,~Jak muze laborator zvysit
relevanci vysledku?”

V. Adamkova
Ustav lékaFské mikrobiologie FNKV, Praha



Mikrobiologicka diagnostika v ére
narustajici rezistence k antibiotikum

obtizny odhad citlivosti puvodce — riziko
terapeutickeho selhani

empirické pouzivani sirokospektrych antibiotik
— narust rezistence

prubézné hodnoceni vysledku

mikrobiologickych vysetreni — aktualni prehled
o stavu rezistence — ucinna uvodni terapie

Spravne indikovane mikrobiologickeé vysSetreni
umoznuje ucinnou a cilenou lecbu infekce,
omezujici riziko dalsiho narustu rezistence



Chyby pri indikaci mikrobiologickeho
vysetreni a interpretaci jeho vysledku

Indikace vySetreni vzorku, ktery neodpovida klinické diagnoze

Indikace mikrobiologického vysetreni s oCekavanim, ze jeho
vysledek stanovi klinickou diagnozu

NedostateCna dokumentace

Polypragmaticky pristup k indikaci mikrobiologickeho
vysetreni

Preceneni a chybna interpretace nalezu nekterych
mikroorganismu

Chybna interpretace vysledku vysetreni mikrobiologickou
laboratori, testovani citlivosti u klinicky nevyznamnych izolatu



Zasady odberu

Kazdy vzorek na mikrobiologicke vysetreni
musi splnovat:
Klinickou validitu

Ze spravneho mista (kde Ize predpokladat
pritomnost mikroba)

Technickou validitu
* Ve spravny Cas (pted podanim antibiotika)
« Spravnym zpusobem (lege artis, asepticky)

* Do spravnych souprav (oznagené sterilni
nadoby; popr. transportni média)



Chyby pri detekci patogena

Nespravna diagnoza
Spatna interpretace preparatu obarveného dle
Grama (artefakt x bakterie)

Neadekvatni klinicky material — klinicka
validita

Spatna technika odbé&ru materialu; opozdény
transport do laboratore — technicka validita

Podani antibiotik pfed odbérem vzorku

Nespravne zpracovani materialu v laboratori
(anaeroby,mykobakteria, kampylobakter...)



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)



Primy prukaz
NALEZ MIKROORGANISMU VE
VYSETROVANEM VZORKU

Mikroskopicky prukaz
lzolace mikroorganismu

Kultivace

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

|dentifikace mikroorganismu (+ citlivost na
atb)



Klasifikace typizacnich metod

* Neexistuje ,zlaty standard®, ktery by
jednoznacné definoval 100% pozitivni a
100% negativni vysledek

« Kontext epidemiologickych dat
* Senzitivita, specificita



Klasifikace typizacnich metod

* Fenotypové techniky — detekce
exprimovanych vlastnosti

* Genotypoveé techniky — pfimy prukaz
chromozomalni / extrachromozomalni NK



Genotypoveé metody

Plasmidova analyza — epidemiologie;
extrachromozomalni element...

REA - restrikCni endonukleazova analyza;
ruzné kmeny jednoho druhu maji ruzné
REA profily...

Southern blot
PFGE
PCR



Fenotypova klasifikace bakterii

Fenotyp = soubor vSech pozorovatelnych vlastnostni a znaku
organizmu; vysledek interakce jeho genotypu s prostredim

Biotypizace /morfologie, metabolické aktivity
Antibiogram
Sérotypizace
Fagotypizace

MLEE - multilocus enzyme electrophoresis; pro
matematickou analyzu; popis diverzity a struktury
bakterialni populace



ldentifikace kmene

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

« Konec¢na identifikace — biochemické a

fyziologickeé vlastnosti; antigenni struktura;
prukaz toxicity

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



Prukaz pritomnosti typickych
mikrobialnich slozek ve vzorku

* Prukaz antigenu — specifické protilatky
(monoklonalni, polyklonalni)

- Pr.: precipitace (Ascoliho termoprecipitace); aglutinace na
nosicCich (bakterialni Ag v likvoru pri suspektni bakterialni

meningitide); ELISA (Ag S. pyogenes ve vytéru z krku, Ag
L. pneumophila v moci); IMF

* Prukaz toxinu (c. difficile)

* Prukaz dalSich produktu bakterialniho
metabolismu (dechovy test — H. pylori)

* Prukaz bakterialnich nukleovych kyselin
(PCR, LCR...)



Interpretace kultivacnich nalezu

 Rust mikroorganismu ve vySetrovaném
vzorku nemusi vzdy znamenat pritomnost
infekcel!ll




Obligatni patogeny

« Puvodci ,klasickych® nakaz: Corynebacterium
diphtheriae (zaskrt); Salmonella Typhi (brisni
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

* - Zmena mista prirozeneho vyskytu
(Escherichia coli : strevo x mocove ustroji,
Krevni reciste...)

* - snizeni odolnosti hostitele (cukrovka,
kortikoidy, antibiotika, tumory, pritomnost
cizich téles)



Mikroorganismy kolonizujici

respiracni trakt
Bakterie Neisseria spp.
Acinetobacter spp. Peptostreptococcus spp.
Actinobacillus spp. Porphyromonas spp.
Actinomyces spp Prevotella spp.
Cardiobacterium spp. Propionibacterium spp.
Corynebacterium spp. Staphylococcus spp.
Eikenella spp. Streptococcus spp.
Enterobacteriaceae Stomatococcus spp.
Eubacterium spp. Treponema spp.
Fusobacterium spp. Veillonella spp.
Haemophilus spp. Mykotické mikroorganismy
Kingella spp. Candida spp.
Moraxella spp. Paraziti

Mycoplasma spp. Entamoeba spp.



Fenotypova vs. genotypova identifikace;
mozny dopad na pacienta

Dg + klinicky | Fenotypova Fenotypové Genotypova Mozné pric¢iny
material identifikace metody identifikace chybné ID
Hnis z \ETalVET ]

mozkoveho metody

abscesu; 2leta
divka

HK; 68leta
zenas
metastazujicim

Ca

HK; chlopen;
99lety muz s IE

HK; 24leta
zena s perzist.
bakteriemii
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Fenotypova vs. genotypova identifikace;
mozny dopad na pacienta
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Fenotypova vs. genotypova identifikace;
mozny dopad na pacienta

Dg + klinicky | Fenotypova Fenotypové Genotypova Mozné pric¢iny
material identifikace metody identifikace chybné ID
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Fenotypova vs. genotypova identifikace;
mozny dopad na pacienta

Dg + klinicky | Fenotypova Fenotypové Genotypova Mozné pric¢iny
material identifikace metody identifikace chybné ID
Hnis z Gemella spp. | Manualni Streptococcus | Lidska chyba
mozkoveho metody intermedius

abscesu; 2leta

divka

HK; 68leta Manualni

zenas metody + API

metastazujicim Coryne

Ca

HK; chlopen;
99lety muz s IE

HK; 24leta
zena s perzist.
bakteriemii




Fenotypova vs. genotypova identifikace;
mozny dopad na pacienta

Dg + klinicky | Fenotypova Fenotypové Genotypova Mozné pric¢iny
material identifikace metody identifikace chybné ID
Hnis z Gemella spp. | Manualni Streptococcus | Lidska chyba
mozkoveho metody intermedius

abscesu; 2leta

divka

HK; 68leta Listeria grayii | Manualni

zenas metody + API

metastazujicim Coryne

Ca

HK; chlopen;
99lety muz s IE

HK; 24leta
zena s perzist.
bakteriemii




Fenotypova vs. genotypova identifikace;
mozny dopad na pacienta

Dg + klinicky | Fenotypova Fenotypové Genotypova Mozné pric¢iny
material identifikace metody identifikace chybné ID
Hnis z Gemella spp. | Manualni Streptococcus | Lidska chyba
mozkoveho metody intermedius

abscesu; 2leta
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HK; 68leta Listeria grayii | Manualni Lactobacillus
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HK; 24leta
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Fenotypova vs. genotypova identifikace;
mozny dopad na pacienta

Dg + klinicky | Fenotypova Fenotypové Genotypova Mozné pric¢iny

material identifikace metody identifikace chybné ID

Hnis z Gemella spp. | Manualni Streptococcus | Lidska chyba
mozkoveho metody intermedius

abscesu; 2leta

divka

HK; 68leta Listeria grayii | Manualni Lactobacillus Pseudokatalazova
zenas metody + AP| | plantarum reakce ->Spatny
metastazujicim Coryne komercni kit

Ca

HK; chlopen;

99lety muz s IE

HK; 24leta
zena s perzist.
bakteriemii




Fenotypova vs. genotypova identifikace;
mozny dopad na pacienta

* Prvni 2 pripady chybneé ID nemaji dopad na
management |eCby pacienta

Adler et al.,17t" ESCMID, 2007



Fenotypova vs. genotypova identifikace;
mozny dopad na pacienta

Dg + klinicky | Fenotypova Fenotypové Genotypova Mozné pric¢iny
material identifikace metody identifikace chybné ID
Hnis z Gemella spp. | Manualni Streptococcus | Lidska chyba
mozkoveho metody intermedius
abscesu; 2leta
divka
HK; 68leta Listeria grayii | Manualni Lactobacillus Pseudokatalazova
zenas metody + AP| | plantarum reakce ->Spatny
metastazujicim Coryne komercni kit
Ca
HK; chlopen; Manualni
99lety muz s IE metody + API
20NE
HK; 24leta
zena s perzist.
bakteriemii




Fenotypova vs. genotypova
identifikace; mozny dopad na pacienta

« Konvencni fenotypizacni metody
* 16S rRNA sekvenace

Adler et al.,17th ESCMID, 2007



Fenotypova vs. genotypova identifikace;
mozny dopad na pacienta

Dg + klinicky | Fenotypova Fenotypové Genotypova Mozné pric¢iny
material identifikace metody identifikace chybné ID
Hnis z Gemella spp. | Manualni Streptococcus | Lidska chyba
mozkoveho metody intermedius
abscesu; 2leta
divka
HK; 68leta Listeria grayii | Manualni Lactobacillus Pseudokatalazova
zenas metody + AP| | plantarum reakce ->Spatny
metastazujicim Coryne komercni kit
Ca
HK; chlopen; Pasteurella Manualni
59lety muz s IE | haemolytica ( | metody + API

z HK; tkan 20NE

neg.)

HK; 24leta
zena s perzist.
bakteriémii




Fenotypova vs. genotypova identifikace;
mozny dopad na pacienta

Dg + klinicky | Fenotypova Fenotypové Genotypova Mozné pric¢iny
material identifikace metody identifikace chybné ID
Hnis z Gemella spp. | Manualni Streptococcus | Lidska chyba
mozkoveho metody intermedius
abscesu; 2leta
divka
HK; 68leta Listeria grayii | Manualni Lactobacillus Pseudokatalazova
zenas metody + AP| | plantarum reakce ->Spatny
metastazujicim Coryne komercni kit
Ca
HK; chlopen; Pasteurella Manualni Agregatibacter
59lety muz s IE | haemolytica ( | metody + APl | (Haemophilus)

z HK; tkan 20NE aphrophilus z

neg.) obou mater.

HK; 24leta
zena s perzist.
bakteriémii




Fenotypova vs. genotypova identifikace;
mozny dopad na pacienta

Dg + klinicky | Fenotypova Fenotypové Genotypova Mozné pric¢iny
material identifikace metody identifikace chybné ID
Hnis z Gemella spp. | Manualni Streptococcus | Lidska chyba
mozkoveho metody intermedius
abscesu; 2leta
divka
HK; 68leta Listeria grayii | Manualni Lactobacillus Pseudokatalazova
zenas metody + AP| | plantarum reakce ->Spatny
metastazujicim Coryne komercni kit
Ca
HK; chlopen; Pasteurella Manualni Agregatibacter | Nespravna char.
59lety muz s IE | haemolytica (| metody + APl | (Haemophilus) | kmene jako Glc
z HK; tkan 20NE aphrophilus z | neferm. ->Spatny
neg.) obou mater. vybér ID soupravy

HK; 24leta
zena s perzist.
bakteriemii




Fenotypova vs. genotypova identifikace;
mozny dopad na pacienta

3. pripad muze vést k chybné dg. IE -
>nedostatecna délka IéCby...

Adler et al.,17t" ESCMID, 2007



Fenotypova vs. genotypova identifikace;
mozny dopad na pacienta

Dg + klinicky | Fenotypova Fenotypové Genotypova Mozné pric¢iny
material identifikace metody identifikace chybné ID
Hnis z Gemella spp. | Manualni Streptococcus | Lidska chyba
mozkoveho metody intermedius
abscesu; 2leta
divka
HK; 68leta Listeria grayii | Manualni Lactobacillus Pseudokatalazova
zenas metody + AP| | plantarum reakce ->Spatny
metastazujicim Coryne komercni kit
Ca
HK; chlopen; Pasteurella Manualni Agregatibacter | Nespravna char.
59lety muz s IE | haemolytica (| metody + APl | (Haemophilus) | kmene jako Glc
z HK; tkan 20NE aphrophilus z | neferm. ->Spatny
neg.) obou mater. vybér ID soupravy
HK; 24leta VITEK 1

zena s perzist.
bakteriemii




Fenotypova vs. genotypova identifikace;
mozny dopad na pacienta

Dg + klinicky | Fenotypova Fenotypové Genotypova Mozné pric¢iny
material identifikace metody identifikace chybné ID
Hnis z Gemella spp. | Manualni Streptococcus | Lidska chyba
mozkoveho metody intermedius
abscesu; 2leta
divka
HK; 68leta Listeria grayii | Manualni Lactobacillus Pseudokatalazova
zenas metody + AP| | plantarum reakce ->Spatny
metastazujicim Coryne komercni kit
Ca
HK; chlopen; Pasteurella Manualni Agregatibacter | Nespravna char.
59lety muz s IE | haemolytica (| metody + APl | (Haemophilus) | kmene jako Glc
z HK; tkan 20NE aphrophilus z | neferm. ->Spatny
neg.) obou mater. vybér ID soupravy
HK; 24leta Actinobacillus | VITEK 1

zena s perzist.
bakteriemii

ureae




Fenotypova vs. genotypova identifikace;
mozny dopad na pacienta

Dg + klinicky | Fenotypova Fenotypové Genotypova Mozné pric¢iny
material identifikace metody identifikace chybné ID
Hnis z Gemella spp. | Manualni Streptococcus | Lidska chyba
mozkoveho metody intermedius
abscesu; 2leta
divka
HK; 68leta Listeria grayii | Manualni Lactobacillus Pseudokatalazova
zenas metody + AP| | plantarum reakce ->Spatny
metastazujicim Coryne komercni kit
Ca
HK; chlopen; Pasteurella Manualni Agregatibacter | Nespravna char.
59lety muz s IE | haemolytica (| metody + APl | (Haemophilus) | kmene jako Glc
z HK; tkan 20NE aphrophilus z | neferm. ->Spatny
neg.) obou mater. vybér ID soupravy
HK; 24leta Actinobacillus | VITEK 1 Brucella
Zzena s perzist. | ureae melitensis

bakteriémii




Fenotypova vs. genotypova identifikace;
mozny dopad na pacienta

Dg + klinicky | Fenotypova Fenotypové Genotypova Mozné pric¢iny
material identifikace metody identifikace chybné ID
Hnis z Gemella spp. | Manualni Streptococcus | Lidska chyba
mozkoveho metody intermedius
abscesu; 2leta
divka
HK; 68leta Listeria grayii | Manualni Lactobacillus Pseudokatalazova
zenas metody + AP| | plantarum reakce ->Spatny
metastazujicim Coryne komercni kit
Ca
HK; chlopen; Pasteurella Manualni Agregatibacter | Nespravna char.
59lety muz s IE | haemolytica (| metody + APl | (Haemophilus) | kmene jako Glc
z HK; tkan 20NE aphrophilus z | neferm. ->Spatny
neg.) obou mater. vybér ID soupravy
HK; 24leta Actinobacillus | VITEK 1 Brucella Nevhodné
Zzena s perzist. | ureae melitensis spoléhani se
bakteriemii

autom. ID systém




Fenotypova vs. genotypova identifikace;
mozny dopad na pacienta

» 4, pripad — chybna ID B. melitensis ->chybna
volba ATB -> perzistence infekce; riziko
infekce laboratornich pracovniku

Adler et al.,17t" ESCMID, 2007



Fenotypova vs. genotypova identifikace;
mozny dopad na pacienta

* Chyby ve fenotypove ID jsou multifaktorialni;
genotypova ID by mela byt zvazovana v
pripade jasne probihajici infekce, kdy vysledky
fenotypove ID jsou nejednoznacne, nebo velmi
raritni

Adler et al.,17t" ESCMID, 2007



Interpretace kultivacnich nalezu

- Kontaminace: zaneseni cizorodych mikrobu
béhem odberu nebo zpracovani vzorku (z kuze,
Z prostredi...)

» Kolonizace: pritomnost mikroorganismd,
vCetné potencialnich patogenu, ale ktefi
nevyvolavaji danou infekci (normalni mikroflora
orofaryngu, gastrointestinalniho traktu apod.)

 Signifikantni patogen: interpretace v kontextu
klinickeho obrazu; mista odberu; metody
odbéru a zpracovani vzorku; kvantity nalezu



Kazuistika

4lety chlapec, atopik; bez znamek respiracni
infekce

13. 2. 2008

Navsteva dermatologicke ambulance pro
kontrolu atopickeho ekzemu

Proveden vytéer z nosu??7?



Kazuistika

» Nalez: Streptococcus pyogenes

e Citlivost na ATB: (penicilin+, oxacilin+, tetracyklin+,
Klaritromycin+, Augmentin+, cefuroxim+)



Kazuistika

» Nalez: Streptococcus pyogenes

 Citlivost na ATB: (penicilin+, oxacilin+, tetracyklin+,
Klaritromycin+, Augmentin+, cefuroxim+)

« Zaver: pacient odeslan k ORL specialistovi -
nasazen Augmentin, 3 x denne 375 mg



Kazuistika

« 4. 3. 2008

* Navsteva ORL specialisty — kontrolni
vysetreni

* VySetreni: vyter z krku, vyter z nosu



Kazuistika

* Nalez:

 VVyter z krku — fyziologicka flora

« Vytér z nosu — Haemophilus spp. (ampicilin+,
Augmentin+, klaritromycin+, doxycyklin+, neomycin+);
Streptococcus pneumoniae (ampicilin+, Augmentin+,
klaritromycin+, doxycyklin+, neomycin-); Moraxella
catarrhalis (ampicilin-, Augmentin+, klaritromycin+,
doxycyklin+, neomycin+)



Kazuistika

* Nalez:

 VVyter z krku — fyziologicka flora

« Vytér z nosu — Haemophilus spp. (ampicilin+,
Augmentin+, klaritromycin+, doxycyklin+, neomycin+);
Streptococcus pneumoniae (ampicilin+, Augmentin+,
klaritromycin+, doxycyklin+, neomycin-); Moraxella
catarrhalis (ampicilin-, Augmentin+, klaritromycin+,
doxycyklin+, neomycin+)

e Zaver: nasazen Sumetrolim



Dekuji za pozornost.



	„Jak může laboratoř zvýšit relevanci výsledku?“
	Mikrobiologická diagnostika v éře narůstající rezistence k antibiotikům
	Chyby při indikaci mikrobiologického vyšetření a interpretaci jeho výsledku
	Zásady odběru
	Chyby při detekci patogena
	Nepřímý průkaz
	Přímý průkaz
	Klasifikace typizačních metod
	Klasifikace typizačních metod
	Genotypové metody
	Identifikace kmene
	Průkaz přítomnosti typických mikrobiálních složek ve vzorku
	Interpretace kultivačních nálezů
	Obligátní patogeny
	Fakultativní patogeny
	Mikroorganismy kolonizující respirační trakt
	Fenotypová vs. genotypová identifikace; možný dopad na pacienta
	Fenotypová vs. genotypová identifikace; možný dopad na pacienta
	Fenotypová vs. genotypová identifikace; možný dopad na pacienta
	Fenotypová vs. genotypová identifikace; možný dopad na pacienta
	Fenotypová vs. genotypová identifikace; možný dopad na pacienta
	Fenotypová vs. genotypová identifikace; možný dopad na pacienta
	Fenotypová vs. genotypová identifikace; možný dopad na pacienta
	Fenotypová vs. genotypová identifikace; možný dopad na pacienta
	Fenotypová vs. genotypová identifikace; možný dopad na pacienta
	Fenotypová vs. genotypová identifikace; možný dopad na pacienta
	Fenotypová vs. genotypová identifikace; možný dopad na pacienta
	Fenotypová vs. genotypová identifikace; možný dopad na pacienta
	Fenotypová vs. genotypová identifikace; možný dopad na pacienta
	Fenotypová vs. genotypová identifikace; možný dopad na pacienta
	Fenotypová vs. genotypová identifikace; možný dopad na pacienta
	Fenotypová vs. genotypová identifikace; možný dopad na pacienta
	Fenotypová vs. genotypová identifikace; možný dopad na pacienta
	Fenotypová vs. genotypová identifikace; možný dopad na pacienta
	Fenotypová vs. genotypová identifikace; možný dopad na pacienta
	Fenotypová vs. genotypová identifikace; možný dopad na pacienta
	Fenotypová vs. genotypová identifikace; možný dopad na pacienta
	Interpretace kultivačních nálezů
	Kazuistika
	Kazuistika
	Kazuistika
	Kazuistika
	Kazuistika
	Kazuistika
	Děkuji za pozornost.

