifikace — biochemické a

fyziologické vlastnosti; antigenni struktura;
prukaz toxicity

* Typizace kmene: biotypizace; antibiogram:;
fagotypizace; bakteriocinotypizace; RFLP



MALDI-TOF

|dentifikace na podkladé hmotnostni spektroskopie

Molekuly vzorku ionizovany laserem primo -> stepi se
nezadoucim zpusobem -> matrice - latka, jejimz
prostrednictvim se ionizacCni energie laseru prenasi na
molekuly vzorku a tim brani jejich stepeni

lonizace laserem pres matrici umoznuje merit molekulove
hmotnosti vice latek v tomtéz vzorku.

K stanoveni vyssich molekulovych hmotnosti se pouziva
ionizace laserem za pritomnosti matrice (MALDI, matrix
assisted laser desorption/ionization) v kombinaci s detektorem
doby letu (TOF, time-of-flight)

Detektor umoZzriuje zméfit dobu pruletu a z ni Ize vypocitat
rychlost Castice

Hmotnostni spektroskopie MALDI byla puvodné vyvinuta pro
kvalitativni analyzu peptidu a bilkovin



MALDI-TOF

Focusing Lens

Sample Slide

Schematic of Matrix | |
Assisted Laser 4 Intensity |
Desorption/Ionization '
time-of-flight mass
spectrometry.

Detector




MALDI-TOF

Matrix
Time-of-flight
MAss Spec




MALDI-TOF v mikrobiologil

Mikroorganizmy jsou preneseny z kultivacniho
media na desticku (drzak vzorku), ktera muze
mit az 384 pozic, prida se matrice (napr. 2,5-
dihydroxybenzoova kyselina).

V hlubokém vakuu je vzorek s matrici
,bombardovan” laserem po dobu nanosekund.

Vzniklé ionty jsou analyzovany po pruletu
trubici a dopadu na detektor na zaklade doby
dopadu, ktera je umérna molekulové hmotnosti.

Vznikle hmotnostni spektrum je charakteristické
pro dany mikroorganizmus a slouzi k jeho
identifikaci.



MALDI-TOF v mikrobiologil

1116 bakt. izolatu z rutinni laboratore + 108 sbirkovych kmenu
(ATTC, DSMZ)

Diskrepance overeny 16S rDNA sekv.

Vysledky MALDI-TOF MS porovnany s bezne dostupnymi
fenotyp. testy

101 ref. kmenu (93.5%) spravna druhova ID; 1062 (95.2%) z
1116 lab. izolatu - spravna druhova ID pomoci MALDI-Biotyper.
Enterobacteriaceae 95.5%, G- nefermentujici tyCky 79.7%,
stafylokoky 99.5%, enterokoky 100% a streptokoky 93.7%

Vysledky do 20 min

Eigner U. et al: Performance of a matrix-assisted laser desorption ionization-time-of-flight mass spectrometry system for the identification of
bacterial isolates in the clinical routine laboratory. Clin Lab. 2009;55(7-8):289-96



MALDI-TOF v mikrobiologil

« 980 klinickych izolatu; identifikace konven&nimi metodami (Vitek-II, AP,
biochemické testy)

Diskrepance overeny 16S rDNA sekv.

- Uspésnost MALDI-TOF MS byla signifikantné vy3si nez u
konvencnich biochemickych systému pfi druhové ID (92.2% vs
83.1%) a méné nespravnych rodovych ID (0.1% vs 1.6%)

« Spravna druhova ID MALDI-TOF MS byla u 97.7 %
Enterobacteriaceae, 92 % nefermentujicich G- bakterii, 94.3 %
stafylokoku, 84.8 % streptokoku, 84 % ostatnich (Haemophilus,
Actinobacillus, Cardiobacterium, Eikenella, Kingella [HACEK]) a
85.2% kvasinek

* Nespravne ID — nebyla data v registru

van Veen SQ et al.:High-throughput identification of bacteria and yeast by matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry in
conventional medical microbiology laboratories. J Clin Microbiol. 2010 Mar;48(3):900-7. Epub 2010 Jan 6.
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Interpretace kultivacnich nalezu

» Rust mikroorganismu ve vySetfovaném
vzorku nemusi vzdy znamenat pritomnost
infekcel!!!

 Kontaminace: zaneseni cizorodych mikrobt b&éhem odbé&ru nebo
zpracovani vzorku (z kuze, z prostredi...)

» Kolonizace: pfitomnost mikroorganismul, v&etné potencialnich
patogenu, ale ktefi nevyvolavaji danou infekci (normalni mikroflora
orofaryngu, gastrointestinalniho traktu apod.)

- Signifikantni patogen: interpretace v kontextu klinickeho
obrazu; mista odbéru; metody odbéeru a zpracovani vzorku;

kvantity nalezu



DIAGNOSTICKE METODY
V PARAZITOLOGII
PRIME
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I PRIMY PRUKAZ PATOGENNIHO AGENS - PARAZITOLOGIE

STOLICE = vySetreni pfi gastrointestinalnich obtizich

e Odbéry obden
* 3 vzorky (objem liskovy-vlassky orech):
ee 1 vzorek Cerstvy (do 2 hodin! Prfi RT, NE DO LEDNICE!)
ee 2 vzorky mozno skladovat v lednici (max. 2 dny, nesmi zmrznout)

Standardni parazitologické vysetreni: vzorky nesmi zmrznout!

Objem: ,vlassky ofech”

67
Zdroj foto: Férstl M. a kol.: Prakticky atlas lékafské parazitologie.



KONCENTRACNI METODY

A) SEDIMENTACNI - vajiéka klesaji ke dnu (vy$etfujeme sediment)
B) FLOTACNI - vajiéka nebo larvy v koncentrovaném roztoku riznych

soli se vyplavuji ke hladiné (vySetfujeme povrchovy film, ktery mize odebirat
bud kliCkou, nebo pomoci kryciho sklicka, které pfilozime na hladinu)

Surface film

coovaa— Debris/ fat

Formalin R Zinc sulfate

Sediment Sediment

A) Formalin-ether Bn) ,Zink sulfat® — nevhodné pro
b WO detekci vajicek schistosom



ENTEROBIOZA

PERIANALNI STERY

|

Il vySetreni pred koupanim
nebo mytim !!!

Foto Miroslav Forstl In: Forstl M: Atlas 1ékarské parazitologie



I ENTAMOEBA HISTOLYTICA

Neni mozné mikroskopicky odlisSit
patogenni E. histolytica od nepatogenni E. dispar

AMEBY 10.8.

( ¢ :
" Zd;f Atlas of Medical Parasi 1 ] +H  +D -
b L Authors Dr. Marc Lol 9%B R, Bolehovska, In: Forstl M: Atlas lékarske parazitologie

K identifikaci E. histolytica nezbytné metody
prokazujici parazitarni DNA

NRL pro dg tropickych parazitarnich infekci (vedouci dr. E. Nohynkova)
NRL pro dg strevnich infekci (vedouci dr. V. Tolarova)



DIENTAMOEBA FRAGILIS |

K P
ri . {""‘&'-‘ 2t
tvori pouze trofozoity AT @ )
g & % ¢
- ®
DIAGNOSTIKA 26 1m

MATERIAL
cerstva stolice, cerstvé perianalni stéry, nechladit,
bez pristupu kysliku

METODY

-;..rit‘jgreparét (vakuolizované b., tupé panozky)

- barveny preparat
- kultivace
- PCR



CYCLOSPORA CAYATENSIS

MIKROSKOPICKY PRUKAZ

MATERIAL

Stolice:
nevysporulované oocysty

Zdroj obrazku: Atlas of Medical Parasitology, Autor:2. Dr. Marc Lontie



ENTEROCYTOZOON BIENEUSI

nejCastéji diagnostikovana mikrosporidie pfi AIDS

Mikroskopicky prukaz spor

Material:
Stolice, duodenalni stava, BAL

Barvici metody (modifikovany trichrom)

|FAT: calcofluor, uvitex B
znacené monoklonalni protilatky

Autor obrazku: Eva Nohynkova,, In: Forstl et al. Prakticky atlas Iékafské parazitologie



I PRIMY PRUKAZ PATOGENNIHO AGENS

‘ mikrofilarie® ™
KREV o |
MATERIAL: periferni krev S

3
Zdroj CDC Zdroj: CDC

ODBER pfi podezfeni na:
malarii - kdykoliv (i mimo malaricky zachvat)
filariozy - kazdych 6 hodin béehem jednoho dne

METODA: krevni natér ,tlusta kapka“ a tenky natér

I\
e @
Tlusté kapka: mp Tenky natér: )
pouze barveni Giemsa fixace methanolem

+ barveni Giemsa

Zdroj foto: Féorstl M. a kol.: Prakticky atlas lékafské parazitologie.







l MALARIE

Nezbytné zjistit: ANAMESTICKE UDAJE

e Kde pacient pobyval

e Jak dlouho (od kdy do kdy)

* Profylaxe: zda ji pacient bral
pokud ano, jakou
kdy ji vzal naposled

Pifalciparum. - || P.vivax
g . "éﬁ%w Lo §
o B9
s - S
PR o Q. L
| A
. “olF
P. ovale

<




TLUSTA KAPKA TENKY NATER

B ‘

lyse krvinek — rychlé orientacni druh Plasmodia + parazitémie
vysetreni
Parazitémie (pocet infikovanych erytrocytu):
vyznam pro péci o pacienta (sledovani ucinnosti terapie)

Vyznam pro:  © vybér |éku (rezistence)
e rozhodnuti o antirelapsové |é¢bé (terciana)




PRIMY PRUKAZ PATOGENNIHO AGENS

MOC BIOPTICKY MATERIAL

posledni kapky HISTOLOGIE
* odber: odbér pfimo z patologickych lézi

nejlépe behem poslednich 24 hod. (pouze ve vybranych pfipadech)
(pfed odbérem pohyb)

 zpracovani: filtraCni techniky

tkanovi parazité

schistosomodza, lymfaticka filarioza
T

N
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Zdroj: Wikipedia Commons




IZOLACE MIKROORGANISMU

KULTIVACE

- kultivacni pudy

POKUS NA ZVIRETI

prukaz infekCniho agens ve vySetfovaném vzorku
prukaz bakterialniho toxinu
neutralizacni testy

pfiprava antigenu a imunnich sér P gl .
ziskavani komplementu a ewtrmglc ych Kf
reakci; tkani a organu pro prlprévu kultiva&nich pud |
vyzkum

z"' 7

§ Peiil o
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ZASADY ZPRACOVANI VZORKU
NA KULTIVACI:
POSOUZENI VALIDITY VZORKU




KULTIVACNI PUDY

e dle slozeni:

oo tekuté (masopeptonovy bujon, Sulova plida, peptonova voda...)
oo pevné (zivny agar, krevni agar...)

 dle ucelu:
«e zakladni (zivny agar, bujon...)

«« obohacené (krevni agar, Levinthal, Bordet-Gengou...)
oo selektivni (selenit, NaCl agar, Lowenstein-Jensen...)

oo diagnostické (8tépeni substratu, vyuzivani substratu,
tvorba typickych latek...)

o« selektivné diagnostické (MacConkey, Clauberg, CIN,
Schaedler...)



POZADAVKY NA ODBER

LIKVOR: prisne asepticky; okamzity transport do laboratore
~ pri 37 °C, nebo pfi 4 °C

KREV NA HEMOKULTIVACI: nékolik vzorku krve béhem
jednoho dne; nelze-li odeslat hned do laboratore ulozit pri 37°C
nebo pri pok010ve teplote; nejprinosnéjsi vysledky s velkym
klinickym vyznamem

SPUTUM: pritomnost hnisavych vloCek x sliny; mikroskopicky
skrining na posouzeni validity vzorku; kvantitativni kultivace
pouze u vzorku purulentnich, s minimalnim obsahem
dlazdicovych epitelii

VYTER Z KRKU: setfit patrové oblouky tonzily; zaslat v
transportni puadé!!!; klinicky vyznam pouze pro prukaz
puvodcu akutni tonzilofaringitidy
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POZADAVKY NA ODBER

VYTER ZE SPOJIVKOVEHO VAKU: pfi hnisavych afekcich
zaslat v transportni pudé; pfi podezieni na mykotickou
etiologii do transportni pudy nevkladat; dopinit natérem na
sklicko

OBSAH PATOLOGICKYCH DUTIN: dostateény objem
tekutého materialu ve sterilni stfikacce s jehlou zapichnutou
do sterilni gumove zatky

VYTERY Z RAN A KOZNICH LEZi: pouze nejde-li odebrat
material tekuty material do strikacky, potom setrit okraj leze,
kde probiha aktivni zanet s pravdepodobnou pritomnosti
puvodce; u rozsahlych defektu Ize provést otisk na
kultivaéni pudu
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POZADAVKY NA ODBER

POSEVNI VYTERY: vZdy dva — jeden na bakteriologické
vySetfeni v transportni pudé, druhy ve specialni pudé na
trichomonady a kvasinky; plus dve sklicka s naterem na
MOP (Gram, Giemsa), dle agens odbéry ze zadni nebo
stredni klenby

VYSETRENI NA KAPAVKU: vytéry z uretry, pochvy,
cervixu, krku a rekta, se vzdy doplni naterem na sklicko,
zanofi se do vytemperované transportni pudy a pfi
teploté 37 °C se co nejrychleji zaslou do laboratore;
pozadavek na toto vysetreni musi byt uveden na
zadance
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POZADAVKY NA ODBER

MOC: stiedni proud mog&i po fadném omyti genitalu ve
sterilnim kontejneru se okamzite zasle do laboratore;
stanoveni kvantitativni bakteriurie

STOLICE: vyter na odbérovem tamponu v transportni
pudeé!!l (prakaz kampylobaktera)

Zdroj: Wikimediacommons



POZADAVKY NA ODBER

PARAZITOLOGICKE VYSETRENI STOLICE: kousek
stolice velikosti orechu; neni nutny sterilni kontejner —
kultivovat je mozné pouze prvoky

VIROLOGICKA VYSETRENI: specialni transportni
médium Kk izolaci viru; vzdy pri 4 °C (tajici led); na
prukaz protilatek - parova séra
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INTERPRETACE KULTIVACNICH
NALEZU

Rust mikroorganismu ve vysSetiovaném

vzorku nemusi vZzdy znamenat
pfitomnost infekce !!!

« KONTAMINACE: zaneseni cizorodych mikrobl béhem odbéru nebo
zpracovani vzorku (z kuze, z prostredi...)

« KOLONIZACE: pritomnost mikroorganismu, véetné potencialnich
patogenu, ale ktefi nevyvolavaji danou infekci (normalni mikroflora
orofaryngu, gastrointestinalniho traktu apod.)

» SIGNIFIKANTNI PATOGEN: interpretace v kontextu klinického obrazu;
mista odberu; metody odbéru a zpracovani vzorku; kvantity nalezu 87




CHYBY PRI DETEKCI PATOGENA

* Nespravna diagnoza

 Spatna interpretace preparatu obarveného dle Grama
(artefakt x bakterie)

* Neadekvatni klinicky material — klinicka validita

e Spatna technika odbéru materialu; opozdény transport do

laboratore — technicka validita
* Podani antibiotik pred odbérem vzork

* Nespravné zpracovani materialu v laboratori
(anaeroby,mykobakteria, kampylobakter...)
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PRUKAZ PRITOMNOSTI TYPICKYCH
MIKROBIALNICH SLOZEK VE VZORKU

- PRUKAZ ANTIGENU (Ag) — specifické protilatky
(monoklonalni, polyklonalni)

PF.. precipitace (Ascoliho termoprecipitace); aglutinace na nosicich (bakterialni Ag v likvoru
pfi suspektni bakterialni meningitidé); ELISA (Ag S. pyogenes ve vytéru z krku, Ag L.
pneumophila v moci); IMF

- PRUKAZ TOXINU (c. dificiie)

- PRUKAZ DALSICH PRODUKTU BAKTERIALNIHO
METABOLISMU (dechovy test — H. pylori)

- PRUKAZ BAKTERIALNICH NUKLEOVYCH
KYSELIN (pcRr, LCR..) 59




IDENTIFIKACE KMENE

« ORIENTACNI - morfologie kolonii, rdst na
selektivne diagnostickych pudach; barveny preparat

- KONECNA IDENTIFIKACE — biochemickeé a
fyziologickeé vlastnosti; antigenni struktura; prukaz
toxicity

« TYPIZACE KMENE - biotypizace; antibiogram;
fagotypizace; bakteriocinotypizace; RFLP
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STANOVENI CITLIVOSTI NA ATB

. KVALITATIVNi PRUKAZ: diskovy difuzni test

méfi se prumeér inhibi¢ni zény (1Z) kolem disku napusténého antibiotikem;
je-li prumeér IZ vétSi nez prameér IZ referencniho kmene — kmen je k dané-
mu antibiotiku citlivy a naopak)

- KVANTITATIVNiI PRUKAZ

stanoveni minimalni inhibicni koncentrace (MIC)
dilucni metoda v bujonu, v agaru

MIC - nejnizsi koncentrace antibiotika inhibujici
viditelny rust testované bakterie

MBC (minimalni baktericidni koncentrace) —
nejnizsi koncentrace antibiotika inhibujici 99,9%
bakterialni populace




MOLEKULARNE
BIOLOGICKE
METODY



ODBER MATERIALU

Pouzivame specialnich odbéerovych souprav,
jsou-li vyzadovany.

DNA
e Material pro stanoveni DNA (bakterie, houby, DNA viry) mozno do 24

hod od odbéru uchovavat v pokojové teploté, dale pak v chladni¢ce pfi 2 —
8 °C (zhruba do jednoho tydne od odberu).

e Pro delsi casovy interval se material obvykle archivuje
pri teploté —18 az —20 °C.

RNA

e Material na vysSetreni RNA virt je nutné dopravit do laboratore co
nejrychleji (RNA je mnohem méneé stabilni nez DNA).
* Pro archivaci teploty cca —70 °C).

Transport materialu probiha za pokojové teploty; nelze-li v pripadé
respiracnich vira zajistit bezprostredni prevoz do laboratore, pak se
material transportuje v chladu.



MOLEKULARNE BIOLOGICKE METODY

Davody k vyuzivani molekularné genetického (MG) vysetreni
(dle P. Drevinek, 2012)

Indikace k MG vysetreni

Pro¢ nestaci nebo je
nevhodna j)iné metoda
(kultivace):

Priklad indikace MG
vysetreni

Hleda se konkrétni patogen =

1. pomaly ¢i zadny nérust; vyzaduje
specialni rustova media;
2. slozita identifikace;

1. mykobakterie, B. petrussis,
Legionella spp., Borrelia sp., viry

2. Burholderia spp, Entamoeba

univerzalni Jr%'rﬁg"' iy

2. nizka citlivost

cilené vySetieni 3. biologicky hazard; Spp., _
4. nizka citlivost 3. arboviry, B. anthracis
4. plvodci purulentnich meningitid
Hledé se néjaky 1. klinicky vyznamna Casova prodleva | 1. septicky stav

2. pavodci purulentnich meningitid

Potieba kvantifikovat bakterialni
¢i virovou naloz

nelze ziskat exaktni udaj o poctu
mikrobd

herpetické viry u imunokompromi-
tovanych pacientd, HIV

Pétra se po genech atb rezistence

omezena kapacita v pfipadé plosného
skriningu; klinicy vyznamna ¢asova
prodle

MRSA, VRE, M. tuberculosis




MOLEKULARNE BIOLOGICKE METODY

Duvody k vyuzivani molekularné (MG) vysetieni (dle P. Dievinek, 2012)

Duvody fale$né pozitivity MG vysetreni Divody fale$né negativity MG vysetfeni

Kontaminace v laboratofi (z pfedchozich
vysSetreni, z jiného pozitivniho klinického Pfitomnost inhibitord PCR v klinickém vzorku
vzorku, personal)

Suboptimalni protokol PCR (ktery nezarucCuje
specificitu PCR jen pro uvazovany Ztrata DNA pfi chybném zpracovani Ci
mikroorganismus, ale dovoluje zkfizenou archivaci materialu

reaktivitu i s jinymi mikroby)

Nerelevantni detekce pouhé DNA (celistvy Suboptimalni protokol PCR (ktery zpUsobuje
mikroorganismus neni v hostiteli pfitomen) nizkou senzitivitu PCR)




NEPRIMY
PRUKAZ AGENS




NEPRIMY PRUKAZ

PRUKAZ SPECIFICKYCH ,,.STOP“, KTERE
MIKROORGANISMUS ZANECHAL

V ORGANISMU — prukaz protilatek

* Precipitace

» Aglutinace

« KomplementfixaCni reakce
* NeutralizaCni reakce

« Metody se znaCenymi slozkami (IMF, ELISA, RIA, Western
blot)
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NEPRIMY PRUKAZ: DETEKCE PROTILATEK

Klinické obtize <= nezbytnost stanovovani protilatkove
odpovédi ve vybraném materialu

a) srazliva krev (3-5 mi)
b) sklivec (maximainé 20 ul nefedéného materialu ==
c) mozkomiSni mok (maximaing 100 ul)

Negativni vysledek ziskany vySetfenim séra nevylucuje
infekci oka nebo CNS parazitarnim agens!

aibojoyzesed gysjeyg| sepe Momyeld (oY e W [SI94 0jo; foipz



I NEPRIMY PRUKAZ: DETEKCE PROTILATEK

e spektrum diagnostickych moznosti: omezene — dano
moznostmi dostupnych specifickych antigenu

Kvalita reakce primo odvisla na
kvalité pouzivanych antigend.

IFAT

.home made” metody
* komercni sety

Zdroj foto: Férstl M. a kol.: Prakticky atlas Iékafské parazitologie a LibuSe Kolarova.



NEPRIMY PRUKAZ: DETEKCE PROTILATEK

 detekce protilatek mozna az po urcitée dobe p...

e titry protilatek neklesaji vzdy zahy po lécbé
napr. po leCbé mozne docCasne zvyseni hladin protilatek

e problémy se stanovovanim uspéesnosti lécby

o Zzkrizeneé reakce

Vysledek sérologického vysetreni = indikator
jehoz vyznam hodnotime v souvislosti s vysledky
ostatnich typu vysetreni a klinickém stavu




STRATEGIE SPRAVNEHO
POUZIVANI ANTIBIOTIK



LECBA ANTIBIOTIKY

= podavani léku pro kontrolu infekce nalv téle
= zahrnuje 3 vzajemne se ovlivnujici faktory:

infikovany
hostitel

antibi
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ZAKLADNI CHARAKTERISTIKA
ANTIBIOTIK

e puvod - z prirodnich zdroju nebo se vyrabéna synteticky

polosynteticka ATB = chemicky pozménené molekularni
struktury prirozenych ATB

* inhibuji nebo destruuji mikroby u infikovaného hostitele

* klasifikovana podle spektra ucinku
e+ Sirokospektra — pusobi na mnoho mikrobu
** lzkospektra — pusobi na omezeny pocet mikrobu
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Puvod antibiotik

Bacillus
"

bakterie

prirozena ATB \

puvod Pl Cephalosporium

mykotickeé
organizmy S~ Penicillium
Streptomyces

104



KLASIFIKACE ANTIBIOTIK |

 klasifikace ATB podle

— chemickeého slozeni
— puvodu
— cilového mista ucinku

e vetsina ATB je ucinnych proti bakteriim

* mensi pocet ATB je ucinnych proti virim,
houbam, prvokum, ¢ervum
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KLASIFIKACE ANTIBIOTIK It

e Sulfonamidy, trimethoprim, nitrofurantoin a fluorochinolony
jsou synteticka antibiotika. Blokuji syntézu nukleovych
kyselin.

* Beta-laktamy, bacitracin, vankomycin blokuji syntezu
bunecné steny bakterii, zejména grampozitivnich.

* Aminoglykosidy, tetracykliny a makrolidy blokuji
proteosyntézu bakterii.

* Vetsina antimykotik lyzuje bunecne membrany.

 VVétSina antivirotik jsou analogy nukleotidu; interferuji s
replikaci viru.
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IDEALNI ANTIBIOTIKUM

* selektivné toxické pro mikroby, netoxicke pro bunky tela
* preference mikrobicidie (baktericidie) pred mikrobiostazou (bakteriostazou)

* relativne rozpustnée a aktivni i ve vysokem redeni nepodieha rychlemu
rozkladu nebo vyluCovani, nevytvari rezistenci

* nesnizuje obranyschopnost hostitele
e aktivni i v pritomnosti velkého mnozstvi organického materialu
* nezpusobuje alergické reakce nebo predispozici k jiné infekci

INDIKACE ATB TERAPIE

* pacient s definovanym infekCnim onemocnénim

* zvlastni skupina pacient:
kriticky nemocni vyzadujici intenzivni péci, neutropenicti nemocni,
po transplantacich, nedonosSenci, téhotné a kojici zeny

HODNOCENI ATB LECBY:- optimalni:
— odeznéni klinickych pfiznaku
— uplna eliminace puvodce (eradikace)




NEZADOUCI UCINKY ANTIBIOTIK

* Organova toxicita (aminoglykosidy, vankomycin)

* Alergickeé reakce (peniciliny)

* Suprese nebo alterace normalni flory
(superinfekce)
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HLAVNI PRICINY REZISTENCE
BAKTERII K ANTIBIOTIKUM
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PRICINY VZNIKU REZISTENTNICH
BAKTERII

* Prirozené: 1) chromozomalni mutace
2) zisk rezistence od jinych bakterii

* Neprirozené: selekCni antibioticky tlak v prostredi
(podpora preziti a mnozeni rezistentnich bakterii)

Antibiotika jsou nadprodukovana,
naduzivana a uzivana nespravne
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SELEKCNI TLAK ANTIBIOTIKA |

kontakt antibiotika s populaci bakterii

!

* uhyn bakterii vysoce citlivych k tomuto antibiotiku

* prezivani subpopulace méné citlivé nebo zcela rezistentni

pocet prezivajicich bunék je tim vetsi,

"\ v / n

111




SELEKCNI TLAK ANTIBIOTIKA II

Postupem casu a procesem selekce:

- rezistentni populace mikroba previadne nad
populaci citlivou

.. dalsi genetickou udalosti (mutace, zisk genu)
se rezistence
..« Kvantitativné zvysuje
.-« rozSiruje na dalsi antibiotika
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STRATEGIE K OMEZENI VZNIKU
A SIRENI REZISTENCE

* Uzivani antibiotik
spravné atb ve spravné davce, spravhném
intervalu, délce podavani

* Vyzkum

— stabilnich molekul, které nepodlehaji inaktivaci (enzymy,
jinymi mechanizmy)

 Kontrola spotreby
— vzdelavani odborne i laické verejnosti
— restrikce hodnotnych ATB 113



Dekujeme za pozornost



