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pfidruzenych vzorkd mikroskopicky a semikvantitativni kultivaéni metodou

Uvod

Typ vzorki

Bronchoalveolarni aspirat Transthorakalni aspirat
Bronchialni seSkrab Transtrachealni aspirat
Bronchialni vyplach Kaslaci vytérovkal/plotna
Vzorek odebirany krytym kartacovym Vzorek z endotrachealni cévky
stérem

Ag RS virus — nazalni vyplach/vytér
Vykaslané sputum Ag S. pneumoniae — mo¢

L, . Ag. L. pneumophila - mo¢
Bronchoalveolarni lavaz 9 P P

Predmét dokumentu

Tento dokument popisuje izolaci organizmu o nichz je znamo, Ze zpUsobuji bakterialni
respiracni infekce ze sputa, BALu a pfidruzenych vzork(.

Zachyt a rozpoznani organizmi odpovédnych za rozvoj pneumonie zavisi na:

» Adekvatnim vzorku z dolnich dychacich cest

» Zabranéni kontaminace z horniho respira¢niho traktu

* Pouziti mikroskopickych a kultivacnich metod

* Na prodélané a probihajici antimikrobialni IéCbé

Rozdil mezi tracheobronchialni kolonizaci a pravou plicni infekci I1ze obtizné prokazat.

Infekce dolniho respiracniho traktu (DCD) jsou pneumonie a bronchiolitida. Pneumonie je
zanét plicniho parenchymu a bronchiolitida ktera je zanét bronchiol(.

Méné Casté infekce dolniho respiracniho traktu jsou plicni absces a empyém. Plicni absces
je membranou ohranicené lozisko v plicni tkani vétsi nez 2 cm vyplnéné hnisem, kde dochazi
k nekréze plicni tkané v dusledku hnisavého zanétlivého procesu. a empyém je kolekce
hnisu v pleuralni dutiné (pohrudni¢ni vypotek).

Pneumonie

Pneumonie mize byt klasifikovana podle toho, zda je komunitni pneumonie nebo
nozokomialni (zacatek je po 48 hodinach hospitalizace). MGze byt primarni, ktera se
vyskytuje u osob bez prfedchozich rizikovych faktor, nebo sekundarni. Mnoho diagnéz je
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sdruzeno se vzestupnym rizikem pneumonie. Obvyklé rizikové faktory zahrnuji chronické
onemocnéni plic jako chronicka obstrukéni pulmonalni nemoc (COPD), cukrovka, srdecni
nebo renalni selhani a imunosuprese (bud ziskana nebo vrozena). SniZzena hladina védomi
a oslabenim polykaciho a kaslaciho reflexu jsou rizikovymi faktory pro aspiraéni pneumonii.
Soucasna infekce respiraénimi viry, zvlasté virem influenzy je rovnéz rizikovym faktorem. U
individualniho pacienta existuji klinické pfiznaky a laboratorni prakazy, které, pokud jsou
pfitomny, mohou byt pouZzity ke stanoveni zavaznosti pneumonie, nékteré z nich jsou
prediktivni pro zvySené riziko smrti.

Etiologie pneumonie se liSi podle toho, zda vznikla v komunité nebo v nemocnici, a podle
pfitomnosti rizikovych faktortd. Pdvodcem pneumonie byva mnoho baktérii kolonizujicich
horni respiraéni trakt. Antibioticka 1é&ba a hospitalizace méni kolonizujici floru, zvySuje se
pocet aerobnich gramnegativnich baktérii. Tyto faktory ovliviiuji citlivost a specificitu kultivace
sputa jako diagnostického vySetfeni a vysledky museji byt vzdy interpretovany ve svétle
klinickych informaci. Vysledky kultivace sputa jsou obvykle nespolehlivé a zachyt mnoha
patogenl je nizky, i kdyz kultivace a vySetfeni citlivosti izolat( na antibiotika ma
nezastupitelnou hodnotu ve vzorcich sputa od pacientll se zavaznou exacerbaci chronické
obstrukéni choroby bronchopulmonalni (CHOCHBP).

Komunitni pneumonie (Community Acquired Pneumonia = CAP)

NejCastéjsi pfi€inou je Streptococcus pneumoniae, ktery je odpovédny za 60 % pripadl
komunitnich pneumonii a mize byt rezistentni na mnoho antibiotik. V Ceské republice je
zatim vyskyt pneumokok rezistentnich na penicilin velmi nizky. Postihuje pacienty bez
rozdilu véku v€etné takovych, ktefi nemaiji zadné rizikové faktory. Ostatni bakterialni
patogeny maiji tendenci zplsobit pneumonii v pfitomnosti specifickych rizikovych faktoru.
Pacienti s CHOCHBP maji navic riziko vzniku pneumonie vyvolané Haemophilus influenzae
a Moraxella catarrhalis, zejména pacienti s HIV infekci. Pneumonie vyvolana
Staphylococcus aureus se vyskytuje bud v souvislosti se sou¢asnou infekci virem chfipky,
nebo méné Casto jako vysledek hematogenniho Sifeni ze vzdaleného fokusu, CHOCHBP
nebo pfi aspiraci. Aerobni gramnegativni tyCinky jsou vzacné pfi¢inami komunitni
pneumonie. Pfilezitostné zpusobuje Klebsiella pneumoniae zavaznou nekrotizujici
pneumonii, typickou u pacientli s anamnézou alkoholizmu a u bezdomovc (tzv.
Friedlanderova pneumonie).

Mycoplasma pneumoniae zpusobuje do 20 % komunitnich pneumonii a je na druhém misté
za Streptococcus pneumoniae. Ma tendenci se vyskytovat v epidemiich kazdych 4 - 5 let a
postihuje mladsi vékové skupiny. Chlamydia pneumoniae je vyluéné lidsky patogen, ale
pneumonie zpusobené Chlamydia psittaci a Coxiella burnettii se vyskytuji u lidi, ktefi maji
vyraznou expoziéni anamnézu (ptaci, zvifata na farmach). Tato agens jsou odpovédna za
minimum pFipadu. Legionella pneumophila je vzacnou pficinou epidemii u CAP a vétSina
pfipadd ma nedavnou cestovatelskou anamnézu (pobyty v zahranici). Respiraéni viry jako
RSV, virus influenzy a adenoviry mohou pfilezitostné zpusobit primarni virovou pneumonii.
DalSi vzacné pfipady CAP jsou vyvolany Pasteurella species a Neisseria meningitidis.

Nemocni¢ni pneumonie
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jsou druhym nej¢astéjSim typem nozokomialni infekce. Riziko vzniku pneumonie stoupa

s pritomnosti zakladnich onemocnéni a s rdznymi intervencemi a instrumentalnimi postupy.
Hlavni rizikovy faktor je mechanicka ventilace. Pacienti s kritickym onemocnénim, ktefi
vyzaduji prodlouzenou mechanickou ventilaci jsou vnimavi na multirezistentni Pseudomonas
aeruginosa a Acinetobacter species (napf. A. baumannii). Aerobni gramnegativni ty&inky
v€etné Clenl Celedi Enterobacteriaceae (jako je Klebsiella a Enterobacter species) a

P. aeruginosa jsou pavodci ventilani pneumonie (Ventilator Associated Pneumonia = VAP)
v 60% pfipadu. Intravaskularni katétry a nosni nosi¢stvi jsou rizikové faktory pro pneumonii
zpUsobenou meticillin rezistentnim S. aureus (MRSA).

Aspiraéni pneumonie

se vyskytuje tam, kde se orofaryngealni obsah dostane do dolniho respiraéniho traktu.
Snizena hladina védomi, napfiklad po urazu hlavy anebo po pfedavkovani drog, je rizikovym
faktorem, stejné jako slaby polykaci a kasSlaci reflex, které se rozvinou po iktu nebo z jinych
neurologickych pficin.

Plicni absces

muze byt sekundarni pfi aspiraéni pneumonii, pfi ¢emz je nejastéji postizen stfedni segment
pravé plice. Ostatni organismy mohou vyvolat tvorbu mnohocetnych abscesu. Pritomnost
mnohocetnych malych abscesu (<2cm v priméru) se nékdy oznacuje jako nekrotizujici
pneumonie nej¢astéji vyvolana S. aureus a K. pneumoniae. Nokardiéza se vyskytuje témér
vzdy v pfipadé imunosuprese a mlze se projevit jako plicni abscesy nebo jako nekrotizujici
pneumonie. Abscesy mohou vzniknout v dusledku hematogenniho rozsevu infekce

ze vzdaleného loziska napf. u infekéni endokarditidy. Skupina S. anginosus (S. anginosus,
S. constellatus a S. intermedius) byly izolovany z pfipadu plicnich absces( jako
polymikrobialni infekce oralnimi anaeroby. Burkholderia pseudomallei mGze zpUsobit plicni
abscesy nebo nekrotizujici pneumonii u lidi, ktefi navstivili endemické oblasti (zejména
jihovychodni Asie a severni Australie) zvlasté pokud maji cukrovku. Lemiérriv syndrom
neboli nekrobaciléza mlze vznikat po akutni orofaryngealni infekci. Infekéni tromboflebitida
vnitfni jugularni vény vede k septické embolizaci a metastatické infekci. Nej¢astéji jsou u
tohoto onemocnéni postizeny plice a dochazi k tvorbé multifokalnich abscesu. Nejcastéjsi
patogen izolovany z hemokultur u pacientd s timto syndromem je Fusobacterium
necrophorum.

Cysticka fibréza (CF)

Cysticka fibréza je zpUsobena defektem v regulatorovém genu pro transmembranovy
prenos, ktery postihuje transport iontl a vody pres epitelie. To vede k progresivnimu plicnimu
onemocnéni sdruzenému s plicnimi infekcemi, které jsou hlavni pfi€¢inou nemocnosti a
umrtnosti u pacientt s CF. Hlavnimi patogeny jsou S. aureus, H. influenzae (obvykle
neopouzdieny u pacientt CF ), S. pneumoniae a pseudomonady, zvlasté mukoidni kmeny

P. aeruginosa. Z jednoho vzorku mohou byt izolovany kmeny P. aeruginosa s riznou citlivosti
na antibiotika. Vyskytuji se zde rovnéz anaeroby spolu s Aspergillus fumigatus a
mykobaktériemi jinymi nez Mycobacterium tuberculosis (MOTT).

Rezistence na antibiotika, zvlasté u Burkholderia cepacia komplex, Stenotrophomonas
maltophilia (obé predtim byly v rodu Pseudomonas) a P. aeruginosa, omezuji moznosti |éCby.
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Bez ohledu na vysledky citlivosti in vitro je pfi IéEbé infekce vyvolané Stenotrophomonas
maltophilia indikovan cotrimoxazol. Nukleotidova analyza sekvenci recA genu ukazuje, Zze
Burkholderia cepacia komplex sestava z deviti blizce pfibuznych genomovart. VétSina z nich
v8ak nyni byla klasifikovana jako zvlastni druhy (B. cepacia, B. multivorans, B. stabilis,

B. vietnamiensis, B. ambifaria, B. athina, B. pyrrocinia). Mize dochazet k pfenosu B. cepacia
komplexu mezi pacienty a néktefi pacienti podléhaji B. cepacia syndromu, coz je rychle se
rozvijejici smrtici pneumonie, nékdy doprovazena septikémii. Byl rovnéz popsan
nozokomialni pfenos Burkholderia gladioli.

Infekci u pacientt s CF vyvolavjaji rovnéz houby, zvlasté Aspergillus species a ne vzdy
odpovidaji na antibiotickou terapii. Aspergillus fumigatus je nejcastéjsi druh aspergilu, ktery
infikuje lidi. Plicni projevy hostitele bez vétsiho postizeni bunééné nebo humoralni imunity
zahrnuji alergickou bronchopulmonaini aspergilézu u pacient s astmatem nebo s cystickou
fibrézou.

Mykobakterialni onemocnéni

Primarni plicni infekce vyvolana Mycobacterium tuberculosis mize vést k vytvoreni
primarniho komplexu, zejména v détstvi. Plicni loZisko muze byt relativné malé, ale drénujici
lymfatické uzliny byvaji velmi zvétSené a mohou prasknout a rozSifit infikovany material do
ostatnich oblasti plic. V tomto stadiu dochazi k miliarnimu Sifeni do ostatnich organu cestou
krve a lymfatickych cest. Adolescenti a dospéli mohou mit asymptomatickou primarni infekci,
typicky primarni komplex nebo infekci, ktera se rozviji do typické chronické kavitarni
tuberkuldzy. Chronicka kavitarni nemoc je obvykle vidét u reaktivované primarni infekce a
nejCastéji jsou postizené plicni hroty. KaSel, ktery doprovazi tento proces, je doprovazen
aerosolem infekénich ¢astic, kterymi se infekce mlze prfenaset na jiné osoby. Netuberkulézni
mykobaktérie mohou byt pficinou lidského onemocnéni zvlasté u lidi imunosuprimovanych
nebo se zavaznym hlavnim onemocnénim. Patfi mezi né Mycobacterium avium-
intracellulare, M. kansasii, M. malmoense, M. xenopi, M. fortuitum a M. haemophilum. Jsou
Casto rezistentni na standardni antituberkulotickou chemoterapii. Mykobakterialni
onemocnéni mohou byt spojena s chronickou plicni aspergilézou.

Infekce vyvolané nokardiemi a aktinomycetami

Nokardiéza a aktinomykdza jsou vzacné diagndzy, které mohou postihnout kromé plice i jiné
systémy. Nocardia species je nejCastéji vidét v plicich, kde muze zpusobit akutni, ¢asto
nekrotizujici pneumonii. Ta byva sdruzena s kavitaci. MUze také vyvolat pomalu se zvétSujici
plicni uzel a pneumonii ¢asto spojenou s empyémem. Imunodeficience mohou rGzné pficiny,
pocinaje alkoholismem az po organovou transplantaci a HIV infekci a tyto imunodeficience
jsou pfitomny u vétSiny pacientl (60 % <), ktefi maji nokardiézu.

Actinomyces species zpUsobuje hrudni infekci, ktera maze postihnout plice, pleuru,
mediastinum nebo sténu hrudniku. Pfipady €asto probihaji nerozpoznané, dokud se neobjevi
empyém a nevyvine se pistél hrudni stény. Aspirace oralniho obsahu je rizikovy faktor

pro rozvoj hrudni aktinomykdzy a tudiz predisponujicimi podminkami jsou alkoholizmus,
iktus, pfedavkovani drogami, celkova anestézie, epilepsie, diabetické koma nebo Sok.

Vhodné vzorky pro vySetieni obou téchto organizm jsou hnis, tkan a bioptické vzorky,
viz (PP_v pfipravé)
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Parazitarni infekce

Nékteré infekce ¢ervy mohou vyvolat syndrom tropické plicni eosinofilie, charakteristicky
skvrnitym pulmonalnim infiltratem a eosinofilii a doprovazené pfiznaky jako je kasel, horecka
a ztrata vahy. Tyto pfiznaky a symptomy jsou sdruzeny s prlichodem larvalnich forem plicemi
a jsou vyvolany Ascaris lumbricoides, méchovci a Strongyloides stercoralis. Motolice plicni
(angl. lung fluke), Paragonimus westermani ma velké rozSifeni a zvlasté se vyskytuje na
dalekém vychodé, indickém subkontinentu a zapadni Africe. Lidské infekce jsou ziskany
pozivanim nevarenych sladkovodnich krabl nebo langust, které hosti encystované
metacerkarie. A¢koliv infekce mohou byt asymptomatické, tézké infekce se projevuji plicnim
infiltratem, ktery mize progredovat do chronického produktivniho kasle s bolestmi na
hrudniku. Vaji¢ka P. westermani jsou prokazatelna ve sputu.

Houbové infekce

Invazivni plicni aspergil6za je neustale vzristajici bézny problém u hospitalizovanych
pacientl, ktefi dostavaji kortikosteroidy, zvlasté u pacientu, ktefi jsou imunokompromitovani
a téch ktefi maji pfedchozi plicni nemoc. Vétsina z nich nebyla nikdy diagnostikovana, kvuli
nizké citlivosti pouzivanych testl, anebo byla prokazana, ale pozdé. Aspergillus fumigatus

je nejcastéjsi druh aspergila, ktery infikuje ¢lovéka. Uziti testu na galaktomanan ze séra a

z BALu, zvySuje diagnosticky vytéZzek, podobné jako vyzkumné studie, které uzivaji
molekularni detekéni metody. Plicni projevy u hostitele bez velkych vypadkul celularni nebo
humoralni imunity zahrnuji alergickou bronchopulmonalni aspergilézu u pacientl s astmatem
nebo s cystickou fibrézou, chronickou kavitarni pulmonalni aspergil6zu a jednoduchy
aspergilom.

Pneumocystova pneumonie je zpusobena Pneumocystis jiroveci (dfive nazyvany P. carinii),
je nejCastéjsi priCinou zavazné pneumonie u pacientl s pokrocilou HIV infekci a je jednim

s pfiznakl AIDS. Vyskytuje se také u pocetnych jinak imunokompromitovanych dospélych a
déti, ackoliv u vétsiny pfipadul je u€inna profylaxe cotrimoxazolem. Hlavnimi pfiznaky u
subakutni pneumocystozy jsou kasel, horecka a hypoxie, obvykle jde o mirné pfiznaky.
Nejlepsi diagnosticky vzorek je BAL a transbronchialni biopsie, ale tento zpisob odbéru
pfinasi urcité riziko. VySetfuji se vzorky indukovaného sputa a vzorky ziskané vyplachem
ustni dutiny, ale vétSinou je potfeba pouzit molekularnich detek&nich metod.

Nékteré neobvyklé houby zplsobujici zanét dolnich dychacich cest jsou endemické

pro urcitou geografickou oblast. A¢koliv mnoho téchto infekci je subklinickych, pfileZitostné
jsou importovany klinicky se projevujici pfipady do Evropy. Vyskytuji se u osob s normalni
O diagndze by mélo uvazovat u cestovateld, ktefi pfijizdéji z endemickych oblasti s
respiracnim onemocnénim nebo pneumonii, zvlasté pokud toto onemocnéni neodpovida na
standardni terapii. Mezi tyto infekce patfi histoplazméza zpusobena Histoplasma
capsulatum (jihovychod USA, Centralni Amerika); coccidioidomycosa zpusobena
Coccidioides immitis a C. pedrosii (jihozapad USA, Centralni a Jizni Amerika) a
blastomykéza zplsobena Blastomyces dermatitidis (vychod USA, Afrika). | kdyz tyto infekce
maji rozdilné charakteristiky, je Casto obtizné je klinicky rozlisit od jinych pFi€in respiracnich
infekci, zvlasté v jejich asném stadiu - paracoccidioidomykéza zplsobena
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Paracoccidioides brasiliensis (Centralni a Jizni Amerika) obvykle zpusobuje
asymptomatickou primarni plicni infekci, ktera se mize reaktivovat pfi poklesu imunitnich
funkci.

Cryptococcus neoformans je neobvykla pfi¢ina pneumonie, obvykle u normalniho hostitele a
muZe byt sdruzena s meningitidou. Je rozSifena po celém svété.

Candida species jsou extrémné vzacné pfi¢iny zanétu dolnich dychacich cest. Pfilezitostné
infekce se vyskytuji jako vysledek hematogenniho rozsevu. Diagnéza je obtizna zejména
proto, Ze dychaci cesty u kompromitovanych pacientd Ié€enych antibiotiky byvaiji
kolonizovany.

Typy vzorkd
Bronchoalveolarni lavaz (BAL)

Na vySetfeni jsou zasilany bronchoalveolarni lavaz a kryty kartaéovy odbér odebrany
bronchoskopicky, naslepo odebrany karta€ovy odbér a necilena bronchoalveolarni
lavaz.

Segment plic je vyplachnut sterilnim fyziologickym roztokem, po zasunuti flexibilniho
bronchoskopu tak, Ze se ziskaji jak celularni tak necelularni slozky epitelialniho povrchu
dolniho dychaciho traktu. Je to spolehliva metoda pro vysloveni pfesvédcivé etiologické
diagnézy pneumonie a jinych plicnich infekci.

Ventilatorova pneumonie (VAP) pfinasi vysokou umrtnost, ale je obtiZzné ji diagnostikovat
klinicky a mikrobiologicky. Kritéria pro stanoveni diagndzy jsou sporna. Slaba senzitivita a
specificita kultivace sputa pfi diagnéze pneumonie u nemocnicnich ventilovanych pacientd,
vedla k rozvoji riznych technik pro ziskani vzorku z horniho respiracniho traktu, nékteré
zahrnuji pouziti viaknové bronchoskopie. Cisty bakterialni poget, vétsi nez 103 CFU/mlI

v kartaCovém vzorku ziskaném bronchoskopicky koreluje s histologickou diagnézou
pneumonie. Vysledky u kartaCovych vzorkl a bronchoalveolarnich lavazi jsou srovnatelné,
jestlize je ustaven cut off 104 CFU/mI pro bronchoalveolarni lavaz, agkoliv to neni
doporuceno v této standardni metodé, kvuli optimalni metodologii, interpretaci a klinickému
vyznamu zUstava kontroverzn. Necilené techniky davaji vysledky srovnatelné
bronchoskopickym metodam.

Necilena bronchoalveolarni lavaz (NBL)

Odsavaci katétr, dava se prednost krytému BAL katétru k minimalizaci kontaminace, se
zasunuje do endotrachealni kanyly, dokud neni citit odpor. Pak se injikuje vhodné mnozZstvi
sterilniho fyziologického roztoku a opét se aspiruje. Tato metoda poskytuje vzorek z dolniho
respiracniho traktu bez potfeby bronchoskopie a bez nasledného rizika transtrachealni
aspirace.

BAL a NBL vzorky
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Ze vzorkl BAL je mozné vykultivovat bakterie, viry, protozoa a houby odpovédné za infekci
plic. ACkoliv izolace rodu Aspergillus z BALu ma nékdy urcitou prediktivni hodnotu u pacientt
s invazivnim onemocnénim, ma toto vySetfeni nizkou senzitivitu a pfichod PCR vedI k rozvoji
metod, které prekonaly tento problém. Vzorky BAL jsou zvlasté uziteéné v diagndze
Pneumocystis jiroveci (pfedtim znamy jako Pneumocystis carinii) pneumonii, pneumonie
zpusobenych Legionella pneumophila a pro prikaz Mycobacterium tuberculosis, ktera se
projevuje jako pneumonie.

Bronchialni aspirat

Bronchialni aspiraty se odebiraji pfimou aspiraci materialu z velkych dychacich cest
z respiracniho traktu pomoci flexibilniho bronchoskopu.

Bronchialni vytér kartaékem

Ten pouziva chranény kartackovy katétr bronchoskopu (je to kartaek uvnitf dvou katétrd
zataveny a ukonceny zatkou z polyetylénglykolu) aby se zabranilo kontaminaci materialem
z dychacich cest.

Bronchialni vyplach

Vyplachy z broncht jsou odebirany podobnym zplsobem jako bronchialni aspiraty, ale
postup zahrnuje aspiraci malého mnozstvi vstfiknutého fyziologického roztoku z velkych
dychacich cest do respiracniho traktu.

Vzorky z chranéného katétru

Material se odebira z plic pomoci bronchoskopu podobnym zptsobem jako kartacovy
bronchialni odbér. Vnitini a vnéjsi katétr se pouziva s polyetylenglykolovou zatkou na konci,
aby se zabranilo kontaminaci z nazofaryngu. Ve chvili, kdy se vySetiujici setka s odporem,
zatka se vypudi a vzorek se odebira cestou vnitfniho katétru.

Transthorakalni aspirat

Tyto vzorky se ziskaji pfes hrudni sténu pomoci jehly zavedené mezi zZebry. Tento postup se
muze proveést k odebrani vzorku napfiklad u aspergilomu, abscesu nebo jiné fokalni plicni
léze, ktera je timto zpusobem dostupna.

Transtrachealni aspirace

Transtrachealni aspirace je také rizikovy postup, a proto se provadi vzacné. Byla popsana
jeho klinicka uzite€nost v definovani etiologie akutni bakterialni pneumonie. Technika
obsahuje zavedeni velké Siroké jehly obsahujici katétr skrz krikotyroidni prostor do trachey.
Jehla se potom odstrani a katétr se necha na misté. Na katétr se pfipoji stfikacka, ktera se
pouzije k odsavani sekretu. Pokud se neziska zadny material, vstfikne se 2 - 3 ml sterilniho
fyziologického roztoku (bez antibakterialnich aditiv) a zkusi se znovu odbér.
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Trachealni aspirat

Trachealni aspiraty se odebiraji z endotrachealni cévky. Ale maji stejné nevyhody jako
vzorek sputa.

TECHNICKE INFORMACE/OMEZENI

Gramovo barveni

Gramovo zbarveni vzorku sputa muze byt pouzito k uréeni kvality vzorku a pro pfedpovéd
pravdépodobnych patogent. Uréeni kvality (validity) vzorku je zaloZzeno na podétech
polymorfonuklearnich leukocytt a dlazdicovych epitelialnich bunék (SEC). Purulentni vzorky,
se vybiraji na kultivaci a nepurulentni vzorky nebo vzorky kontaminované dlazdicovymi
epitéliemi, mohou byt odmitnuty. Mnoho autor( zalozZilo odmitnuti sputa na absolutnim poctu
dlazdicovych epitelii a leukocytd na zorné pole mikroskopu. Jini zalozili kritérium odmitnuti
na poméru leukocyty/dlazdicové epitélie. Vyhoda pouziti poméru je, ze kompenzuje moznost
nerovnomérného rozlozeni bunék v natéru. Sputa by neméla byt odmitnuta u pacientt,
ktefi jsou imunosuprimovani, tam kde je podezieni na legionelovou nebo
mykobakterialni infekci, nebo tam kde je obtizné ziskat novy vzorek.

Gramovo barveni mize byt rovnéz pouzito k pfedpovédi pravdépodobnych patogenl podle
jejich charakteristického vzhledu. Vzorky sputa ¢asto nejsou mikroskopicky vyhodnocovany
pred kultivaci a pfiprava skli¢ek pro Gramovo barveni se provadi vétSinou paralelné se
zpracovanim vzork(. Natér ze sputa je tfeba spravné interpretovat, protoze s pouzitim
antimikrobnich 1ékd, mohou byt bakterie pozorované v natéru mrtvé. Nemusi byt vhodné
identifikovat organizmy, jestlize je jasna masivni kontaminace orofaryngealni flérou. Citlivost
Gramova barveni se muze lisit a je ¢asto zavisla odecitajicim pracovnikovi. Je tfeba brat v
uvahu v8echny aspekty vzhledu vzorku, Gramova barveni a kultivace spolu s klinickymi
pfiznaky pacienta. Gramovo barveni mize identifikovat kvasinky nebo hyfy, ale v tomto
pfipadé ma niz8i vypovidaci hodnotu nez preparat s KOH a s fluorescenénimi projasnovadi
(Rylux).

Interpretace Gramem barvenych natéru

Podle poctu bilych krvinek a po¢tl organizmu byly navrzeny rizné metody interpretace
natér barvenych podle Grama. U vzorkd BALu obarvenych podle Grama muze byt uzite¢né
pfedvidat vysledky kvantitativni kultivace. V nékterém pfipadé je mozno zahaijit
antimikrobialni terapii na zakladé vysledk( Gramova barveni v natéru ze sputa jesté predtim,
nez jsou dostupné vysledky kultivaéniho vysetfeni.

Fluorescenéni barveni

Pfi prikazu acidorezistentnich bakterii, se dava pfednost barveni auraminfenolem, protoze je
rychleji provedeny a je citlivéjSi nez Ziehl-Neelsen (Z-N). Auramin pozitivni natéry mohou byt
konfirmovany pfebarvenim Ziehl-Neelsenovym barvenim.
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Kalkofluorova béloba blankofor a dalSi fluorescenéni projasfiovace jsou vysoce ucinné
barvicky, pro vizualizaci houbovych hyf. Jsou lehce citlivéjSi nez KOH a rychleji se odecitaji.
Davaji také lepsi informaci o morfologii nez barveni KOH a jsou schopny rozliSit Mucorales
(Siroké neseptované hyfy) od aspergill, jejichz hyfy jsou Uzké, septované a s odstupem
vlaken v pravém uhlu. Barveni na Pneumocystis jiroveci, coz je pfi¢ina pneumocystové
pneumonie, je ¢asto fluorescencni. Také se provadi imunofluorescenéni mikroskopie na
Legionella species.

Kultivaéni média
NAD-suplementovany krevni agar je horsi nez krevni a Cokoladovy agar pro izolaci

H. influenzae a S.pneumoniae. Lehké zlepSeni zachytu bylo prokazano s prodlouzenou
inkubaci (48 hodinova kultivace).

Cokoladovy agar Ize nahradit okoladovy agarem s bacitracinem, ktery je inkorporovany

v pudé (nebo ¢okoladovy agar s bacitracinovym diskem). V tomto pfipadé se zachyt

H. influenzae vyznamné neliSi.Na agaru s bacitracinem vyznamné& méné roste kompetujici
fléra a kvantita narastu H. influenze je vy$Si s lepSimi moznostmi dalSi izolace.

Burkholderia cepacia selektivni agar je doporucen pro kultivaci vzorkll od pacientu

s cystickou fibrosou (CF). Selektivné podporuje rust Burkholderia cepacia a z tohoto hlediska
prevySuje CLED agar. B. cepacia selektivni agar podporuje také rust Burkholderia gladioli a
jinych pseudomonad.

Pro detekci hub je Sabouraudlv dextrézovy agar jednoznacné mnohem lepSi nez vSechna
media pouzivana pro kultivaci bakterii. U rizikovych pacientl by vzorky mély byt o¢kovany
rutinn& na media urcena ke kultivaci hub. Inkubacni teplota ovliviuje zachyt: vzorky

s vysokou nalozi Candida species mohou prekryt rust Asperqgillus species a kultivace

v v

snizuji narust Mucorales.

Semikvantitativni kultivaéni techniky

Semikvantitativni kultivaéni techniky sputa jsou rychlé, jednoduché a poskytuji spolehlivé
vysledky. Organizmy zpUsobujici zanét v plicich jsou obvykle pfitomny ve sputu ve vétSich
poctech nez organizmy, které kolonizuji hitan a kontaminuji vzorek pfi vykaslavani.
Organizmy jsou nepravidelné distribuovany ve sputu, a to mize vést k nepfesnym
vysledkum. Zkapalnéni a peclivé promichani sputa zvySuje uniformitu vzorku. Homogenizace
a nafedéni snizuje viskozitu vzorku bez poskozeni pfitomnych organizmu. Jasné vysledky
jsou ziskany kultivaci vhodného fedéni sputa.

Testovani antigenu v BALu

U pacientd s moznou invazivni aspergilézou je detekce aspergilového antigenu uzite€nym
postupem pfi stanoveni diagnézy pfed nasazenim antifungalni terapie. Data z poCetnych
studii u neutropenickych pacientl a pacientl z jednotek intenzivni péce, ukazuji na vysokou
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senzitivitu priikazu, ve studii v§ak nebyli zahrnuti pacienti s transplantaty organ(i nebo
u pacienti s AIDS.

Detekce kryptokokovych antigent v tekutiné BALu, umozniuje diagnézu kryptokokové
pneumonie.

Molekularni detekéni metody

Cetné patogeny mohou byt prokazany v respiraénich vzorcich amplifikaci nukleovych kyselin
nebo polymerazovou fetézovou reakci. Pfichod real-time PCR umoznuje udélat diagnézu
bé&hem nékolika hodin. Mnoho testll je dostupnych v komerénich kitech. Extrakéni systémy
jsou specifické pro cilové organizmy, proto napfiklad je dulezité, aby vzorek nebyl
kontaminovan DNA pfed provedenim PCR. Metody PCR jsou rychlejSia mnohem citlivéjsi
nez konvencni metody a mohou rozhodnout o I€¢bé zejména u nekultivovatelnych nebo
Spatné kultivovatelnych agens. Nemohou vSak nahradit vySetieni citlivosti u multirezis-
tentnich nemocnicnich patogend.

Poznamky k metodam

Komentar ke sputu

Indukované sputum muze byt zasilano na vysSetfeni na P. jiroveci — (NSVP 31- VySetfeni na parazity; druht jinych nez krevnich).

Komentari k BALu

Kultivace Mycobacterium species by méla byt provadéna u vSech vzorkti BALu, vyjma tam, kde to lokalni podminky nevyzaduji.
Sputum

Vzorky by mély byt popsany s pouzitim nasledujicich terminu: sliny, sliny s hlenem, mukoidni, mukopurulentni, purulentni a zbarveny krvi. (LIMS)
Pro nemukoidni vzorky

S pouzitim sterilni pipety dejte kapku centrifugovaného vzorku (viz. Sekce 4.4.1) na Cisté mikroskopické skli¢ko. a udélejte klickou natér pro Gramovo
barveni.Mikroskopie na legionely, mykobaktérie, a na parazity, K vySetfeni pfitomnosti houbovych hyf se pouzije preparat s KOH nebo preparat s kalkofluorem.

Sputum

« Pridejte stejny objem do 0.1% roztoku dithiotreitolu nebo N-acetyl L-cysteinu (NALC) ke sputum

« Jemné trepejte pfiblizné 10 vtefin

* Inkubace pfi 35-37°C 15 minut s naslednym jemnym tfepanim pfiblizné 15 vtefin, napomlze homogenizaci sputa

« 10 pl homogenizovaného sputa se naredi v 5 ml sterilni destilované vody

« 1 pl klickou plnou tohoto roztoku se naockuji pfislusné typy média na plotnach (viz. Sekce 4.4.2)

* U cystickeé fibrézy a imunokompromitovanych pacientt inokulujete také 1 pl sputa fedéného ve Sputasolu na dal$i poloviny ploten

U pacientu s cystickou fibrézou, ktefi nemaji pfedchozi kolonizaci B. cepacia se inokuluje 100 pl na B. cepacia medium a inokulum se rozetfe po celém povrchu agarové
plotny (17).

BAL

« Centrifugujte BAL pfi 1200 x g po dobu 10 min

« Slijte supernatant a na dné ponechejte dekantat 0.5 ml a resuspenduijte v tom zbytku centrifugat

« Pouzitim sterilni kliCky inokulujte kazdou agarovou plotnu vzorkem (viz. QSOP 52 — Inokulace kultivaénich médii).
Semikvantitativni metoda

V8echen materidl je resuspendovan v tekutiné a provede se trojnasobné sériové fedéni (1/10, 1/1000 a 1/100,000). Z téchto fedéni se vyockuje na kazdou plotnu 0.1ml.
Alternativné se s pouzitim kalibrované klicky vyockuje 0,01 ml tekutiny. Jestlize je méné nez 10 kolonii na plotné, znamena to méné jak 108 CFU/ml, mezi 10 -100
koloniemi; 103-104 CFU/ml, a 100-1000 kolonii; 10%-10° CFU/ml. Diagnosticky prah je 10°-108 CFU/mI pro bronchoskopické aspiraty, 103 CFU/mI pro kryty kartacovy
odbér a 10* CFU/ml pro BAL (87).

PREANALYTICKA FAZE

Laboratorni pfirucka
Administrativni nalezitosti, technické informace /omezeni
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Priorita
Urcenl prlorlty vzorku se provadl podle dokumentu PP— Urgentni vzorky, stanoven

I [
Drlorltou odvozenou u 2|vot ohrozuncmh pheumonii, resolracnlch selhanl S VAP atd

Zapis do LIS
PP__ldentifikace vzorku, PP — LIS, MP_5 — Uchovani vzorkd,

Pravodky
LP — Odbér materialu, F_10- Telefonické konzultace a hlaSeni neshod pfi pfijmu vzorku

ANALYTICKA FAZE

1 Bezpecnost prace
1.1 Odbér vzorku

Odsavacky nebo kontejnery maji byt hermeticky uzaviené v plastovém sacku.

1.2 Transport a skladovani vzorku

Zasilaji se vhodné kontejnery v plastickém sacku.

1.3 Zpracovani vzorku

VSechny vzorky mohou pravdépodobné obsahovat rizikovou skupinu organizmu na drovni
BSL 2-3 a musi byt tedy zpracovany v mikrobiologickém hazardboxu. Takze pocatecni
vySetfeni a nasledujici prace na vzorcich, které jsou podezrelé, Ze obsahuji Mycobacterium
species, nebo je podezieni na blastomykdzy, kokcidioidomkézy, histoplazmdzy,
parakokcidioidomykdzy, nebo peniciliézy, se musi provadét uvnitf biohazardboxu v BSL3
laboratofi (dle udaji na zadance pfipadné po pfedchozim konsiliu s oSetfujicim Iékafem).

Vzorky s kontejnery by mély byt umistény do vhodného stojanku.

Tam kde vznikaji infekéni aerosoly, je nutno zpracovavat v biohazardboxu.
PR_ Provozni fad, LP_2

2 Odbér vzorku

2.1 Optimalni ¢as odbéru vzorkt

VSechny vzorky by mély byt Cerstvé a odebrany dfive, neZ je zahajena antimikrobialni 1é¢ba.
Kultivace na Legionella species miize byt Uspésna i po nasazeni antimikrobni terapie
2.2 Spravny typ vzorkl a metoda odbéru

Pro vzorky sputa se poZaduje material z doIniho respiracniho traktu, vyka$lany hlubokym
zakas$lanim. Pokud je kaSel suchy doporucuje se fyzioterapie, posturalni drenaz nebo
inhalace aerosolu, coz by v§e mohlo napomoci k vykaslani sputa. Sliny a vzorky z nosnich
dutin nejsou vhodné. BAL a pfidruZzené vzorky jsou odebirany specialistou podle lokalniho
protokolu.

2.3 Vhodné mnozstvi a vhodny pocet vzorku
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Sputum — Idealni je minimalni objem 1 ml.

BAL — Je obtizné specifikovat poZzadovany objem; v principu, ¢im vétsi objem, tim Iépe.
LP_2 — Laboratorni pfirucka Odbér materialu ,

3 Transport a zpracovani vzorku

3.1 Cas mezi odbérem vzorku a zpracovanim

Vzorky by mély byt dopraveny do laboratofe a zpracovany co nejdfive.

Sputum se mlze umistit v chladni¢ce po dobu 2 - 3 hodin bez zfejmého ubytku patogenu.
Jakékoli dalsi zpozdéni mGze umoznit pferiistani gramnegativnich ty€inek a uhyn
Haemophilus species a S. pneumoniae.

Kde jsou potize s transportem, vzorek se miize kultivovat do 48 hodin po odbéru. Jestlize

vzorky nejsou zpracovany v den odbéru, je tfeba interpretovat vysledky s ohledem
na okolnosti.

3.2 Zachovani kvality vzorku

Jestlize se zpracovani opozdi, uskladnéni v chladni¢ce ma pfednost pfed skladovanim pfi
pokojové teploté. Zpozdéni vice jak 48 hodin je nezadouci.

MP_1 - Pfijem materialu

4 Zpracovani vzorku
4.1 Vybér vySetireni
Dle udaju na zadance k zaslanému materialu.

Postup zpracovani vzorku je uréen podle vysledktd mikroskopického vysetfeni, volba postupu
viz dale.

- nefedéna sputa

4.2 Vzhled
Sputum

Vzorky by mély byt popsany s pouzitim nasledujicich termin(: sliny, sliny s hlenem, mukoidni, mukopurulentni, purulentni a
zbarveny krvi.

4.3 Mikroskopie
Provadi se u vSech vzorkl sputa a BAL po obarveni podle Grama

PP_1_Zhotoveni preparatu pro barveni, PP_3 Barveni preparatu dle Grama, PP_4 Barveni
preparatu dle Ziehl - Neelsena

4.3.1 Standardni mikroskopie
BAL

Pro mukoidni vzorky

PouZijte sterilni klicku, vyberte nejhnisavéjsi nebo krvi zbarvenou ¢ast vzorku a udélejte
tenky natér na mikroskopické sklicko pro Gramovo barveni.
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Vysledky Gramova barveni se pouziji k okomentovani kvality vzorku (ij. jsou to tzv.
vyluéovaci kritéria). Jako podklad mohou byt pouzity pro odmitnuti vzorku sputa a uvedeni
do vysledkl pfitomnost bilych krvinek a mikroorganizm.

4.3.2 Doplnkoveé
Sputum
Barveni podle Grama a Ziehl-Neelsena

PP_1_Zhotoveni preparatu pro barveni, PP_3 Barveni preparatu dle Grama, PP_4 Barveni
preparatu dle Ziehl - Neelsena

S pouzitim sterilni klicky naberte plnou klicku homogenizovaného sputa (viz. Sekce 4.4.1.) a
provedte tenky natér na mikroskopické sklicko pro Gramovo barveni

Vzorky obsahuijici sliny mizou byt odmitnuty pfed homogenizaci na zakladé poméru < 2:1
polymorfonuklearnich leukocytl k dlazdicovym epiteliim, coz se ur€i Gramovym barvenim pfi
nizkém zvétSeni (x100)

Jestlize je vzorek odmitnut na zakladé mikroskopie, informujte ihned oddéleni, klinika, anebo
praktika a zadejte o novy vzorek.

Ulozte vzorky pfi 4°C na nejméné 48 h.

Poznamka: vzorky od imunokompromitovanych, neutropenickych, anebo
inkubovanych pacientu, nebo vzorky uréené pro kultivaci legionel a mykobaktérii SE
NESMI ODMITAT na zakladé kvality vzorku.

4.4 Kultivace a vySetreni

4.4.1 Homogenizace a zpracovani vzorku

- nefedéna sputa
Poznamka: Neprodluzujte interval mezi nafedénim vzorku a inokulaci agarovych ploten.

Interpretaéni poznamky

Diagnostického prahu nemusi byt dosazeno, jestli infekce pravé zacala, anebo je pfitomna
infekéni bronchiolitida. Vzorky od pacientu, ktefi dostavali antibiotika, mazou dat také faleSné
pozitivni vysledky (88).

Zkumavky je tfeba fadné zazatkovat, i kdyz jsou vortexovany v biohazardu, protoze
vortexovani naruduje ochranné laminarni proudéni. Zkumavky by mély byt otevirany a
uzavirany zasadné v biohazardu.

Kvantativni zpracovani vzorki z dolnich dychacich cest viz odkaz na Postup
zpracovani vzorku z DCD, které vyhovuiji kritériim validity vzorka z DCD.

Priloha 1 : KULTIVACNI MEDIA, PODMINKY A ORGANIZMY PRO VZORKY SPUTA:
KULTIVACNI MEDIA, PODMINKY A ORGANIZMY PRO VZORKY BALu

KULTIVACNI MEDIA, PODMINKY A ORGANIZMY PRO VZORKY SPUTA

Priloha 1a), prepocet baktérii na objem sputa
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Priloha 1b), prepocet baktérii na objem sputa

Priloha 1c), prepocet baktérii na objem sputa

4.5 Identifikace

NSVP_1 - Identifikace Iékafsky dulezitych mikroorganismi pomoci orientaénich a

komerénich fenotypovych metod a metodou hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF

4.5.1Minimalni aroven v laboratofi

B. cepacia complex

S. maltophilia

Enterobacteriaceae

Klebsiella pneumoniae

uroven species
uroven species

uroven species

uroven species

Houby uroven rod

H. influenzae uroven species

M. catarrhalis uroven species

N. meningitidis uroven species
Pasteurella uroven species
Pseudomonady "Uroven pseudomonad"
P. aeruginosa mukoidni nebo nemukoidni druhy
S. aureus uroven species

S. pneumoniae uroven species
Kvasinky "kvasinky"

Legionella viz. NSVP 47
Mycobacterium viz. NSVP 40

Parasity viz. NSVP 31

VSechny organizmy by mély byt dale identifikovany, pokud je klinicka nebo epidemiologicka
indikace.

4.5.2 Spoluprace s referenénimi laboratoremi
Podle pravidel referenénich laboratofi.

Izolaty sdruzené s outbreaky, tam kde je epidemiologicky indikovano a organizmy

s neobvyklymi nebo neo&ekavanymi fenotypy rezistence nebo tam kde je laboratorni
pfipadné klinicky problém a anomalie, které vyZzaduji vyjasnéni, by mély byt zaslany do
pfislusné referencni laboratofe.

MP8 — Evidence vzorkd odeslanych do smluvnich a spolupracuijicich laboratofi.
4.6 Testovani citlivosti na antibiotika
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Na zakladé kritérii validity vzorku a podle klinické indikace SOP vySetfovani citlivosti na
antibiotika semikvantitativnim difusnim testem, kvantitativni diluéni mikrometodou a metodou

E-test.
POSTANALYTICKA FAZE VYSETRENI

5 Vydavani vysledku

MP7_Kontrola a uvolfiovanivysledki

5.1 Mikroskopie
Pokud je pacient imunokompetentni, oznamte Spatnou kvalitu vzorku nebo sliny jako:
»,Nevyhovuijici kvalita vzorku/sliny. Prosim opakujte pokud je klinicky indikovano®.

Popis preparatu v obarveni podle Grama s uvedenim kvalitativnich a kvantitativnich pomért
vSech komponent

Oznamit epitelialni bunky, bilé krvinky a mikroorganizmy popsané v preparatu.
Oznamuijte pfitomnost houbovych hyf.

5.1.1 Cas sdélovani vysledku

Vysledky urgentni mikroskopie se sdéluji telefonicky ihned.

Psana zprava, 48 - 72h.

5.2 Kultivace

Oznamuijte klinicky vyznamné organizmy izolované a jejich mnozstvi, jestli se pouZije BAL a
semikvantitativni metoda nebo

Oznamuijte dal$i zpUsoby, jako: SmiSena fléra horniho respiracniho traktu

Nepfitomnost ristu jako negativni

Nepfitomnost ristu pfi specifickém zaméfeni na organizmy u cystické fibrézy, pfi fedéni 1076
a oznamuji se vysledky doplfikovych vySetfeni.

5.2.1 Cas sdélovani vysledku kultivace

Urgentni vysledky telefonicky nebo elektronicky. Psana zprava, 48 — 72 h, pfipadné
s mezivysledkem a s upozornénim, Ze pfijde zavérecny vysledek.

5.2.2 VySetreni citlivosti na antimikrobni léky.
Podle klinické indikace

5.5. Autorizace a validace vysledku opravnénou osobou, uvoliiovani vysledkt pro tisk
a expedice vysledk

MP7_Kontrola a uvolfiovanivysledku
6 Hlaseni organiim hygienické sluzby a komisi pro nozokomialni infekce

Pode vyhlasky a mistnich predpisu.

Povinna hlageni dle Vvhl.MZ CR §.473/2008 Sb., ve znéni vyhlasek &.275/2010 Sb A
¢.233/2011 Sb
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7.Materialné technické a personalni zabezpeceni

7.1 Personal
Osoby opravnéné podle F_56 - Pracovnici opravnéni provadét SOP a PP, F 70 Plan

rozdéleni laborantek, MP7_Kontrola a uvolfiovanivysledkd
7.2.Pristroje a pomocna zafizeni

viz Pfiloha ¢€.2
7.3.Chemikalie, reagencie a spotiebni material (tabulka)
viz Pfiloha 3

F_67_ Prijem chemikalii, F 27 Seznam dodavatell, F_72 Nové Sarze k testovani
7.5.Prostory

Piijem materialu, Klinicka laboratof a AS, Identifika¢ni laboratof

8.Systém kontroly kvality
Viz QSOP_2 - Interni hodnoceni kvality v klinické mikrobiologii

MP_22 - EHK

9.Validace a verifikace

Provadéné SOP jsou validovany udaiji v recenzované literature a Narodnich SOP (viz.

Literature) a jsou verifikovany v ramci EHK v nichZ se laborator uéastni a pomoci IHK a IKK

viz odkazy:
Dokumenty SLM CLS JEP platné pro NASKL a CIA:

http://www.splm.cz/dokumenty/PSSLP_2.pdf,
http://www.splm.cz/dokumenty/PS_VALVER.pdf , QSOP 2_interni kontrola kvality v klinické
mikrobiologii

10.Souvisejici dokumentace

&.233/2011 Sb
K_15 Kniha hlaSek a pravdépodobnych nozokomialnich kmenu

K_16_Kmeny zaslané do NRL,

LP_1 Laboratorni pfirucka
MP_2_ Identifikace vzork(

MP_3-LIS

MP_5 — Uchovani vzork(

MP_11 - Manipulace s infekénim odpadem,
MP_20 - Expedice vysledku

PK_1 - Pfiru¢ka kvality

PR_7 Provozni Fad,
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MP_11 - Manipulace s infek&nim odpadem,

QSOP_1_Rizeni dokumentl a zdznamu

SOPTE’_1 - VySetfovani citlivosti na antibiotika semikvantitativnim difusnim testem, kvantitativni
diluéni mikrometodou a metodou E-test
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