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Infekce je souboj

Makroorganismus versus mikroorganismus

Secutor

Kdo vyhraje? Ten, ktery lépe pouZije své zbrané!



Infekce je souboj

Makroorganismus versus mikroorganismus

cr . Stavba téla
Barierove systémy
oo pouzdro...
ktize
Sllznice cytoplasmaticka s
membrana 7'7'”‘ E houzdro
Prirozena - nespecifickd imunita suneena 1 Mg A
komplement
lysozym, properdin... ' >
makrofag e \
mikrofagy Ay /
o y . ;e o ribozomy invaginace f':"f. .":.".{
Adaptivni - specificka imunita membrany FN} AMF
o1 " "’_\'»\ / .
protilatky T I
lymfocyty

Faktory virulence
exotoxiny, superantigeny
endotoxin

3 Kdo vyhraje? Ten, ktery lépe pouZije své zbrané!



Infekéni proces

Mikroorganismus + ¢lovék = nemoc ? NE !!
Vztah mikro a makroorganismu: INTERAKCE

Patogenita
obligatorni patogen - vzdy vyvola nemoc
oportunni - vyvolda nemoc za jistych okolnosti (prileZitost)
komenzal - souZiti

Strategie parazitizmu



Co je ve skuteCnosti mé télo?

Soubor vlastnich bunék (7 jednoho vajicka) s identickou genetickou vybavou?
nebo

Kolonie 7 vlastnich bunék + mikroorganismii - existujici v jakémsi souladu?

. vlastni eukaryotické buik cca 1013
Meé télo < . . J
mikroorganismy cca 104

Mikroorganismy maji v souhrnu minimalné stonasobn¢ vEtsi genom (nez miij)
Jsou funk¢ni soucasti makroorganismu.
Ovliviuji: metabolismus
imunitu
SloZeni tzv. mikroflory zavisi na:  véku
prostiedi
slozeni stravy, lécich

zatézi (stresu)



Mechanismy poskozeni

Toxiny - poskozuji pfimo bunky hostitele

Exotoxiny - ,,prave® toxiny, vyluCované do vnéjSiho prostiedi, vétSinou
proteiny, termolabilni. Proti exotoxintim vznika protilatkova imunita, je
mozn¢ oCkovani
rod Clostridium (CIL. botulinum, Cl.tetani — ockovani)

Corynebacterium diphteriae
Vibrio cholerae
Bordetella pertussis a B. parapertussis

Superantigeny: TSSI, enterotoxin S aureus

Endotoxin - sou¢ast bakterialni stény u G- bakterii, lipopolysacharid,
termostabilni. Imunita nevznika

Endotoxin poskozuje nadmérnou aktivaci imunitniho systému (produkce
TNF, prozanétlivych interleukinit)



Osud infekce:

Interakce makro a mikroorganismus - kdo a kdy vitézi ?

Infekce : inaparentni
asymptomaticka
akutni
fulminantni
chronicka

Nemoc: postiZzeni urcité funkce C1 struktury organismu

a z toho plynouci ptiznaky

Nemoc je pribéh: inkubace
kataralni stadium - virémie
postiZeni cilového organu
vysledek : uzdrava, chronicita, nasledky, smrt



Infekéni nemoc

Nemoc: postiZzeni urcit¢ funkce C1 struktury organismu

a z toho plynouci ptiznaky

Mechanismy postiZeni organismu
pfim¢ pusobeni mikroorganismu na struktury
poskozeni ptisobky mikroorganismu - toxiny

imunitni poskozeni



Zména infekci v ménicim se svéteé

Vyskyt: vliv o¢kovani

Zivotni styl: vyZiva
navyky (IVDU)
sexualni revoluce

medicina: invazivita
chemoterapie
Imunosuprese
ekologie nemocnic

moZzZnost importu : dostupnost svéta
turistika
migrace obyvatel



Zména infekci v ménicim se svéteé

PostizZeni jedinci : demografické znaky
prodlouzeni zivota
prezivani 1 zdvaznych nemoci
komorbidity
stav imunity

Zmeéna klinického obrazu

Zména lécebnych moznosti

//////

antibioticka rezistence
vedlejsi tCinky lecby
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Diagnoza infek¢ni nemoci

Syndromologicka

Etiologicka
je podminkou uspésSné terapie?

Diagnoza zavaznosti stavu
Vék nemocneho
Komorbidity

Povaha nemoci:
akutni stav
fokalni nebo celkova? sepse?
pokraCovani 1éCby
chronicka 1é¢ba
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Jak probiha klinicka diagnoza?

Prvy kontakt - dojem - - -
Y ) diagnoza osobnosti

Jednoducha otazka - pacient volné hovori

Rizena anamnéza (historie):

rodiny RA (rodinnd anamneza)
pacienta OA (osobni anamneéza)
nemoci NO (nyn¢jsi onemocnéni)
socialni /pracovni PA

epidemiologicka EA

cestovatelska CA

specialni otazky: AA (alergicka)

TA (transfusni)
12 GA (gynekologicka)



Jak probiha klinicka diagnoza?

Fyzikalni vySetreni pohled
pohmat (palpace)
poslech (auskultace)
symptom — ptiznak
syndrom
dojem (Sesty smysl) — neverbalizovana/vatelna zkusenost

Diferencialni diagnoza:
analyticko - synteticky proces
b&zna a vzacna nemoc
pojem ,,diagndza nemoci® je jen abstrakce - snaha o systematické zafazeni
pricin - priznaku - ndsledkl na zaklad€ soucasnych poznatk
osobnost I1ékare: Iekari velkych a malych diagnoz

Indikace dopliujicich vySetreni = poloZeni otazek
je az, vysledkem predchoziho vice ¢i méné sloZitého procesu
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»~Kahnemanovo MysSleni rychlé a pomalé* a diagnostika?

Rychlé mysleni - intuitivni, ,,Ses#y smysl*, ,,Systém I"'

mimo aktivni védomi zpracovani mnozstvi pocCitkil a pamét'ovych stop
rychlé, s minimalni namahou, pro CNS ekonomicke
v bézn¢ se opakujicich situacich je zpravidla spravné
Heuristika
Expertni mySleni - zpracovani 1 velkého mnozstvi vjemi odbornika

a jeho zna¢nych zkuSenosti (opét mimo védomeé zpracovani)
Chybovost! emocni heuristika, priming, ,,Sarm psychopati*

Pomalé mysleni — ,,Systém I

veédomy, fizeny rozbor dat, jejich vztahi a logiky.
nastupuje po systému I, kontroluje jej

je pomalejsi, spojeno se zatézi

,,liny kontrolor*

ma omezenou kapacitu — limity (,, neviditelna gorila“)
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Daniel Kahneman: Mysleni rychlé a pomalé, vyd. Jan Melvil



Diagnoza infek¢ni nemoci

Diagnozu miiZe stanovit pouze lékar svym tviiréim vykonem a vSechny
“ndlezy” nejsou nic vic neZ podklady, které si muZze vzit na pomoc, aby
diagnozu zajistil.

Na tomto zakladnim principu se nezmeéni nic ani tehdy, aZ se
diagnosticky pocita¢ IBM stane obecné dostupnym.

Dobrého lékaie toto poznani potesi

Robert Hegglin
(Diferencialni diagnoza vnitrnich nemoci - 70. léta)
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Vysetreni jako reflexni oblouk

aferentni rameno

Klinik C— vysledek

zadanka material

h Laborator

eferentni rameno
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VySetreni jako polozeni otazky

Indikaci vySetreni podavam cilenou otazku

Realizace ma stranku: informacni
technologickou - provedeni

ckonomickou
Faze laboratorniho vySetreni: preanalyticka
analyticka
postanalyticka
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Indikace Vy‘s'etlv*eni

Polozeni cilené otazky vyzaduie:

Jednoznaény slovni popis feSeného problemu
Znalost hodnoty odpovédi pro dg. a 1é€ebny postup

Stanoveni nal¢havosti otazky
— rychlost odpovédi dan€¢ metody (pfani x moznosti)

Kvalifikovana volba metody (senzitivita, specificita, zatéZ pacienta,
dostupnost, rychlost odpovédi, cena)
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Polozeni otazky

Povinné informace (nutne k interpretaci)
Jednozna¢né pojmenovani problému

Forma kontaktu

Kdo a jak provadi odbér?

Technika odbéru: piiprava
vlastni odbér

zadanka (kdo a jak vypliuje?)

Skladovani a transport materialu: doba a spravnost

znehodnoceni (1ze je rozpoznat?)

19

Preanalyticka chyba ?



William Dock : “Suttonuyv zakon”

Zajem pacienta alibismus
etika pravni tlak
cena evidence based medicine
I osobnost lékare —

zvyklosti pracovisté
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Proces vySetreni jako zdroj chyb

K LINIKA transport
Klinicka interpretace
PACIENT vysledek
Prakticka aplikace
Indikace Interpretace
Odber VySetieni
( dif.dg.strom?)
Zadanka  material transport

Prijem materialu

LABORATOR
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Proces vySetreni jako zdroj chyb

K LINTIKA transport

Klinicka interpretace ?

PACIENT vysledek
Prakticka aplikace

Lt Budoucnost?
Odbeér STROJ
Zadanka  materidal transport (blackbox)

Prijem materialu

LABORATOR
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,blackbox* !!!

Mikrobiologické vySetteni vyzaduje individudlni pristup k materialu
neopakovatelneho pacienta

Mikrobiolog na zaklad¢ tidaji klinika rozviji individualizovany diferencialné
diagnosticky program a pak vysledky interpretuje

Intelektudlni vklad zkuSeného I€kare, ktery pouzije rizn¢ metody,
interpretuje je jednotlive 1 jako celkovy vysledek, je nezbytny

Mikrobiologa nenahradime automatem

23



Vyznam etiologicke diagnozy

Epidemiologicky
Volba cilené protiinfek¢ni terapie

Cilené chemoterapeutikum je zpravidla: ucinngé;si

uzsiho spektra

ekologiCté;jsi
levné&;si
Prukaz puvodce nemoci: primy mikroskopie ey,
P PEIELY _ . Tradicni
kultivace v v s
vysetreni

prukaz antigenu
prikaz geneticke informace

24 neprimy prukaz specifickych protilatek



Idealni mikrobiologické vySetreni - ,,ruze poznani*

Mikroskopie
rychlé metody

genomika interpretace kultivace
Jjeden vysledek!!

komunikace

proteomika sérologie

carchivace
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Mikroskopie a rychle metody

Mikroskopie
stale velky vyznam,
pritomnost leukocytii — zndmky zanétu
jeden ¢1 mnoho druhti bakterii - pravdépodobnost kontaminace?

smeésné infekce?

Rychlé metody:
piipraveny pro rychlou a jednoduchou odpovéd’
latexova aglutinace mozkomisniho moku

bakteriurie
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Kultivace a nasledna identifikace

Klasické technologie byly zaméfeny na prikaz planktonickych bakterii
Klasicka kultivace na plotné
Technologie detekujici rlist:  barika s tekutou pudou
pristroj: zajiStuje podminky pro rust
detekuje znamky rastu — CO,

Infekce spojené s tvorbou biofilmu — nutnost uvolnit agens
Sonifikace

Enzymatické uvolnéni

Identifikace agens
klasicka s pouzitim biochemickych znamek rtistu na ptidach...

proteomika — 1dentifikace na zakladé neopakovatelného proteomu

Citlivost: diskova citlivost, MIC, E - test, nové technologie
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Proteomika

Proteom — s urCitym organismem je spojena neopakovatelna sada bilkovin

1ze to pfirovnat k ,,otisku prstu o
H3CO X OH
Hmotova spektrometrie (mass spectrometry) o
v 7 ;o . o k.sinapova
— uvolnéni, separace a detekce plynné faze iontu OCHj

MALDI (matrix assisted laser desorption/ionisation) kolonie mikroorganismu je
na terCiku (MALDI target) v matrix (krystalické strukture kys. sinapové)
vystaven pulsu laserového paprsku definovane vinové délky a energie.
Probiha strukturalni dekompozice a vznik ,,oblaku ¢astic*- iontt

TOF (time-of-flight mass spektrometry ) akcelerace v elektrickém poli
ionty + se pohybuji rychlosti imérnou velikosti a nabo;i.
Srovnavaci algoritmus s referencnim molekularnim identifikatorem

Laser
Target Drift Region Detector

O

28 +V
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Genomika

Je v tomto materialu pritomna DNA/ RNA mikroorganismu?

I zde je indikace laboratorniho vySetreni poloZzenim cilené otazky

Siroce poloZena otazka:
Je v daném biologickém materialu ptritomna jakdkoli DNA?
Pokud ano: jakému agens naleZzi?
prispéje k zacileni leCby?
Primery k identifikaci ¢asti genomu bakterii/prokaryot

16S rDNA (16S rRNA = je komponentem 30S podjednotky ribozomu)
konzervativni ¢ast je spolecna vSem bakteriim

hypervariabilni ¢ast = alternativa k fenotypickeé identifikaci bakterii
18s rDNA/RNA (u eukaryont - identifikace hub?)

Presné zacilena otazka:
je pti dobfe popsaném syndromu_tento suspektni vyvolavatel?
kvantita znamého vyvolavatele (virova naloz)?

29 Primery k detekci jednotlivych agens (Stafylokok? MRSA?)



Genomika

Vyhody: rychlost
citlivost
moznost zachytu 1 po podani chemoterapeutika

Nevyhody: snadnd moZnost kontaminace
nekriticky pristup klinikt

Ruzny vyznam zachyceni genomu:
DNA/RNA agens z normaln¢ sterilni lokalizace
DNA/RNA puvodce, ktery je spojen s lidskou nemoci
a jeho kvantita (HBV, HCV)
Zachyt specifické DNA/RNA z kolonizované¢ lokalizace
DNA prokazana z hnisu/biofilmu z oblasti endoprotézy

I tyto vysledky je nutno interpretovat !

30



Prukaz antigenu sérologickou metodou

Diagnoza akutni nemoci
VySetreni biologického materialu pacienta:
vyznam znacny = jiné piimé prukazy
dostupnost
cena
pouzitelny jen pii vysoké koncentraci Ag
Laboratorni ovéieni kultivovaného mikroorganismu?

(dnes klesl vyznam — dostupnost MALDI)

Epidemiologie

31



Vyznam prukazu specifickych protilatek

Epidemiologie:
incidence

prevalence
Vakcinace
Etiologicka diagnoza nemoci

jako jediny priikaz etiologie ?

jako konfirmace po zachytu agens

32



Prukaz protilatek

Vyhody: snadnost provedeni odbéru (ale potiebné mnozstvi - kojenci)
(vétSinou) dobra dostupnost
(vétSinou) nizka cena
skladovatelnost a transport séra
moznost archivace

opakovatelnost vySetieni

Nevyhody: co znamena ,,negativita® vysledku?
co znamena ,,pozitivita® vysledku?
forenzni véha ?
predcasny — véasny — opozdeény odbér
IgG a IgM
Sledovani vyvoje titrit k sledovani prubéhu nemoci !?!

33 K ovéieni efektu léchy !?! NE!!



Terapeuticky dopad sérologie

Primy prukaz antigenu — rychla pouzitelnost

Prukaz tvorby specifickych protilatek:
infekce s dlouhou inkubacni dobou, s vicefdzovym prabéhem
(IgM pritomny jiz na pocatku hospitalizace)
infekce s rychlym rozvojem klinickych ptiznakt
zpravidla zpétneé dolozeni
infekce s opozdénou tvorbou protilatek
zpétne dolozeni

Vhodny doplnék k rychlému prikazu puivodce
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Hodnoceni vySetreni

Vysledek vySetreni 1ze hodnotit z hlediska:

a/ spravnosti provedeni metody:
spravna laboratorni prace

b/ uzitné hodnoty: srozumitelnost
pouZitelnost pro klinika

ovlivnéni osudu pacienta

laboratorni prace uzitna hodnota
spravny zasadni
spravny uzitecny
spravny zbyteCny
spravny zavadgjici
spravny nebezpecny

35



Urcitost odpovédi vySetreni

Otazka: Kado je vyvolavatelem nemoci?

Co odpovida vysledek vySetieni?

OV 0 5= SRS Aoy
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Ve vySetieném materidlu je jeden nebo vice mikroorganismi
Mikroorganismus se v lokalizace fyziologicky (ne)vyskytuje

Mikroorganismus Zije, mnoZzi se

V materialu je prokazan zlomek mikroorganismu (antigen)

V materialu je prokazana dédi¢na informace mikroorganismu

Imunitni systém nékdy v minulosti zareagoval /nebo nyni reaguje na
pritomnost antigenu mikroba (¢1 podobného)

Maji tyto informace stejnou vypovédni hodnotu?
Uvedomuji si uzivatelé informaci, zZe nikoli?



Smysl diagnozy? — adekvatni léCba

Z.akladni VyZiva, hydratace
Zékladni funkce: dychani (oxygenace), odkaslavani
vyprazdiovani, moceni atd.
Hygienicky standard : kuze, sliznice

Rehabilitace

Psychicky stav
Etiologicka chemoterapie
Symptomaticka tlumeni bolesti

vnitini prostredi
uprava, nahrada zivotnich funkci

Chirurgicka

37



Z.akladni problém

Je identifikovany mikroorganismus
(jeho antigen, nukleova kyselina, protilatky proti nemu)
skutecné vyvolavatelem piiznakii?

Chybny odbér
Kolonizujici flora
Kontaminace pii transportu
Zameéna materialu

Kontaminace v laboratoii

38



Odbér materialu

Zpusob odbéru:
misto odbéru
cesta odbéru (prunik kiizi, kolonizovanym organem ?)
desinfekce mista odbéru
odbér za chirurgickych kautel : incize

Mnozstvi odebraného materialu
Odbérovka

Skladovani

Transport

Vyznam ziskaného materialu pro diagnozu

39



Archivace materialu

Dvakrat nevstoupis do stejné reky !
Material je neopakovatelny!

Z.ajisténi alikvot pro dopliujici vySetreni
(zmraZena tekutina - hnis, tkan, sérum, cytologicky preparat,
parafinovy blocek)

Indikace dalSich vySetieni dodateCné na zakladé:
vyvoje klinického stavu nemocného
potreby konfirmovat
objevu novych plivodcili, nemoci
vyvoje novych diagnostickych metod

Moznost zpétného epidemiologického prehodnoceni

40



V.ILM. (very important material)

Hnis / zkaleny vypotek z:
kloubu
télesne dutiny (pleura, peritoneum)
hlubokého abscesu (organ, retroperitoneum)

absces mozku, v patefnim kanalu
Zkaleny mozkomisni mok
Kanyla centralni zily vyjmuta pri horecnaté epizodé
Krev na hemokulturu
Implantat vyjmuty pri septické komplikaci

Material, ktery lékar povazuje z néjakého diivodu za zasadni

(vyter/tampon z pochvy pri TSS)
41



VIM - ODBER VELMI DULEZITEHO MATERIALU

Nazev | Material Predepsané odbérové nadobky pro vySetreni jednotlivymi metodami
P metoda takto oznacena na plakatu je vySetiena vzdy
Lékar dle svého uvazeni miiZze navic na zadance zaSkrtnout dalsi metody
Nezaskrtnuta metoda: material se ponechava v CL pro eventualni
dodatecne vys.
Usporadani textu: nazev metody / ur€ena laboratot / doporucena
odbérovka (ndhradni odbér)
Pti ziskani malého mnoZstvi materialu (napft. u ditéte) domluvte
telefonicky v BAK
Kloub | Zkaleny v Mikroskopie a kultivace aer. — anaer. / BAK / Inj. s., (Zk.), FA + FN
VIM vypotek z v KO + punktat (pocet leuko a segmentti) / HEM / fial. vakueta
ey Molekularni genetika / LMBG/ Zk.
KM, krystaly / LKCH / Zk.
Archivace / BAK / Zk.
Absces | Hnis v' Mikroskopie a kultivace aer. — anaer. / BAK / Inj. s., (Zk.), FA + FN
VIM z hlubokého Molekularni genetika / LMBG / Zk
abscesu

42

Parazitologie (absces jater apod.) / PAR / Zk.
Archivace / BAK / Zk.




Ruzné metody prikazu puvodce maji odliSny prakticky vyznam

43

Kultivace z abscesu a souCasné 1 z hemokultur
+ citlivost

Kultivace z hemokultur + citlivost
Kultivace z jinych lokalizaci + citlivost

Cela bakterie jinou metodou: mikroskopie, antigen
- citlivost jen odhadujeme

Puvodce z jiného organu v ¢asove souvislosti se sepsi
- pozitivni bakteriurie pi1 spondylodiscitide

DNA ptivodce z hnisu - citlivost jen odhadujeme

Vyznam pro volbu chemoterapie



Postupné priblizovani se k etiologii a cilené ATB léCbé

Klinicky syndrom — diagnoza pacienta

Zavaznost stavu (sepse)
‘v Radny odbér materialu
Empiricka terapie
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Postupné priblizovani se k etiologii a cilené ATB léCbé

Radny odbér

¥

R m”wm e

Genomika Mikroskopie
a rychlé metody
[l
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Presumptivni terapie
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Postupné priblizovani se k etiologii a cilené ATB léCbé

Radny odbé&r

Kultivace
Identifikace
(proteomika)
Citlivost
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